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Zusammenfassung

In derkonventionellen Landwirtschaft spig¢temnbizide eine wichtige Rolledochhimmt ihre
Wirksamkeitdurch vermehrtes Auftreten voholeranzen der Unkrautab. Innerhalb der
letzten 3@ahre wurde kein neuer herbizider Wirkmechanidenidiziert bisherbewéahrte

Produkteverliererihre Zulassung.

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

Wirkstoffzielen fir Herbizide.

Der eine Schwerpunktlagauf der Hemmung eines Enzyms (DHNS) des Synthesewegs vor
Phylloquinon. Letzteres ist fur alle Photosyntinekenden Pflanzen essenziell. Im
eukaryotischierischen Organismus wird es hingegen nicht produziert, wenn auch als Vitam

K1 bendtigt.

Als pdenzieller Wirkstoff zur Hemmung der durch DHNS katalysierten ReaktibfOCB

zum Einsatz, ein aus der Antibiotikaforschung stammendes Molekdl.
SeinanvivAktivitatkonntedurch Hemmung des Pflanzenwachstgsgatigtverden.

Dieser Storeffekt lielhibedingtkompensieren, zum einen durch die Supplementation eines
Folgeprodukts der DHNReaktionzum anderen durch die Uberexpression der DSiNSit

sollte das Enzym das Ziel von MOCB sein.

Die chemisch&alidierungbewies dieBeeinfludsarkeit der DHNSReaktion durch den
aktivierten Inhibitor MOCKO0A, innerhalb eines biochemischen Tésisitrdy. Die
ermittelten KennzahlaharakterisierddOCB-CoA als einen kompetitiven Inhibitor

Mittels transgener Linien wurde im Zuge glemetischeVaidierung gezeigt, dass das
Herunterregulieren der DHN$urch denRNSiEffekt zu Stérungen bei der Samenbildung

fuhrt. Diesunterstreichtlen Charakter der DHNS als essenzielles Enzym.

Insgesamt war es moglidie WirkstoffWirkort-Beziehung von MOCB undHINS zuzeigen
sowiedie DHNS alspotenzielles Wirkstoffziel fir die Entwicklung zukinftiger Herlaaide
empfehlenDa en invitreT estetablierist,kanndiesemnnerhalb von Hochdurchsatzscreening

Kampagnen verwendet werden.

Der zweite Schwerpunktnahmden Vorgang des Spleilens zum WirkxeelVersuch des
Induzierens fehlgespleil3ter Transkripte wurde im Bereich der Herbizidfopscsemglich)

bishernoch nicht unternommen, die ersggrielterAnséatze finden sich im Rahmen der
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humaren Krebsforschung. Nach LiteraDurchsicht bot sich Psoromsaure als
aussichtsreicher Wirkstéfandidat an

Als erster Schritt galt somit das Aufzeigen pffarzlichennvivoAktivitd des Wirkstoffs.
Diese bestand in einer allgemeinen WachstumsdepnesSiegenwart von aufsteigende
Wirkstoffkonzentrationen. Diese gipfelte ab einer Konzentration yivi irbeinen letalen
Effekt. Ob diese Effekte durch Fehlspleidungen verursacht wurden, war Gegemstan
TranskriptormAnalyselnnerhalb dieser konnten fehlgespleMaamskripte aufgefunden und
zu ihren jeweiligen Genorten zugeordnet wefdbschlieRend war es mdglidie Ergebnisse
dieser computergestiutzten Anadyishprobenartigittels RTPCRbiochemischu validieren.

Durch Gabe des Inhibitors konnten Fehlspleil3ungen induziert werden, die potenziell zu
herbiziden Effekt des Wirkstoffs gefuihrt haben kénnen. Die Hemmung von Pflanzenwachstu
durch Eingriffe in den Spleil3prozess ist machbamusetthtsreich

Fur die beiden untersuchten Wirkstoffzielanten herbizide Effekte bisirer jeweiligen
HemmunggezeigtwerdeR.;, r den Themenkomplex alnhibit
Forschung den exakten Ansatzpunkt im Splei3vorgang so weit einengen, dass von se

Hemmung nur pflanzliche Organismen betroffen sind.

DieEr gebni sse des ThemensORNS&r pl sk Wieigéng & o |
die Eignung dieses Wirkzigisdie unmittelbare Suche nach neuen herbiziden Molekullen



Abstract

Herbicides aran important factoin conventional agriculturelowever,due toa rise in
herbicideresistant weedtheir efficacy is fadings no new mode of action was identified in
the lasB0 yearsandwellestablishegroducts are losing their registratimrbicide research

iS now again scouting foovel targets.
The work in hand isontributing to theharacterizatioof two target$or future herbicides

One focusis the disruption of phylloquinone synthesis by inhibition of the enzyme DHNS.
Phylloquinone is an essential electron transporter in photoautoptaptsc The synthesis
pathway is not present in animal cells, even though it is required by the organism and there
considered gitamin (vitamin K1).

MOCB, a compound discovered in antibiotic research, wass estubl compounds itled

to restraied growth in plants, itsvivactivity could beanfirmed Since this phenotype could
be complement# by supplementing an intermediate detsmam of the DHNS reacticas
well asby overexpressing DHNS itself, it is probableDRENS is the target of MOCB.

It was proverinvitrg by a biochemical ass#yat the reaction catalyzed by DHN&" be
influen@d by the activated inhibitor MOC®A, portraying thehemicalalidation

While working on transgenic Bnéedicated to downregulation of DHNS via RNApaired
seed development wasealed, further strengthening DHNS character as an essential enzym

Overall,it was possibleotshow the tie of MOCB and DHN& ompound and target.
Therefore DHNS could be positioned as a promisiogel herbicidal targ&Vith adedicated

invitroassay in pladécannow beutilizedin high throughput campaign

The secondarea of focus took splicingprocess as targietr future herbicide$n herbicide
researchthe approach of inducirigulty splicingvas {ntentionally) never done befofée
incipient stagefor this mode of action caa found incancer researchfter thorough review

of medical literature, psoromic acid, the compound used for exploration, was found to be mc

suitable.

As a first step theompoundsnvivactivity in plantavas evaluatetd.mainly consisted stunted
growthin presence ofiging concentrations of psoromic ad.a concentration of 75 uM the

consequences induced peakelgthal effectsTo assess these effectarecaused byleficient
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splicingthe transcriptome was analyZ&dring this analysiabnormallyspliced transcripisere
found and mappet their gene lockinally these computegenerated results weiechemically
spotcheckvalidatedy RT-PCR

By compound applicatiorufy gplicingwasinduced, which potentiatiguld have led teerbicidal

effecs.Therefore nhibiting plant developméninterferencef splicing iseasiblend promising

For thetwo targets evaluatdeerbicidal effectweredetectedhfter inhibitionFollowup research
on the topi®lnhibition of | i cshouldpairowthe point of application for future compounds

to only addregslants.

Theresultsadheb cal poi nt 0 Val adigustiaté the tavgets quadific&iona s
for immediatescreensn novelherbicidal compounds.
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|. Einleitungund Motivation

Die Weltbevélkerung weist aktuell eine GroRe voMillid@dden Menschen auf und soll im
Verlauf der kommenden Dekaden um weitere dreridr Milliarden Menschen ansteigen
(United Nations, Department of Economic and Social Affairs, Population Ditigsosuys

ergibt sich ein klar erwartbarer Anstieg der Nachfrage nach Nutzpflanzen, die weltweit
hauptsachliche Nahrungsquelle darst@leiferaw, Prasanna, HesliBanziger 2011; Food

and Agriculture Organization of the United Nations 2015)

Gleichzeitig lasst sich eine Entwicklung des Weltklimas beobachten, die laut Prognosen
einem Anstieg von 3 bisG Oberflachentemperatur in den nachsten 50 biiir@a fihren
wird(Solomon, S., D. Qin,M. Manning, Z. Chen,M. Marquis, K.B. Averyt, M. Tignor and H.L
Miller 2007)

Hieraus kian sich eine Haufung an nidtimalerVegetationsperiodengeben, da mit einem
Anstieg der Temperatur die Auftrittswahrscheinlichkeit fur extreme Wetterbedingungen w
Flut, DUrre und Hitzewellen anst€igtes, Kundzewicz, Wu & Palutikof 20tBjer Summe

fuhrt dies zu einer Verkirzung der Anbausaison sowie einem Rickgang landalirtschatftl
verwendbarer Flachen (Verlust von Anbauflachen durch Ansteigen des Meeresspieg
Versalzung der Bo6den in Kuistenzonen sowie allgemein durch verschlechter
Witterungsbedingungen).

Zusammenfassend mussen zur Erfiullung der ansteigenden Nachfrageletiienderi

Flachen weitergehend optimiert werden.

Hierflir bieten sich verschiedene Strategien an: Einsatz von Géa@xiniscimodifizierte
Organismen), datenbasierte Herangehenswsisant farming// digital fajmsogvie der
Einsatz von Agrochemie.

GMOs und datenbasierte Ansatze zielen auf eine Erweiterung beziehungsweise effekti
Nutzung der Anbauflachen ab, sei es durch das gezielte EinbrinJetexamzenn die

Pflanzen gegéber solche ani-cfgtti mal eno Umwel t bedi ngu
Bereitstell DecpiakmgfaoB andi er dé@m Bauern dur

umfassendere Informationsebene zum Acker und seinem Potential vermitteln.

Im Gegensatz hierzu hilft Agrochemiessdkonventionelle Nutzpflanzen auf bestehenden

Anbauflachen zur Entfaltung ihres maximalen Potentials einen Wachstumsvorsprung erfahr
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Dies erfolgteils durch Dlngung, aber ebenso durch selektive Schutzmalinahmen gegeni
schadlichen biologischen Eisfitaktoren(beispielsweisdurch Einsatz vonHerbizida,
Fungizida und Insektizid®. Wahrend Fungizide und Insektizide die Nutzpflgezen
Pilzerkrankungen und Schadinsek&en, tragenHerbizidedazu beidie unerwinschten

KonkurrenzPflanzereu deimieren und zu kontrollieren.

Sieht man die Anbauflache algGbrekt mit limitierten Ressourcen (Wasser, Nahrstoffe, Platz
und Sonnenlicht) an, & es im Sinne des Landwirts, das€rtragsmaximierumas Gros
dieseWertstoffenur der Nutzpflanzeur Verfiigung stehpdas gleichzeitige Vorhandensein
anderer Pflanzen schmalert den vorhandenen Ressourcéhedelhin begunstigen
sogenannte Unkrauter und UngrasePrimarwirtdas Eindringen von Schadorganisnven
beispielsweiseilzerkrankungemnd sieerschweren allgemeaias Bewirtschaften des Felds
(z.B.Blockieren des Mahdreschers ditditenlLabkraut,Verhinderung von notwendigen
PflanzeschutzmaRnahmemit potentiell bienengefahrlichen Wirkstoffen durch Frihbliher im
Fdd) (Klein, Grabler & Tischner 2015)

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Entwicklung neuer Herbizide Deistan:
Identifikation, Charakterisierung und Validierung neuer Wirkstoffziele.

Als vielversprechende Kandidaten fur Angriffspunkte zukinftiger Pflanzenschutzmitte
prasentieren sich hierbei zwei Prozesse: Die Phyllo§yimthese sowie das Spleil3en von
RNS.

Diese potenziellerneuen Ziele entstammen einer Sonderform des Wirkstudiziedten
Forschungsansaty einer Vorgehensweise, die sichonwahrend der letzten Dekaden
innerhalb der medizinischen Forschung grol3er BeliebtheieeBe=uGrundprinzip besteht
hierbei in einer fokussierten Wirkstofffindung fur ein bestimmtes und charakterisierte
Zielprotein, dessen bekannte Eigenschdftegezielte Suchmittels einesniniaturisierten
biochemischen TestsystdagiinstigenDies emdglicht einerseitdas Uberpriifereines
groRermfangan Testsubstanzamerhalb kurzer Zeiind andererseitiie Minimierungler
benottigte Wirkstoffmenge. Den Gegensatz hierzu bildet der Phéanbiygerte
Forschungsansatz: Hierbei werden zuerst eine Vielzahl unterschiedlichster chemisc
Verbindungen auf ihre Wirksamkeit auf den Phéanotyp des Organismus eysteséetach

wird der unbekannte Wirkort der scekéerten Wirkstoffe aufgekléBwinney 2013)

Die hier behandelte Sonderform des Wirkstofiagierten Ansatzes fuldt auf der strukturierten
Sichtung von Literatur (primar zu Bakteuad Pilzen, selten zum tierischen Organismus)
beziglich neuer Zi€lroteine mit bekannten Inhibitoren. Von Interessise hierbei solche

12



Ziele, die einmdglichst exakténtsprechung in der Pflanze findexd dort an maf3geblichen

Stoffwechselwegen oder Mechanismen beteiligt sind. Eine Inhibition derselben sollte folgl

letale Konsequenzen nach sich ziehen.

Die so identifizierteraus der Literatur bekannten inhibitorisaiWaksubstanzen dienen als

erste Anhaltspunkte zur Entwiakg weiterer spezifischer Wirkstoffe. Sie werden daher als

tooklompounbszeichnet.

Potenzielle Ansatzpunkte fur Herbizidellten in diesem Kontextidealerweisesinige

Voraussetzungen erfullem guteStarbedingungeau garantieren

T

EssenzielldProzss:

Bei dem zu inhibierenden Prozess sollte es sich um einen essenziellen Bestandtei

das Uberleben der Pflanze handeln.

Literaturbekannt®ocktompounds

Der zu inhibierende Prozess sollte in einem anderen Organismitsbeschrieben
und charaktesiert worden sein, dass mindestens ein Inhibitor zur Verfugung steht.

Ahnlichkeit in Aminosiureseguenz

Daspotenziell&Virkstoffziel im pflanzlichen System und das des bekannten Inhibitors
sollten auf struktureller sowie Sequenzebene groRe Ahnlichkeit aufweisen, um ¢

Wahrscheinlichkeit fir die Wirksamkeit des Inhibitors zu erhéhen.

Keine Redundanzen:

Das Wirkstoffzieldlte moglichskeine Isoformen auf Ebene des Genoms aufweisen,
um einerseits die genetische Validierung und andererseits die Wirkstofffindung
vereinfachenVeiterhin sollte keine funktionelle Redundanz fiir den Prozess durch eir

anders Enzym bestehen.

Abwesenheit in tierischen Organismen:

Der zu hemmende Stoffwechselweg soliteMinimierung toxikologischer Risiken

moglichst nicht m Menschen beziehungsweiselzelligen Tieren vorkommen

Sind diese Kiriterien erflllt, so giltdes Wirkstoffziel uat Einsatzdestockompourris

validieren. Hierb&iann das Erfilleweitere Kriterienals Leitlinie gelten

M

InvivAAktivitat des Inhibitors:
o Der Inhibitor beeinflusst den Phanotyp der Pflanze und fuhrt zu letalen

Konsequenzen.

13



o Dieser inhibitorische Effekt ist spezifisch fur den zu hemmenden
Stoffwechselweg urkann durch Zugabe einer weiteren, fir den Prozess
spezifischen Substanz, kompensiert werbeispielsweise Zusetzen des

Produkts der gehemmten Enzymreaktion).

1 InvitreAktivitat dednhibitors:
o Der zu untersuchende ProzéssziehungsweiseineTeilschrittg lasstsich
losgelést vom Organismus im Reagenzglas abbilden, um die Spezifitat d
Inhibition studieren zu koénnen.
o Der Inhibitor vermag eslen Prozess ganz oder teilweise isadi@rvitro
System zu unterbinden
1 Genetische Validierung:
o Durch Mutation des Germder durcheine Uberexpression (Expression des
Gens wird Uber die Norm heraufreguliert) lasst sich eine erhdhte Toleran:
gegentuber dem Inhibiterzeugen
0 Durch Herunterredieren der Expression oder vollstandiges Abschalten des
Gens lasst sich eine erhohte Anfalligkeit fir den Inhibitor beziehungsweise ei

letaler Phanotyp induzieren

Die Validierung des Wirkstoffziels kann darliber hinaus durch Erkenntnisse au
biophysikalishen VersuchernnsilicdStudien domputergestitztesbbildender raumlichen
Struktur des Wirkstoffziels, gefolgt vom Einfigen des Wirkstafis sSimulierte Struktur)
sowie der Ermittlung des GenexpressRio§ils bereichert werden. Fiur eine umfagsend
Validierung oder Devalidierunghmerjedochdie zuvor genannten Kriteriem\(Mo, invitre

und genetische Validierung) eine Schlisselrolle ein.

Als pflanzliches Studienobjekt dient der Modellorganighnalidopdisaliana(auch
AckerSchmalwand; Organismuskuidl der seit Jahrzehntebreite Anwendung in der

pflarelichen Grundlagenforschung findet

Durch einenrelativ kurzen Generationszyklus (acht Wochen von Keimung bis Sgmenreife
unter Laborbedingungesowieein kleines diploide Genom (135 mega Basenpaare [Mbp],

2 x5 Chromosomen) eignet sich die Pflanze gut fiir Manipulationsstudien wie Uberexpressi
Knockout (KO)(Knockout: vollstdndiges Abschalten des betreffenders@eie allgemein

zur genetischen Forschuligeiterhindient Arabidopsthalianalem Studium der Physiologie
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hoherer Pflanzen undkann in der Herbiziecorschung als Vertreter der Dikotylen
(Zweikeimblattrige) verwendaetrden

Der eineTeil derArbeit befasst sich mit der Validierung des Enzyms DANENB
(Atlg60550) als mdglichem Wirkstoffziel, basierend auf Erkenntnissen aus d
Antibiotikaforschung am bakteriellen Syntheseweg von Menaquinon (Mjtmilesken
pflanzliches Analogon die Phylloquisymthese (Vitamindist.Hierfur wird der mehtsfige
Syntheseweg vom Ausgangsstoff Chorismat zum Endprodukt Phylloquinon samt der Rolle
beteiligten Enzyme beschrieben. Durch die bekannte Analogie von Phyllaguihon
MenaquinofByntheseweg ist es naheliegend, dass Inhibitoren der Meraypiiese
(Antibiotikaforschung) ebenfalls die PhylloquiBygmthese beeinflussen kénnten.

Deranderd eil widmet sich der Identifikation des Wirkstoffziels der Psoromséaure in Pflanzer
Psoromsaurevurde in Studien zu neuen Krebstherapeutika als Inhibitor des humanel
SpleiBosoms identifiziert. Da multiple Untereinheiten des Spleillosoms hochgradig konserv
sind, ergibt sich hieraus die Hypothese, dass die Psoraias&niei3amnicht nurn humanen

Zellen, sondern auch in Pflanzen beeinflussen kénnte. Das Spleil3en ist in Eukaryoten
Prozessierungsschritt zwischen Tr anBNSri pt

(pr&mRNS von den nichtodierenden Sequenzen bereinigt wird.

Im Folgenden soll der aktuelle Wissensstand der beiden studierten Pdozesse

PhylloquinorSynthese einerseits und SpleiRen anderéisslidsichtet werden.

15



[l. Wissensstand

[I.1. Validierung von DHNSAt1g60550als Wirkstoffziel

11.1.1 Die Rolle vorPhylloguinon im pflanzlichen Organismus

Alle Prozessalie den Organismus mit Energie und Substanz versokgiendem Uroder
Abbau von Bbstanz dienenlassen sich unter dem Merkmal des Stoffwechsels
zusammenfassen. Dieser gehort zudendvoraussetzungen des Lebens.

In Pflanzen dient Licht als hauptsachliche Energiequelle, sie werden daher aus
photoautotrophe Lebewesen bezeichnet. Sie sind in derebaggereiche chemische
Verbindungen unter Zuhilfenahme von Sonnenlicht aaskenén anorganischen Molekilen
aufzubauerDer Prozess des Konvertierens von Lichtenergie zu chemischer Energie wird &
PhotosynthesdezeichnetLichtenergie wird verwendeim WassefH.O) zu oxidieren,
Kohlenstoffdioxid (C@ zu reduzieren und somitré8ere Kohlenstoffverbindungen,
hauptsachlich ZuckéZsH1-0s), zu formenwobeiSauerstoff (€) freigesetawird.

Diese Abfolge kann in zwei Teile untergliedert werden, die Lichtreakioh die
Dunkelreaktiopauch CalviBensorZyklus genannt.

Die Photsynthesést Gegenstal ausgiebiger Forschung und zahlloser Publikationen, daher
soll im Folgenden nur auf jdieigenBereiche eingegangen werden, die fir das Verstandnis

dieses Forschungsvorhabens vonnéten sind.

Die folgenden Informationen wurden unt@uhilfenahme der genannten Lehrbicher
zusammengasstJohnson 2016; Buchanan, Gruis&elones 2015; Taiz 2015; Strasburger et
al. 2014)

Innerhalb der Lichtreaktion werden Elektronen in den ReaktionszentRiotdaystem |

und 1II' (PS; PSI) auf ein hoheres Energieniveau gehoben und dber eine
Elektronentransportkette von einem @eri nachsten Sitdomplex der Thylakoitlembran
Ubertragen.

Dies dient final dazu, die energiereichen Molekille ATP und NADPH zu erzeugen, die fir ¢
Zuckersynthese innerhalb der Dunkelreaktion, sowie fur weitere zellulare Prozesse gebra

werden.
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Im Zuge dieses Ubertragens von Elektronen von einem auf den nachsten Ispiajblex
Phylloquinon (A.) einezentrale Rolle, da esif Grund seiner chemischen Eigenschaften
sowohl als Elektronefkzeptor als auch alBonor dient. Es ist inPhotosysterhlokalisert

und Ubertragt Elektronen v@hlorophyll a (& auf das EiseB8chwefeCluster (Fed

Im Zuge der Lichtreaktionwerden Elektronen des Reaktionszentrumd$2680
[Absorptionsmaximum bei 680 nfRhotosysterti; PSI) auf ein hohere&nergieniveau
gehoben und vom primarékzeptor eingefangen. Die hierbei entstehende Elektronenliicke
wird durch Oxidation von Wasser geschlossen, als Nebenpmodegultiegn hieraus
Sauerstoff (¢ undProtonen (H). Ausgehend vom primaren Akzeptor weardie angeregten
Elektronen  Uber  mehrere  RedoxreaktionerPlasfoquinon (PQ/PQH.) -
Cytochronbef-Komplex -Plastocyani(PC) auf Photosystein (PS) Ubertragen.Am
Reaktionszentrum des PSI (PAlsorptionsmaximum bei 700 nr@rden ebenfalls durch
Lichtabsorption Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gebibleereine intnsische
Elektronentransportkett@erden diese Elektronawif Ferredoxir{Fd) Gbertragen, das zur
Reduktion von NADPzu NADPH gebraucht wirdie entsandene Elektronenliicke an P700
wird durch dielbertragenerElektronenvon PSII geschlossein einem sogenannten
zyklischen Elektronentranspdkbnnen Elektronen UbereRedoxinund Plastoquinon
ebenfalls auf den Cytochrbs-Komplex tbertragen werden.eHieikommt es zu einer
Protonentranslokation von Stroma zu Lurbémim ThylakoidLumen befindlichen Protonen
dienen der ATynthaséTransmembranprotein)s Antrieb undreiben somit die Synthese
von ATP aus ADP undh®spha(P) an(Abbildungl).
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Abbildung 1
Ubersichtsschema des photos¥ithetsumnd Protonentransport and der Thylakoidmembran

Elektronen werden am PSII durch Lichtabsorption auf ein h6heres Energieniveau gehoben und tber r
(PQ/PQHy; Cytochrougf; IPC) auf PSI Ubertragen. Am PSI| werden elremfaiisiBiek Lichtabsorption auf ein
Energieniveau gehoben und tber eine intrinsische Elektronentransportkette auf Fd tibertragen, tlas zt
NADPH verwendet wird. Die entstandene Elektronenliicke wird durch desnibentRgkme&taldssen. Die
Elektronenliicke am PSII wird durch die Oxida@iayegohlbssen, hierbei entsteht als Nebé&grodukt O
Protonengradient zwischen Thytadoidnd Stroma treibt die Synthese von ATP auswiDPamstheémbragipre
ATP-Synthase an.

e: Elektron, H Proton; 4#0: Wassermolekit n@lekularer Sauerstoff ; PSII: Photosystem II; PQ: Plastoqu
PQH: PlastohydroquinonPRGtocyanin; PSI: PhotdsisteRerredoxin; FNR: FerreNébiP+-Reduktase;
NADP+/NADPH: Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte/reduzierte Form); ADP: Adenosindi
P: Phosphat; ATARdenosintriphosphat;

[Verandert, Na€haiz 2015; Strasburger et al] 2014)

Der PSiKomplex setzt sich aus 19 Untereinheiten sowie 268kBaren zusammen. Die zwei
grof3en Untereinheiten PsaA und PsaB bilden als Heterodimer den Kern des Reaktionszentr
mit dem Chlorophy#-Dimer P700Siekoordinieren gemeinsam das ESehwéel-Cluster

FeS undbeinhaltepeweilshylloquinon (A:a, Ais) SOWie ChlorophykeMonomere (#4), die

als CeFaktor der ElektronentransportkdtiagierenDie kleine Untereinhdtsatheherbergt

die EiserSchwefeCluster ES und RS und wirkt somit ebenfalls an der
Elektronentransportkette mit. Die restlichen Untereinheiten dienen zur Stabilisierung d
Komplexes, der Interaktion mit deohtsammeKomplexen (LHC; light harvestiogmplex)

sowie der Bindung von Ferredoffid)und Plastocyan{i?C)(Abbildung2).
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Abbildung 2
Schematischer Aufb&$Hésmplexes

Durch Lichtabsorption werden ElekirBeaktionszenBudd0auf ein hoher
Energieniveau gehoben. Daraufhin erfolgt ein Elekikmerentransport

Chlorophsl(Ag), Phylloquinon)Aowigiserschwefeluster (Fgzu

FeredoxifFd) das zur Reduktion von NAADANADPH benétigt whd.
kann ebenso Elektraadtlastoquinordeuaf CytochimhiKomplex Ubertrage
hierbei spricht marzykiiechen Elektronentransport, dieser dient eben:

Aufbau eines Rretgradienten zwischen Fhytakoidind

Stromg&lektronenflugs)( PC: Plastocyanin; P700: Chlardptmgl P700;

Ag: ChlorophgMonomer;;APhylloquinon; feSseischwefeluster;

Fd: FerredoxitNR; FerredoxMADP+-Reduktase; Psapjetéinheit von P

[Verandert;Na¢Btrasburger et al. 2014)

PSI katalysiert einen
transmembranen Elektronren
Transport, hierfar wird

Plastocyanin im Lumen oxidiert
und Ferredoxin im Stroma
reduziert. Sie kann daher auch als
eine lichtgetriebene
Plastocyanifrerredoxi
Oxidoreduktase beschrieben

werden.

Fur die intmsische Elektram
transportkette des PSI werden
Chlorophydl, zwei
PhylloquinorMolekille  (RQ;
A:) sowie drei EiseBchwefel
Cluster(FeS bendtigt.

sechs

Die FhQ-Molekile, die sich beiden grof3en Untereinheiten finden, dienen in diesem Prozess

als wehtigeElektronenubertrager Diesliegt in ihreichemischent&iktur begrindet, die es

ermdglicht zwischen Quinonnd Hydroquinonform zu wechseln und dabei Elektronen

aufzunehmen oder abzugelfgviallace & Young 1977)

0 OH
SSOLEEE
o] OH

Abbildung 3
2-Methyl ,4naphthoquidderivate in Quinoend Hydroquinonform

Heute sind drei natirliche Derivattypen @lethyl-1,4naphthoquinon bekannt

Phylloquinon ist einélavon Sie unterscheiden sich lediglich in den Pseitgnketten, die an

der Substittionsposition 3 des Naphtalins angeftigt sind.
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WWY Phylloguinone

WY 5'-Monohydroxyphylloguinone
OH

o S Menaquinone
n [n=4-9]

Abbildung 4
Die unterschiedlichéviett®l ,4naphthoquiHderivate

Mi t  Au s n a-Maonehydxyphylldgdinowerden sieinter dem generischen Namen
Vitamin K zusammengefaéSollins & Jones 1981; Emosls et al. 2017Phylloquinon ist
hierbei Vitamin KK wahrend die Analoga des Menaquinon mit unterschiedlich langen Isoprer
Seitenketten als Vitamin bezeichnet werde

Innerhalb des menschlichen Organismus dient VitaminaldK Kofakor der
a&Glutamytarboxylaseur Aktivierungvon Protein@ durch Addition einer Carboxylgruppe
(-COOH) an ceren Glutamylreste. Insgesas#chs der so pastnslational modifizierten
Proteinewerden mit dem Bherinnungssystem assoziidhon beseinerEntdeckung in
den 1930ermurdeVitamin K alsFaktor der Blutgerinnung Vertebratemdentifiziert, was
sichauch indemzugeteilten Buchstaben widergplt K fir Koagulation(Dam 1946)

Darliber hinauspieltdieVi t a mi n K -Carbolylfeming iing Knockenstfwechsel
(Osteocalcinknochenmineralisatiospwie im ZbwachstumRrotein S un@Gas; Liganden

von Rezeptellyrosinkinas@reine elementare RdBssset et al. 2017)
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Abbildung 5

Phylloguinon

IUPAC: 2methyd-{(E)-3,7,11,1Betramethylhexaeéey||naphthalbdelione
Blau Naphthoquinone @ngp phytyl Seitenkette (C20)

Phylloquinon (Abbildung 5) wird ausschliel3lich von Pflanzen, Grinalgen und einigen
Cyanobakterieproduziert. Es dient als essentieller Elektronenibertrager von Chlarophyll
zum EisenschwefelclusteeS-des heterodimeren Reaktionszentrums PsaA/Ps&Slin
(Abbildung?) (Brettel, Sétif & Mathis 1986; Sigfridsson, Hansson & Brzezinski 1995)

Waterhin agiert es als Elektronenakzeptor wahrend der Bildung von Pisatiidbricken
im Thylakoidlume(Karamoko et al. 2011; Furt et al. 2010)

Im Gegensatz z®hylloquinon finden sich Varianten dééenaquinones auchin nicht
photosynthetisch aktive@rganismen,wie etwa Bakterien. Hierbei dienen sie in der
Atmungskette, der oxidativen Phosphorylierung und dem Aufiaam@sembranpotentials

alsnotwendige Elektronenubertrager.

Da es sich bei Phylloquinon und Menaquitiohdéhere Tiere um Vitamine handelt, missen
diese per Definitioa v o n  a u C e nverdedDieg geschjehim FEall von Menaquinon
teilweise durch die Bakterien der Darmflora, bei Phyllogenfodgt die Aufnahme primar
Uber griine pflanzliche Kost wie beispielsweise Griinkohl, Rosenkohl, Koriartecxike.

Die Synthesewege von Rdgllinon und Menaquinon sind daher sehr interessante
Angriffspunkte furukinftige Herbizide und Antibiotika, da sie keine Entsprechung in héheren

Tieren finden und folglich ddas Risiko fir toxikologisch relevante Effekte minimiert wird.

Das Prinzipprimar solche Ziele flrukinftige Herbizide zu wahlene diicht in Tieren
vorkommen, ist weit verbreitet. So hemmt beispielsweise Glyphogatdipgivylshikimat
3-phosphatSynthase (EPSRP8je fir die Synthese der aromatischen Aminosayresin,
Tryptophan und Phenylalanin essenziell ist. Diese AminogaiirAnsnahme von Tyrosin,

das aus Phemjanin synthetisiert werden kann) sind sogenannte essenzielle Aminosauren,
nicht vom tierischen Organismus hergestellt werden kénnen untl sofpos o wi e Vi t

auCeno zugef¢ghrt werden m¢gssen.
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11.1.2 Syntheseweq von Menaquinod Phylloguinon

Der Syntheseweg dégnaquinonesist seit Jahrzehnten umfassend beschriBeatiey &
Meganathan 1982; Meganathan & KwodPlir dasPhylloquinon konnten Ergebnisse der
letzten Jahrparaloge und multifunktionale Enzyme im Biosyntheseweg nachwedsen (
Bereichen der reversen Genetik und biochemischer Studien, am Modellorganism
Arabidopdisaliana (Gross et al. 2006Hierbei wird Phylloquinon denovoin zehn
aufeinanderfolgenden enzyswten Schritten aufgeb@®eumann 2013 ine Besonderheit

ist hierbei die Aufteilung seines Synthesewegs zwischen Chloroplast und Peroxisom. St
missen die Intermediate zwischen diesen Zellkompartimenten ausgetausdi@rassdstn

al. 2006)

Als Vorstufe des Naphthoquinonrings des Phylloquinons dient Chorismat, das aus de
Shikimate Pathway stammt. Dieses wird im ersten Sohrittev Isochorism&ynthase
isomerisiert. IArabidopsidiegt das betreffende Enzym in zwei Isoformen@®@84undICS2

vor, im bakteriellen Syntheseweg wir das entsprechende EnldenFalsezeichnet. Die
Einzelknockoutslieser pflanzlichen Gene liefexuf Grund der funktionellen Redundanz
keinen letalen Phanotyp, sondern resultieren in lebensfatnigeattotrophen Pflanzen. Bei
einem Doppelknockoboppelknockout: Abschalten der Gene beider Isoforwiethkein
Phylloquinon gebildet, und es etf@im letaler Phanotysarcion etal. 2008; Strawn et al.
2007; Wildermuth, Dewdney, Wu & Ausubel 2001; Gross et al. I8086)em vom
multifuktionalen EnzynPHYLLO Kkatalysierten Prozess wird zuergdx@gluterat an
Isochorismat angehéangt, um als Sue@Gimdpe zu dieneRrlierauf erfolgt die Elimination von
Pyruvat sowie die Aromatisierung z8uccinylbenzoat (OSB). In Bakterien werden diese
Schritte von drei unterschiedlichen Enzymen durchgeé¥tdmD, MenH und MenC. Ein
Knockoutdes Genghylléihrt zu einem letalen &motyp, da diese Vielzahl an enzymatischen

Schritten ausschlief3lich von diesem Protein alffEogs et al. 2006)
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Abbildung 6

Biosyntheseweg des Phylloquinon mit Aufteilung zwischen Chlor

Peroxisom
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SHCHC: (1R,6R2-Succingihydrox®,4cyclohexadiecarbonsaure
[Verandert; Na@abujee et al. 2010; Basset et]al. 2017)

Durch Anhangen von CoA an die
SuccinylGruppe von OSB entsteht
das aktivierte Intermediat
o-Succinylbenz@oA (OSBCoA).

Diese Reaktion wird von der
OSBCoA-Ligase AAEl4/MenE)

die

Chloroplast als auch im Peroxisom

durchgefuhrt, sowohl im
nachgewiesen werden kafiim,

van Oostende, Basset & Browse
2008; Lohmann et al. 2006; Babujee

et al. 2010)

Im Peroxisom wird OSBOA von
der DHNA -CoA-Synthase
(DHNS/MenB )
CoA-Thioester von 1;Bihydroxy

Zum

2-Naphthoat (DHNACO0A)
cyclisiert. Da die DHNS
ausschlief3lich im Peroxisom

nachgewiesen werden kann, muss ihr
Substrat komplett (OSBoA) oder

in seinen Edukten (OSB + CoA) aus
dem Chloroplast importiert werden
(Babujee et al. 2010; Reumann et al.
2007) Die zustandigen Transporter
bisher nicht

konnten jedoch

aufgekart werden.

In der folgenden Reaktion wird
DHNA-CoA DHNA
hydrolysiert. betreffende

ZUu

Das

Enzym, die DHNAThioesteras®HNAT/Menl ), liegt in zwei Isoformen vor, die wiederum

exklusiv nur im Peroxisom nachgewiesen werden kQnic#mm, van Oostende, Furt &

Basset 2009bie DHNA muss fiur die Folgereaktionen wiederum ins Chloroplast exportiert

werden, der betreffende Transporter konnte bisher nicht identifiziert werden.
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Wahrend ein KQlesGensaael4etale Konsequenzen nach g@ht(Kim, van Oostende,
Basset & Browse 200®)hrte selbst ein Doppelknockout @enedhnatlinddhnat2u keinen
merklichen Beeintrachtigungen. Bei Letzterem kdnnte jedoch auch ein Knockdown (KL
anstatt eines KOs vorliegen, dab#izeffenden Loci noch ein geringes Level an Expression
aufwieserfWidhalm, van Oostende, Furt &Bet 2009; Widhalm et al. 2012)

Fiar die DHNACo0A-Synthase sind bisher keine KK&us Arabidopsis thalidrekannt, in
Synechocystis sp. pceif808Cyanobakterium, konnte durch den KOGkns deDHNS
die Phylloquinoisynthese jedoch komplett unterbunden weédddémson et al. 2000)

DHNA wird daraufhin durch die HNA-PhytyiTransferasABC4 MenA ) prenyliert, die
die Kopplung an PhytyldiphospkatalysiertEs resultiert Demethylphylloquinongl(@tyt
1,4naphthoquinonejShimada et al. 200%in KO in diesem Schritt fuhrt zum letalen
Phéanotyp.

Der finale Schritt des Synthesewegs von Phylloquinon besteht in der Methylierung v
Demethylphylloquinone unter Verbrauch v&Adenosylmethionine(SAM) durch
DemethylphylloquinoAglethyltransferagdtM enG/MenG ) (Lohmann et al. 2006jierfur

ist es jedoch notwendig, dass das Intermediat in sein@rteddzorm, dem Quinol vorliegt,

wie von Fatihi et al.bewiesen werden konnte. Dies wird durch die Typ Il
NAD(P)H-Dehydrogenagel (NDC1) erreicht(Fatihi et al. 2015Knockouts in diesem
letzten Segment fihren zu keinen letalen Effekten, lediglich zu einer starkeren Photosensitiy
unter erhodhten Lichtbedingung@mhmann et al. 2006; Fatihi et al. 2ES)st weiterhin

nicht bekannt, ob es eineenzymatischeEntsprechung zur NDC1 innerhalb der

MenaquinofBynthese gibt

Einige dieser Zwischenprodukte sind Schnittstellen zu anderdarpta8ynthesewegen, wie
beispielsweise die von Chlorophyll, Tocopherol (Vitamin E) und Sali¢ys&tmer 2012;
Eugeni Piller, Glauser, Kessler & Besagni 2014; Eugeni Pikdt aVildermuth, Dewdney,

Wu & Ausubel 2001%omit kann nicht ausgeschlossen werden, dass Stérungen im Synthese\
von Phylloquinon nicht auch zu weiteren Stérungen in der Synthese wichtiger pflanzlict
Metabolite fluihrtSo dient beispielsweiseclsorismain Pflanzen alsauptsachlicher Vorlaufer

des Phytohormons$alicylsdur¢SA), die die Abwehrreaktion(systemisch und lokaduf
Pathogene vermitt€lforrensSpence et al. 2019)

Insgesamt gleichen sich die Architektur der PhyllogBinsynthese in Pflanzen und die der

MenaquinofBiosynthese eirggfakultativ anaeroben Bakterregrof3en Teilen
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Die Suche nach neuen Wirkstoffziele fur Antibiotika riickte die Menagubese in den
Fokus neuerer Studien, die auf Grundlage kristallographischer Daten sowie V¢
Hochdurchsatzscreenings erste Wiflestdentifizieren konntgPaudel, Hamamoto, Panthee

& Sekimizu 2016)

Durch die Ahnlichkeit zwischen Menaquinon und Phyllogquinon in Struktur sowie Synthesew
konnen @ (in der Antibiotikaforschung) gefunden Wirkstoffe als Leitfaden, sogé@nnte
@mpounaienen, um ebenfalls die Enzyme der PhyllogGyrathese inhibieren zu konnen.

Wie durch die in der Literatur beschriebenerM{fanten gezeigt werden konntabdn
Stérungen in dieseBynthesewegberwiegend letale Konsequenzen fir die Pflarete
Tabellel). Es handelt sich somit um einen essenziellen Syntheseweg fiir die Pflanze, des
Intermediate und Produkt nicht Ulaiernative Synthesewege bereitgestellt werden konnen.

Zusammenfassend likett es sich bei dies&ynthesewelgmnach um ein vielversprechendes
Ziel fur Herbizide, da das Endprodukt fur die Viabilitdt der Pflanze elementar ist und durch o
Ergebnisse der AntibiotHrschung am bakteriellen Analogon ein Fundus an Wirksioffen f
erste Versuche vorlieiVeiterhinfindet sich dieser Syntheseweg ausschlie3lich in Pflanzer
(Phylloguinon) und Mikoosganismen (Menaquinon), wodureine Inhibition von
Synthesewegen innerhalb von Mensch und Tier durch die gefunden Inhibitoren wenic
wahrscheinlich ist.
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Tabelle 1
Die Enzyme des Phylloquinon Synthesewegs, ihre Entsprechung in E.coli sowie die Folgen des KO
KO: KnockoM¥T: WildTyp(nackBasset et al. 2017)

Name EC Nummer E.coli A.thaliana A.thaliana KO
(Phylloquinon homolog Mutante
Synthese)
Isochorismate Synthase 5.4.4.2 MenF ICS1 Einzel KO vonics1
(Atlg74710) undics2ebensfahig;
ICS2 DoppetKO icsl/ics2
(At1g18870) letal(Garcion et al.
2008; Gross et al.
2006)
SEPHCHC Synthase 2.2.19 MenD PHYLLO KO ist letal
SHCHC Synthase 4.2.99.20 MenH (At1g68890) Reduzierung der PSI
OSB Yynthase 4.2.1.113 MenC Aktivitat um 85 90%

im Vergleich zu WT
(Gross et al. 2006)

OSB-CoA Ligase 6.2.1.26 MenE AAE14 KO ist letal(Kim, van
(At1g30520) Oostende, Basset &
Browse 2008)
DHNA -CoA Synthase 4.1.3.36 MenB DHNS Bisher nicht
(At1g60550) charakterisiert
DHNA -Thioesterase 3.1.2.28 Menl DHNAT1 Einze} sowie Doppel
(At1g48320) KO sind nicht letal;
DHNAT2 kein phanotypischer
(At5g48950) unterschied zu WT be
normalen

Lichtverhéltnissen
(Widhalm et al. 2012)

DHNA 2.5.1.130 MenA ABC4 KO ist letal(Shimada
Phythyltransferase (At1g60600) et al. 2005)
Demethylphylloquinone 1.6.5.12 ? NDC1 Bei KO kein
Reductase (At5g08740) Unterschied im
Phanotyp im

Vergleich zu WT
unter normalen
Lichtverhaltnissen;
leichter Anstieg in
Photosensitivitat unte
intensivem Licht
(Fatihi et al. 2015;

Eugeni Piller et al.

2011)
Demethylphylloquinone 2.1.1.326 MenG/ MENG AtMenGKO weist
Methyltransferase UbIiE (At1g23360) langsameres

Wachstum bei
normalem Licht auf;
Reduzierung der
Haufigkeit von PSI
(Lohmann et al. 2006
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[.1.1.1. DHNA -CoA-SynthasdDHNS ) alsZiel zukinftiger Herbizide

Als ein besonders vielversprechender Angriffspunkt von Antibiotika sowie von Herbizide
kann diel,4Dihydroxg-Naphtho@oASynthageHNS/ AtMenB) angesehen werdelie die
Zyklisierung von OSBoA zu DHNA-CoA katalysie(Abbildung?).

o] o]
COOH
o) DHNS// MenB “ SCoA
| .
S-CoA
o] o]

1,4-Dihydroxy-2-

05B-CoA naphthoyl-CoA

Abbildung 7
DHNS katalysierte Reaktion:

ZyKlisierung V@8BCOoA zu 1Dihydroxg-naphthegloA

Sie gehort der CrotonaSaperfamilie an und wird daher auch als Ewyl
Hydratase/lsomerase D (ECHID) bezeichbét. Struktur von MenB konnte zuerst im Jahr
2003 vo Truglio et alin M. tuberculoseufgeldst werden(Truglio et al. 2003)
Mechanistisch gesehen katalysieren die Enltgsee Superfamilene Fllle an Reaktionen
von AcylCoA-Thioestern, wobei immer ein Enelation als Intermediat stabilisiert werden
muss, was zu eingrukturellen Ahnlichkeit innerhalb dieser Gruppe f{ittotden, Benning,
Haller & Gerlt 2001)Die Enzyme weisen eine typische Quartarstruktur auf, die aus Trimerel
geformt wird und durch konservierte &+ uppen di e Bil dung eine
Lochso ermPglicht, wel ches das besagte
beispielsweise auch DEINS, formt sich das aktive Enzym aus zweien diesezrérisomit

liegt ein ). Hexamer vofHolden, Benning, Haller & Gerlt 2001; Truglio et al. 2088)ch
weistDHNS hierbei eine weitere Besonderheit auf, daBer@ini der einzelnen Monomere
die TrimefTrimerOberflache kreuzen udmit den fexiblen Teil des aktiven Zentrums im
entgegengesetzten Trimer forpmomit ist das Enzym nur als Hexamer éKtiwglio et al.
2003; Johnston, Arcus & Baker 2005)

In der  katalysierten Reaktion  wirdoSuccinylbenzo@@oA  (OSB) zZu
1,4Dihydroxy2-naphthgl-CoA (DHNA-Co0A) umgesetzt. Dies geschieht in einer
vielschrittigen, basenvermittelten Acylierung der l@atbonséurénteile des Molekiils, sie
kann auch als intramolekulare Claksmmensation beschrieben werden.
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Abbildung 8
Intramolekulare Claisen KondensatiolCednzOBBINACOA; Typ | Reaktion von EcMenB

Bicarbonation (orange); aktive Gruppen von EgMeanEL(b&iwal. 2011b; Jiang, Chen, Guo & Guo 2010; Sur
2012)

Die Reaktion wird durch das Entstehen des Emé&imediates in Gang gesefaas
Intermediat wird im ersten Oxyaniooch durchGlycinRestestabilisier{Jiang, Chen, Guo &
Guo 2010; Li et al. 2011bjies ermoglicht devucleophile Angriff des Enolats auf dmcht
aktivierte Carboxydruppe, die in diesem Kontext als Etgiil dient. Es erfolgt der
Ringschlussowie das Entstehelestetrah@ralen OxyanigrdaslautChen et.alurcheinen
Asparaginsaurerest aber Wasserstoffbriickenbindung stabilisied (@€hen et al. 2011)
Nach Abspalten von Wassaststeht der NaphtatiRing durch KeteEnolTautomerisation,
wobei erneut Enoldihtermediate durchlaufen werden.

Chemtal undLi etal postuliererhierfiirein Netzwerk voWasserstoffbrickenesultierend
aus strukturellenVeranderungen der aktiven Tasche im Zuge der Reattéisndie
entstehenden Enolate stabiligi€tien et al. 2011; Li et al. 201Di¥se Theorie konnte von
Suretal.weiter untermauertwerden s o mi t  k alndocegitoeMechansimus im Zuge
der Reaktion ausgemen werdefbun et al. 2013)

Um das initiale Enokitermediat zu generierermuss der d-Kohlenstoff des
CoenzymA-Thioestersdeprotoniert werdenDiese Deprotonierung erfordert in einigen
Enzymen di€raseneines Bicarbonatds basische Grupp&ohingegen andere Enzyme ein
Aspartat in ihrer aktiven Tasche aufweidas diese Rolle einnimfAsp185 bei MtMenB,;

MycobacteriumerculgsiSomit dssen siclawei Typen unterscheiden: Typ | abhangig von
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Bicarbonat, Typ Il unabhangig voraBbonat(Chen et al. 2011; Jiang, Chen, Guo & Guo
2010; Sun et al. 2012; Sun et al. 2013)

Die bisher am umfassendsteharakterisiertelenBVarianteder Phylloquinoisynthese ist
ScMenHRlie aus dentCynaobakteriunsynechocyspis® CC6803tammt.Der Vergleich der
Aminosauresequenzen veoMenB (MenaquinotSyntheseinit seinemOrtholog ScMenB
(PhylloquinonSynthesgoffenbarteinegroRe Ahnlichke{sieheAbbildungd, Anhand; 68,15
% vollstandigeUbereinstimmung der Sequer80% starke Ubereinstimmur)g Diese
Sequenzanalyse zeigt weiterhin auf, dass es sich bei beiden EnzymeBnayiigandeln
sollte, da ihnen das entsprechende Aspartat innerhalb der aktiven Tagabbilentg9)
und sie daher auf ein exogenes Bicarbonat angewiedebesindzeigten KGMutanten des
betreffenden Gerns E. colund Syneatystisinen gleichermal3en essentiellen Chaaalktda
beide &ine MenB nicht lebensfahig si@®ong & Guo 2012; Chen et al. 20D3)fur die
DHNS des Modellorganismis thalian&eine KOLinie beschrieben isidbellel), konnen
nur Vermutungen uber die Konsequenzen angestellt w2 &nkenntnisse als colund
insbesonder8ynechocy&irenfalls Phylloquinégynthesdggen jedoch die Vermutung nahe,

dassin KO ebenfalls letale Folgen nach sich ziehen sollte.

Insgesamt ist diBHNS weitestgehend noch nicht beschrigRaumann 2013; Basset et al.
2017)Bekannt ist, dass es sicbtz ihrer Funktion in einm plastidarei®ynthesewegm ein

im Zellkern codiertes Protdiandelt Studien an Peroxisomen von Spinat konnten beweisen,
dassDHNS/ AtMenB im Peroxisom lokalisiert ist. Als wichtiger Anhaltspunkt hierfir kann
auch das sogenannte PTRZokisomergetinggnal type Ronapeptid (RLSVVTNHL in
Arabidop3igiewertet werden, das in héheren Pflanzen -derminus konserviert vorliegt
(Gross, Meurer & Bhattacharya 2008; Babujee et aR@0i@nn et al. 200M)erbei handelt

es sich um eirfeequenz aus neun Aminosaurergutib alg ransitpeptid bezeichnet wird, da
siesowohl den Bestimmungsort als auch den Transportwiegpthkess festschreibt.

Durch Sequenzanalysen lasst AttlenB/DHNS als Typ | Enzym (s.0.) charakterisiere
diese KlassifierunggrindetaufderSequenz der aktiven Tasdfiee aus\bbildungd (Auszug

der Sequenzanalysidet Teilsequenz der aktiven Taschiga@esamtabgleich sigkrthang

I) ersichtlich weist DHNS an derPosition 208, die zu Position 185 vdvitMenB
korrespondiert, ein Glycin anstatt eines Aspartats auf. Somit ist DHNS auf eine exoge
basische Gruppe zur Deprotonierung desTubesters angewiesen, wadsi€ya | Enzym
klassifiziert.
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DHNS_ARATH 164 QVQIRRLPKPVIAMVAGYAVGGGHILHMVCDLT IAAD-NATFGQTGPKVGSEFDAGYGSST
MENB ECOLT 112 QRQIRTCPKPVVAMVAGYSIGGGHVLHMMCDLT IAAD-NAIFGQTGPKVGSEDGGWGASY 170
MENB SYNY3 102 QRLIRSMPKVVIALVAGYAI HVLHLVCDLT IAAD-NAIFGQTGPKVGSFDGGEFGSSY 160
MENB MYCTU 140 QRLIRFMPKVVICLVNGWAAGGGHSLHVVCDLTLASREYARFKQTDADVGSFDGGYGSAY 199

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

Abbildung 9
Auszug agequenzabgleich von DHNS mit Referenzsequerggmeabs dgsiid? CC683@wie M.tubercutosis
EinBuchstabdendedAminoséuren; ZahlerEsi@dpbsition der Sequenz; ARATH: Arabidopsis thaliana, ECC

Escherichia coli; SYNY3: Synechocyst igarke Ulereddtiime
a . sthwache Ubereinstimmueg(dtasige): Position des Aspartats zur Deprotoni€hinestieas GAR5;
MtMenB)

Blau saueRink basisch (ohne Histrid)npolar/hydrophob (ohne Tgrasipplar/neutral (mit Tyrosin und Histi
Sequenzabgleich durchgeflistah®mega (1.2.4) Standardein@tdideigaet al. 2019)

Ein globaler Abgleich der Aminosauresequenz MANS und EcMenBzeigt eine
Sequenzabdeckung von%8innerhalb dieses Bereichs stimmen die Sequenzed %u 69
vollstandig Uberein, distarke Ubereinstimmung liegt bei 80 %ie unvollstandige
Sequenzabdaakg liegkinzig in den erstét8 Aminosauren dds-terminus begriindetach
Entfernen dieser werden 1%@0OerreichtIn Anbetracht der Tatsache, ddgs DHNS im
Peroxisom lokalisiert ist, erscheint dieser Fund erwartbar. @ignalranspeptide sind
vornehmlich Nterminal lokalisiert. Diese erste Sequenzsdrait fir die enzymatische

Betrachtung keine Aussageksaihdern dient dem Transport des Proteins zum Zielort.

11.1.3 MOCB:Der Inhibitor der MenHReaktionvzon S.aureu£. colundM. tuberculosis

Inhibitoren fir SaMenB EcMenB sowie MtMenB wurden im Zuge mehrerer
Hochdurchsatzscreenings im gekoppelten EAzgaly gefunderJm die enzymatische
Reaktion von MenB studieren zu kdnnen, bedarf es einer Kopplung dieser Reaktion mit ¢
vorhaigen MenE; OSBA OSBCoA).Dies ist mider Instabilitat des Substrats (GRB\)
begriindet, das dazu ngigiter Abspaltung von CoA zu einerstaa zu zyklisieren.
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Abbildung 10
MenEMenBEReaktion ntSBAMP-Intermediat saeikadonisierungsreaktion

OSB wirth einem ersten Schritt vomiMen®erbrauch von ATdemulnterme@SBAMP umgewandelt.
Adenosinmonophagi&@)wird daraufhin von Cognxgmdrandtierdurch entsteht dastPiedulenReaktion OSE
CoA In der darauffolgenden Reaktion, die von MenB kay&lysientt @88pA zu DHNACO0A wobei Wasser
abgespalten wird, man spricht somit von einell¥o8denggiimbensine gute Abgangsgruppeldarsseltohl in
basischen als auch mi sauren Milgeneieurey stattfinden, diehderter AbspaltunGoa@mzyfein heterocycliscl
System intramolekularer Esterbindungen ausbildet.

Hierbei erwies sich, dass insbesondere Analoga zu , OBER beispielsweise
4-Oxo-phenylbu2-Enoate die grol3te inhibitorische Wirkung aufwe{3englio et al. 2003;

Li et al. 2011c; Lu et al. 2012; Matarlo et al. 2016; Xu 2009)

Li etal.konnte zudem zeigethiass @ Inhibitoren als CcAddukte in der Zelle vorliegen und
in dieser Form einestérkeren inhibitorischen Effekt adénBaustibenn dieser Form ist es
den Inhibitoren jedoch nicht mdgliciufgenommen zu werden. Die Aktivierung bzw.
Modifikation hat folglich in der Zelle zu erfolgean spricht in diesem Kontext von einer
aProdrugo. Unter dieser Bezeichnung find
Form vom Organismus aufgenmen werden und erst durch eitmwandlungsschritt
(Metabolisierung) in ihetgentlichektiveWirkform tberfuhrt werden.

AlsMechanismus wurde hierfir eine Michaelition postulierZzudem wurde postuliert, dass
das InhibitofCoA-Addukt eine Strulgt einnimmt, die der des Enedations gleicht und somit
das aOxyaihmi ¢tiretale2014a)

,/—_\
Oxyanlon-Loch/, Oxyanion-Loch
- i
T
Gly Gly Tlv Gly
HN NH
HN NH
\ / A\ /
o H H H H
ot c ol cl
OH O imitiert o +CoA 0
‘- -—
#~scoa o~ Ao
o 0  SCoA 0
0SB-CoA CoA-Addukt von Methyl 4-Oxo-4-(4 i}

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

Hypothetische Struktur deA&ddokts vaviethyl-Oxoe4-(4-Chlorophergd)utenoabwie magliche Wirkungsweise ¢
[Verandert, ngthet al. 2011c)
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Wie vonTabeetal.gezeigt werden konntassen sicKO-Mutanten vormenBind menEm
bakteriellen SystenBacillus subtilidurch Supplementierungeines Intermediats der
Phylloquinonsynthesetten.Hierbei wurde dem Kulturmediubp@Dihydroxy2-naphthoat
(DHNA) zugesetzt, welchea Synthesewed\l{bildung6) nach den von MenE und MenB
katalysierten Reaktionen ents{élaber, Dellers & Lombardo 198D)e Auswirkungnder
Inhibitorender DHNSReaktiorkonnten in M. tuberulosisbenfalls durchas Zusetzen von
100 uMDHN A aufgehoben werdéhi et al. 2011c)

Auch im pflanzlichen Systed. thalianakonnte dieser Effekt gezeigt werdenw@o &
maoglich die KO-Mutanten flrdie fur phyllsowie firaael4odierende Genmittels 1 mM
DHN A nicht nur zum Keimeru bringen sondernebenfallsiber Wocherzu kultivieen
(Gross et al. 2006; Kim, v@ostende, Basset & Browse 2008)

Dies legt die Hypothese nah, dass induzierte Storungen des Phy&quimesewegs vor
dem Intermediat DHNA durch Zugabe von diesem kompensiert werden KiiasenEffekt
kann zur Validierung des Wirkstéfirkort-Verhaltnisses beitragen, da rdiesen
Stoffwechselweg betrefferteléekte,in sdcher Weisausgeglichen werden sollten.
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[1.2. Identifikation des Wirkorts von Psoromséaure

11.2.1 Splei3en

Fur die Expression eines Proteins muss

zuerst eirAD$¢BNItt (Gen) in MR8

(messeng&NS; Kurier RNSlbertragen werden, diesen Vorgang nennt man Transkription.

Der Grol3teil eukaryoi scher Gene

besteht jedoch ni

c h

Sequenz, den Exongxprimierte Sequgnsendern wird haufig von nichtcodierenden

Nukleotidabfolgen, den Intronsntérvenierende Seduantenbrochena(90% bei der

proteincadierenden Gena Pflanzer{(Eckardt 2013) Diese Introns stellen jedoch nicht, wie

zuvor angenommen, blof3e Unterbrechungen in der codierenden Seqgaendatarweisen

ihrerseits eigenstandige biologische Funktionen auf. Allgemein lassen sie sich in mindestens

Klassen unterteilen. So erfullt ein Grof3teil regulatorische Funktionen in der MRNS

/7~ i e
/ Transkription l \
\
l\ Zellkery |
\ spleiBen l Pra-mRNS /

N /

N 7
~ 7
~ < mRNS _ -~
Translation %

- N

Abbildung 12
Schematischer Ablauf von DNS zu Protein

Im Zuge der Transkription wird der fir ein Gen betreffenc
Sequenzabschnitt von DNSriRN& Ubertragen. Hierbei wil
der codierende Strang abgeschrieben; von der doppelstr.
entsteht ein einzelstrangiges Primartranskript. Dieses wit
Zuges des Spleil3ens dahingehend psodiessstiltidaende
MRNS nur noch Exons enthélt, wahrend die Introns entfe
Die mRNS verlasst daraufhin den Zellkern und wird am F
Zytosol in Protein Ubersetzt, dieser Prozess wird daher a
bezeichnet.

Prozessierung, andere wiederum codieren

fur Ribozyme, RN$®lolekule die ihrerseits
eine katalytische Rolle einnehrf@morev
& Carmel 2012)

Somit resultier aus der Tmaskription

zunachst eine Primarform der mRNS-(préa

MRNS; aucPrimartranskript), die in

einem weiteren Schritt von diesen Introns

bereinigt wer den- mus

Prozesso bezSpleiBeh eret

findet im Zellkern sta(Abbildungl2?).

Durch dassgeiR3ensverden diéntrons aus

dem Primartranskripherausgesnnt und

die codierenden Sequenzf@fxons) nukleotidgenami t ei nander RN8T

-

C

verbundenDiese besteht aesnem durchgehend codierenden Bereich, der von einem Start

und einem Stop@odon begrenzt wird. Die mRNS verl@issaufhinden Zellkern, und es

erfolgt die Translationm Zytoplasmain dersie zu Aminosduren und somit zu Protein

Ubersetzt wird.
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Die Zelpunkte fiur das SpleiRwerkzeug auf dempidS werden durch bestimmte
konservierte kurze Nukl eoti dsequenundam de:
3-Bnde des |l ntrons, man s BpleiRtdie % 6)5udd ddy e |
3 HpleilsStelle§ 6)SZBsatzlich haben alle Introns eine VerzweigungBRfdx@ancipoint

gtg, die ein weiteres obligates Si#eiRal darstellt. Somit umfasst jedes Intron
dreiSgeil3Signalediein jeder Sglil¥Reaktion mitwirke(Abbildungl3).

5°SS BPS 3'SS

Abbildung 13

Schematische Darstellung eiSegR&2 mit dem MotiviBxorExon mit konservierten Sequenzen
ZurProzessierung denRNS bedurfen die SpleilBwerkzeuge sogefamaier, 8@diB ein Erkennen diettérBron
Grenzen unabdingbar sind.

Di ese SignaledEfnBdded edre ssilenht raom s5 § 50 S S \lle (BRSSgrhalb dewlinte
5’SS: 5'SpleiRstelle, BPS: VerzweigungsigetsinAder BFS PolypyrimiBequenz; 3: 3'Splei3stelle;

Auf molekularer Ebene erfolgt der Splidfioggang schrittweise in einem geordneten,
komplexermblauf, bei dem sich an jedem zu spleifdehtteon dasSpleidosombildet das
das aSohdebSdbwei Cwerkzeugo darstellt.

11.2.2 Das Spleil3osom

Als Splei3osom wird ein Verbund von kleinen, zellkerneigenen Ribonukleoproteinen
(snRNPgnallnucleaiibauclgmoteinbezeichnet. Dies&ibonukleoproteinkomplegetzt sich
aus obligat finf snRNPs sowie fakultativ mehr als 200 weiteren Proteinen zusammen.

Im Detail besteht esnRNP aus einer kleinen uracilrei¢tiB8(U srRNS sowie einer Reihe

an fest danit assoziierten Proteiné€bin, Taggd & Fairbrother 2016; Hoskins & Moore 2012;
Matlin & Moore 2007)Das Spleiliegeschieht durch das Zusammend Umlagerrder
Untereinheitendes Spleilosoms (snRNPs) wedt assoziigen Proteine(Papasaikas &
Valcarcel @16; Braunschweig et al. 2013; KerenMa®r & Ast 2010)Hierbei entstehen
verschiedene biochemisch unterscheidbare Komplexe, die auf Wechselwirkungen zwischen
MRNSsRNS srRNSsrRNS RNSProtein sowie ProtefProtein basieren

DarlUber hinaugerden zweierlei Typen vBpleil®som unterschieden

1. Das grol3e oder hauptsachlic2eSplei®d s o m ( Sph@@gomy 0
2. Das kleiner&J12Splei® s om (ami nor 0 Spli ceosom)
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DasU2-Typ Spleil®dsom setzt sich aus dem&hRNP, dem U4/U6:U&i-snRNP sowie dem
namasgebenden LGhRNP zusammen.

DasU12Splei®som umfasst, mit Ausnahme dessblBNPs, funktionelle Analo@&ill &
Ldhrmann 2005; Turunen, Niemel&, Verma & Frilander. 2013)

Diesen beiden Typen des Splei3osoms sind die weitgehend unveranderlichen Werkzeuge
Prozessierung des Primartranskripts entlang des gesamten Genoms. Ausnahmen hiervon
das Selbs3pleiRen bestimmter Intrdiypen (Gruppe-} Gruppe I+, Gruppe lIFHntrons)

sowie das tR8ISpleil3en, diese beiden Wege stellen jedoch, global gesehen, eher Raritaten

Die Wahl zwischen den beiden SpleiRebgmen wird durch id zuvor erwdhnte
SignalSequenzen des Introns bestimmt. So weisen die Introns, die vioyp er&fernt
werden GTAG Termini auf, wahrend die des Uy®s entweder ARC oder GFAG sein
kbnnenWil | & L¢hrmann 2005; SzczefFniak et al
2013)
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11.2.3 Die Chemie des SpleiRens
Chemi

sch gesehen handel't

€es

si ch bei der

aufeinanderfolgende Transe&eaktioneydie vom Spleil3osom katalysiert werden

Der Schritt
AdenosinsA) derVerzweigungsstellBRS)

er ste besteht

des l ntrons.

a u-KydrexyGnuppa des u k |
auf5Bhaes Bodi es tbmdeb i d
Hi erauS0 rRsasphedite=ti edrelyisred

anderer sei-tig droxnyeg rf-BExep ke ded mun Jofgenden zweiten Schritt

5°S88 BPS 3'sS
5 p A d  con  §
~ ~— -
Q
\ A
~ - —_— R -
’ EGRNL  con
CA OH P
entferntes Jreife” mRNS

Intron

Abbildung 14

Schematischer Ablauf der zwei katalytischen Schritte des Splei3ens

Der Prozess des SpleiRens umfasst zwei aufeinanderfolgende Transesterrea
Im ersten Schritigetfol e i N n u k | e o-@rippel desrAdeAasigsrdeér BHS
3606 Phosphodiester bi n-<Endades latrans.Hierduech
zyklisiert das Intron sich selbst zu einer lassoférmigen Struktur, weiterhie rest
Grupp€Exam. 50i ese f¢ghrt einemnd zwei t
Phosphodi e-Endededintrond durcty deadme Fréigetzung des Intron
die beiden Exons verbindet.

Késten: Exon, Linie: Intron, Pfeil ¢ahimnpirNukleophiler Angriff; p: Phosphatgru
Hydroxygruppe

5’SS: 5'Spledielle; 3'SS: 3"Sgiedlle; BPS: VerzweigungsstaelEndsin der BPS
[NACH: (Will & Luhrmann 20Q5)

OH
Gruppe nun nukleophil

reagiert  diese

mit der
Phosphodiesterbindung
zwi schen-Endd em
ntron-s
50 ( 3¢
Phosphodiesterbindung),

des [ ul

Exons

somit werden die beiden

Exons zum fertigen
SpleiRprodukt
verbunden, wéahrend das
verzweige Intron
freigesett wird

(Abbildungl4).
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N24 Bi ol ogi sche Rolle des adaherk®mmlicheno

Neben dera her k° mml i ¢ HEntlethen \Aler Int@nms)t weeist der Vorgang des
SpleilRens bedeutsaiernativen af. Dabei werden beispielsweise Introns in der Sequenz
belassen, Exons ubersprungen oder alternative-Sglleif an5-&nde o d e rEnde 6
verwende(Abbildunglb).

(1| 6-\2{ — I ,Herkémmliches” SpleiRen

(o) O S — O — [ — M et
o I — Obersprungenes Exon

o) T — [ et s el
”’:@@ = [ M Alternative ' SpleiR-Stelle

Abbildung 15
SpleiBmuster des herkémmlichen und Alternativem Spleif3en

(1) herk°mmlich (konsekutiv), (2) retiniertes |Ir

Das Genom vorA. thalianaimfasst 3212 Gene, von denen lediglich687 fir Proteine
codierenCheng et al. 201 Demgegeniber konnte bisher die Expression von bisl® 74
unterschiedlichen Proteinen nachgewiesen werden. Diese Differenz wird dadurch erklart, ¢
60% der proteincodierenden Gene, die ein oder mehrere Introns beinhaitdiy, géspleildt
werden (Zhang et al. 2017; Cheng et al. 2017, Eckardt .2013)
Das bedeutet, dass aus einemR&S im Durchschnitt,@8 unterschiedliche Transkripte
entsteheriZhang et al. 2017)

Zusammenfassend er6ffnet der Prozess des Splei3ens mit seinen Alternativen eine Maoglict
vorhandene genetische Information in unterschiedlicher Weise zu interpretieren und somit
aPalette der m°glichen Pr ot e iwnitern., das Pr

11.2.5 Ablauf des 9pilRens

Der folgende Abschnitt illustriert den schematischen Ablauf des Spleil3ens mit der Zusamm
und Umlagerung der Untereinheitendz3yp Spleillosomgexemplarisch, ahnlich bei U12

Typ).Im ersten Schritt bindetdie Ul Unitereh ei t di e 5BKb®pled(ady, f or
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hierdurch wird der Prozess initiiert. In diesem Schritt bindet zud8pied@aktor SF1 an der
BPS und rekrutiert die U2A4Fr ot ei ne an den Pol ypyrimidin

prmans Durch eine ATRakhangige
5,‘:% s %L. Verdrangung von SF1 durch
‘ - J das U2 snRNP geht das

Spleidsom in den A

) s Komplex Uber. Dieserwird
Y/ durch kleinere Untereinheiten

stabilisiert, hauptsachlich die
Faktoren SF3a und SF3b.

Di ese binden S0

u n d-Se@uénz, als auch die

B Komplex .
(8 Komplx| das Adenosi der BPS
umgebeden Nukleotide
Somit wird die
__B*Komplex . .
U2 Untereinheit an der BPS
| e verankert.
Dieser Komplex rekrutiert
nun den U4/UAJ5 trisnRNP
Zweiter katalytischer Schritt: .
resetnvan coiareron Komplex, mit dem der
w B Komplex geformt wird.
~ SF3BL post-spleiffosomaler .
:,- Komplex Der B Komplex enthalt alle
I fur das SpleiRenbendtigten
[ e vs) 9 Komponenten, ist jedoch
noch inaktiv. Durch
wreife” mRNA (en ;ﬂ[:::' ?:T :ssa) Ny H
' Anderungen in der

Abbildung 16 . .
Schematisclodrjtbveiser Aufbau des SpleiRosoms, sowie Abladés&RSpl Anordnung seiner einzelnen

SpleiRosoms, illustriert an eifdatrBRExoRrSequenz . .
Kasten: Exon, Linie: Intron; Kreis: Untereinheiten des Spleilliosoms Bestandteile werden die

oval: SF3BWntereinheit desshiRNPs . .
56SS: -Shoeldpel e aleSEPS: Varaveigipgbsteie C Untereinheiten U1 und U4 aus

A: Adenosin der Verzweigungsskslgpyrimidintrakt dem Komplex verdrangt was

zum Formen des aktiviertBih Komplexesfihrt.

In der Theorie fungiert U4 in diesem Zusammenhang sthifbung fur U6, da prinzipiell
jede -OH- und Phosphatgruppe zweier Nukleotide einer PhosphoryltRReaktion

unterzogen werden konnte. Erst nach Auflésung der U4:U6 Struktur kann U6 an U2 binde
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und so das katalytische Zentrum forifiRapasaikas & Valcarcel 20d&rbei bindet die U6
Untereinhet Teil e von U2 sowie Basen der 50 ¢
einerseits digindung des Spleillosoms arpdg@mRNS wéahrend es andererseits die reaktiven
Gruppen zusammenfuhrt. Die resultierendeordnung ermdglicht es, dass vier
Phogphatgruppen zwei Mgkonen stabilisieren, die die Phosphoryltraifidaktion
vermitteln(Steitz & Steitz 1993; Hang, Wan, Yan & Shi 2015; Fica et aE2@h8teht der

sogenannte katalytische Kern.

Im folgenden Schritt l&uft der erste lgéitche Schritt des Spleil3ens ab, mit Ausbildung des
C Komplexes Chemi sch gesehe@H @upeeides Addnasiasr dere |
Verzwei gungsstelle (BPS) das Phosphorato
diese Bindung zirkularisiert dagdn, man spricht hierbei vom Lariat Intron (eng. Lariat =
Lasso), und das 50Exon wird freigesetzt.
verbleibt das Exon in seiner Position am Spleil3osom.

Di e nun -6Gr ep p eBxdn®gieiftind Zge des zweiten katalytischen Schritts die
Phosphatgruppe am der 30SS an, dies fg¢hrt

des Lariatntrons. Daraufhin lost sichdasetipl s om v on der. arei feno

11.2.6 AlternaivesSpleiRen

Neben den r&k®snndemhemed Spl ei Cen resultier
durch das sogenannte Atigive SpkiRen(AS) erweitert werden. Hierlkéinnen auginer
einzigerGensequenz multiple unterschiedlidfRNS entsteheDiese Mdglichkeit resultiert

aus eine sequenzbedingten Vieldeutigkeit von Introns, Exons und ihren Grenzen. Somi
konnen Introns situationsbedingt in der codierenden Sequenz verbleiben oder entfernt wero
In vielzelligen Organismen findet dieses Verfahren breite Anwendung. So werd Uber 9
der menschlichen Gene aittiv gespleil{Braunschweig et al. 2013; Keren;Mawr & Ast

2010) beiA. thaliangeht man aktuell vaiber60 % derMultiintronGenen augMarquez et

al. 2012; Zhang et al. 201H)erbei konmt den altmaiv gesptildtelsoformen oftmals die
Funktion einer Schalterstellung zu. So werden beispielsweise die Glykolyse sowie Apoptose
Zellteilung Uber altenaiv gesp@il3teTranskripte regulie(Biamonti, Maita & Montecucco
2018; Li & Manley 2010)
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Insbesondere im Bereich der StressanReaktion der Pflanze spielt dasrAftere Spleil3en
einewichtige RolleDie Regulierungrfolgtdurch Beeinflussung des AbszisindAlegABA,
atscisicig (Laloum, Martin & Duque 2018)er die Reaktion der Pflanze auf abiotische
Stressoren vermittelt. Stimulation der Pflanze mit ABA, erhthte Salzibaresder Hitze
fuhren zu einervermehrtenNutzung von abweichenden &Rttellen die somit das

Transkriptom den verénderten Gegebenheiten anfékaest al. 200).

Ebenso lasst sich diese Tendenz zur Produktion unterschiedlicher Transkripte aus ei
pr&mRNS in  anderen Stoffwechselwegen der StressdReaktion feststellen.
Zusammenfassend orchestriert \deshaltnisder einzelnen Splefarianten zueimaer die
Gesamtantwortles Organismus auf den Stim(kichkin et al. 2015; ZHANG, DENG,
XIAO & LIU 2013; Du et al. 2015; N&aon et al. 2004)

Beispielhaft sei dies an der Produktion des HitzeBteasskriptionsfaktor AHEIAD gezeigt.
Hitzestresg ranskriptionsfaktoren (Hsfs) nehmen die zentrale Rolle bei der Vermittlung de
Aktivierung von Hitzeschogkenen eirfKoskultDdring, Scharf & Nover 200%)/ahrend die
Volllangervariante ds Transkriptionsfaktors A25fA2 nicht in der Lage ist, an den eigenen
Promotor zu binden, ist es einer raliev gespifdten verkirzten VarianteSHsfA2
nachweislich moglich, diese Bindung einzugehen und somit einen positiven-lE@gulback

auszuldsn(Liu et al. 2013)

Zusatzlich istSHsfA2 in der Lage, HitzestreBemente (HSE) zu binden und somit die
Stressantwortreaktion weitergehend zu vermitteln (&EressdementPalindromische

Sequenzen in Promotorregion von hitzestressaktivierten Genen).

Neben den zuvor Dbeschr i ebeS) BRY)figdisRekrutiaruad |
des Sleifosoms kdnnen weiteceswirkende Elemente innerhalb der Exons und Introns die
Speilstellennutzung undEffizienz beeinflussenHierbei kann zwischen foérdernden
Sequenzen (sogenannten Enhancern) und inhibierendenz8ag(sogenannten Silencern)

unterschieden werden.

Diese Sequenzen werden von ttansvirkenden Faktoren gebunden, bei denen es sich
zumeist um nicinRNP$handelt. Beispiele hierfir sind die Gruppe dé&r8ieinedie durch

ihre Bindung aBnhancayderSilenc&equenzen den Gesamtprozess sowie das Auftreten einel
Isoform steueriiShang, Cao & Ma 2017; Wachter, Ruhl & Stauffer P0dg9 Modulation
erfolgt gewebespezifisch, daher wurde damailte Sptillenin der Vergangenheit oftmals
auch al s ag eSpleile® sipichuze{Séyifest & Badirgy 1998)
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Die SRProteine (Serin/Arginin reiche Proteine) bilden eine Familie hochkonservierter, mit dei
SpleiRen assoziierter Proteine. Sie enthaitermihal ein oder zw&NSBindedoménen
(RRM;RNA Recognitidotij und die namesgebende -@rminale Arginiund Serifreiche
Doméane (R®oméne), die reversibel phosphoryliert werden kaitels der RRM binden die
SRProteine dieiswirkenden Elemente der priRNS wahrend die RBomane in Protein
Proteininteraktion involviert ist und somit zur Rekrutierung der Untereinheiten des
Speilbsoms beitrdgSie spielen somit sowohl im herkdmmlichen also auch rnatiske
SpleiRewrine RolleDie entscheidende Rollerd&RProteine fur den Organismus lasst sich am
Beispiel von SR45 aufzeigen. Es handelt sich hierbei um ein Protein, delBrdemeiR
ahnlich ist und zwei H®manen aufweist. Bei einer Mutation von SR¥&ndopsikommt

es zu einer Reilven EntwicklungdefektenDiese beinhalten Anderungen in der Morphologie
von Blatt und Blite, verzogertes Blihen und Wurzelwachstum sowie Stérungen im ABA ul
ZuckerSignalweg, die Uber das gesamte Genom zu Anderungen im SpleiBmus
verschiedenster pidRNS fuhrer{Carvalho et al. 2016; Ali et al. 2007; Carvalho, Carvalho &
Duque 2010)

Wahrend weitere solchiernsvirkenden Faktoren bei vielzelligen Thereits identifiziert und
weitergehend zu Proteinfamilien klassifiziert werden konnten, sind im Bereich der hoher
Pflanzen nur einige wenige solcher Splei3faktoren umfassend beschrieben. Neben den z
erwdhnten SRRroteinen sind ebenso die Polypymmiirakt Bindeproteine (PTB) zu

nennen.

11.2.7 FEehlSpleilRen

Ein praziseSpleiRemer pramRNSist somit die Voraussetzung fir die korrekte Translation
von Proteinen, da schon die dler Exklusion eines einzigen Nukleotids das finale Transkript
komplett vesindert.

Daher hangt der Prozess mafRgeblich von dem Vorhandensein und der Ubereinstimmung
Sequenzen ab, die die Blotmon-Grenzen definieren und als Erkennungssequenz fir die
Spleil3raschinerie dienen. Mutationen in diesen Bereichen kénnen zu urdliektarler gar
sch2adlichen Proteinen f ¢ hr 8SpleiStalareegeblereoder k ©
bestehendeSpleiRStellen deaktiviert werden, mit dem Resultat einer fehlerhaften
MRNSSequenz.
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Neben dem Verbleib eines Introns, dem Uberspriegees Exons oder dem Schaffen
verlangerter oder verkirzter Exons kann sich auchSpdéifferein sogenanntétrameshift
(Verschieben des Leserahmens) ergeben, der die gesamte codierende Sequenz vera
Beispielhaft sei hier die autosomal rezessarkieit Mukoviszidose genannt, bei der eine
Reihe von Mutationen zum Entstehen sogenannter FEeol® fiihren. Das resultierende
Protein, ein loneKanal, kann daraufhin den lonenhaushalt der Zelle nicht mehr korrekt
regulieren. Als Folge ist der Muldess Sekret der Schleimdrisen, viskdser als bei gesundel
Personen, was zu einem Verstopfen der Bronchien sowie Folgeerkrankung®antijhrt
Hollywood, Scallan &afrison 2017)

11.2.8 Inhibitoren des SeiRens

In der jungeren Vergangenheit waren SjasifRenbeeinflussende Molekile Gegenstand
intensiver Forschungsarbeit. Zum einen ging es um die Suche nach Molekilen, um ¢
Sgeild/organg in bestimmten Teilschnttstoppen und fur nahere Analysen sezieren zu
kénnen. Zum anderen suchte man Molekile, um spezifiptdiBEvents inhibieren zu

kdnnen.

Um dem $leiBosomin seiner Komplexitdt gerecht zu werden (unterschiedlichste
Bestandteilen wiBNS und Proteinenpedarf es zur Beeinflussung der Untereinheiten
verschiedenster Wirkstoffe.

Besonders die Inhibitoren der SF&Bitereinheit des U2 snRNPs konnten einen grof3en

Beitrag zum besseren Verstandnis der vielen Funktionen von SF3B1 lieferi
Hierbei handelt es sialim in der Natur vorkommende Stoffe, die schon in geringer

Konzentration (nM ) dSubstrata e tdas s&iflosen ktard d

beeinflusserfKotake et al. 20Q7s konnte gezeigt werden, dass SF3B1 nicht nur das
U2 snRNP am Verzweigungsspunkt (BPS) stabilisiert, sondern ebenfalls eine Rolle in der Ex
Ligation spielCorrionero, Mifiana & Valcéarcel 2011; Folco, Coil & Reed 2011)

Dies ist weiterhin neben dem Beitrag zum besseren Verstandnis des Faktors im Prozess rele
da nachgewiesen werden konnte, dass Mutationen inHakE88 bei Patienten mit Brustkrebs,
chronischer lymphatischer Leukamie sowie Pankreaskrebs nachgewiesen werden kon
(Landau et al. 2013; Ellis et al. 2012; Biankin et al. 2012)
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Hierbei fuhrt die Mutatiozu einer Verdnderung in der Wahl des Verzweigungspunkts, wa:
darauf hin zu e ieifk&ellefihrr(DeBogveriet ak 20Erafadi ét al.2p16)
Durch den Einsatz der Inhibitoren konnte das Wachstum der Krebszellen (in Zellkultur
nachwedich gemindert werden. Hierbei verschieben die Inhibitoren durch ihr Wirken auf
SF3B1 das Gleichgewicht zu Gunstemnalie gespl#ter Versionen, die beispielsweise in
Apoptose und Zeltyklus mitwirker(Lagisetti et al. 2013; Kotake et al. 2007; Lagisetti et al.
2014; Moore, Wang, Kennedy & Silver 2010)

Die SF3B4nhibitoren stellen dabei eine Besonderheit dar, da ihr Effekt so klar zugeordne

und ebenfalls im Zelltest bestatigt werden konnte.

Der Effekt andereBpleiRinhibitoren indes lasst sich oftmals nicht direkt im zellularen Test
abbilden,da i el e di e s edfftar@etEfiekté (Effekte aulerimlb des dielbereichs)
aufweisen, die ebenfalls zytotoxisch wirken.

11.2.8.1. Herboxidien

Abbildung 17
Strukturformel von Herboxidien (GEX1A)

HerboxidielGEX1A) ist ein Sekundarmetabolit &reptomygesA784TIsaac, Ayer, Elliott
& Stonard 1992)der initial wegen seiner phytotoxischen Effekte beschrieben wurde. Auf
wichtige Unkrauter und Ungraser zeigie £7.3 g/ha® g/ac (Isaac, Ayer, Elliott & Stonard
1992) beziehungsweise 86.4 g/ha (35 gldmunds, Trueb, Oppolzer & Cowley 1997)
starke inhibitorische Effekte, ohne bei Weizen Schaden zu verursachen. Der zugrundeliege
Wirkmechanismus konnte jedocthhiergriindet werden. Durch eine StudieSakai et al.
deren Ziebas Auffinden neuaWirkstoffe furTumortherapiavar, konnte eine Anderung im
Spleilmuster in Gegenwart des Wirkstoffes berichtet weraenjie Vermutung eines
Kausalzusammenhangs zwaschVirkstoff und Spleil3vorganghelegtéSakai et al. 2002)
Erst 2011 konnte durch mehrere Gruppen gezeigt werdenHeathsxidiendie SF3b
Untereinheit des U2 snRNPs zum Ziel hat und somit das Spleildmuster bédedlkegava
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et al. 2011; Gao, Vogt, Forsyth & Koide 20D3)es sich bei diesentgreinheit um einen
elementaren Bestandteil des SpleiRosoms handelt, der an jedre&qierf3mitwirkt (s.0.),
konnen Auswirkungen sowohl in Produkten des herkémmlichen als auch in der de

Alternativen SpleiRens gefunden werden.

Am Modellorganismu&. thalian&onnten durch Behandlung miterboxidiensowiedurch
einenweiteren Inhibitor der SRIntereinheit (Pladoenolid B) eine StressanReadktion fur
abiotische Stressoren ausgel6st werden. Ebenso fuhrte die Behandlung zu einem Auslosel
ABA-Signalwegs sowie einer Signalkaskiel@ls SpleitressSignalweg beschrieben wurde
(Ling et al. 2017; AlShareef et al. 2017)

Auf Ebene der gesamten Pflakominten eine stark reduzierte Keimungsrate sowie eine
allgemeine Reduzierung von Wachstum und Entwicklung beobachtet wendede Sei
Keimlingen von Arabid@s, Reis sowie Tomate, die nach einer funftagiger Wachstumsphas
auf herkdbmmlichem M8ediumauf Medium miHerboxdentransferiert wurden, ein Stopp

in Wurzel und Blattwachstum erreicBamitkonnte gezeigt werden, dass der Effekt aidght

den Organismua. thalian@eschrankist.

11.2.8.2. Psoromsaure

OH

on

Abbildung 18

Strukturformel Rsoromséaure

Bei der Psoromsadure handelt es sich um einen Sekundarmetaboliten aus Flechten, die
Ubergeordneten Gruppe der Depsidone gehort. Sie wurde erstmals 1882 aus der Fle
Psorontaiassum Kérlseliert, die hierbei die namensgebende Rolle einfixsatiina &
Hayashi 1933)Innerhalb der medizinischen Forschung findet Pdieromsaureviele
Anwendungsgebiete, wielabelle2 aufgezahilt.
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Tabellez
Potenzielle medizinische Anwendungsgebiete des Flechtensekundarmetaboliten Psoromsaure

Funktion Literatur

Inhibition des Fettsdurebiosynthese (FASI) (Lauinger et al. 2013)
Stoffwechselwegs inPlasmodien(Malaria)

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

Lipidperoxidation

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

von Krebs und Osteoporose

Inhibition der HIV -1 Integrase in der (Neamati et al987)
AIDS-Therapie

Daruiber hinaus konnte durch einen 8amatov et ahtwickelten Hochdurchseizreen
gezeigt werden, dé&soromsaurgen Prozess des Spleifdengraab einer Konzentration von

250 uM komplett zum Erliegen bri@amatov et al. 2012jierbei kam es zu einer
Akkumulation der prinRNS sowie des Lariditermediats. Durch Auftragen diesevitro
Reaktion nach definierten Zeitpunkten auf ein natives Agarosegel konnte der Prozess
Zusammenund Umlagerns der Untereinheiten des SpleilRosoms dargestellt werden. Hierdui
war es m°glich, visuel | di e Kompmlgedx ed uzruc
Psoromsaurgerzogert beziehungsweise verhindert wurde. In der PrasdPsoxvamsaure
akkumulieren primar aktiviertekBmplexe (B, deren Aktivitat jedoch nach Entfernen von
Psoromsaureviederhergestellt werden konnte. Es handelt sich Helddeh um keine
atotgelegtend Kompl exe, s o(Sahetovetau2®l2ei n A

Das genaue Wirkstoffziel desoromsaurém Prozess des Spleil3ens konnte bisher nicht
aufgeklart werdeBasierend auf den der Literaturvorliegenden Ergebnissen sollte es sich
jedoch um eine reversible Inhibition handeln, da ‘e@rBplexe nach Entfernen der
PsoromsaurB wurden per Affinitatsselektion aus Mixtur nabheBtfernt) im Prozess des
SpleiRens fortfuhrg®amatov et al. 2012; Effenberger, Urabe & Jurica 2017)

45



lll.  Zusammenfassende Einordnung der Ptejékivor dem Hintergrund

des wirkstoffziellsserten Ansatzes

111.1.1 Teil I: PhylloquinoiBynthese

ZusammenfassenBewertungler Phylloquinoi®yntheséir denTarget Ansatizasierend auf

den zuvobeschriebenen Grundvoraussetzungeiel 3):

Basierend auf den dargelegten Informationen, kann die Phylk&yntieese, hierbei
insbesondere die von DHNS/AtMenB katalysierte Reaktion, als vielversprechendes Ziel u
Ansatzpukt fur zukinftige Herbizide erachtet werd&ge. wird den Grundvoraussetzungen

gerecht.

9 Essenzieller Prozess:

Phylloquinon ist flr den ElektronentransporPhotosystent und somit fur die
Photosynthesessenziell. Der Knockout verschiedener Gene dibesmegs zieht
letale Konsequenzen nach sichbgllel). Diese letale Effekt lasst sich durch
Supplementation mit dem Intermediat DHNA kompensieres;gdt ebenfalls fur
die Auswirkungen der Inhibitoren der DHNS im Bakterium.

7 Literaturbekanntemotompounds
In Bakterien findet sich die MenaquiSymthese, die ein Analogon zur
PhylloquinorSynthese darstellt. Erstere ist das Ziel aktueller Bestrebungen in de

Entwicklung neuer Antibiotika, die mittels Hochdurchsatzscreenings erste Wirkstoffe

fur die von MenB katalysierte Reaktion, identifizieren konnten.

T Ahnlichkeit in Aminosauresequenz

Auf Sequenzebene und insbesondere im Bereich der aktiven Tasche weisen die DH
von A thaliangowie MenB voiE.colund M.tuberculosise groRe Ubereinstimmung
auf. Dieser Umstand erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass die bekannten Inhibitoren i

pflanzliclen Systerabenfallsvirken.

 Keine Redundanzen:

Der pflanzliche Organismusistkeine funktionelleader genomischd®edundanzen
fur die von DHNS katalysierte Reaktion auf; das betreffende Gen liegt ohne Isoforme

VOr.
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1 Abwesenheit in tierischen Organisme

Wie der Trivialname Vitamin K suggeriert, handelt es sich bei Phylloquinon unt
Menaquinon um organische Verbindungen, die der menschliche Organismus nic
eigenstandig synthetisieren kann; der betreffende Stoffwechselweg fehlt im tierisct
System. Dies Umstand minimiert die potenziellen Risiken fir toxikologische

Problemepotenziellemhibitoren.

111.1.2 Teil Il: SpleiRen

Basierend auf den zuvor beschriebenen Kriterien kann der Prozess des SpleiRens tbergre

als aussichtsreicher Kandidat fliEtigvicklung zukinftiger Herbizide erachtet werden

Die ProduktiordesGroRteils der pflanzlichen Protefaed0% der proteincodierenden Gene
in Pflanzerenthalten Introns) bedarifitial des Entfernens von Introns aus dem Produkt der
Transkription(pr&mRNS) es handelt sich somit um eigssenziellen Prozess

Bedingt durch die Erkenntnisse aus Grundiagene Krebsforschung kann auf einen Fundus
an bekannten Wirksubstanzen zurtucKémgnverdenderen Wirksamkeit teilweeechim

pflanzlichen Organismus bewiesen wiitdeturbekannt®olcompouriggen somit vor.

Durch diebeinahe vollstandige Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen eines Grof3te
der Untereinheiten des Spbsi@ns zwischen Pflanze und Mensch ist die Wahrscheinlichkeit
fur die Wirksamkeit der bekannten Wirksubstanzen sehr hoch; eindhonafbdkeit der

Aminosduresequenzish somit gegebeBieser Umstandhaximiert jedoch die potenziellen

Risiken fur toxikolgische Probleme von herbiziden Wirkstoffen, dererPitieéss das
SpleiRen ist.

Fur die Nutzung des SpleiRens als angehendeRrzebs neuer Herbizide missen
Untereinheiten, Faktoren und Prozesswege identifiziert werden, die spezifisch fur d
pflanzlchen Organismus sind. Basierend auf diesen Erkenntnissen kann das Spleil3en

neuartigeZiel-Prozess adressiert werden.
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IV.Zielsetzung

Wie zuvor beschriebemntergliedert sich das Forschungsvorhaben in zwei Teilbereiche, di
unterschiedliche ProzesBéylloquinorSynthese und Splei3en) zum Thema haben. Hieraus

ergeben sich unterschiedliche Zielsetzungen.

l nnerhalb des ThemensSyhmehgueakt bi eadPthy t bt
Uberprufen, ob der fir MtMenB/EcMenB/SaMenB  beschriebene  Inhibitor
Methyl4-Oxo-4-(4-Chlorophenytp-butenoat (MOCB) ebenfalls die DHN&tMenB in

A. thaliananhibiertsowie zu validierenb die DHNS ein Ziel fir zukinftigeerbizidesein

kann.

Hierflr gilt esdie jin-vivo Aktivitét des potenziellen Wirkstoffs zeigen undariber hinaus

zuUberprifenpb sichder resultierende Phanotyp nstlipplementati@ines Folgeprodukts
der DHNSReaktiorkomplementienlasst

Im Zuge dechemischen Validierungwird dieBeeinflussung dBHNS-Reaktiordurchden

aktivierten InhibitoMOCB-CoA, innerhalb einebiochemischen Testsrvitrotberprift
Daruiber hinauskann die mathematische Beschreibung der resultierenden Enzymkineti
Hinweise zon Moduss o wi e d ederinkEibBion®gebé&ne o

Die genetische Validierungbesteht aus defrstellenvon transgenen Liniemittels derer

die WirkstoffwWirkortBeziehung weitergehend gefestigt werderEswlseits mittels einer
Uberexpressionslinie, dieeoretisch einerhéhte Toleranz aufweis sollte andererseits
mittels Knockdowakinien(KD), die anfalliger fiir den Wirkstoff sein kénnten.

Fir eine weitere Darstellunger WirkstoffwWirkort-Beziehung kann mittels einer
in-silico-Studie ein HomologieModell der DHNS etsllt werden um daraufhin den

potenziellen Wirkstoff MOC&mputergestiti die aktive TascleénzufiigerDas Ergebnis
dieser Studievird zwar prinzipiell keinen Beweischaraktdven konnte jedoch bei der
Interpretatiorder Ergebnisse anderer Absdhbrtielfen.

Das Ziel des zweiten Teilbereichs iszedjberprifen, ob der Wirkstoff Psoromsaure eine
herbizide Wirkung aufweistd ob diese auf die Inhibition des Splei3ens zurtickzufthren ist.
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Als erster Schritt giftomit das Aufzeigen einer-vivo Aktivitat des WirkstoffsHierfur

werden ArabidopsRflanzen in Gegenwart von aufsteigenden Wirkstoffkonzentrationen
kultiviert urd deren phénotypische Entwickliegrteilt.

Die Auswirkung der Psoromsaure auf den Sptetngvird mittelsTranskriptom-Analyse
Uberpruft. Der Fokusdgthierbei imAuffinden und Zuordnefehlgespleil3ter Transkrizie
ihren jeweiligen Genorten, sewirerbiologischen Rolle

Abschlie3endverdendie Ergebnisse der computergestitzten Transkifutaigse mittels
RT-PCR biochemisch validiert Die resultierenderFragmente potenzieiéhlgespleildter
Transkriptdassen sich mittels Agaroseggehdl inreGrof3e auftrennen.
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V. Ergebnisse

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

VI.1.1 Nachweis dgsflanzlichenn vivé\ktivitatdes Inhibitos der bakteriellen
DHNS-AnalogaMethyl4-Oxo-4-(4-ChlorophenyiP-butenoat

Zur Uberprifung derinvivo Aktivitat von Methyl4-Oxo-4-(4-Chlorophenyip-butenoat
(MOCB), dem aus der Antibiotikaforschung stammenden Inhibitor von (dektrie)l
wurden Arabidopsispflanzenlamit behandeltum seine Effekteauf den Phanotypzu
evaluieren.

In der ersten Teststufertigte man hierfur Y2 MBlatten andie aufsteigende Konzentrationen
von MOCB enthielten. Diese Platten bestiickte man daraufhin mit Saméeunedte
Keimung und Wachstum (Wurzel 8mtosshachl4 Tagen.

Cl

Abbildung 19
Arabidopsispflanzen in Prasenz desM@Biarserschiedenen Konzentrationen

Pflanzen wurden 14 Tage MSMedium in Schragplatten kubieirhibitowurde in DMSO gelést; die BXdB£&ntration
wurde konstéhil%pehalten

In Gegenwart des Inhibitors kommt es zu einer dosisabhéngigen Verzégerung von Wachstum und Ensivaikierr
Anderung des Farbtons von Griin zueringelbbtieen Farbung im Phanotyp festzustellen.

Die Pflanzen auf der Kontrollplatte weisenohsntfalteteBlatter aufein weiteres Blgiaar
befindet sicin der EntwicklungDie Wurzelndieser Pflanzegrstrecken sich bis zum unteren
Ende der Plattesiedurchqueretierbeifiinf Feldey dies entspricht 6,5 cieiterhin weisen
die Wurzeln eine Vielzahl @eitenwurzeln auf
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Mit ansteigender Inhibitorkonzentratikmmmt es zu Anderungen im Phanotyp der Pflanzen.
So treten ab einer Konzentration vornuDweniger Seitenwurzeln,aufd die Sprédinge
wirken insgesamt kleiner. Dies kann als Anzeichen fir ein gemindertes Wachstum gewe

werdenWeiterhimehmerdiealtererBlatter eine hellere bis galbil3liche Farbung .an

Bei einer MOCHonzentration von 2BM sind Entwicklungund Wachstundeutlich
verzogert. Es sind lediglich vier entfaltete Blatter sichtbar, die Wurzeln sind ebenfalls st
verklrzt sie erreichen nur noch eine Lange vwoaximal 2 cm und weisen keinerlei
Seitenwurzeln auf. Ebenso #tchmRarbuagderiP8anze s

welchewie schon bei 10 uM, insbesondere die alteren Blatter. betrifft

Diese Auswirkung auf deRhanotyp wird durch die Verdopplung der Konzentration des
Inhibitors (50uM) weiter intensiviert, Wachstum und Entwicklung komme&naltue
vollstandig zum Erliege®o 16st sich di@/urzel kaum von der Saatposition (maxifhaht),

und die zwei vollstandig entfalteten Blatter weisen eine klare Gelbfarbung auf.

MOCB zeigt somit inhibitorische Effekte, die die Gesamtentwicklung denzefl
dosisabhangig beeintrachtiged zu eier helleren bis gelblichen Farbung der Blatter flhrt
DieseAnderung im Farbtomanifestiert sich bden alteren Blatterdie jungen Blattéaben

einen deutlich griineren FarbtteseBeobachtungesind mit der Grundhypothese, der
Inhibition der PhylloquineBynthese durch MOCB, vereinbar. Jedoch bedarf es einer weitere
Eingrenzung des Wirkmechanismus.

Vor dem Hintergrund der in der Literaturdegbenen Ergebnisder KO-Linien, anderer
Enzyme des Stoffwechselwegilge ein weiterer Kultivierungsversuch.

Diese in der Literatur beschriebenedO-Mutanten konntenmittels Zugabe ds
Zwischenprodukt®HN A (1,4Dihydroxy2-Naphthoata g e r evérdeBbenfalls war es
mdglich bei Bakteriedie Effekte des Inhibitors durch Zugabe dieses Intermeadzitieben.

Somitergbt sich fur den Folgeversuch die ArbeitshypothesaliedBffekte von MOCRBauch
beiA. thaliandurch Zugabe von DHNAufgehobewerden kdnnen.

Zur Uberpriifung wurden 6-Loch-Platten mit % MSMedium sowie ansteigenden
Konzentrationen von MOCanhgefertigtHierbei wurden zwei Versuchsgruppen gebildet, einer
Halfte wurden zuséatzlich 100 uM DH#gesetaReihe [+ ]), der anderen nic(Reihe [ ]).

Die Kultivierung erfolgte wiederum fuir 14 Tage.
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Abbildung 20
KomplementadienEffekteon Methyl@xe4-(4-Chloropheutenoaerschiedener Konzentaatidwabidopsis thaliana
Auflauf

Pflanzen wurden 14aidgé MS Medium kultiwkntkstoff wurde in 0.1 % DM&§2geben sowiefDidN.05% Ethanol
Spalten-| kein DHNA zugesetzt, [ + ] 100 uM DHNA zug&giten: Konzentrdésinhibitdd©OCB

Wie ausAbbildung20 ersichtlichzeigt sich dedosisabhangideffekt des InhibitorslOCB
(wie schon zwr fir Quadratplatteberichtef auch dannwenn die Pflanzen imL&ch-
PlatteaFormat kultiviertwerden (obere Reihp:]; kein Zusatzdes SupplementsMit
steigender Konzentratiates Inhibitorssind eine Gelbfarbung sow&ne Verzdogerung des
Wachstums zu beobachten.

In der unbehandelteKontrollgruppe [(-], 0 PtMMOCB; obere Reihe, 1. linkseisen die
Pflanzersechsvollstandig entfaltete Blatter awbbei die Anlagen fur das nachste Blattpaar
ebenfalls schon praseirid Die Wurzeln dies Pflanzen durchziehdas gesamte Mediym
und die Sprésslinge weisen staegke Grunfarbung auf.

In der Versuchsgruppéne InhibitorZusat7] + ],0 uAMMOCB; untere Reihe, 1. linkgrken

die Pflanzen insgesamt kleimed weniger weit entwickeldie Griunfarbung erscheint
gleichermalRen intengitn Vergleich auunbehandelten Kontrollgruppe], OuM MOCB),

auchin der Anzahl der entfalteten Blatter I&sst sich kein Unterschied feststellen, ebenso wel
die Pflanzetange Wurzeln auf, die das Medium durchzi®@asnSupplement scheint somit
selbst phytotoxische Eigenschaften aufzuweisémtdieklung und Wachstum der Pflanzen
beeinflusseraber zu keingknderung im Farbton fiihren.

Beide Gruppen werden vom Inhilitait steigender Konzentration beeinflusst, dies spiegelt

sich im Phanotyp der Pflanzen in Bezug auf Grél3e, Entwicklung und Farbung wider.
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Durch Zusetzen des Zwischenprodukts DHNrkendie® Effektebei20uM, 30uM sowie
40puM MOCB abgemildert bis aufygben werde(Vergleich ] [-]).

Die Pflanzen weisen in den Probepl2und 30uM MOCB([ + ], 20uM & 30uM MOCB)

eine intensive Grunfarbung als ihre nicht supplementierten Konterparts auf
([-],20uM & 30puM MOCB). Durch den Zusa&indEntwicklung und Wachstum bei 20 uM
MOCB unbeeinflusstie Pflanzen dieser Probe erscheinen gaifsar und weiter entwickelt
alsdie PflanzemerVersuchsgruppe ohne Inhibi#ousatz (f ], OuM MOCB). Bei 30uM
erscheinen die Sprosslinge eklererund dhneln in ihrer Grolgker Versuchsgruppe ohne
Inhibitor-Zusatz ([ + ], 0 uNMOCB), eine Beeflussung durch den Inhibitor MOCB ist jedoch
bem Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppg  UtMMOCB) ersichtlichDieser
Trend setzt sich in der g MOCB-Probe fort. Die Pflanzen sind im Vergleiah nicht
supplementierten Profde ], 40 uM MOCB}veiter entwickelt und weisen eine griinere Farbe
auf, jedochsind klare Effekte des Inhibitors ersichtljch ], 40 uMMOCB) Bei einer
Inhibitorkonzentration von 5@M sind keine nennbaren Unterschiede zwischen
supplementierter undcht supplementiert&robe zu erkennen.

Die Erkenntnisse dieser Komplementationsstudie zeigen, oxggids ist, die Effekte des
Inhibitors MOCB durch Zugabe des Intermediatminderrbeziehungsweideei niedrigeren
Dosendes InhibitorskomplettauszurdumeiVeiterhin eigt sich jedoch, dass DHNA&Ibst
ebenfalls eine negative Anderung im Phanotyp hedigktlurch eine geringe Dosis an

Inhibitor ausgeraumt wird.

Bei Betrachtung der Strukturformel des Inhibitors MOCB, lassernvessithiedenste
Strukturmotive erkennedie das Ziel fur weitere Optimierungen des Inhibitors sein kdnnen.
Es lasst sich somit eine allgemeine Strukturferstellen, die zur ldentifikatiomdglicher
Analogaverwendet werden kafibbildung21).
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Abbildung 21

Inhibitor MOCB und die davon abgeleitetStiliganfeimel

X: mdgliche Position fur Halogéglizhe Positiod-Ri(Ester),-R (Thoester), HR (Amid), OH Carbonsauz)maogliche
Position fikylgruppeder Wasserstofild)ie we | | t e 6 Bi n d u n gwisctien Ziunca3ckbhlenstbféaton

Auf Grundlage dieser allgemeinen Formel und der Einschrémkumg jeweils einem
Strukturmotiwon MOCB abzuweichen, konnte eine Anzahl an Substanzen identifiziert unc
fur erste phanotypische Untersuchurnvgewendet werden.

MOCB

Analog A

Analog B

Abbildung 22
Phanotypische Effekte struktureller Analoga von MOCB auf Arabidopsis thaliana

Pflanzen wurden 14 Tage auMeédil in Schragplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DMSO gel@siz elier Bi\GE
wurde konstant (0,1%) gehalten
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Von besonderem Interesse waren hierbei solche Substaeloti@m Gegensatz zu MOCB,
nur ein aktives Zentrum zAktivierungmit CoenzyA aufweisemind somit zum besseren
Verstandnisler Aktivierung beitragen konnen.

Die unterschiedlichen Effekte der so gefundenen Analoga sind beispialbiaftiimg22
dargestellt.

I n Gegenwart der WrddabVichstuo degPflanZen sowi@ilye FAarbung
deutlich fruher beeintrachtigts dies bei MOCB der Falar Bei 1QuM war eine klare
Beeintrachtigung des Wurzelwachstums zu bemerken (maximal 4,9 cm, Durchsafinitt 3,5
Kontrolle 6,0 7 cm). Ebenswvarerdie Sprosslinge deutlich kleiner widsereine merkliche
Gelbfarbung auf. Durch Erhohung der Konzentration ayfM2Swrden diese Effekte
weitergehend intensiviert, bepB0Oblieb dag\uflaufen der Samebllig aus

Im Gegensatz hierkames durch den Zasz dednhibitoranalognsB( a Anal og Bo0)
geringa Effekten im Phanotyp dd®flanza. Erst bei einer Konzentration von 50 yhteine
Anderung zu beobachten. Diese Sprésslingéenviikn Vergleich zu denen geringerer
Wirkstoffkonzentrationen sowie der Kontrolle in der Entwicklung gehemmt. Das
Wurzelwachstunwar gemindert (Halfte der Pflanzen5em), und es #&en weniger

Seitenwurzeln auf. Die Grunfarbunghojedoch von diesem 8tanbeeintrachtigt.

V1.1.2 Chemische Validieruder DHNS als Wirkstoffziel von MOGHN-vitro
EnzymAssay

Wahrend dierviveAnalyse die Wirkung des Inhibitors (MOCB) auf den Phanotyp der Pflanze
beschreibt, pruft digrvitreAnalyse demngenommenebiochemischen Wirkmechanismus:
Hierbei werdelVirkstoff und potenzielles Zielenzym (mit seinem Substrat und Kofaktoren)
einer kunstlichen Umgebung zusammengebracht und die resultierenden Effekte auf
Aktivitdt des Enzyms evalui€tlte der Wirkstoff eine inhibitorische Wirkung aufweisen, so
wirdesich diese in eindmderungder Umsatzrate beziehungsweise der mit ihr assoziierten

Konstanten widerspiegeln.

Die chemische Validierung tragben einer Aussage uber die Starke der lo{b@-Wert
halbmaximale inhibitorische Konzentrgtiater Bindungsaffinitat des Inhibitors-{Kert;
InhibitionskonstanteDissoziationskonstante Enzymhibitor-Komplex) zu einem besseren

Verstandnis der Interaktion von Inhibitor und Wirkort YW&terhin lassen die erhaltenen
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Ergebnisse Ruckschlisse auf den Modus der Inhibit{kompetitiv,nichtkompetitiv und
unkompetitiv).

Obendrein erlaubt denvitroTesteine Unterscheidung, @s sich bei dem vorliegenden
Hemmstoff undie eigentliche Wekbstanz handelt, oder derenVorlaufer(Prodrug)

DHNS/MenB  setzt das Substrat OSBA zu DHNACOA um, welches
spektrophotometrisch beiner Wellenlange v@92 nm detektiert werden kann. Somit kann

die Produktbildungsrate tber die Zeit ermittelt werde

Wie vonTruglio et al. und Li et al. fur die DHMXBaloga auMycobacteriumerculosisd
Staphylocoetuwsuseschriebenst das Substrat der DHNS, O6BA, instabil und neigt zur
Bildung des Lldons unteiAbspaltingvon Coenzyraf\ (Truglio et al. 2003; Li et al. 2011b; Li
et al. 201c) Das Substrat mussmiterstdurch einesorgeschaltetenzymatische Reaktion
hergestellt werdeBaraus ergibt sich fir dievitroStudie eine gekoppelte Reaktion zweier
Enzymegda flr das Studium der DHNRRaktion zuvor das Substrat Gber MgyriEhetisiert
werden muss

B NH;
0 o (3 OH O

N 1
i JU N S e AN )‘
(\\/Lo i MenE _ | /L b )O\ ¥ (’Nzl\N// MonE il (j MenB 0 LB
F Ny TN | NAN P PN 7N A ~~5-CoA v NNF
N O e pp 200 Y Y CoA AMP ) H;0
0 o & OH
0SB (o-succinylbenzoate) OH b 0SB-CoA DHNA-CoA

HO
OSB-AMP

o

0
~COA _ ¢
> Y S < >

0SB -CoA (lactone)
spirodilactone

Abbildung 23
Reaktionsverlauf gekoppelte EnzyvoreddeioE und MenB

OSB wirdon MenE Uber ein-ABBIB Intermediat mit CoeAzy®oA)aktiviert; es entsteht@@Bdas Substrat von
MenB

Dieses Zwischenprodukt neigteztedktgn zum Laktiainekann OSEO0A nictginzeln zugesetzt werden sonder
innerhalb des Versuchs produziert werden.

MenB katalysiereéimramolekulare Cliizetiensation, beaideveiteres aromatisches Syst&asentstekit kann
aufgrund dieses aromatischen Systems spektrophotometrisch von den Edukten unterschieden werden.

Fur die Aufnahme der Enzymkinetik wurde ein Sydtestehend aukcMenE und
DHNS/AtMenB aufgebat. Bei EcMenE handelt es sich um die Busolistammenden
OSBCoA-Ligase (menEJl.1.2. Se wurde fur dieses Testsystem ausgewéhlt, da ihre
Expression und Isolierung sowie ihre AktivitatvitreTest durch Literatur umfassend belegt
wurden.Hierbeidienten die Erkenntnisse voruglietal, Li etal, Cheetal undJiangtal.
bezlugkh der gekoppelten Reaktion als Leit{iiieglio et al. 2003; Li et al. 2011b; Li et al.
2011c; Chen et al. 2011; Jiang, Chen, Guo & Gup P@QOber hinaus nimnicMenE in
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di esem Kontext | edi gl i ¢ch |\elclees Zrodedadsweseaenn e
Produktion des Substrats der Folgereaktion bendétigt wird. Der Ruckgriff alE etoléusd
nicht ausA. thalianagtammendes Enzym ensetvor diesem Hintergrund zulassig.

Zur Uberpriifung der grundsatzlichen Durchfiihrbarkeit des Tests mit den gewahlten Puffe
und Detektionsverfahren wurde zudem EcMenB als Positivkontrolle inkludiert, da das Syst
EcMenEEcMenB durh die Literatubelegt is(Matarlo et al. 2016; Li et al. 2011b)

Im Folgenden soll der Aufbau des Testsystems beschrieben werden.

VI.1.2.1. Versuche zurekombinante Produktion deProteine

Die Proteinproduktion erfolgte rekombinadtr Vermeidungetwaige Probleme durch
unterschiedliche Praferenzen in der Nutzung Gedons wurde diese auf den
Produktionsoganismusk. colioptimiert. Die verwendeten Konstrukte sind Tiabelle3
aufgelistet. DieingesetzteMethoden zum Erstellen dies#nd im Bereich Material und
Methoden aufgefihrt.
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Tabelle 3 )
Verwendete Konstrukib&iexpression der Proteine dAs$aysym

Konstrukt Beschreibung(Protein)
pPET15b-EcMenE AusE. colstammende Version von MenE in nativer Form
(EcMenE)

PET15b-EcMenE-Hiss EcMenEmit CGterminalem HistidiuHexapeptid
(EcMenE-His6)

PET15b-Hise-EcMenE EcMenEmit N-terminalem Histiditexapeptid sowiTEV-
SchnittstelleHis s-ECMenE)

pET15b-EcMenB AusE. colstammende Version von MenB in nativer Form
(EcMenB)

PET15b-EcMenB-Hiss EcMenBmit Cterminalem HistidHrexapeptid
(EcMenB-Hisg)

PET15b-Hise-EcMenB  EcMenBmit N-terminalem HistidiHexapeptid sowiTEV-
SchnittstelleHis s-EcMenB)

PET15b-DHNS AusA. thalianatammende Version von MenB in nativer Fc
(DHNS)

PET15b-DHNS -Hiss DHNS mit Gterminalem HistidiHexapeptid
(DHNS -His)

pPET 15bHise-DHNS DHNS mit N-terminalem Histidiexapeptid sowiTEV-
SchnittstelleHiss-DHNS)

DieanfanglicheNektorerorientierten sich an dender Literatubeschriebenen Konstrukten
der Enzyme auMlycobacteriuimerculgdisschericltalisowie Staphylocoecusyslie einen
HistidinTag(Hiss-tag)fur Affinitatschromatographieinhdten(Li et al. 2011b; Li et al. 2011c;
Truglio et al. 2003pPublikationen anderer Forschungsgrupgsen jedoch daraufhin, dass
einsolcher Affinitatg agdie Roteinfalungder EcMenBeinschrankund dasaktiveEnzym
nurohne einen solchen Tag aufzureiniggdiaeig, Chen, Guo & Guo 2010; Chen et al. 2011,
Song & Guo 2012)

Infolgedessemwurden sowohl fiEcMenB EcMenEals auch fir DHNS Expressionsstudien
unternommen,um zu ergrinden, ob eiAffinititsTag (N oder Gterminal) die
Proteinproduktion beeintrachtighd welche Strategie zur Reinigungidieersprechendste

ist.
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VI.1.2.2. Variante 1EcMenBHiss und DHNS-Hiss
(ErgebnisAusbleiben ddproduktion der Proteihe

DHNS-Hisg EcMenB-Hisg
MW: 37.876 kDa MW: 32.453 kDa
O OP 3L M 3P 6L 6P ONL ONP X jm M OP 3L 3 6L 6P OUNL UNP X

Abbildung 24
SDSGele der Expressionsstudie fir DHNS und EcNemBimale® KHisagn BL21 (DE3) Zellen

L: LysatP: Pellet, iei Induktion mit 1mM IPEG3 h nach Indak6: 6 h nach Induktion, BN: b e r n a 8h t
nachinduktionX: Leersteld: Marker ( in kDa 250,150,718(%0,37,25,20,15,P0t eci si on Pl us
Protein Standards)

A : (Pfeigelb@rwartete Position der Protein{&iadechwarkz)duzierte Bande unklarer Herkunft

Sowohl EcMenB als auch DHNS wurden mit ein€terminalen HisTag in
E. colBL 21(DE3) Zellenproduziert Abbildung24 zeigt exemplarisch zwei SG&8eeiner
Testexpression von DHN3iss und EcMenBHiss. Hierfir wurden transformierte
BL 21(DE3) Zellerbis zu eineoptische Dichte (Oo.m) von 0.8vachsen lasseandiesem
Zeitpunkt (t = Oh) wurde die Produktion d@®teins durch Zugabe vomiM IPTG induziert.

Die zu analysierenden Proben wurdewlefinierten Zeitpunkten (@ 3h, 6h und 1&h)
entnommenund mittels eines LysRuffers (BugBuster Reagenz; Material und Methoden)
aufgeschlossehveiterhinuntergliedge man die Proben itJbersand (; Lysat I6sliche
Fraktior) und feste BestandteieFRellet unlsliche Fraktign

Bei denvorliegenden Gelen haneedts sich um das Ergebnis einer éggession, somit
wurden keine weiteren Reinigungsschritte unternommen. Dieser Versuch diente einzig
Uberprifung, oldie Proteineim vorliegenden Konstrukt produziert werden und ob sie in di
l6sliche Fraktion Uberflhrbar siridiese Kriterien (Produktion und Ldslichkeit) stellen die
Grundvoraussetzungen fur weitere Isolatioms$ Reinigungsschritte dar.

Bei einerrekombinanten Uberexpressiofire eine klar erkennbare BanideHo6he des
Molelulargewichts dé¥oteins zierwartergewese(Kennzeichnung gellefeilin Abbildung
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24). Eine solche Bale konntejedochwederfir EcMenBnochfir DHNS in diesen Proben
gdunden werdemeder im PelleP) noch im Uberstand ) lieR sich eine Bande mit korrekter
Grol3eindentifiziereDHNS-Hiss: 37.876,7Da; EcMenBHiss: 32.453,7Da; gelbePfei.
Dies legt die Vermutung naldgss ein @rmnaler Tag die Produktion des Proteins
unterbindet.

In beiden Expressionen jstlochdas Erscheinen einer Bande im Grof3enberwisbhen 25

0 30kDa zu erkennendie durch Zugabe von IPTG induzievird und sich im Zeitverlauf
intensivierf{Kennzeichnug schwarze Sterr). Es kann somit nicht ausgeschlossen werden,
dass das Protezwar Uberexprimiertaberschonwahrend der Produktiashurch Proteasen
abgebautvurde

Zur Uberprifung dieses Befundsgrden die Proben der Ubernachtkulturen via Westernblot
und Immunodetektion adhs Vorhandensein eines ProteinglisitTag UberprufiSollte das
Protein durch Endooder Nterminale Exoproteasen abgebaut werderkosoten die

merklichen Banden im Bereich

DHNS-Hisg EcMenB-Hisg von 25kDa ein Signal in der
=X X UNP UNL X UNP UNL X Kontrolle .
2. i Immunodetektion erzeugen.
g’; Weiterhin kann nicht
ausgeschlossen werden, diess
- . .

A Proten aufgrund seiner
Aminosauresequenz ein leicht
verandertes Laufverhalten aufweist
und sominicht auf der erwarteten
Hohe aufzufinden istWie aus

Abbildung 25 . p Abbildung 25 ersichtlich kénnen
Westernblot mimunodetektion gegéradlifiir Ubernachtkulturen der
Testexpressionen von BlisNSd EcMertiss keine eindeutigen Signale der

UN: Ubernachtkultur; P: Pellet; L: Lysatyartete Position Proteinbande

DHNS-Hiss, A4 : erwartete Position Proteinban@d-issMamtrolle: Protein mi |mmunodetektion desHistidin
HissTagd7 kDa M: Marke(Presii on Pl us Protei nE

Hexapeptidgezeigt werden.
In denFraktionemmit den unléslichen Bestandteilen des Zellaufscrdusbsshwde Signale
nachweisbadie sich Ubetie jeweilige Gesamtstrecke des Gels ersteckear. Ried istu
erwartenda der Atikdrpernicht in Ausschlief3lichkeit die H&equenz bindetpndern sich
ebenso, wenn auch schwacheHiatidinreichenSequenzostern anlagerie sichtbaren
Spuren missen somit als Hintergrund angesehen \Rasterscheinungsbild eingositiven
Immunodetektionvird von der Kontroll¢rechte Spaltelargestellt.
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Diese Ergebnisse fiihren zur augenscheinktkenntnis, dass eint€minaler Histag die
Produktion der Proteine EcMenB und DHNS unterbinklgt Grundlage dies Ergebnisse,
wurden weitere BestrebungemworfenEcMerB-Hiss und DHNSHiss zu produzieren und
zu isolieren.

VI.1.2.3. Variante 2Hiss-EcMenBund His-DHNS
(ErgebnisProduzietesProtein ist unldslich)

BeiPlatzieren des Affinitatstags anrT &minus erfolgte Proteinproduktion fir EcMenB und
DHNS. Hierbei veblieb der Grofteil des Proteins unléslich im Pellet, in Form von
Einschlusskorpern.

His;-DHNS
MW: 40.147,77 Da
M OL OP 2L 2P 4L 4P ONLONP X X X ’ oL M OP 2L 2P 4L 4P UNL QQP X K _X
- - - 5 ‘ \
s . -
100, o . : —
1€ -5 % a{
¥
- @ ) 9
—pn N .
20

Abbildung 26

SDSGel und Westernblot mit Immunodetektion der TestexpidsbiSniv@aiL Pis(DE3)

M: Markerl : Lysat/Uberstand; P:P@dl6th (Zeitpunkt Induktion mit 1 mM IPTG); 2: 2 h nach4ndukinach
Induktion; UN: Ubernachtkultur (~18 h nach IndukteerstXlie; K: Kontrolle ( Proteig-fiaiti3iz kDa)
[Wachstum bis 0.6 bei 37°C; Produktion bei 25°C]

Wie durch Abbildung26 gezeigi kommt es durch Zugabe von IPTG zur Produktion des
Wertproteins DHNSHisq. Dies ist an der klar ersichtlichen intensiven Battghe vor309d
37kDa zu erkennen.

Wie ebenfalls aus Gfinke Seitedind Westernblofrechte Seitarsichtlichfindet sich das
Gros des Proteins in den Spuren der unloslichen Bestateitedellaufschlussé€s steht
daherfir eine weitergehende Reinigung in Isolation nicht zur Verfdgomyerandern des
Verhaltnisesvon l6sliche zu unl6sliche Protein wurden weitere Expressionsversuche mit
verschiedenehemperaturen, IPT®onzentrationesLysispufferr{lonenstarke und pHind
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Aufschlusserfahren (Enzymatische Lyse, Ultraschallverfahund FrenckPress)
unternommenDiese Bemihungen fuhrten jedoch zu keiner merklicgrschiebung des
Verhaltnissesaslich/unloslich Als ein letzter Versuch wurden Pelatsh dem Aufschluss
Uber Nacht nti der Tdak Etch Virus Protease (TEWrotease behandelt,um den
PolyhistidinTag Uber die Schnittstelle zwischen tidis-Sequenz und Wertprotein
abzuschneiden und somit die Loslichkeit zu verbessech. damitlield sich keine
Verbesserung erreichen

Folglich konnte di weitee Reinigung nur mitlem geringen Anteil an l6slichem Protein
fortgesetzt werden.

mAu

2500 s

1000

500

Abbildung 27

ChromatogrdefAffinitatschromatographiesZDHNS, 5 ml HiTrap auf AEKTA prime

blau: Absorptioei 280 nrgriin: Konzentration Elutionspulffeitfabigkeit, pink: Injektme, SchriftAXchse:
Fraktionemraun: Logbuch ProgrammabschnittabdeitemleZeit; Ordinate: Absorption

Elutionsprofil der AffinitatschromatograprHtiSHsach Bedan der Sdule (Fraktiei3estarke Absorption bei :
nm im Durchfluesmmt es in den Frakti@ &6 (Z,512% Eluutionsbuffér 120 mM Immidazaly Elution eines
Protein@bsorption450 mAU) Bei Steigerung der Konzentration deff&itond®@¥dV)kommt es zu keinen
weitergkusschlagen in der Absorption

Zur Isolation der loslichen Fraktion von HMINS wurde die Methode der
NickelAffinitatschromatographian einen AKTAprime plus Systermerwendet Hierbei
findenSepharos&aulen Einsatdje NF*, gebunden aNitrilotriessigsaure (NTAgnthalten
Die Isolierung des Fusionsproteins (Protein #TFig)beruht darayfdass Ni mit zwei der
HistidinResten des Proteins interdgigrd sie somit bindekann.Die Eluion bei diesem

Verfahren erfolgt zumeigber einen Imidaz@radientender die HistidiiReste verdrangt
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und somit das Protein von der Saule it verwendeten Puffer orientierten sich an der
Literatur((Truglio et al. 2003)abelled ).

Tabelle 4
Puffer der Nickdfinitaitschromatographi€Tnagiio et al. 20D3)
Zusammensetzung Verwendung
LysisPuffer 20 mM TrisHCI pH 8 500mM NacCt Zellaufschluss, Auftragen des Lysats auf d
5mM Imidazol Saule, Waschschritt
Elution®uffer 20 mM TrisHCI pH 8; 50GmM NaCl; Elution des Proteingittels Gradienten
1M Imidazol

Auf dasAuftragen des Lysats auf die Saule folgiwa&schschritym ungebundenes Protein
von der Saule zu entfernen, sowie ein Elutionsschritt, bestehend aus zwei Gradienten

Wie aus dem Chromatogran#blgildung27) ersichtlichkam es wahrend des Elutionsschritts
bei derFraktionen 18 16 zu einer Anderung der Absorption bei 280Rnotein wurde von

der Saule gelést. Im weiteren Verlauf wurde die Konzentration des Elutionsbuffers bis auf eir
Anteil von 10046 gesteigetinddie Saule so mit 1 M Imidazol gespdlt, jedoch dasges zu

einan weiteren Ausschlag kam.

Zur weiteren Angbe lud man die einzelnen FraktioaehSDSGele (Abbildung28), um
Identitatsowie Reinhettesgeldsten Proteins zu ergrinden.

Die Gele zeigeandeutig das Vorhandensein eiiterexpremierteRroteins im Pellet und
Rohextrakt (hiei handelt es sich um die Probe vor dem Zellaufschluss).
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Hiss-DHNS
MW: 40.147,77 Da

M R L P 1 3 5 7 10 11 12 M 13 14 15 16 17 18 19 21 .
\ [T —

Abbildung 28
SDSGeldffinitatschromatographi®HiéS mit S5ml HiTraguf

AEKTA prime

250 M: Marker; R: Rohextrakt (Probe vor Aufschluss), L: Lysat; |

i . 1-3: Durchfluss (Laden der S&uljadchfraktior3®B Elution;

- : Erwartete Bande vofHISIS

- | In Rohextraktdifrellet ist die prominente Bande eines lbere»

i Y At , Proteins mit einem Mol ekul g

i v | Korrespondierende Bande in Lysat schwach. Fraktionen de
e ¢ (12 16) enthalten Protein diverserer Gro3en jedott kBarelde
- . o | im Bereich 840 kDa. Auftreten von Banden bei 37 kDa in Fr

; | 2131,

Im folgendenVerlauf dieses Reinigungsschritts ist jedoch keine weitere Bande dieser Art
sehenDie Bestandteile dekiierten Proteins der Fraktionerd1l® sinddivers und nicht der
erwarteten GroéR3e von BHOHNS zuzuordneligelber Pfeil)m weiteren Verlauf (Bktionen

210 31) kann das Auftreten mehrerer Banden im Bereldda3@eobachtet werden. Diese
fuhrten jedoch zu keiner Anderung @hromatogramidie Konzentratiordes eluierten
Proteindagunterhalb der Detektionsgrerdas Systemsd musste daherrfdie folgenden
Versuche aufkonzentriert werdenter der Annahme, dadas l6sliche Protein die korrekte
Faltung aufweist und somit als Homohexadiegt sollte der Proteinkomplex eine Grol3e
von 240,1%Da aufweiserNach Zusammenfiuhramd Aufkonzetrieren dieser Probenit

einer Zentrifugefriltereinheit (MolekulargewichtsabscheidegrenzZeDadiel3 sichkein
Protein naclveisenSomit handelte es sich bei diesen Banden entweder um ein anderes Prot
mit &hnlichem Molekulargewiabdler aber um Bho- bzw. Oligomereder DHNS unterhalb

von 10kDa. Da laut Literatur lediglich das Hexamer die aktive Form des Enzyms darste
(MW: 191kDa (Ec)240kDa (At)).kénnen diese Proben somit als inaktiv erachtet werden.

Auf Grundlage damrliegenden Ergebnisse wurdierRtoduktion und Reinigung der Proteine
EcMenB und DHNS miBequenzen fur Affinitdtschromatograpigestellt.
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VI1.1.2.4. Variante 3EcMerB und DHNS Produktion der Proteine ohne Affinitatstag

(Ergebnis: Protein wird produziendist l6slich

DHNS EcMenB Wegen der erfolglosen Versuche von
MW: 37.054 Da MW: 31.798 Da

) " Produktion und Isolierung der
M X DoD4 DU X EO E4 EU X

Fusionsproteine mit  Histidifag

wurden weitere Bestrebungen in

iad diesem Bereich eingestellt. Die
i e — o
50 fF Proteinproduktion erfolgtdaher mit

Wie aus Abbildung 29 ersichtlich,

konnten die Proteine DHNS und
.¢ EcMenB im Zuge der Testexpression

in der l6slichen Phasmfgefunden

o ' o der Sequenz der Proteine in ihrer
s - = ~nativen Form.
20

Abbildung 29
Auftragung der LysafBedézxpression von DHNS und EcMenB  werden Die Spuren des jewei"gen

M: Marker; X: Leerstelle; D: DHNS; E: EcleRBobe zum Zeitpt  Proteins \&®ien eine definierte Bande

der Induktion (1 mM IPTG); 4: 4 h nach Induktion; U: Uhgrna

(~18 h)  :Erwartete Hohe der Bande vondDHi®artete Hohe jn  der erwarteten Grofle audje
Bande von EcManBchstumsphase kig@®bei 37°C; _ .
Postnduktion Produktionsphase: 25°C Intensitat der Bandesteigert sich in

Abhéangigkeit zur Zeit.

Da die Proteinehne Affinitatstagsorliegen konnte keine Immundetektioaur finalen
Verifizierung der Identitat der Banddarchgefuhrtwerden Um festustellen, ob das
produzierte Protein auch dassachliclerwinschte isbedurfte es des Enzyhssays sowie
alternativer Analysemethoden

Die Reinigung erfolgt fir EcMenB in zwei SchrittenZunachst wurde eine
Anionenaustauschchromatographie durchgeAltsitldung30, PufferTabelleb).

Tabelle 5
Puffer der Reinigung von EcMenB
Zusammensetzung Verwendung
LysisPuffer | 20 mM NalPpH 8 Lyse, Auftragen des Lysats auf die Saule, Wasct

Elutionspuff, 20 mM NaPi pH 8; M NaCl Elution Giber Gradienten
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Gemal3 deChromatogrameieluierten mehrere Gruppgetrenntvon der Sauldas erste
Absoptionsmaximunerstreckt sich hierbeiber die Fraktionen 1d 23, darauf folgt een
Doppelspitzemit denFraktionen 33 und 38 Zentrum

Die den dreiAusschlagemugeordneten Proben sowie Reprasentanten von Durchfluss und
Waschschrittvurden mittels SDBAGE analysiertHierbeierschiemur in den Fraktionen 19

d 21 eine Bande im fluasl Molekulargewicht von EcMenB erwarteten Befdibiidung30

rechter Teil), dies&aktionerwurden daraufhin fir die folgenden Schritte vereint.

Bei der Elution der Fraktionen-29 lag der Anteil des Elutionspuffers2%35% (grine
Linie Abbildung30links) Unter Bertcksichtigung des VolumensSiere (l) wurde die
Salzkbnzentration des Aufbewahrungspuffers und Laufpuffers der
GroRRenausschdachromatographie auf 300 mM Ngé&detztDas Volumen der Saule sgielt
hierbei eine Rolle, dias Eluat erst die gesamte Saule durchwamdese, um an den

Detektor zu gelangen, folglich erfeltje Elution5 ml vor der angegebenen Konzentration.

‘ EcMenB
yd % | MW: 31.798 Da

‘ “ / 2 16 M 19 20 21 23 25 33 38 X X
|

i

XY
N»l/
'

E:f.y.llk ;:)::.l 6 \@J_e.—-.\. ot a“‘l 3:.\‘;:.:&‘?;. -
' Ectetetets e MMM

Abbildung 30
Chromatogramm undPIIEE der Anionaustauschchromatographie von EcMenB,;

links:blau: Absorption 280 nm [mAU]; rot: Leitfahigkeit; grun: KonzentratioBdziieseshzdierOrdinate: Absorptic
rechtdd:Marker; X: Leerstelle; 2: Durchfl§: Harste Erhebung in Absorptidmed®: SpitA8:Drittes Maximum;

Darauf folgtenAnalyseund Reinigungnittels GrofRenausschlusschromatograsoeie

anschlieBendieAnalyse der deAusschlageties ChromatogrammsegeordneteRraktionen
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(8 8 16) mittels SDBAGE (denaturierend) und NatRAGE. Im denaturierenden Gel
(Abbildung31, rechter Teil obetefandsich bei allen Fraktionen der Reinigung die dominante
Bande auf einer Hohe von ~8R2a. Diesentspraclier erwarteten Hohe des Monomers von
EcMenB(~3ZDa, roter Pfi).

Im Gegensatz zur SBPAGE liefert die NativeAGE Informationen Uber den
Oligomerisierungszustand des Prot&ingrhalb des nativen GéMbildung31, rechter Teil
unten)dominieren zweierlei Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht (zwischen 66 u
146 kDa, beziehungsweise zwischen 146 und 24B&8lajend auf der Erkenntnis der SDS
PAGE (Grol3e des einzigen verfigbaren MolekilskB&8kann angenommen werden, dass
es sich bei den Banden um Oligomere der EcMenB handelDmo#tsteregkleinere Bande
(roter Sternkdnntesomit einTrimer abbilden (~9%Da), die zweite (obere Bande; gelber
Stern)entsprache demdexamer und damit dégemanr der Literatu€Truglio et al. 2008)
aktiven Form des Proteixsl90kDa).

Somit konnte die héchste Konzentration an aktivem Protein in den Fraktidd@rehdiartet
werden, da dort die Banden des vermutlichen Hexamers am intensivsten und die Banden

Trimers relativ schwach waren.

Fur weitere Analys&urden lediglich dieFraktionerzu einer Probeereint, um bestmdglich

Verunreinigungen durch inaktives Pratairermeiden.

Zur Verwendung im Enzyifest wurde diese Probe aufkonzentriert. Hieligmte eine
ZentrifugenrFiltereinheit mit einer Molekulargewichtsabscheidegwem 10&Da. Dieser
Schrittkonnteals finaler Reinigungsschvitin EcMenBbetrachtet werden, da Proteine mit
einem geringeren Molekulargewaiet Membran passieren konnten undus® der Probe

entfernt wurden.
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mAu EcMenB [SDS-PAGE]

MW: 31.798 Da
“ L 8 10 12 14 16 X

2

& o BER

£

150

EcMenB [Native PAGE]
MW: 31.798 Da (Monomer); 190.788 Da (Hexamer)

M 8 9 1011 12 13 14

Bj T D:[ELISM‘S;}AI o 14 b 14 b b b b b b b

0 20 40 €0 0 100
Abbildung 31

Elutionsprofil GréBenausschlusschromatographiErgklibere® analysiert viaugD 8SlatiieAGE

Abszisse: Volumen [ml]; Ordiante: Absorptipndoitdpben: Gel deP&§S L: Ladung; M: Marker; Zahl: Frakt
rechts unten: Gel dereRAGE; M: Marker

Analog zu der zuvor beschriebenen Isolation von EclyestBakie Reinigung von DHNS,
dem MenBEntsprechung aué. thalianawobei die zuvor gewonnen Erkenntnisse eine
Optimierung und Vereinfachung &ainigungsmethodik zuliel3en.

Die Reinigung fur DHN®&rfolge ebenfalls mittels Anionenaustauschchromatographie. Die
Methode wurde hierbei sweit optimiert(Herabsetzen der lonenstarke des Lysispuffers,
Verwendung von zwei gekoppelten HiTrap Q XL 5 mkeSgadass aufgrund der hohen
Reinheit die GroRenausschlusschromatographie ausgelassen werd@ukenntbelled).

Tabelle 6
Puffer der Reinigung von DHNS

Zusammensetzun Verwendung

LysisPuffer | 10mM NaPi pH 8 Lysis, Auftragedes Lysats auf die Saule, Waschst
Elutionspuff 10mM NaPi pH 8; Elution mittels Gradient
1 M NacCl
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Als letzter Reinigungsschritt diente erneut das Aufkonzentrieren der vereinten Fraktion
mittels einer Zentrifugdfiltereinheit mit einem Molekulargewichtsabscheidegrenze von
100kDa.

Die Abbildunger32 und 33llustrieren den Reinigungsprozess fur DHN§innend mit dem
Auftrennen des Zelllysates nach lonenstarke. Das Chromatdgtzbiidung32, linke Seite)

des Reinigungsschrittes offenbart mehrere Erhebuligeich Uber die Fraktionen 282
erstreckerZur ldentifizierung der einzelnen Fraktionen wurde jede zweite ProbaktmmFr

22 bis 52, Fraktionen des Laded Waschvorgangs sowie Lysat und Pellet peP/SB5
analysierfAbbildung32 rechte Seite oben und untext) Fraktion 24 bis hin zu Fraktion 36

ist eine prominente Bande in Hohe des Molekulargewichts des Monomers (gelber Pfeil)
sehen. Da in den Fraktionen 34 und 36 eine Vielzahl an weiteren Proteinbaackowaaiftr

die Bande des Zielproteins albim wurdenlediglich die Fraktionen 25 bis 33 zu einer
genaueren Analyse auf ein weites@G&aufgetrageAbbildung33).

L P M 3 7 10 22 24 26 28 30 32
f B .

mAu - {3 g 5
) 3 j f

Y 3 s

/ ex Y.

2 f i

1500

34 36 38 M 40 44 46 48 52 56,
o T ir-\'u(, 4? -io( 1

W % . -

500

fethod Run 6242020, 11:01:48\4M Romance Day]

* Rt T

60

Abbildung 32
Chromatogramm (linké)nierenaustauschchromatographie DHNS in 2x HiSoape(G¥éle der-BBSE (rechtgur

Identifikation d®iNS-haltigen Fraktionen
links:Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption 280nm; blaurédtbs@ipfiigkeit; grin: Gradient Puffer B;
rechts: M: Marker; L: Lysat; P: Pellet; Zahl; Gedls@oRfeil: Hohe der fir DHNS erwartéte37 Bdraje

Innerhalb der aufgetragenen Eaalen (250 33) intensiviert sich die Bande auf Hohe von

37kDa bis hin zu Fraktion 3(Abbildung33 linke Seitegelber Pfdil Gleichzeitig treterba
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den Fraktionen 27 und 30 weitere klare Banden auf ( 2kDa@Xchwarzer Pfeil) 30:

~27 kDa(roter Pfeil). Um die Verunreinigung durch Fremdprotein méglichst gering zy halten
wurden somiinur die Fraktionen 2% 30 zusammengefuhrt und Uber eine Zentrifugen
Filtereinheit eingeengt. Wie deativenGel (Abbildung33 rechte Seitgelber Stern erwatete
Hohe Hexamérzu entnehmen iskonntedurch das Aufkonzentrieren eine weitere Bande
zwischen 66 und 14®a entfernt werden (Vergleich P und Klnildung33 roter $ern).

Das so erhaltene Protein wurde daraufhin im Enzymtest eingesetzt.

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

Abbildung 33

SDS und Nativ&3el fur DHNS nach Anionenaustauschchromatbgrdkbieentrieren mit Zentri
Filtereinheit ( Massenabscheidegrenze 100 kDA);

M: Marker; Nummer: Fraktion; L: lZsaisammengefihrte Fraii@ieionen 2630); K:
Konzentrat

VI.1.2.5. Produktion und Rei ni gu,mgllendrei Yarigntdn | f ¢

Wie zuvor schon fir DHNS und EcMenB beschrieben, erfolgte auch die Prathgtben
genannt en dnHdrei Varsamtan,zdie siducch die Position beziehungsweise das
Vorhandensein eines Hisags zur NickeAffinitditschromatographie unterscheiden.

Variante 1 stellt hierbei die native Form des Enzyms dar (EcMenE). Die Aufreinigung erfolg
mittels Anionenaustauschchromatografftuéer:Tabelle7), das Chromatogramm sowie die
SDSGele finden sich iAbbildung34.
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Tabelle 7
Puffer der Reinigung von EcMenE

Zusammensetzung Verwendung
LysidPuffer | 20 mM TrisHCI pH 8 Lyse, Auftragen des Lysats auf Saule,
Waschschritt
Elutionspuff 20 mM TrisHCI pH 8; Elution mittels Gradienten
1M NaCl

Gemald dem Chromatogrametuierten bei ansteigender lonenkonzentration zwei Fraktionen,
die sich Uber die Probend35 sowie 306 40 erstreckten. Wie mittels eines ersterGaS
(Abbildung34, rechts obenjlentifiziert, befndsich dasiberexpremierte Protéimerhalb des
erstenrAbsorptionsmaximumsla in Probe 21 ( Reprasentant dieses Ausséhilbagipunkt)

eine klare Bande mit einem Molekulargewicht von ~ 50 kDa kemnem ist.
Folglich wurderlie Fraktionen dies&pitzeauf ein weiteres SEXe| (Abbildung34, rechts
unten)aufgetragemnind in Hinsicht auf Reinhainhd Intensitat der Banden im Bereich um
50kDa analysierAls Ergebnis dieser Analyse wurden die Probé&l@ereintund mittels
ZentrifugenrFiltereinhejt zur Verwendung fur weitere Regumgsschritte, konzentriert
(Molekulargewichtsabscheidegrenza
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mAu EcMenE
MW: 50.182,3 Da

1500

500

Abbildung 34

Reinigung von EcMenE mittels lonenaustauschghiommapoQraihhien|

Abszisse: Volumen [ml]; Ordinate: Absorption [mAU]; blaurdtbkeitéibigkeit; griin: Gradient von Puffer B;
rechts: Gele der-BBSE; M: Marker; L: Lysat; P: Pellet; X: Leer; Zahl:;FeaiBerEcMenE markiert gelber Pfeil

Parallel zur Produktion und Reinigung von EcMenE (Varianiefeh)Produktion und
EcMenE-His, Reinigungebensdtr die Hig-getaggten

MW: 51116 Da
R W W e O 5 Formen EcMenEHiss (Variante 2
HexahistidiATag Gtermina) sowie His
EcMenE (Variant8, bei der die Sequenz
zur Affinatschromatographie-tsrminal

positioniert wurde).

Im Fall von Variant@ befindet sich der
Hiss-Tag Gterminal (EcMenHiss). Wie
ausAbbildung35 zu erseherfSDSGel
resultierend aus Reinigung mitNNiA

Abbildung 35 . .

Reinigung von EcMsisEmittels Affinitatschromatographie  Fast Start Kit, QiageRuffer:TabelleB),

M: Marker; R: Rohextrakt; L: Lysat (I6sliche Phase); P: Pell . . .
Phase); FL: Durchfluss; W: Waschschritt; E: Eluat; Konz: K konnte das Protein in hoher Reinheit
Stern: Erwtate Hohe fir Bande von EtlidenE

produziert werden. Das Si®l weist
eine klare Bande im Bereich von 50 kDa im Lysat sowie in der Elutionsfraktion und de
72



Konzentratuf(nach Wechseln des Puffers mittelslB[Saule sowie Aufkonzentrieren mittels
ZentrifugenFiltereinheit mit Molekulargewichtsabscheidegrenze von BDid3aentsprach

dem Molekulargewicht des erwarteten Proteins.

Tabelle 8
Puffer der Reinigung vonE=ldiemittels NNTA Fast Start Kit

Zusammensetzung
Lysispuffer | 20 mM TrisHCI pH 8; 500 mM NacCl; 5 mM Imidazol
Waschpuffer| 20 mM TrisHCI pH 8; 500 mM NaC80mM Imidazol
Elutionspuffe 20 mM TrisHCI pH 8; 500 mM NaCl0®mM Imidazol
Lagerungspu 50 mM TrisHCI pH8; 300 mM NaCl; % Glycerin

VI.1.2.6. Aktivitatstestvon EcMenEHiss

Der Nachweis der enzymatischen AktiviatEcMenEHiss wurde mittels des Malachitgriin
Tests Abbildung36) erbracht:

Die von MenE katalysierte Reaktion setzt OSB zuCG@®3Bunter Verbrauch von ATP um,
ATP wird hierbei zu AMP und Pyrophosphat)(Bfigewandelt. Durch zuséatzliche Zugabe
von Pyrophosphatase a@atgen so pro verbrauchtem Mol ATP zwei Mol Phosphat, die durch
den Malachitgriamest quantitativ erfasst werden konkierbei wurdelieeine Fraktion mit

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

Wie aus dem Graphen des Aktistegt Abbildung36 linke Seite) sowie derlS&chPlatte
zu entnehmen Apbildung 36, rechte Seite)fand in Gegenwart des Substrats ein
ATP-Verbrauch bzwfand die Produktion von Phosphat statt. Hierbei wurde ab einer
Enzymmenge von 124/ ein Plateau erreicht. Ohne den Eussmn OSB erfolgte

augenscheinlidteine Reaktion, da kein freies Phosphat detektiert werden konnte.
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Aktivitdtstest EcMenE EcMenE [uM]
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EcMenE-Hisg [uM]

= 4 = EcmenE-His6 + Substrat « @ = EcMenE-His6 kein Substrat

Abbildung 36
Malachitgrdrest in 96och Platte fir verschiedene KonzentrationefHign EcMenE

+: 60 UM OSB zugesetkgin OSB zugesetzt; B: Blank
links: graphische Auswertung des Aktivitatste§iazpasoisgentration; Ordinate: Absorption

blau60 puM Substr&@$B zugesetzt; organe: kein Substrat zugestezt

EcMenEHiss konnte somit erfolgreich produziert und isoliert werden und zeigte

Enzymaktivitat. Es konnte daher fur den gekoppelten Test als Hilfsenzym eingesetzt werde

Die Reinigung von Hi&EcMenE (Variante 3)erfolgte entsprechend zur EcMefiss
(Variante2) mittels NickelAffinitatschromatographie. Wie alsbildung37 zu entnehmen
wurde zur besseren Uberwachung und gegebenenfalls Anpassung der Raimigung
Chromatographi€ystentAKTAprime plusyerwendetWie vom Chromatogramm offenbart,
eluierte im Zuge des Gradienten ledigliclAusschlagDie betreffendefraktionenvurden
sodann mittels SDBAGE analysiert, aufgrund ihrer hohen Reinheit zusammengefiihr
nach Austausch des Puffers {RDSaubeunter Verwendung einer Zentrifugaltereinheit

aufkonzentriert.
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i . Hiss-EcMenE
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Abbildung 37

Reinigung vonsiisMenE mittels Affiniatschromatogisiptap FF 5ml

links:Chromatogramm; Abszisse: Volumen; Ordinate: Absorption; blau: Absorption; rot: Leitfahigkeit; griin: Gr:
rechts: Gel der ¥IB&E: L: Lysat; P: Pellet; M: Marker; Zahl: Fraktion

Das so erhaltene Enzym konnte daraufhin mittels des Mglaehgsays auf seine Aktivitat
Uberpruft werdenApbildung38). Wie der Abbildung zu entnehmen ist, zeigte das Enzym
Aktivitat und erreichte ab einer Kenfration vorfwz p m A ein PlateaMittels Eichgrade

war es moglich, die gemessenen Werte der Absorption bei 620 nm in puM Phospt
umzurechnenWie der Tabelle zu entnehmen ist, korredjmrh der Absorptionswert des
Plateauszu einerPOsKonzentration von ~120 puM. Da pro umgesetzten Mol Substrat
zweiMol PO, freigesetzt werden, entspricht dies 60 uM OSB (0,3 nmol), der vollen Menge ¢
eingesetztem Substi@as Substrat wurde somit inredlhvon 5 min komplett umgesetzt.
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Aktivitdtstest His;-EcMenE

. .
§ UM Enzym + - + -

2.050 0.755 0.000 132.000 -0.66!

06 0.683 0.737 0.002 128.000 -0.401

0.228 0.674 0.002 114.000 -0.40

;' 05 0.076 0.447 0.002 70.200 -0.401

2 0.025 0.153 0.003 21.900 -0.25

g . 0.008 0.031 0.005 3.760 0.02!

g 0.003 0.006 0.004 0.100 -0.11
S

Hisg-EcMenE [pM]

Abbildung 38
MalachiBrinAssay fir HiEcMenE mit korrenspondierender-Bilrsplaing mittels Eichgrade

Der MalacHarirAssay wurde mit KonzentrationgicaMetigzwisch&w103- 2,05uM durchgefihrt.
links: grapithe Auswertung Aktivitatstest: Abszis&arzemyration; Ordinate: Absorption;
recht®hosphBilanzierung

Basierend auf diesen Ergebnissemte HisssEcMenE (Variante 3gbenfalls als Hilfsenzym
fur den gekoppelten EnzyfAissay genutzt werdelDer Vergleich deWarianten 3 un@
(Affinitatstag N bzw. CGterminal) offenbart weiterhin, dass die Form mdriinalem Tag
eine deutlich hohere Aktivitat aufweist, da das Pkthan bekeiner Konzentration von
0,23uM im Gegensatz zu 12,5 uM erreicht wird.

Auf Grund der vereinfachten Reinigung sowie der Aktivitat der Versionen mit
HexahistidirSequenz (Varianted und 3) wurden die Versuche mivariantel (kein

Affinitdts Tag)aus zeitlichen Grinden nicht weiter verfolgt.

VI.1.2.7. Vortestzum AufbawlerEnzymkinetiknittels EcMenEEcMenB

Zur Auslotung der grundsatzlichen Durchfuhrbarkeit des Assays unter den beschrieb
Bedingungen wurde als Vortest die in der Literatur schon beschriebene gekoppelte Reak
der aug. colstammenden Enzyme aufgesetzt (Bedinguhgleelied [nach(Li et al. 2011b;
Jiang, Chen, Guo & Guo 2()0bie Konzentration der Substrate ATP und CoA wurde stets
doppelt so hoch wie die von OSB gehalten, um einzig OSB als limitierenden Faktor zu hab:
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Tabelle 9
Reaktionsbedingungen des gekoppelten Enzymassays von EcMenEieichECUENR [Hach, Chen, Guo & Guo 2010)

Puffer = 100 mM NaPi pH 750 mM NaCl; hMMgCJ; 10 mM HNaC®
Substras 120 uM ATP120 M CoA; 60 uM OSB

Durch den Malachitgréfest war belegt, dass EcMéR&rianter? und 3)Aktivitat aufweis

Somit wurde der Test mit EcMehlss (Variante2) und EcMenB (im Verhaltnigon
mindestenS:1; Verhinderung von Substratlimitierung durch erstes Enzym) ange sedet u

24 min laufen gelasseéherbei wurde die Produktbildung bei einer Wellenlange von 392 nm
detektiert, dem in der Literatur beschriebenen Absorptionsmaximum vor@CdA\NBa in

_ der Literatur ein  Verschieben des
Gekoppelte Reaktion

[EcMenEHis, - EcMenB] Absorptionsmaximums des Produkts in
01 Gegenwart derEnzyme berichtet wurde,
o
s erfolgten die  Messungen fur einen
o
§ _— Wellenlangenbereich von 30650 nm, um

N B T : _ _ _
300 350 400 450 etwaige Abweichungen zu detektieren und den
Wellenlange [nm] Test dahingehend anpassen zu ko(@kan
_ _ et al. 2011)
t=0 min  --eeeeeee t =24 min

, Abbildung39 zeigtdasAbsorptionsverhalten
Abbildung 39
Test auf Anderung im Absorptionsspekird&0(3010) des Reaktionsansatzes uberVWdalenlange,

durch Produktbildung durch gekoppelte Reaktion vor

Hiss und EcMenB fir zwei ZeitpunkteHierbei stellt die griine
Linie den Startzeitpunkt ( t = O min ) dar, die rote unterbrochene Linie markiert der
Endzeitpunkt (t = 24 min). Wieler Abbildung zu entnehmen ist, erfolgte keine

Absorptionsanderung innerhalb diesesgaiinges wurde folglich kein Produkt gebildet.

Zur Ermittlungdes Grunds fur dasAusbleiben der Reaktion wurden die enzymatischen

Schritte erneut einzeln betrachtet.

Um die Aktivitdt von EcMenB Uberprifen zu kdnnen, bedarf es des Substr@is/Q88s
durch die Reaktion von EcMenE produziert wird. Die Aktivitat von EcMeskvar durch

den Verbrauch von ATP in Gegenwart des Substrats OSB soweit validiert. Jadodh kan
diesem Testverfahren keine Aussage Uber ta@sichliche Vorhandensein des
Intermediats/Produkts dé&fenE-Reaktiorgetroffen werdeWeiterhin ist durch die Literatur
beschrieben, dass OSBAinstabil ist undur Bildung des Laktons negs nichals Substrat
der MenBReaktion dient.
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Zur besseren Uberwachung der Reaktion und Detektion neuer Reaktanten wurde ei
HPLC-Analyse durchgefuhrtdierfir wurden zuerst alle verfigbarend plausiblen
Reaktanten (ATP, AMP, ADP, CoA und OSB) einaeiigetrgen, um die jeweilige
Retentionszeals auch die Flache unterhalb der Kurve fur eine definierte Konzeatration
ermitteln.Die Detektion erfolgte bei 258 num den Verbrauch der Substrate darstellen zu

kénnen, ebenfalls sollte der Cawteil des OSE oA bei dieser Wellenlange darzustellen sein.

Daraufhin erfolgte das Auftragen der Reaktion.
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DAD1 A Sig=258 16 Ref=off (20180925\T00 D)
mAU
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Abbildung 40
HPLC-Analyse der gekoppelten Reaktion veHigaMmdriEEcMenB

Abszisse: Zeit in Minuten; Ordinsdeption in mAtasendstel Absorptionsgsnheiten

Die gekoppelte Reaktion wurde fur 30 min bei 25°C inkubiert und nach Entfernen der Enzyme mittels HRIk& it
aufgeschliisselt. Der Verghisigalegssituation (t = 0 min) mit dem Erel@0mkin(}t offenbAriderungen in der
Konzentration von ATP (Verbrauch) und AMP (Bildung) sowie leichte Anderungen im Bereich des OSBs. Die
bleibt hingegen unveréndert. WeitkdimAwafineten einer weiteren Fraktion bei anderer Retentionszeit beobachte

9.940
12676

In Abbildung40sind die Profile der HPLCAufe zum Startzeitpkinder Reaktion (t = 0 min)

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

Im Anfangszustan@bbildung40, obenkieht man einen deutlichen Aussclsdag-600 mAU
(mAU: Absorption irtausendsteAbsorptiorsenheiten nach 2.6 min der ATP zugeordnet
werden kann. OSB folgt bei 5.7 min # IMAU) sowie CoA bei 8.8 min 480mAU).
Ebenfalls ist ein kleinerer Ausschlag fiur AME20 mAU)zu erkennen, dies mag dem
Umstand geschuldet saillasszwischen Zugabe der Enzyme und Abstoppen der Reaktion
einige Sekunden vergingen.
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BeimVergleichdes Anfangszustands mit déostand nach 30 mi@A\bbildung40 unten)
resultiert me klare Anderung im Bereich von ATP und AMP. Wahrend die Hohe des
Ausschlags bei ATP von 600 mAU auf 120 mAU reduziert ist, steigt die Absorption bei d
Retentionszeit voAMP von 120 mAU auf ~600 mAU. Eine Umwandlung von ATP zu AMP
kann somit angenommen werden. Bei Betrachtung des dem OSB zugdarssatiEmgsisst
sicheine Abnahme von 1#AU auf 8nAU beobachte Im Gegenteil hierzu erscheint CoA
unveranderfgleiclbleibend hoheAusschlagoei 480 mAU. Weiterhin kommt es wider
Erwarten zu keinem AuftaucheeuerAusschlagéDHNA-CoA oder OSECoA) Weder
Produkt noch Intermediat sind nachweishach die Flachenintegrale unterhalb der Kurve
belegn diese Ergebniss&TP wird verbraucht, AMP entsteht, die Konzentration von OSB
andert sich, jedoch im Fall von CoA kommt es zu keinerlei Anderung.

Tabelle 10
Stoffmenge der Reaktanten in Ansatz basierend auf Flache unterhalb der Kurve

Reaktant t=0 t=15 t=30
nMol nMol nMol

ATP 13.7

AMP 2.2 9.5 10.8

0SB 9.9 4.7 4.9

CoA 12.3 12.2 12.6

Das Wissenuber den Ablauf der enzymatischen Reaktdbilung 10) legt eine
Interpretation dieser Ergebnisse ndbes Intermediat OSBoA reagiert unmittelbar nach
seinem Entstehen zum Spirazida weiterywomit kein Substrat fur die folgende Reaktion zur
Verfligung stehtDie Grunde hierfir sind vielseitig: Schon geringfligige Abweichungen von
idealen neutralen pWert zum sauren oder basischen Bereich begunstigemtemsiesung.

Diese kann auRerdem durch eines der Proteine (EcMenE, EbkeB)ngsweise deiss-
Tagsgefordert werden.

Zur Uberprufung eines etwaigen Einflusses der Position des Hexdlhgsdiof die
Reaktion, wurde der Anséinstelle von Variang@mit His-EcMenE Hiss-Tag, N-terminal
Variante Bwiederhol{BedingungenTabelle).
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Nochmalswurde der Wellenlangenbereich von 30850 nm untersuchum etwaige
Abweichungen vom Literaturwert des Absorptionsmaximums (392 nm) detektieren zu kdnne

_ Das resultierende Spektrogramm ist in
Gekoppelte Reaktion

[His;-EcmenE EcMenB] Abbildung 41 dargestellt. Wie der
0.1 Abbildung zu entnehmen ist, kommt es
g 008 bei den verschiedenen Zeitpunkien
S 0.06 _ _
%004\ Bereich 3388 430 nm zu einer
m ' - I’
< 002 ———e e TS | Anderung der Absorption, die ihr
0 Maximum im Bereich von 390 nm
300 350 400 450
Wellenlange [nm] findet. Mit zunehmender Zeit erhoht

sich der Absorptionswert, es kommt zur
—1=0 t =6 min

B . B . zunehmenden Bildung eines Produkts
t=12 min t =18 min

im kennzeichnenden

Abbildung 41 . .
Spektrogramm der gekoppelten Re&dMartisind EcMenB Wellenlangenbereich von DHMNZOA.

(Spektrum von 33560nm); . . .

Im Zuge der Reaktion veEdhitenE und EcMenB kommt es zun  Ein N-terminaler HisTag an EcMenE

Auftreten einer Anderum im Absorptionsspektrum zwischen 3 . o . .

Die Absorption nimmt im Lauf der Zeit zu. behindert somit die Reaktion nidktf
Grundlage dieseResultatsvurde fur

die weitereWersuche nur nodHiss-EcMenE(Variante 3als Hilfsenzym eingesetzt.

Die Variante ohne jegliche zusétzlichen Sequ@far@éamtel als Hilfsenzymyurde ebenfalls
getestet und fuhrte in der gekoppelten Reaktion mit MenB zur Pitddojtles konnten
jedoch keine sichtlichen Vort ei Jweiterhigwiesd i ¢
Variante 1 eine geringere Reinheit auf, was die Bestimmung der Konzentration des eingese
Enzyms zusatzlich erschweBaherfiel die Enscheidung zugunsten des besser verflugbaren
Enzyms HisEcMenE (Variante 3).

Mit dem nunvorliegenden Beweiter grundsatzlichedurchfuhrbarkeit des Enzyirests
richteten sicldie folgenden Versuche nur naualf das eigentlichpflanzlicheZielprotein
DHNS, da EcMenB und dessen Inhibittamch MOCRBCoA schon literaturbekannt sind.
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VI.1.2.8. Aufnahme deEnzymkinetikwvon EcMenEDHNS

Zur Aufnahme der Enzymkinetik wurdensHisMenE und DHNS in einem Verhaltnis von
5:1 (20uM: 4 uM) verwendefReaktionsbedingungerabelle9) . In dieser Konstellation
wurde die Reaktionsgeschwindigkeit mittels der ProduktbildungSnaierung der
Absorption i 392nm) bei variierenden Substratkonzentrationen (OSB) gentdesbri

wurde ausschlie3lich die lineare Phase/Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion verwendet,
diesem Zustand keine Substratlimitierung bzw. Produktinhibierung #sithegtlelt sich um

eine Reaktion erster Ordnydie Reaktionsgeschwindigkeit ist proportional zur Konzentration
des EnzynSubstrakKomplexey Eine graphische Auftragung dieser Daten findet sich
beispielhaft fur je eine Subttomzentration iMAbbildung42 zur Charakterisierung der
Kinetik erfolgte die Messung in Tripl@sten im Anhang)

Absorptionsanderung im Zeitverlauf Ausschnitt initiale Reaktion
0,07 0,02
= goms
E o005 5
& 0,04 o
@ £ 001
5 003 =
B 0,02 2 0,005
o a
2 001 <
<
o —ee N — 0
o0 @ 100 200 300 400 500 600 0 10 20 30 40 50 6l
' Zeit [s] Zeit [s]
—5a 10 A 30.A 60A ——120 A ——200 A —s5A 10.A 30.A 60A ——120 A ——200_A

Abbildung 42

Anderung der Absamgdiei 392 nm im Verlauf der Zeit sowie bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen;
Ziffer: Substratkonzentration (5 pM; 10 pM; 30 uM; 60 uM; 120 pM; 200 uM); Buchst&b@irehfé@hbkuranin Triple
Abszisse: Zeit; Ordinate: Absorption

Die gekoppelte Reaktion y&icMenE und DHNS wurde fir 493 Sekunden unter stetiger Messung des Absorptic
durchgefihrt, hierbei wurden sechs Substratkonzentrationen in Triplets denméimalBiedkiiole diglodtektieren erfol
Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit maximal Uber die ersten 51 Sekunden um ein lineares Verhalten zui

Wie aus der Auftragung zu entnehmeirfiastit diedurch die Steigung der Kurve illustrierte
Reaktionsgeschwindigkedch 60 Sekunden é&bbildung42 links) Die Ermittlung der
Geschwindigkeit der initialen Reaktion erfolgte jeweils einzeln pro Substratkonzentration u
umfasste maximal eine Zeitspanne von 51 Sekiudeldung4?2 rechts)

Mittels des LambeBe er 6 schen Ges et z e sdieAbsorptiomedhderaing i

in eine Konzentrationsanderung des Produkts umzuwandein.

0 -z620Q (1)

G pOAPOL S D Tz2p MO & GB
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Die folgendenAbbildungen Abbildung 43Abbildung 44 zeigen zwei unterschiedliche
Auftragungen deso erhalteneDaten.

In Abbildung43ist eine direlklineare Enzymkinetik nach Micha®lenten zu sehen. Hierbei
beschreibt die Sattigungshyperbel die Umsatzgeschwindigkeit (v) als Funktion ¢
Substratkonzentration ([S]) mit der For@)el (

0 zY )

0,07

OJO6 tttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt
I "
o0
=
=
z
=
3
]
&
=
k=l
z
5] M
e Vax = 5.79% 1072 L

Ky, =977 uM
100 150 200 250

Substrat [uM]

Abbildung 43

Direktlineare AuftragundRéektionsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit zur Substratkonzentration;
Beschreibung des Verhdltnisses von Reaktionsgeschwindigkeit (initiale Reaktion) zur Substetkonzen
orange), mittels Micheiten Kinetik(blaue Linie). Mit steigender Substratkonzentration nahert sich die
Reaktionsgeschwindigkeit ihnrem Maximaiml(wnie gestrichelt) asymptBiisdfiieinachdenten Konstanteskals
Substratkonz&tion bei %adefiniert, sie gibt somit die Konzentration an, bei der die Halfte des aktiven |
EnzynrSubstratkomplex gebunden ist (dargesteBtrdiggk

Wie aus dieser Auftragung zu erkensieigt die Reaktionsgescluigieit in Abhangigkeit

von derSubstratkonzentration,amobei schon ab einer Substratkonzentration von 10 uM ein
Abflachen der Steigung zu beobachten ist. Ab@8#&Konzentration von 80 uMird ein
Plateau erreicht, dass siclasymptotisch an die mazsie Reaktionsgeschwindigkeit
(vmax dargestellt als rote gestrichelte LamagheriDie Kinetik der gekoppelten Reaktion folgt
somit einem Michaeldenten Verhalten.

Die Ermittlung der enzymkinetischen Parametgtr (MaximaleReaktionsgeschwindigkeit;

Km: MichaeligMenten Konstante [Substratkonzentration bei.} kann entweder durch eine
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graphische Auswertung erfolgen oder mittels nichtlinearer Regressigriseizédyss kam
mittels des ® a k e t gur AlwlendurigS$krpt Anhang)

Das Bestimmtheitsmal3 der resultierenden Funktion ergibt sich aus dem Quotienten v
erklarter Variation und Gesamtvariation (detaillierte Formeln siehe Anhang).

B o O Qi MOWi Q66é 0 S

B 0 O OQi waoi ol Qooe Q

G ALYO Oi 01 G0 QIR D i BRe FD0 ¢ QMRELQE £ | 0 @ATNRIT ¢
Of) Qo6 0 QROMND b iR 6 Q

Hierausergeben sich fur diese Analyse die enzymkinetischen Pararaedidiil

Tabelle 11
Enzymkinetische ParampteliisEcMenEDHNS durch Regressionsanalyse auMdithadfimetik
PARAMETER WERT
o X X -
OD =|= . I~ A -
X BP T —
X®pm—5
i fopmb
Y Y 3
=|= < F[ p
T - =
Pt Bpm —
T ¢

Wie schon zuvor erwahntmarkiert die Michaelldenten Konstante denige
Substratkonzentration, bei der die Halfte der Maximalgeschwindigkeit der enzymatisct
Reaktion erreicht ist; die Halfte des aktiven Enzyms liegt bei dieser Konzentration in eine
EnzymSubstrakomplex vor. Folglich dient der#Vert zur Charakterisierung der Affinitat
zwischen Enzym und Substrat; je niedriger dieser Wert ist, desto grof3er ist die Affinitat v
Enzym und Substrat.

Die Wechselzahbeziehungsweise die molekulare iétitk..), steht fur dieAnzahlan
Substratmolekiledje pro Sekunde in Produkt umgewandelt weSlerberechnet sich aus
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (nd der Konzentration an eingesetztem Enzym
(Eo) durch Formed.
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o Y (@)

Der Quotient ausckund K, beschreibt die katalytische Effizienz des Enagthsetzt somit
die molekulare Aktivitat sowie die Affinitat von Enzym zu Substrat in Relation.

Alternativ zu diesemichtlineare Verfahren kann der Sachverhalt ebenso durch reziproke
Auftragung linearisiert werdeWird, wie in  Abbildung 44 das Invers der
Umsatzgeschwindigkgégen das Invers der Substratkonzentration aufgettagj@mncht man

von der Lineweaw@®urk Auftragung, die durch die Forfbeschrieben wird.

Wie schon an der Fornml erkennerassen sich hier die kritischen Parameter direkt an den
Schnittpunkteron Abszisse und Ordinate ablesen.
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1/ Substrat

Abbildung 44
Lineweavurk Auftragung der Messwerte des uninhibierten Kinetik

gelbe Linie: Beriicksichtigung aller MesswertBeblaksitiviigen der Messwedt2de b Substrat;
Durch doppelt reziproke Auftragung der Messwerte ergibt-Berkié finegueaydnierbei stellen die Schnittp

Abszisse und Ordinate (rote Rauten) die Inversen der @rmmleitmt%emird durch den Schnittpunkt mit

Ordinatg;—durch den Schnittpunkt mit der Abszisse definiert

Wie aus (Djer Auftragung zu erkennen ergibt sich aus der reziproken Auftragung eine starke Anfalligkeit
Auseil3er bei geringen Substratkonzentrationen
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Der Nachteil dieser Auftragung ist die Anfalligkeit gegentber Ausreil3ern bei geringe
Substratkonzentrationewie durchdie gelbe Linie inAbbildung 44 illustriert fihrt die
Bertcksichtigung des Messwerts bei 5 UM Substrat zu deutlich anderen Schnittpunkten
Abszisse und Ordinate, wobei der Groliteil der Messwerte nicht ideal von der Funktic
beschriebenwird. Vor dem Hintergrund einer gekoppelten Enzymreaktion muss die
Aussagekrafieringer Substratkonzentratiokatisch hinterfragt werden, darch das stark
limitierte Substrat der Einfluss des ersten enzymatischen Schritts auf die Kinetik des zwe
Schritts maximiert wirdErachtet man den Messwert dieser geringsten Konzentration als

Ausreil3er, so lasst sich das Gros der Messwerte durch die resulteesladbeSchreiben.

Der Schnittpunkt mit der Ordinate stellt den \West dar, der Schnitinkt mit der Abszisse

definiert—. Somit ergeben sich folgende Parameter, Thdatiel 2zusammengefasst sind.

DasBestimmtheitsmald der Funktion belauft sich lediglich auf ein R2 von 0.34, da der Messw

fur 5 uM Substrat bei der Ausgleichsrechnung keine Beachtung fand.

Tabelle12
Enzymkinetische Pararastatierend aus LineBeau&uftragung
PARAMETER WERT
L X t -
OD =|= ° I~ A -
urx 1% m —
XTpT —5
- P
h & m —=
P P o)
- P
TZpT
- Pp #p T
4 i 1

Da die globale Ausgleichsrechnung (hiohdre Regressionsanalyse) insgesamt die Messwerts
mit einen hoheren Determinationskoeffizienten beschreibt, werden die so ermittelten Parame

fur die folgenden Vergleicherwendet.

Die beschriebene Kinetik warth Gegenwart von 0% DMSO aufgenommen, um die
Konzentration des Losungsmittels fur alle Kinetiken konstant zu (hatiertor wurde in
DMSO geldst)Der Einfluss von DMSO auf die Reaktléast siclausAbbildungd5ersehen.

Die Abwesenheit vom DMSO fuhrt zu einer geringeren maximalen Geschwindigke
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(Vina vitepm 2 graue Linie schraffigrt sowie einem erhodhten

Kmn-Wert(c oAb N ¢ o@i QQOMBO scheint somit die Affinitat von Enzym und Substrat
und dieGeschwindigkeit d&eaktionsgeschwindigkaiterhtéhen

Auswirkung von DMSO auf Kinetik

0,07

0,06

Reaktionsgeschwindigkeit
[uM/s]

100 150 200 250
Substrat [uM]

Abbildung 45
Direktlineare Auftragundreéaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit zur Substratkonzentration

Grafische Darstellung der Auswirkungen von 0,2 % DMSO auf die Reaktionskinetik von DHNS

Der Vergleich, der ermittelten Kennzahlen fir DHNS (mit und ohne das Ldsungsmitte
DMSO) mit den in der Literatur beschriebenen Parametern des Analogons EcMenB, offenb
einigeErkenntnisséTabellel3).

Tabelle 13
Vergleich der enzymkinetischen Kennzahlen von DHNS (mit und ohmé E@VéiBser)al. 2011b)
Parameter DHNS DHNS EcMenB
(0.2 % DMSO) (Li et al. 2011b)
L ofx X 0 ¢ o Yo ¢ w oloAD
. AD . AD e
“ote ub((apni— UhTGpT[i— vo
P - P P
pt vpm — ph;(ﬁpT[i— Pt TITZp T -
. P P . p
phLBpn—iAD Thvrpn—iAD cht T[h'[GpT[—iAﬁ

EcMenB und DHNSweisen eindibereinstimmende Affinitdt gegeniber ihi®uabstrat
OSBCoAauf(ausgedruckt durch depMVer). Durch Zusetzen von 0.2 % DMSO wird diese
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Affinitat drastisch erhohEéktor ~ 3) Bezlglich demaximale Reaktionsgeschwindigkeit
(Vmay bewirkt der Zusatz des Losungsnsittelr eine geringe Anderuriger Vergleich der
molekularen Aktivitatk() von DHNS und EcMenBezeigt dass dag. coliEnzym bis zu
funfmal so viel Substrat pro Sekunde umsdtannwie das Analogovon A. thalianaDie
Quotienen von ka und K, indes &hneh sich beim Vergleich voEcMenB undDHNS
(0.2% DMSO),derenkatalytische Effizienz ist somit ahnlich

VI.1.2.9. Aufnahme dehibitionskinetikvon MOCB im System EcMeABHNS

Da es sichaut Literatubei MOCB um ein sogenanntes Prodrug handelt, warAasfaahme
der Inhibitionskinetiken ndétigen Inhibitor MOCB durchAddition von CoAan die
C-C-Doppelbindungu aktiviere(Li et al. 2011cpas Vorgehen orientiedich hierbei an der

von Matarletal beschriebenen Methodik und wurde von einem Kooperationspartner

(Dr. Jared Freemadyrchgefuhr{Matarlo et al. 2016)

Ci Cl
(o] o)
wo/ @WJ\O/

o HS-CoA O CoA

\

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

Abbildung 46
Schematische Darstellung der Aktiniéd@@B durch CoA

Die Inhibitionskinetik von DHNS in Gegenwart aufzeigender Konzentrationen des aktivierte

Inhibitors MOCBCo0A wurde Uber einen Zeitraum v@min 13sec aufgenommen.
Hierbei wurden erneut die Triplets der Substrad InhibitorKonzentrationen einzeln
gesichtetym lediglich die lineare Phase der Reaktion zu beschreiben.

Die zugrundeliegenden Messwerte sowie die daraus ermittelten Werte fir
Reaktionsgeschwindigke&iden sich im Anhang.
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Inhibition von DHNS

0,06

Reaktionsgeschwindigkeit

200 25

Substrat [pM]

® oM 250 uM 500 uM 1000 uM 2000uM =0 M 250 UM 500 uM 1000 uM 2000uM X Km

Abbildung 47
Direkte Auftragung der Messwerte der Inhibitionskinetiken sowie der jeweiligen Regressionsfunktionen

Abszisse: Substratkonzentration; Ordinate: Reakdighsgeschetrische Form: Messwert; Linie: Regréssiersfidktic

Abbildung 47 stellt die Ergebnisse der InhibitonsversucheHderbei illustrieren die
Datenpunkte die zugrundeliegenden Messwerte der Versuche, die Linien spiegeln
Ergebnisse der auf ihnen fuRendergré&sionsanalyse wider. Die Berechnung der
enzymkinetischen Parameter erfolgte mit Hilfe des Seftwacegr a mme&® @ Fa.i
Graphpad) durch nichtlineare RegressionsanatgséBerticksichtigung der gesamten Daten.
Hierdurch ergben sich leicht&nderungen in Bezug auf Knd vuaxf ¢ ' d i-i en hai nbi i cehr
Kinetik.

Wie der Abbildun¢Abbildungd?) zu entnehmen ist, sinkt in Gegenwart des tohsisowohl

die maximale Reaktionsgeschwindigkei) @ls auch die Bindungsaffinitat von Enzym zu
Substrat (dewertfir K, nimmt zu (Asteriskin der Graphik). Dieses Verhalten ist atypisch
fur diebekannten Inhibitionsmo(iiabellel4).

Man unterscheidet hierbei zwischen drei reversiblen Inhibitonsmodi:

1 Kompetitiv. Inhibitor und Substrat konkurrieram die aktive Tasche dgseien)
Enzyms der Inhbitor blockiert diBindungsstelle im aktiven Zentrum und kann mit
steigender Substratkonzentration verdrangt weran.zum Erreichen der
halbmaximalenReaktionsgeschwindigkemehr Substrat nétigst, steigt K.

Demgegnuber bleibénanicht beeinflusst, da der Inhibitor verdrangt werden kann.
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9 Nicht-Kompetitiv. Inhibitor und Substrat konkurrieren nicht um die Bindestelle im

aktiven ZentrumDer Inhibitor bindet daffreie)Enzym an andere Stelle uiitirt

dadurch zu einestrukturellenAnderung die eine Substratbindureyschwert/
verhindertFolglich verringert sich die maximale Reaktionsgeschwindigheidiés
Affinitat (ausgedriickt durch,Kbleibt indes unbeeinflusst.

1 Unkompetitiv Der Inhibitor bindet den Enzy®ubstrakomplex(nichtim aktiven
Zentrum) und fuhrt hierbei zu einer Konformationsdnderunggsdaem Substrat
beziehungsweise Produkt erschwert den Komplex zu verlassgh.wird die
Konzentration an verflugbardinzymSubstrakomplexen global verringeries
flhrt einerseitzu eing Verminderung in a4 und andererseia einem geringeren
Km-Wert, dasichdie Affinitat des Enzynmim Substrat erhoht.

Tabelle 14

Ubersigtabelle Modi der reversiblen Inhibition

Modus K Vinax Zur mathematischen Beschreibung dieser
Kompetitiv ‘Erh(‘jht Unveranderi Ergebnisse kann daher keine der

NichtKompetit‘ Unverander Verringert  zweckbestimmten Gleichungen verwendet
Unkompetitiv ‘ verringert  verringert  werden Sattdessermusseine allgemeinere
Gleichung gewahlt werden, die durch
Einfuhrung einer weiteren Variable) @lle Modi der reversiblen Inhibition abdeckt
(Formel6; (Copeland 200pma n s pr i ¢ ht MixesNMobdnhibitiedon ei ner

.0 ozY ©)
S
v Y
o @p 0 NNl Qeo—
p UZ|
O
L
d"Qf) U ngor]r]wl Qe é—o
P oz

| gibt hierbei Informationen Uber den zugrundeliegenden Mechanismus der Inhibition a
| spiegelt den Grad der durch den Inhibitor induzierten Affinitatsanderung wider. Andert di
Bindung des Inhibitors nichts an der Affinitdt von Enzym zu Inhibitor @), handelt es sich

um eine nichkompetitive InhibitionInduziert die Bindung des Inhibitors eine grol3ere
Affinitdt von Enzym zu Inhibitorr{ | L p), so handelt es sich um eine unkompetitive

Inhibition. Ein groRer Wert fir (pL | © Hb)spiegelt somitime Verringerung der
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Bindungsaffinitat wider; die Bindung des Inhibitors verhindert die Bindung des Substrats,
liegt eine kompetitive Inhibition vor.

Die so ermittelten enzymkinetischen Parameter sirabellel5 zu finden. Es wurde eine
globale Regressionsanalyse durchgefuhrt, somit wurden die Messwerte je
Inhibitorkonzentration (AM d 200uM) fiur die Ermittlung von K Vmax SOwie| und K

verwendet.

Tabelle 15
Enzymkinetische Parameter der Reaktion (inhibiert und nicht inhibiert) nach A&wegukgmnvendBrister Einstellung:
MixeeModelnhibition

PARAMETER WERT
L ol AD
. AD
“ote VX gp -
'Lééi;; p viw AD
) p & w
8 T g

Der Vergleich deenzymkinetischen Parger (Tabellell, Tabellel5 offenbart leichte
Abweichungen in den Werten vor Whd \ha. Diese sind dait zu erklaren, dagam einen

zwei unterschiedliche Programmpakete fiir die Analysen verwendetVabeleEa ¥ Ad r mo ,
R;Tabellel5: Prisn®8, GraphPadxum anderen dadurch, dasdie Werte voiiabellel5eine
gréRere Anzalf26) vonDatenpunkte Eingang hielten.

Die Werte fur Kund| beschreiben den Modus der Inhibition nahestedlt hierbei, analog
zu K., die Dissoziationskonstante des Enrknymbitor-Komplexes dar. Die Affinitat des
Enzyms zum Inhibitor ist somitnso grof3er, je kleiner der Wert vorsKK; entspricht der
Inhibitor-Konzentrationpei der die apparente MichaklentenKonstante doppeko grof3

ist wie die MichaeldentenKonstante der ungehemmten Reaktion ( qU
beziehungsweise dénhibitor-Konzentration, bei der die Maximalgeschwindigkeit der

gehemmten Reaktion halb so groR ist wie die der ungehegunten (0 ).

Unter Berucksichtigung vdn kann bei der Inhibition durch MOGBOA von einer
hauptsachlickompetitiven Inhibition ausgegamgeerden| ist mit einem Wert von 13,89
deutlich groRBer als 1, somit tendiert der Mechanismus der Inhibition in Richtung de
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kompetitiven HemmungDiese Annahme wird ebenfalls durch die LinewBavkr
Auftragung der Inhibitionskinetik gestutzt.

Die Trerdlinien schneiden die Ordinate an fast Ubereinstimmender Stelle, spmidast v
Reaktionen ahnlich.

Der errechnete Nert (154,3uM) charakterisiert MOGBoA fiur DHNS alsrelativ
schwacheimhibitor. Weiterhin wadie komplette Unterbindurigr enzynteschen Reaktion
durch ausreichende Gabe des Inhibitmtgt mdglichSelbst bei einer Wirkstoffkonzentration
von 2.00uM (2mM) konnte enzymatische Aktivitat festgestellt werden. Infolgedessen war e
nicht maglichden 1G-Wert (halbmaximale inhibitteche Konzentration) zu ermitteln.

Inhibitionskinetik in Lineweaver-Burk Auftragung

schwindigkeit
[s/uM]

onsge:

1/ Reakti

=
e &

1/Substrat [1/uM]

Abbildung 48

Inhibitionskinetik in LinewBavieAuftragung

Die Trendlinien der Messwerte schneiderb@ie2OrtlBatéihrend die Schnittpunkte mit der Alpeteunsitelr
Dieser Kurvenverlauf gleicht, dem fur einen kompetitiven Inhibitor erwarteten Verlauf.

Fur das Berechnen der Trendlinien wurden, wie schon zuvor bei der ungghiengSeinsRatidimrerdiationen r
beachtet.

Als Schlusfolgerung kanmaufGrundlage dieser Ergebnisse M@\ dennoctlalsinhibitor

der von DHNS Kkatalysierten Reaktion identifiziert werden. Weiterlartenliedie
mathematische Beschreibung mittels Regressionsanalyse sowie die {Buekveaver
Auftragung In&zien, die einkauptsachlickompetitive Inhibition als den wahrscheinlichsten
Mechanismus nahelegen. Dieser Befund erscheint vor dem Hintergrund der strukturell
Ahnlichkeit von Substrat (OSBA) und Inhibitor (MOCBCoA) plausibel, da kompetitive
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Inhibitoren oftmals strukturelle Analoga zum eigentlichen Substrat darstellen und somit :
alternatives Substrat fungieren kdnnen.

VI1.1.3 Genetische ValidieruddJberexpression uri¢hockdown

Einen weiteren essenziellen Baustein der Validierung stellt die geviatidedrung dar.
Hierbei wurden vier verschiedene Konstrukte erstellt, deren Zweck es ist, den Einfluss eil
Uberexpression oder eines Herunterregulierens des betreffenden Gens auf d

Gesamtorganismus zu ergriinden.

VI.1.3.1. Uberexpressionslinie fDHNS (At1g6055pD

In einem ersten Schritt wurde die fur das Protein codierende Sequki8qAt1g6055p
aus cDNA mittels PCR gewonnen.

Daraufhin erstellte man mittels GokdgateCloning eine Uberexpressionslinie (OX)didie

codierende Sequenz in Volllange innerhalbldiguitin10 PromoteKassette aufweist.

wom L 2 3 4 5 X M X V X Nach Transformation von
Pflanzen mittels
10 , 10 FloralDipping Verfahren
; ; wurden die resultierenden
. . : Samen auf zuckerfreiem
i - Y2 MSMedium
e H - (8g/l Phytoblend)
: 05
os + 50puM Kanamycin
o ausgelegind selektiertDie

so selektierten, resistenten
Abbildung 49

AgarogBel der PCR zur Selektion der Ubierestimiess Pflanzen wurden eiterhin
Grole erwartetes&gnent: 795 bp [in KandRegigtenz]; W: Wildtyp; . .. -
Nummer: Transformante; V: Vektor (Positivkontrolle)(Bandarker kbp) mittelsPCR autlie Jewe”'ge

gDNS (genomische DNS)
eing Uberprifung derinsertion der Expression&assettein das Genomunterzogen
(Abbildung49). Wie dem Agarogel zu entnehen konnteflir jede der finf selektierten

Pflanzerdie KanamycHRResistenz in der gDNfachgewiesen werden.
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Diese Pflanzenlie diel-Generation darstellenurden auf Erde Uberfiihum so die Samen
fur die nachste Generation-@eneration] zu erhalten.

Fur die folgenden Versuche wurden nur die Samen gitfeanize verwendet. Um diese besser
zu charakterisieramd die Mdglichkeit multipler Insertionen des Konstrukts zu ergriinden,
erfolgte ein weiterer Selektionsversuch gegen Kanddagkrgebnis dieser Selektion ist in
Abbildung50 abgebildet. PrGenotyp(Wildtyp und Uberexpressionslinie) wurden 40 Samen
ausgelegt. Wie der Abbildung zu entnehmen ist, lief n@irgigePflanze im Bereich des
Wildtypsauf(linke Halfte)Im Gegensatdazusind bei der Uberexpressionslinie fur 25 der 40
Samen Sprosslinge zu sefrechte Halfte)Dies deutet darauf hin, dass fur diese Linie nur
einfache Insertionen stattgefunden haben sollten, da das Verhaltn{sii@sldbendtot)
gegerdas angenomme®altungsverhaltnis von 3/1 tendiert. Dakdumted spekulativd
weiterhin abgeleitet werden, dass es sich bei der Hélfte der Samen um Heterozygote hal
und in einem Viertel der Samen die Insertion im homozygatety@&orliegen solliglas

verbl eibende Viertel )ist somit homozygot

Wildtyp Die Samen deso charakterisierten

Uberexpressionslinie
— :

T,-Linie dienten daraufhin far
Kultivierungsversuche in Gegenwart
des Inhibitors MOCB in
verschiedenen Konzentrationen
Hierbeizeigten sich b2DuM MOCB
erkennbare Unterschiede zwischen
Wildtyp und Uberexpressionslinie
BeiandererKonzentrationen (10 pM,
30 uM, 40 up50 uM) konnten keine
phanotypischen Unterschiede
zwischen Uberexpresdioie und
Wildtypidentifiziert werden

Abbildung 50
Selektionsversuch zur besseren Charakterisierung des Spaltun

Generatidbelektion Gber 50 UM Kanamycin; 40 Saemertyjpro Die in Abbildung 51 dargestellten

Pflanzen zeigen auf den Kontrollplat@pM MOCB)fur Wildtyp und Uberexpressionslinie
einen Ubereinstimmenden Phéanotypkhaiter Grinfarbung, einer Lange der Primarwurzen
von 56 cm und acht entfalteten Blattern.

In Gegenwart des Inhibitors anedersich der Phanotyp der Wildigflanzen in
Ubereinstimmunmit den zuvor erwahnten Ergebnissen des Versucinstiithktivitét. Die
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Pflanzen weisen einen gelblicheren Farbtomradidas Gesamtwachstum ist eingeschréankt
(Wurzellange bei ~ 4 cm; sechs entfaltete Blatter).

Auf der Platte der Uberexpressionslinie weisen drei der gekeimten Pflanzen einen zum Wilc
ahnlichen Phamgp auf. Im Gegensatz hierzu weisen die zwei markierten Pflanzen (gelbe
Stern) einen deutlich grineren Farhind eine fortgeschrittenere Entwicklung auf. Diese
Pflanzen scheinen eine erhdhte Toleranz gegentber dem Inhibitor aufalteessdion im
SeéktionsversucfAbbildung50 zuvor,zeigendie Pflanzen einen segregierenden Phanotyp
(Abbildung51; 1.recht3, dermit dem erwarteten segregierenden Genotyp eiG&neration
UbereinstimmtEs liegt somit nahelass in den zwei markierten Pflanzen die Insertion im
homozygote Genotyp vdiegt.

Wildtyp Uberexpressionslinie (OX)

Kontrolle 20 yM MOCB Kontrolle 20 ypM MOCB

Abbildung 51
Arabidopsispflar(@®itdtyp und Uberexpressionslinie [GendraBoaseaipn 20 UNIOCB

Pflanzen wurden 14 Tage auMgédiln in Schragplatten kultiviert. Der Inhibitor wurde in DNDBBS@H@stz eigration
wurde konstant (0,1%) gehalten

Aus diesen Ergebnidasst siclschlussfolger, dassine Uberexpression des Proteins DHNS
die Toleranz gegeniuber dem Inhibitor M@@Rht

Die sdchermalerauf mehreren Platteselektierten Pflanzefanalog zu den markierten
Pflanzen auébbildung51) wurden nach Abschluss des Versuchs aufdeskgztum die
vermutetdhomozygote FGeneration zu erhalten.
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VI.1.3.2. Knockdowir DHNS (At1g6055PmittelsRNStEffekt

() e dests. Fur das Herunterregulieren von
,@"" Komplex
5 o e \‘“‘“’ DHNS (At1g6055pwurde der
A S RNSiEffekt genutzt hierbei
T, PITTITTTITTTIT RISC RISC

SiRNS mit Leitstrang

handelt es sich um eine

mse o Memet spezifische Inaktivierung von
Zerschnittene mRNS, aUCh RNBlterferenZ
- - MRNS
¥ genannt. Grundlage dieses
mRNS ist zerschnitten, i )
kein Protein I?Sr\tri\usgyerl\;l;tefisienwerden Effe kts Si nd klel ne R N S
Abbildung 52 Fragmentemit einer L&nge
Schematischer Ablauf der duicheRisi®nz vermitteltegtilegung [néeine . .
et al. 1998; Majumdar, Rajasekaran & Cdry 2017) zwischen 20 28 Nukleotiden,

shRNS: doppelstrangige RNS in élsiuhkdik; DICER: RNase die kurze d: . .
erzeugt; siRNS: kurze interferierende RNS; AGO: Argonautprotein; die durch Bmdung an den

RISC:RNSinduzierter Stillégmplex (AGO, weitere Proteine und siRNS) . .
RARpRNSabhéngige RR&8ymerase RlboprotemKompIex RISC

(RNSinduzierter
StilllegeKomplex; engRNA inducedlencingomplexgzum Zerschneiden von mRNS mit
komplementaren Sequenzen fuhren. Man spricht hierbei von esiigiiSr{nterferingurze
interferierende RNS) die als Leitstrang des ProzessesAlien&irreichen ér Interferenz
werdenfur die betreffende mRNi& der Zelle passgenaue doppelstrangige RIS®NS)
erzeugtDiese dsRNS konnen hierbei in verschiedenen Strukturformen vorliegen, eine d
haufigsten Varianten ist die sogenannte Haarnadelstruktur (giariRSrpin, bei derder
Vorlaufer desiRNS Sequenggnsedantisen)sanerhalb eines Transkripdsirch ein Intron
getrenntyorlied. Bei deffranskriptiolagern sich sense und antisense aneinandermed
so die namensgebende Struldig. RNase Dicer erkennt diese dsRNS und zerschneidet sie,
wobe die siRNS entstehen. Dechematische Ablauf de&BenStilllegung durch den
RNSiEffekt ist in Abbildung52 dargestellt. Im Zuge der Stilllegung kommt es zu einem
weiteren Effekt, dem Auftreten sogenannter sekundéarer siRNS, die aus den zerschnitte
Fragmenten der mRNS durch Ralfhangige RNBolynerasen (RdR@ng. RNAlependent
RNA polymerasenplifiziert werden und somit den Effekt weitergehend steigern.

Da das Ausmal’ des induzierten Effekts stark von der verwendeten Sequenz fir die shR
abhangig ist, wurden drei Konstrukte erstellt, dererr&equ(je ~300p) das Gros der
resultierenden mRNS fiinns (At1g6055@pdecken.
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Transformation und Selektion erfolgten nach demselben Prinzip ungwAblautvor fur die
Uberexpressionslinie beschriet®m.wurde fiir jede derdrei RNSiLinien Pflanze der
T:-Generation kultiviert um so SamendiiieT -Generation zu erhalten.

Die SamederT-Generationefdie laut Spaltungsreget Halfteheterozygatind zu je einem
Viertel homozygot transgen bzw. nichttransgen vorliegen musstep wurden fir
Selekbnsversuche in Gegenwart des Inhibitors MOCB verwéradgtLiteratur sollteed
RNStEffekt nicht nur im homozygdtansgenensondern auchm heterozygoten Genotyp

zum Tragen kommegsomit % der Samdaetreffern.

Die Arbeitshypothese diesésrsuchs besagytlass deRNSiEffekt die transgeneflanzen
anfalligelempfindlicher gegeniiber dem Inhibiteachtund sich somit phanotypische Effekte
schon bei geringeren Wirkstoffdosen einstellen.

DieseSelektionsversuche in Gegenwart von M&&Bienjedochkeine klaren Effekte oder
Tendenzeim Sinne dieser VermutuagfzeigeydennRNStLinie und Wildtypviesen einen

Ubereinstimmenden Phanoaud.

Moglicherweise entsprach die Zusammensetzung der Samen eichardeten Verteilung
(Y2 heterozygt : ¥2homozygot transgen¥s homozygot nichtransge)) dennein starker
RNSiEffekt konnte bereitauf die Samenbildudgiswirkungegehabthaben

Um dies zu Uberprifen, wurdee Produktion des SamenpowisderholtZur Analyse der
Samenverteilung innerhalb der Scheterden fir jede Pflanze Schoter de Abreife
geertetundfir eine mikroskopische Analgsgfarbt und durchsichtig gemacht
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Wildtyp

RNSi1_C

RNSi 2_C

RNSi 3_A

Abbildung 53
Samenverteiluigghoten von Arabidopisiadiveildtyp und RNShien

10X VergrofRerung an Durchlichtmikroskop; schwarzer Balken: 250 uM

Wie inAbbildung53zu erkenneriiegen die Samen innerhalb der Schote paarig in zwei Reiher
vor. Die beispielhafte Schote des Wildtyps zeigt hierbei den Normalzustand, jede mdglic
Position wird von einem Sarkem besetzim Gegensatz hierzu sind innerhalb der Schoten
der Transformaen (RNSLinien) Leerstellen zu erkennen. Ausgehend von einer
gleichmafigen Verteilung der Samen innerhalb der@thgleicher Groger Sameérkann

fur die Schoteder Liniem RNSil1 und RNSi 3von jeweils24 potentiellen Sameoei Linie

RNSi 2von 38 Samenausgegangen werdBemgegenuber stehen acht (RNSehn (RNBE

3) beziehungsweise neun (RN3igdrstellemnerhalb der Schotebie Transformation der

Pflanzen mit en RNSiKonstrukten scheint daher die Samenbildung zu beeinflussen

Tabellel6listet die Anzahl an Leerstellen sowie die potenzielle Samenanzahl auf und gibt
Verhéltnis von Leerstellen zur Gesamtanzahl an. Dieses Verhéltnis bewegt sich im Mi
zwischen 21 und 34. In Anbetracht der Arbeitshypothese, ddes Prasenzines
RNStKonstrukts die Bildung der Samen beziehungsteriseVitalitdt beeinflussen kann,
deutet dieses Verhalt(ea.%4) darauf hin, dass eine homozygote Insertion eventuell zum Abort
des Embrys fuhrt und die Samenbildung somit ausbleibt
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Tabelle16
Auswertung Leerstellen in SchotenlLdeieRNSi

RN$ Samenanzah

Linie Pflanze Leerstellen (potenziell) Verhdaltnis

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

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

VIL.1.4 In-silico Studi® Computergestiitztes Einfligen des Wirks{bf€3CB-CoA)in das
HomologieModell der DHNS

Neben den zuvobeschriebenen SchlisselelementenValidierung(invivo, Hritround
genetisch)des Enzymsals potenzielles Ziel firukinftige Herbizidekonnen weitere

Untersuchungen dieValidierung erganzen.

Bei dem hier verwendetessilicdAnsatawvird in einenodellierte dreidimensionale Struktur des
Ziel-Enzyms dewermutetelnhibitor computergestitztingefigtHierdurch kann ermittelt
werden, ob der Inhibitauf Grund seiner raumlichen Anordnorigdem Wirkort kompatibel

ist und ob dieser vom potenzieN&irkort stabilisiert wird.

Die dreidimensionale  Struktur des Enzyms wurde auf Grundlage einer
HomologieModellierungnittelsrobetta ein@ sequenzbasiertdtroteinstruktui/orhersage
erstell{Raman et al. 20091§ et al. 2013Hlierflr wurde die Aminosaurensequenz der DHNS

in das Programm eingelesen, das daraufhin nach bekannten Strukturmotiven innerhalb
Proteindatenbanguchte Durch Sequenzhomologiirdedie bekannte Kristallstruktur von
EcMenBvon obbettaeigenstandigusgewahlt urals Grundlageer Modellierungerwendet

Das so erzeugte Modelreicht einen GDWert von 0,84Abbildung54, Abbildung55
GlobalerDistanzT est;Ubereinstimmungsgrad zweier Proteinstruktured G¢t e 0 , d e s
1:totale Ubereinstimmung, O: keine UbereinstimmuDigser Wert basiet auf der

Ubereinstimmug(total und partieljler Aminosauresequesrzvon DHNS und EcMenB
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Abbildung 54

Darstellung einer einzelnen Untereiomaitagfodasivon DHNS (AS 53337) basiend auf EcMenB-28S)6n Fluchtung
mit EcMenB)

grinEcMenB (3t88.pdbpgenfaHNS

Dieserhohe Ubereinstimmungsgiatiauchvisuell inAbbildung54, der Darstellung je eines
Monomers von DHNSund EcMenB(in Fluchtung) zu erkennenSo lassen sich die
Sekund?r st rHieltiuxFatibrathahkru gardzlich iberlagend formersomit
insgesamt eine sehr ahnlicheidistruktur. In Anbetracht dieser Ergebrigsssesichweitere
Vorhersagerauf die Homologie deQuartarstrukturvon DHNS und EcMenBreffen
(Abbildung55).

Wie schonzuvordurch die Aufreinigung von DHNSzggyt(sieheAbbildung33), liegtdas
Protein als Homohexamer v@u diesem Ergebnis kommt aucesés 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 Praxikalee8ldoherBfedehse
(Lietal. 2011a)

Abbildung 55 zeigt das modellierte Homohexamer der DH¥®ie seine Oberflache
(graulicktransparenter HofyVie aus der Abbildung ersichtlicandelt es sich hierbei um ein
anndhernd spiegelbildlichBgmer aus Trimererfvertikale Symmetrieachse durch Pfeile
markiert) wobeidie GTermini der einzelnen Untereinheiten die TrifnenerOberflache

kreuzenumals flexibler Teil irsktiven Zentrum des gegenuberliegenden Trimers zu fungieren.

In dem folgenden Schritt wurgkepruft ob sich der Inhibitor (MOGBo0A)in eine der aktiven
Taschen des Enzyms einfugen,léassso die WirkstofiVirkortBeziehung weitergehend zu

festigen.

Hierfirf anden neben der Darstellungssoftware
und @«atMaed Anwendung, mden Wildseoff easiereadsadimemgnl i c |
derzuvor schon verwendeten Referenzstruktur (3t88; E¢idebBndenen Substrat die

aktive Tasche der DHNS einzufigen und die Stabilisibrrmighungsweise Bindung
zahlemanig greifbar zu machen
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Abbildung 56
Ausschnitt ausdellierter Hex&trekur der DHNS rggbundenem Inhibitor NDOBEBschwarz)

Untereinheiten farblich unterscheidbar; gnao@eliemba@roteinoberflache

Die Abbildung56 zeigt eine Nahaufnahrdes DHNSHexamers mit gebundenem Inhibitor
MOCB-CoA. Die Ketten der AUntereinheit (griin) und-Dntereinheit (gelddrmen hierbei
dieaktive Tasche, in der der Inhibigechwarz) gebunden Mtie durch die transparegraue
Oberflache illustriertagtder Inhibitor mit dem MOCR\nteil desMolekiils indnneredes
Proteins, wahrerths Adenosi3 6 p h oas geh@berflache des Proteins verbleibt.

Die Stabilisierung des Liganden in der aktiven Tasche erfolgt einerseits dure
Wechselwirkungen nAminosauren der Untereinheiten sowie durch hydrophobe Interaktion
mit dem Inneren des ProteiAdbildung57illustriertdie Stabilisierung von MOEBA Wie
der Abbildung zu entnehmerechselwirkedrei TyrosiFrRestg180[A], 322 [D], 310 [Pinit
dem MolekilVon diesen sind zwei Teil deS@&@minus der BJntereinheit, wéahrender

verbleibende Rest zurflUatereinheit gehort.

Insgesamt ergibt sich fir das Docken des Inhibitors mittels deiM@élidmdikein Wert

von -5,2, hierbeiwurdenfiir den einzufiigenden Ligaden alle mdglichen Orientierungen,
raumlichenAusrichtungen sowie Positionierungeggafift (Friesner et al. 2004)ieser
sogen &lidébcoee Kann als MaCzahl f¢gr die errec
werden und dient somit zur Beurteilung der Gute der Bindung. Die Entwickler des hierft
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verwendeten Programms (aMaestroo; Fa.
-8 ak Indikator fur eine gute Bindung.

Wie schon zuvor durch denvitro-Test aufgezeigt, handelt es sich bei MO@B um einen

schwachen Inhibitor. Dieses Ergebnis wird durch den hier ermittelten W8/2 vagiterhin
gestutzt.

Arglidr) @°

Gln 141 Arg 144

Tyr 310
Tyr 181

Thr 207

Abbildung 57
Lokalisierung und Stabilisierung vo€dOi@Bktivem Zentrum der Difyi®0l und Ligplot

Aminsosauren mit Pogitionmesowie Untereintéygrophile Wechselwirkungen gekennzeichnet durch gestricht
hydrophobe Wechselgegts rote Korona
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VIl. Teil ll: Identifikation des Wirkorts von Psoromséaure

Wie schon im BereidV. Zielsetzung beschriebealt es den Wirkort der Psoromséaure,
basierend auf einer Arbeitshypotheiseugrenzen.

Zuerstwurde die Wirksamkeiinvivp anhandvon Anderungen des Ph&notyps ribit.
Anschlielend std#n etwaige Effekte auf den Prozess des SpleiRens mittels

TranskriptorrAnalyseébestimmt und abschlieRend durchAFOR validiert werden.

VIIL.1.1 Nachweis der pflanzlichémvivoAktividatvon Psoromséaure

Zur Uberpriifung der Wirksamkeit von Psoromsaure im pflanzlichen SystenAwtiraléana
Pflanzen auf wirkstoffhaltigen ¥2 MS Schragrigtten kultiviert.

Kontrolle 25 uM

Abbildung 58

Arabidopsispflanzen in PrasBsanaonsaure in verschiedenen Konzentrationen

Pflanzen wurden fur 14 Tag auMédil®n in Schréagplatten kultiviert. Der Inhibitor war in DMSO geldshzBattAd&
(0.1%)wurde konstant gehalten.

Die Pflanzen der Kontrollplatte weisen sectialtate Blatter auf, die Wurzeln erreichen den
unteren Rand der Platte und wachsen an diesem Rand entlang (L&nge ~ 7,5 cm) . Die Wur
weisen zudem eine Vielzahl an Seitenwurzeln auf.

Mit steigender Wirkstoffkonzentration ergeben sich Anderungen iotyBltier Pflanzen. So
kommt es bei einer Konzentration von 5 Bsbromsaureu einer Verzogerung in der
Entwicklung betreffend das Wurzelwachstum (~ 5,5 cm , weniger Seitenwurzeln) sowie |
Blatter ( lediglich vier voll entfaltet). Durch Steigerung dezeKwation auf 25 pM
Psoromsaurewerden Wurzelwachstum und Entwicklung der Blatter weitergehend
eingeschrénkt. Der Phanotyp des Wurzelwachstums tendiert hierbei mehr zu einem Wachs
in die Breite anstatt in die LAngel(4 cm).
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Bei einer Konzentratioron 75 pM kommt es nach 14 Tagen lediglich zu einer Keimung der

Pflanzen, ohne weitere Entwicklung.

Die Konzentration des Inhibitors scheint bei 75 uM oberhalb der Loslichkeitsgrenze zu liege
da weilRe Flocken innerhalb des Mediums zu erkennen sindhbédsatark dem ungeldsten
Reinstoff. Folglich kann keine genaue Aussage Uber die Konzentration des Wirkstoffs, der

Pflanzen innerhalb des Mediuatséchliclzur Verfigung steht, getroffen werden.

Die phanotypischerffekte des Inhibitors lasseiths allgemein mit einer verlangsamten
beziehungsweise unterbundenen Entwicklung beschreiben. Hierbei weisen die Pflanzen
5 uM Psoromséaureeniger Seitenwurzeln auf, bei 25Rsgromsaurkingegen scheinen nur

Seitenwurzeln vorzuliegen. Es ist keinegéiRderung im Spross zu beobachten.

Zur bestmdglichen Detektion eines Wirkstoffeffekts auf den Spleildvorgang wurden d
Pflanzen in Flissigkultur angezogen. Dies garantierte eine hohe Individuenzahl (Bildung \
PflanzenballerAbbildung59), gleiche Wachstumsbedingungen sowie Kontrollierbarkeit der

WirkstofEKonzentration.

Im ersten Kultivierungsversuch (Pilotphase zur Uberpriifung der Durchfiihrbarkeit) zog me
Pflanzen eine Woche in Gegenwart von 0.2% DMSO unter stetigem Schitteln (30 rpm) ¢
Daraufhin wurde das Nahrdwem gewechselt, mit 10, 25, 50 und 100 pM Psoromséure
versetzt, um fir weitere 24 h kultiviert zu werBarch die Kultivierung in Schuttelkultur
konnte die Loslichkeit des Inhibitors erhoht werden; nach 10 min waren selbst bei 100 |
Psoromsaurkeine Focken mehr sichtbar.

Nach Ablauf der 24 h zeigte keine
der Proben eine Anderung im
Phanotyp. 100 pMPsoromséure

wurde als Wirkstoffkonzentration
fur die folgenden Versuche

festgelegt (h6here Dosen aufgrund

von Loslichkeit nicht mdglich), um
Abbildung 59 somit moglickt starke Effekte
Pflanzenbalkethalianaine Woche in Y2R8sigmedium (10 g/l Sacch |

innerhalo  der Pflanzen zu

induzieren.
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VI1.1.2 TranskriptorrAnalysé Identifikationvon fehlgespleiR3teT ranskripta

Das Versuchsdesign umfasste drei Zeitspannen nach Zugabe des Wirkstoffes (1 h, 6 h un:
h). Die Proben lagen jeweils in dr@logischen Replikaten vor, weiterhin wurden zwei
Kontrollgruppen inkludiert, die jeweils ebenfalls drei biologische Replikate pro Zeitpunk
darstellten. Einerseits eine Negativkontrolle (0.2 % DMSO), bei der es zu keinem Fehlsplei
kommen sollte sowane Positivkontrolle (5 uM HerboxidigkiShareef et al. 20}, Mie zur
Uberpriufung der Auswertung sowieVasgleich zu detektierten Effekten verwendet werden

kann. Insgesamt wurden somit 27 Proben generiert.

Die Kultivierung der Pflanzen erfolgte wie im Vorversuch. Im Zuge der ersten ungehemmitse
Wachstumsphase wurden zur Vermeidung moglicher Standorteffekielbain taglich

randomisiert.

Nach einer Woche erfolgte der Wechsel des Nahrmediums, spater die Ernte der Pflanzenbe
zu den definierten Zeitpunkten W31 6h, 12h) innerhalb eines Tages
(1h,07:006 h, 12:00112 h, 18:00)

Zur Aufbewahrung wurdenedgeernteten Proben (Ballen) in Flissigstickstoff eingefroren und

bis zu ihrer Verwendung (Herstellung der Sequé&ilziethek) bei80°C gelagert.

Die Herstellung der SequendBdliothek (Extrahieren der RNS aus Pflanzenballen sowie
Umschreiben in@NS) erfolgte mittels RNeasy Midi Kit (Qiagen) sowie TruSeq Stranded
MRNA LT Kit (Illumina)unter Befolgung der Herstellerangaben.

Die resultierende cDNSibliothek basiert auf Sequenzen, die Uber ein Verfahren namens
PolyA-Fischen erhalten wurden. Wierwird der PoMA-Sc hwanz der ar ei f ¢

ein Granulat gebundemaseine gezielte Isolierung der mRM&6glicht

Zur Uberprifung der Giite der RNS sowie der Qualitat und Quantitat der resultierenden cDN

erfolgten Analysen mittels BioAnalyzariedNanodrop (Daten siehe Anhang).

Die isolierte RNS wies (uUber alle 27 Proben) einen durchschnittlicheWelRIN
(RNSIntegritataummer) von 8,1 von 10 auf (Maximum: 9,3; MinimumDie&gr Wert kann
als Indiz fur die G@ der RNS gewertet werden,etlze hohe RN$itegritdt zu besseren
Sequenzierergebnissen fi{Bthroeder et al. 200B)ntergrund ist hierbei, dass dieser Wert

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

Nach Fertigtellung decDNS-Bibliothek wurden die Proben mit je 1 p nreadpro Probe

sequenziert. Zur Analyse der Zeitabhangigkeit des wirkstoffinduzierten Fehlspleil3ens wur
106



die Zeitpunkte 1 h und 6 h der Sequenzierung unterzogen, die Proben des Zeitpunkts 1
wurden fur die spateRI-PCR basiertéalidierungerwendet.

Die einzelnen cONBr agment e wur den sowohl vom 30
somit konnten die beiden Fragmentenden gekoppelt und eine umfassendere Information
die Sequenzen der einzelnen Fragmente ausgelesen wetdernn erleichtertdieses

Verfahrerdie Zuordnung deeadzu den jeweiligen Genorten

Die so ehaltenen Daten wurden daraufhin getrimBerdinigenvon reads die die
Mindestanforderungen nicht erfillen) sowie den jeweiligen Genen des Ar&hathopsss
zugeordnet (siehe Materiand Methoden HISAT2). Innerhalb der Proben bestanden
durchschnittlich 99% derreaddie erste Qualitatskontrolle, von diesen konnte@aen

Genom eindeutig zugeordnet werden.

Die gewonnenen Daten ermagglichten eine weitere Unterteilung in Sequenzen, die auf Ex
entfallen und solche, die Introns zugeordnet werden kénnen. Letztere sollten im Normalf
ni cht auffindbar sein, da arei fea solten! y e
(abgesehen von solchen Introns, die im Kontext des Alternativen Spleil3ens ebenfalls als E»
fungieren kénnenliese wurden daher als Exons angesehen

Mittels des HProgrammpakets eisgRlichael Stadler, Dimos Gaidatzis, Lukas Burger,
Charlotte Soneson 202i@f3en sich diese Datens@ i t auswerten, das:
Sequenzen oberhalb eines kritischen Signifikanzniyeaws| s c her ke ndun g
FDR:false discovernywaitergehend berlcksichtigt wurden. Die Analyse etdakjerend auf

der Herangehensweise der Entwickler des Programmpakets, mit dénidatmistal.

definierten Parametef@aidatzis, Burger, Florescu & Stadler 2015)

Flreine erst&ingrenzung der zu analysierenden Transknptendie Sequemrdaten nach
solchen Genorten gefiltdoei denen sowohl aikons als auch Intrseine Mindestanzahl an
readentfiel Zur Vergleichbarkeit der Proben untereinamdeden dieseeadountszuvor
normalisiert undlogarithmiert (Basis 2pPie Transkripte, die diesen Auswahlprozess
Uberstanderhildeten die Gruppe der wahrscheinlich fehlgespleif3ten Transkripte.

Gerorte mit unzureichende readountin Exon oder Intron iber die Proben hinweg
gemittdier Wert< 5) hétten die Aussagekraft ddgdaden Analyse verzerren kdnnen und

wurden dahamicht analysiert
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Fur die Proben der Psoromsékmantenfir 6,5% (t = 1h) sowie 5,% (t = 6h) der Gene
von Arabidopsis fehlgesplei3te Transkripte nachgewiesen werden, die diese

Grundvoraussetzung dtfén.

Im Vergleich hierzagbei Herboxidienler Anteil an Genen nighlgesplei3tehranskripten
mit 30,9 % (t = 1 h) und 38,7 %= 6 h) deutlich hdher.

Diese erste Analyse fiihrte sojaiveils pro Zeitspanne und Wirkstaifeiner Liste an Genen

fur die intronhaltige Transkripterlagen

Diese Liste diente als Grundlage zur weiteren Analyseadsuntder fehlgespleif3ten

Transkripte mittels eisaR.

Die hierbei verwendeietektionslogik beruht auf dem Vergleich avi@ieppen (behandelt

vs. unbehandelt).

In einem ersten Schritt wurden zwischen den Grupsemofnsaurgersus DMSO, bzw.
Herboxidien versus DMSO) die dem einzelnen Gen zugeorgraetéir Exon und Intron
zahlenmalRig mitteBubtraktiorverglichen.

Veranfacht lasst sich dies durch folgende Formeln illustrieren:

i QnQid i QOQi ¢ 3%did A1 8 (7)
i Qi ¢ i QoQi ¢ 3) 1 60QiAICs

Das Zahlenverhaltnis vatxons undaIntrons (dargestellt als Bruch) kann zur Abschéatzung
des wirkstoffinduziertereffekts mi t t el s d e/ser & F ¢ vdwviemlst evsrden.
Dur c hZ#k Exawird die Anderung im Expressionsniveau des Gens ausgedriickt
Entfallen in der behandelten Gruppe mehr Sequenzen auf Introns als in der Kontrollgrupy

(unbehandelt), so vergrof3ert stritron und somit der Nenner des Bruchs.

Ein hoheszIntron belegt prinzipiell einen hohen Verbleib von Introns in der finalen mRNS
und konnte zur Fehlannahme einer hohen Wirksamkeit des Stoffes deMessagekraft
dieserAbsolutzahl ist jedoch begrenzt, da sie nicht das totale Expressionsniveau des Gel
beriicksichtigt (Anzahl der Transkripte des Gens). Dem tragt der QuoteBk@usund

3Intron Rechnung.
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Erst ein niedriger Quotient gibt somit an, dass es durch den Wirkstoff zu einem vermehrt
Verbl eib von l ntrons i n der areifeno r

Expressionsniveau des Gens in Relation.

In Abbildung 60 wird das logarithmische Fehlspié@&haltnis | | €—— durch die
x-Achse ausgedrickuinkt x = 0 bedeutet hier Quotient 1.
Die yAchse stelias Ausmaf d&ignifikanz des Fundsi( | @00 Nn negativdekadischem

Logarithmusder Falscherkennungsrate (FIOR). Farbige Punkt oberhalb dggstrichelten
Linie sind signifikante Ereignisse Waahrscheinlichkest % oder ni edri ger

100 pM Psoromsaure
t=1h t=6h

30 35
L L 1 1
3
|
P

Signifikanz (4og10 FDRY)
Signifikanz (-log10 FDR)
10 1% 20 25

5
1

N - - R S g

0
1

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

FehlispleiR-Verhaltnis (log2 Aexon/Aintron) FehlspleiR-Veerhéltnis (log2 Aexon/aintron)

Abbildung 60
VulkanAuftragungsl Fehlspléghaltnissgsgen die Signifikanz des Ereignisses induziert durch 100 uM Psoroms

blau: Gene mit signifikanten Funden von retinierten Introns; rot: SighifikhregUfientds @eanen;
gestrichelte Linie (horizontal): Signifikanz von 5 %

Wie aus den Abbildungen zu entnehmen ist, kommt es in Gegenwart voR 46 idaure
bei 92 (& 1 h) beziehungsweise 290 (t = 6 h)d@enzum Auftreten von Transkriptentmi
retinierten Introns, die das notige Signifikanzniveau (FDRo)x eBreichenTfanskripte
dargestellt als blaue Punkte).

DarlUber hinaus konnten 19 (t = 1 h) sowie 27 (t = 6 hpr@&egefunden werden, die auf
Grundlage ihres Quotienten als signifikanhreguiliert gelten kdnnen (dargestellt als rote
Punkte). Wahrscheinlich spiegeln diese Werte nur einen Bruchteil der tatséchlic
hochregulierten Transkripteder, da der Rest durch deRokus der Analyg&rfassungon
intronhaltigen Transkripter@usgegreat wurde(Bestandteil der Detektionslogik von eisaR;

Durchschnittlichereagouny on | nt ron .und Exon O 5)
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5 UM Herboxiden

t=1h t=6h
= n=1981 . =189 ! n=2364 .

60 80 100 120
Il 1 1

40
Signifikanz (-og10 FDR)

Signifikanz (og10 FDR)

20

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

Abbildung 61

VulkanAuftragurdes FehlsplédBhaltnissgsgen die Signifikanz des Ereignisses induziert durch 5 uM Herboxider
blau: Gene mit signifikanten Funden von retinierten Introns; rot: Signifikante Funde von hochregulierten Gene
gestrichelte Linie (horizontal): Signifikanz von 5 %

Zum Vergleich die Ergebnisse der eidaRlyse flurHerboxidien (Positivkontrolle des
Versuchsseineinhibitorische Wirkung auf SpleiRosom von Arabidagsiteraturbekannt)
(Abbildung6l).

Wie aus den Vulkakuftragungen ersichtlich, konnten 1@88) beziehungsweise 1884)
Transkripte mit retinierten Introms ausreichender Signifikanz identifiziert werden (blau in
Auftragung).

Weiterhin konnte eingerglichen mit der Anzahl der fehlgesplei3ten Transknpaebenso
grol3e Zah&in hochregulierten Transkripteittels eisaR detektiert werden (rot in Auftrggun
Dies legt die Vermutung nahe, ddsgboxidien insgesamt einen grof3eren Effekt auf die
Pflanzen austibt, da die AnzaHeditgespleidten Transkriptdgutlich erhéht istind dies bei
einer 2€fach niedrigeren Konzentration Réoromsaure

Unter Vervendung von Formell&R sichgetrennt fir jeden Genort, der Anteil an retinierten
Introns pro Transkriptrrechnen
Y o4 (8)

0 Y'OP i Q0 Q& W 1040k
Yoo ¢ vyb ¢

Mit: TPM Transkript€roMillionen; auf Probe normalisierter Wert)
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Tabelle17
Ubersichtstabelle Prozent retinierte Introns durch 100 uM Psoromséaure (innerhalb der Transkripte mit FDR < 5%)

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

PRI (PRI DMSO DIESES
TRANSKRIPTS)
1H 74192 1/92 2,6 % 74,5 %
(48,8 %)
6H 2241290  7/290 1,6 % 79,3 %
(23,6 %)

Tabellel7 zeigt die prozentuale Verteilung retinierter Introns innerhalb der detektierter
fehlgespleidten Transkrigi@r Psoromséaure (blaue Punktein Abbildung 60). Von den
detektierten Transkripten macht (sowohl fir 1 h und 6 h) der Anteil, der wenigér als 5
fehlgespleil3t ist, circa®@0aus. Dies findet ebenfalls Ausdruck im Media%o(BZ4v. 1,86).

Es wird ein maximaler PRI von 3% (1h) beziehungsweise 7%36h) fir die Transkripte

des Genorts At1g13330 detektiert. Die DMPGben weisen fur diese Transkripte Werte von
48,8% sowie 23,80 auf.

Tabelle 18
Ubershtstabelle Prozent retinierte Int®pdddechoxidémnerhatterTranskripte mit FRR5%)

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

PRI (PRI DMSO DIESES
TRANSKRIPTS)
1H 357/1983 1/1983 93% 57,3 %
(3 %)
6 H 7711894  4/1894 17,8 % 78,7 %
(3,8 %)

Die dem entsprechend@rozentuale Verteilung retinierter Introns bei Behandlung mit
Herboxidien (blaue Punkte; iMbbildung 61) stelt, wie schon die Absolutzahlen der
VulkarAuftragungdessen starkere Wirksamkeit unter BgRBisMedianist nach 1 h um
das 3,8ache, nach 6 h um das ¥aéhe hoher)
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Biologische Prozesse

Klassifizierung filir % der fehlgespleiBten Transkripte

Molekulare Funktion

Klassifizierung fiir % der fehlgespleifiten Transkripte

Abbildung 62
Klassifizierung der fehlgesplei3ten Transkripte mittels Classifiq@ioh@saig

Provart 200Absziss&iassifizierung fiir % der fehlgespleil3ten Transkripte
Ordiant&ruppen der Klassifizierung
blau: Zeitspanrte drange: Zeitspanne 6

Der nachste Schritt befasste
sich mit der biologischen
Bedeutung der durch
Behantung mit
Psoromsaurefehlgespleildten
Transkripte (92 beit=1 h; 290
bei t = 6 h blaue Punkte in
Abbildung60).

Hierfur wurden die
betreffenden Genorte mittels
Classification  SuperViewer
(Nicholas  Provart 2003)

eingeteilt, basierend auf den

assoziierten biologischen
Prozessen, molekularen
Funktionen sowie

Zellbestandteilen (dargestellt
durchAbbildung62).

Innerhalb der fehlgespleildten
Transkripte beider
Zeitspannen (1 h, 6 h) erfolgte

im Bereich der betroffenen
biologischen Prozesse

Kl as s i fAntwatt daufo n
Stress b e s o madfig.r s
Weitere betroffene Prozesse
umf assten aTr

aAnt wort auf ab

bi otische Stim
aZellorganisation und
Biogenege .

Im Bereich dermolekularen

Funktion erfolgte innerhalb
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