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A Zusammenfassung und Summary

A ZUSAMMENFASSUNG UND SUMMARY

ZUSAMMENFASSUNG

4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon  (HDMF,  Furaneol®) ist der  wichtigste,
qualitatsbestimmende Aromastoff der Erdbeerfrucht. Vorangegangene Untersuchungen
zeigten, dass die Biosynthese dieses Geruchsstoffes auf der Stufe des D-Fructose-1,6-
diphosphats vom Primarstoffwechsel abzweigt. Teilsequenzen eines aus Erdbeerfriichten
isolierten Proteins, welches in der Lage ist HDMF aus D-Fructose-1,6-diphosphat und
NAD(P)H zu bilden, waren vollstandig identisch mit der Proteinsequenz einer mutmalilichen
NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktasen-cDNA aus Erdbeeren. Des Weiteren gab es
Ubereinstimmungen im Expressionsmuster, dem Methioningehalt und der ProteingroRe. Die
Oxidoreduktase (FaEQ), sowie ein ahnliches Enzym der Tomatenfrucht, wurden im Rahmen
dieser Arbeit in Escherichia coli heterolog exprimiert, aufgereinigt und anschlieRend
biochemisch charakterisiert.

Der Nachweis der HDMF-Bildung durch FaEO ist durch die Analyse von Reaktionsansatzen
aus D-Fructose-1,6-diphosphat, NADH und FaEO erbracht worden. Hierbei wurden das pH-
Optimum, die Kosubstratabhangigkeit, die Hitzeinhibierung und die Enantioselektivitat
bestimmt. Allerdings zeigte sich insbesondere wegen der langen Umsetzungszeiten, dass
D-Fructose-1,6-diphosphat nicht das eigentliche Substrat von FaEO sein konnte. Aus
diesem Grund wurden weiterfiUhrende Untersuchungen zur Identifizierung des Vorlaufers
von HDMF durchgefiihrt. 1-Desoxy-2,3-hexodiulose-6-phosphat, welches bei der
Biosynthese von HDMF in Hefen als Zwischenverbindung beschrieben wurde, konnte in
Erdbeeren als Vorlaufer ausgeschlossen werden. Die Synthese des a, B-ungesattigten
4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF) flhrte schliellich zum Erfolg. FaEO
war in der Lage im Reaktionsansatz unter Verbrauch von NADH die Doppelbindung von
HMMF selektiv zu reduzieren und so HDMF darzustellen. Die NMR-Analytik zur
Strukturabsicherung der neuen und reaktiven, aus 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (HMF)
und Formaldehyd, synthetisierten Verbindung HMMF gelang erst nach Herabsetzung der
Reaktivitat durch eine Derivatisierung als Thioether.

Der Nachweis des postulierten Prekursors HMMF in vivo erfolgte gleichfalls Uber die
Derivatisierung als Thioether. Die Applikation von 3-Mercaptobenzoesaure (MBS) an
Erdbeeren in verschiedenen Reifestadien unterbrach die Biosynthese von HDMF auf der
Stufe von HMMF, da dieses mit dem Thiol zum Thioether reagierte. Der Thioether konnte in
den anschlieRenden Messungen mittels HPLC-MS/MS-Untersuchungen nachgewiesen
werden. In grinen Frichten wurden keine, in Erdbeeren des pinkfarbenen Stadiums grofiere
und in roten Frachten die groRten Mengen an Thioether detektiert. Diese Ergebnisse gehen

konform mit der reifekorrelierten Expression von FaEO und der reifekorrelierten Bildung von
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HDMF in Erdbeeren. Auch in anderen HDMF-enthaltenden Friichten, in Ananas und
Tomate, gelang es auf diesem Weg HMMF nachzuweisen.

Durch Applikation an Erdbeerfriichte wurde stabil markierte Glucose in den Biosyntheseweg
von HDMF eingeschleust. Dieser wurde wieder durch ebenso applizierte MBS auf der Stufe
von HMMF unterbrochen. Die stabile Markierung konnte durch HPLC-MS/MS-Experimente
im Furanon-Teil des Thioethers wieder gefunden werden.

Das Gen von FakEO, FaQR (Fragaria ananassa Quinone Oxidoreductase), wurde, basierend
auf dem Vergleich der cDNA-Sequenz mit Datenbankeintragen, zunachst der Klasse der
NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktasen zugeordnet. Ein Substratscreening von FaEO
mit Chinonen ergab, dass ausschlieBlich 9,10-Phenanthrenchinon (PQ), eine synthetische
Verbindung, unter Verbrauch von NADH umgesetzt wurde. P-Chinone wurden, wie auch
weitere Vertreter aus den Klassen der 0-Chinone und o-Diketoverbindungen, nicht als
Substrate akzeptiert. Auch bekannte a, 3-ungeséattigte Aldehyde, Ketone, Carbonsauren und
Amide stellten, ebenso wie Flavone, keine Substrate flir FaEO dar.

Aus diesem Grund wurden weitere a, [B-ungesattigte HMMF-strukturanaloge
4-Hydroxy-3(2H)-furanone mit unterschiedlichen Substituenten an der Doppelbindung [u. a.
2-Ethyliden-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (EDHMF); 4-Hydroxy-5-methyl-2-propyliden-
3(2H)-furanon (HMPDF);  2-Butyliden-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (BDHMF)]
synthetisiert. Die Charakterisierung der teilweise bislang unbekannten, synthetisierten
Verbindungen sowie der zum Teil neu beschriebenen enzymatischen Produkten erfolgte
durch HPLC-MS/MS-, GC-MS-, GC-O- und HPLC-DAD-Messungen. HDMF, das
enzymatisches Produkt aus HMMF, und EHMF [2 (oder 5)-Ethyl-4-hydroxy-5 (oder 2)-
methyl-3(2H)-furanon], das Produkt aus EDHMF, sind als wichtige Aromakomponenten in
verschiedenen Lebensmitteln beschrieben. Die langerkettigen Substrate und Produkte
BDHMF, HMPDF, BHMF und HMPF zeigten in GC-Olfaktometrie-Analysen ebenfalls
ausgepragte Geruchsaktivitdten. Es gelang kinetische Daten zu FaEO mit den umgesetzten
langerkettigen, synthetisierten Verbindungen und PQ zu gewinnen. Fir HMMF hingegen
konnten aufgrund der hohen Reaktivitat keine reproduzierbaren kinetischen Daten erhalten
werden.

Die Substratstudien zeigten, dass FaEO eine Substratspezifitat besitzt, die sich auf a, B-
ungesattigte Doppelbindung, die mindestens ein Wasserstoffatom am B-C-Atom besitzen
und gleichzeitig nicht mit einer weiteren Doppelbindung in trans-Stellung konjugiert sind
beschrankt. Weiter entfernte Doppelbindungen, ob C=0 oder C=C, oder ein weiterer
Sauerstoff in der Nahe der Ketogruppe schienen die Reaktivitat auch zu beeinflussen. Des
Weiteren wiesen die Ergebnisse mit Benzil, welches nicht als Substrat akzeptiert wurde,

darauf hin, dass das aktive Zentrum von FaEO nur planare Moleklile umsetzen kann.
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Uberraschenderweise lieR sich FaEO anhand der biochemischen Ergebnisse nicht klar in
eines der in der Literatur beschriebenen Schemata von NAD(P)H-abhangigen
Chinonoxidoreduktasen einordnen.

Des Weiteren stellt das Chinon PQ nicht das in der Erdbeere vorkommende Substrat der
mutmallichen NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktase dar. Da das Enzym in vivo die
Doppelbindung des Enons HMMF reduziert, wurde der Name FaEO (Fragaria ananassa
Enon Oxidoreduktase) dem der Chinonoxidoreduktase vorgezogen.

Die Charakteristika der Umsetzungen von PQ und der ungesattigten Hydroxyfuranone
unterschieden sich nicht nur in den katalytischen Effizienzen, sondern auch im pH-Optimum
und vor allem im Reaktionsmechanismus. Durch die Aufklarung der Stéchiometrie der
Reaktionen, die Identifizierung eventuell entstandener Produkte und die Probe auf Radikale
stellte sich heraus, dass FaEO abhangig vom zur Verfigung stehenden Substrat (Chinon
oder ungesattigtes Hydroxyfuranon) unterschiedliche Reaktionsmechanismen katalysieren
kann. So wird PQ Uber eine Ein-Elektronen-Ubertragung zum instabilen Semichinonradikal
umgesetzt, wahrend aus den ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanonen die gesattigten
Analoga (iber eine Zwei-Elektronen-Ubertragung gebildet werden.

Da auch in der Tomate HMMF, das Substrat der Enonoxidoreduktase, nachgewiesen
werden konnte, wurde in dieser Frucht nach einem ahnlichen Enzym wie FaEO gesucht.
SchlieBlich konnte dieses mit Hilfe einer Tomatenexpressionsdatenbank identifiziert werden
(71 % Ubereinstimmung auf Proteinebene). Die Klonierung, heterologe Expression und
biochemische Charakterisierung der LeEO (Lycopersicum esculentum Enonoxidoreduktase)
erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie bei FaEO und ergab, dass die Eigenschaften von
LeEO nur geringfiigig von denen von FaEO abwichen, z. B. durch ein etwas hdheres
pH-Optimum, eine hohere katalytische Effizienz gegenliber PQ und dem
Chloroplastentransitpeptid am N-terminalen Ende der Sequenz.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der vorliegenden Studie mit der
Entdeckung von HMMF als Intermediat und FaEQO als umsetzendes Enzym ein weiterer
wichtiger Schritt in der Aufklarung der Biosynthese von HDMF gelungen ist (Abb. A-1).
Lediglich die Transformation von D-Fructose-1,6-diphosphat zu HMMF, welche eine
Dephosphorylierung und Dehydratisierung beinhaltet, ist noch ungeklart. Gleichzeitig gelang
mit der Charakterisierung einer vermeintlichen NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktase
als Enon Oxidoreduktase, die Beschreibung eines Enzyms, das in der Lage ist,
substratabhangig zwei verschiedene Reaktionsmechanismen zu katalysieren. Ein
homologes Enzym LeEO konnte auch in Tomaten nachgewiesen und charakterisiert

werden.
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Abb. A-1: Postulierter Biosyntheseweg von HDMF in der Erdbeerfrucht (Roscher und
Mitarbeiter, 1998), erweitert durch die neu gewonnenen Erkenntnisse dieser
Arbeit (rot). HMMF entsteht aus D-Fructose-1,6-diphosphat Uber noch
unbekannte Mechanismen und wird durch FaEO unter Verbrauch von NAD(P)H zu
HDMF umgesetzt. FaOMT: F. ananassa O-Methyltransferase; FaGT: F. ananassa
Glycosyltransferase.
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SUMMARY

Previous studies have revealed that D-fructose-1,6-biphosphate plays a central role in the
biosynthesis of 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone (HDMF), one of the most important
flavor compounds in the strawberry. Furthermore, partially purified protein extracts from the
strawberry have been shown to build HDMF from D-fructose-1,6-biphosphate in the
presence of NADH. The enzymatic activity could be correlated with the presence of a single
polypeptide, which contained two peptide fragments that showed total identity with the
protein sequence of a putative quinone oxidoreductase (Fragaria ananassa quinone
oxidoreductase) that is ripening induced. Additionally, there were similarities in the
expression pattern, the amount of methionine, and the size.

In this study, the enzyme from strawberry and a similar enzyme from tomato were
heterologously expressed in E. coli, purified and biochemically characterized. We confirmed,
in vitro, that the heterologously expressed enzyme catalyzes the formation of HDMF from
D-fructose-1,6-biphosphate and NADH. In addition we determined the pH-optimum,
co-substrate dependencies, inactivation by heat, and the enantiomer selectivity of this
enzyme. During the characterization process, it became clear from the results of longer
reactions, that D-fructose-1,6-biphosphate was probably not the native substrate. Thus,
additional studies on the identification of the precursor of HDMF were initiated.

One option for this precursor was the compound 1-desoxy-2,3-hexodiulose-6-phosphat,
which is known to be the precursor of HDMF in yeasts. In this study, we were able to show
that it is not the precursor of HDMF in strawberries. To identify the true substrate of the
enzyme we synthesized the a, B-unsaturated 4-hydroxy-5-methyl-2-methylene-3(2H)-
furanone (HMMF). In the presence of NADH, the enzyme reduced the double bond of this
compound to form HDMF. The previously unknown compound, HMMF, was synthesized by
adding formaldehyde to 4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone (HMF). To proof the structure of
HMMF by NMR, its reactivity required its derivatisation as a thioether. This derivatisation
was also necessary to show that HMMF was indeed the precursor in vivo. The application of
3-mercapto-benzoic-acid (MBA) to strawberries at different ripening stages interrupted the
biosynthesis of HDMF because the precursor, HMMF, reacted with the thiol to form a
thioether. This thioether was detected in subsequent HPLC-MS-measurements. Additionally
the formation of thioether correlated with the ripening stage of the fruit, as do the formation
of HDMF, and the expression of the enzyme.

The proof of HMMF by this method was also successful in several other HDMF containing
fruits, like the pineapple and tomato. Additionally, we were able to show that, as expected,
D-glucose is transformed into HMMF during the biosynthesis of HDMF. The application of
6-"3C-D-glucose to strawberries that were later treated with MBA enabled us to confirm the

incorporation of the labelled sugar into the furanone part of the thioether.
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At first the gene FaQR (Fragaria ananassa quinone oxidoreductase) was classified as a
NAD(P)H-quinone oxidoreductase based on sequence-similarities with known QRs.
However, a substrate screening with several quinones revealed that the enzyme accepted
only 9,10-phenanthrenequinone (PQ), an artificial quinone, as a substrate. Other
0-quinones, p-quinones, a, B-unsaturated aldehydes, ketones, acids, amides, and flavones
were not accepted. Thus it was necessary to synthesize more substrates [such as
2-ethylidene-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone (EDHMF), 4-hydroxy-5-methyl-2-
propylidene-3(2H)-furanone  (HMPDF);  2-butylidene-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanone
(BDHMF)] with the same unsaturated double bond as HMMF, but with different substitutions.
These compounds were synthesized and characterized by HPLC-MS/MS-, GC-MS-, GC-O-
and HPLC-DAD-data for the first time in this study. Additionally, the enzymatically formed
products were only partially known, e.g. HDMF formed from HMMF and EHMF (2 (or 5)-
Ethyl-4-hydroxy-5 (or 2)-methyl-3(2H)-furanone) formed from EDHMF. These two
compounds are important flavor compounds in several foods. Consistent with this, the
related structures BDHMF, BHMF, HMPDF, and HMPF revealed similar odor activities.
Kinetic data was obtained for EDHMF, HMPDF, BDHMF, and PQ. Due to its high reactivity
we were not able to gain kinetic data for HMMF.

This study shows that the enzyme reduces the a, B-unsaturated double bond in those
compounds that also have at least one hydrogen atom in the B-position and no second
double bond in the trans position. Other double bonds or oxygen nearby doesn’t interfere
with the activity. The lack of enzymatic activity with benzil as the substrate shows that FaEO
accepts only planar molecules.

Surprisingly, it was not possible to clearly classify the enzyme based solely on biochemical
studies. Since we have shown in vivo that HMMF and not PQ is the substrate, we prefer the
name FaEO (Fragaria ananassa enone oxidoreductase) to quinone oxidoreductase. This we
appropriate, because the two reactions differ not only in their catalytic efficiencies, but also
in their optimal pH and reaction mechanism. Using measurements of the stochiometry of
radicals and products, we were able to confirm that the reaction mechanism of FaEO
depends on whether the available substrate is an unsaturated hydroxyfuranone or a
quinone. PQ is transformed into its unstable semiquinone-radical by a one-electron-
reduction, whereas, when the unsaturated hydroxyfuranones are available, FaEO catalyzes
a two-electron-reduction and forms the saturated compounds.

Since we could detect HMMF in tomato fruit, it wasn’t surprising that we also found a
sequence similar to FaEO in a tomato expression database. The protein was heterologously
expressed and the enzyme, LeEO (Lycopersicum exculentum enone oxidoreductase),
showed similar characteristics as FaEO. The optimal pH and the catalytic performance were

slightly higher, and there was a transit peptide at the N-terminus of the sequence.
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In this study, by discovering HMMF, the precursor, and FaEOQO, the responsible enzyme we
have uncovered another important step in the biosynthesis of HDMF (Fig. A-2). Now only the
transformation of D-Fructose-1,6-biphosphate to HMMF, which includes a dephosphorylation
and a dehydration, remains unknown. Finally, we were able to characterize FaEO as an
enzyme able to carry out two different reaction mechanisms depending on the available
substrate. The characterization of LeEO, a homologous enzyme from the tomato, confirms

these results.
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Fig. A-2: Postulated biosynthetic pathway of HDMF in strawberry (Roscher et al. 1998)

combined with the results of the present study (red); HMMF is built from

D-fructose-1,6-biphosphate through unknown mechanisms, and is transformed into
HDMF by FaEO in the presence of NADH. FaOMT: F. ananassa O-methyltransferase;

FaGT: F. ananassa glycosyltransferase.
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B KENNTNISSTAND

1 DIE ERDBEERE

Die Erdbeere gehort zur Familie der Rosengewachse (Rosaceae) und ist botanisch gesehen
eine Sammelnussfrucht und keine Beere, wie es der Name vermuten lasst. Mit der
Kultivierung von Walderdbeeren, Fragaria vesca, wurde vor ca. 2000 Jahren begonnen.
Betrachtet man im Vergleich dazu die Anfange der Getreidedomestizierung liegen gut 8000
Jahre dazwischen. Vermutlich ist die einfache Zuganglichkeit neben der leichten
Verderblichkeit der Walderdbeeren ein Grund fir den spaten Beginn des kultivierten
Anbaus. Erst im Mittelalter wurde damit begonnen Wald- und Zimterdbeeren (Fragaria
moschata) in europaischen Garten anzubauen (Hancock, 1999).

Zu einer weltweit vermarkteten Frucht entwickelte sich die Erdbeere in den letzten 250
Jahren. Ein wichtiger Einschnitt war die Entdeckung der ,neuen Welt*, die eine ganze Reihe
an neuartigen Pflanzen nach Europa brachte. Unter ihnen befand sich auch die
amerikanische Erdbeere F. virginiana. Diese wurde besonders aufgrund ihrer grélReren
Frichte, deren scharlachroten Farbung und Robustheit den Walderdbeeren, die bis heute
nur fingernagelgro® wachsen, vorgezogen. Der eigentliche Durchbruch im kommerziellen
Anbau gelang durch die Kreuzung der amerikanischen mit der sehr grofRfruchtigen
chilenischen Erdbeere (F. chiloensis). So entstand in der Mitte des 18. Jahrhunderts aus
den Bliten der Chile-Erdbeere, die mit Pollen der amerikanischen Scharlacherdbeere
bestaubt worden war, die oktaploide Hybridform der F. ananassa (Hancock, 1999). Diese Art
vereinigt mit ihren grofRen, roten und robusten Frichten die positiven Eigenschaften der
Eltern und bestimmt bis heute den Markt. Heutzutage ist sie nach dem Apfel das beliebteste
Obst in Deutschland mit einem pro Kopf Verbrauch von 2,8 kg pro Jahr, Tendenz steigend
(Stuttgarter Zeitung, 02.05.2006).

1.1 BOTANISCHE SICHT

Botanisch gesehen versteht man unter dem allgemein als ,Erdbeerfrucht® beschriebenem
Pflanzenteil der Erdbeere den aufgedunsenen, fleischigen Blutenboden. Die dem
Blitenboden aufsitzenden Achanen, auch Nusschen genannt, stellen die eigentlichen
Fruchte dar und bilden zusammen eine Sammelnussfrucht. Der reife Blutenboden gliedert
sich in den weil3lichen Kortex, die durch Anthocyane rot gefarbte Rinde und die der Rinde
aufliegende Epidermis. Die auen aufsitzenden Achanen werden Uber Leitblndel, die auch
Kortex von Rinde trennen, mit Nahrstoffen versorgt (Abb. B-1, Hancock 1999).

Neben der in Europa heimischen diploiden Walderdbeere, F. vesca, spielt heutzutage
besonders die octaploide F. ananassa eine wichtige Rolle. Diese unterscheidet sich von der
wilden Form nicht nur durch die Polyploidie sondern auch durch die daraus resultierenden

groflieren Frichte und das Aroma- und Geschmacksprofil.
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Abb. B-1: Aufbau der Erdbeerbliite und der Erdbeerfrucht (nach Hancock, 1999; Bild der
Bliite aus Watson und Dallwitz, 1992).
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1.2 FRUCHTREIFUNG

Nicht nur visuell ist die Fruchtreifung der Erdbeere ein spektakularer Prozess, auch die
molekularbiologisch und biochemisch ablaufenden Prozesse sind beeindruckend, wenn
auch bei Weitem nicht so gut untersucht.

Besonders fur die Ernte und den Handel ist die Einteilung von Friichten in klimakterisch oder
nicht-klimakterisch wichtig, da hiervon der Erntezeitpunkt und die Transportdauer abhangig
sind. Klimakterische Frichte, wie z. B. die Banane, besitzen die Fahigkeit nach der Ernte
nachzureifen und kénnen demzufolge im grinen Zustand geerntet werden. Nicht-
klimakterische Frichte weisen diese Eigenschaft nicht auf. Da keine Produktion von Ethylen
und auch keine erhoéhte Respiration wahrend der Reifung, die typischen Merkmale
klimakterischer Friichte, nachweisbar sind, wird die Erdbeere zu den nicht-klimakterischen
Frichten gezahlt (Manning, 1994).

Durch die Studie von Given und Mitarbeiter (1988) wurde gezeigt, dass primar das
Pflanzenhormon Auxin (Indolessigsaure) die Reifung reguliert. Gibberelline, Cytokinine und
Abscisinsaure scheinen einen geringen Einfluss auf das Fruchtwachstum zu haben
(Manning, 1994; Perkins-Veazie, 1995). Auxin wird in den Nisschen gebildet und entgegen
dem Nahrstoffstrom durch die Leitblindel zu den Blitenstangeln transportiert
(Perkins-Veazie, 1995). Erst wenn die Menge an Auxin im Blitenboden unter einen
Schwellenwert fallt, beginnt dessen Reifung (Given und Mitarbeiter, 1988). Generell |asst
sich die Reifung der Erdbeere in zwei nacheinander ablaufende Prozesse einteilen, die
Reifung der Achanen und das anschlieBende Anschwellen des Blitenbodens.

Die Achanen beginnen direkt nach der Bestaubung zu reifen. In dieser Zeit flielt der
Hauptstrom der Metabolite in die Embryos. Gleichzeitig startet der Blitenboden nach der

Blute sich durch Zellteilung zu vergréRern. Es entsteht ein festes Gewebe, mit dicken
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Zellwanden und eng stehenden Zellen. Wahrend der Reifung der Achanen ist die ganze
Aktivitat der Pflanze auf die Zellteilung und Zellwandverstarkung eingestellt. Etwa sieben
Tage nach dem Fall der Blitenblatter haben die Achanen ihre Reife erreicht, die Zellteilung
wird gestoppt und das Wachstum des Blitenbodens durch die VergroRerung der Zellen
beginnt (Perkins-Veazie, 1995). Durch die Einlagerung von grofien Mengen an Anthocyanen
in die Vakuole und den gleichzeitigen Abbau der Chloroplasten entsteht der schén zu
beobachtende Farbumschlag der Frucht. Der Abbau von Mittellamellen verursacht die
Bildung von Interzellularen im Kortex und in der Rinde - die Frucht wird weich (Hancock,
1999; Perkins-Veazie, 1995).

Biochemisch steht die Reifung der Erdbeerfrucht, wie auch bei anderen Friichten, ganz im
Zeichen der Bildung und Akkumulation von Sekundarmetaboliten. Der Metabolismus wird
zum Katabolismus, es entstehen Farb-, Geruchs- und Geschmackstoffe und die Textur
verliert an Harte. Sekundarstoffe kbnnen aus den Hauptinhaltsstoffen der verschiedenen
Biosynthesewege durch enzymatische oder nicht-enzymatische Reaktionen hervorgehen
(Schreier und Mosandl, 1985). Die Textur der Frucht verandert sich dahingehend, dass
durch die Aktivitat von Cellulasen und Pektinmethylesterasen Hemicellulosen und Pektine
freigesetzt werden. Auch durch Expansine, welche flr die Zellausdehnung verantwortlich
sind, wird das Gewebe weicher (Hancock, 1999). Die rote Farbe entsteht durch die
Akkumulation von Anthocyanen, hauptsachlich Pelargonidin- und Cyanidin-3-glucosid. Aus
den Metaboliten des Lipid-, Terpen-, Aminosaure- oder Phenylpropanstoffwechsels resultiert
die Bildung von Aromastoffen. Diese ist deshalb so interessant, da das Aroma neben der
Textur den wichtigsten Faktor der Fruchtqualitat darstellt. Das Aroma ist eine Komposition
aus flichtigen Stoffen, wohingegen die SiRe und Saure der Frichte aus Zuckern und
Fruchtsauren resultieren. Oft bestimmen schon wenige Spuren eines Aromastoffes oder das
Fehlen eines anderen die aromatischen Eigenschaften der Erdbeere stark mit. Die
verschiedenen Verhaltnisse der Aromastoffe in den einzelnen Sorten fungieren wie ein
Fingerabdruck, obwohl nur wenige der Aromastoffe tatsachlich dazu beitragen. Dass
Aromastoffe erst wahrend der Reifung gebildet werden, wurde durch diverse Studien
bestatigt (Azodanlou und Mitarbeiter, 2004; Ménager, 2004; Pérez und Mitarbeiter, 1992,
1996; Aharoni und Mitarbeiter, 2004).
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1.3 AROMASTOFFE

Hunderte verschiedene flichtige Verbindungen wurden bereits in der Erdbeerfrucht
identifiziert, wobei die Methyl- und Ethylester der Butan- und Hexansaure, sowie 4-Hydroxy
-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF), sein Methoxyderivat (2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)
-furanon, DMMF) und (Z)-3-Hexenal fur die wichtigsten gehalten werden (Larsen und Poll,
1992; Larsen und Mitarbeiter, 1992; Pérez und Mitarbeiter, 1992). Einen Uberblick Uber

einige das Aroma der Erdbeere bestimmenden Verbindungen gibt Tabelle B-1.

Tabelle B-1: Fur das Aroma von Erdbeeren (Senga Sengana) reprasentative Verbindungen

und die zugehorigen Aromawerte (Larsen und Poll, 1992).

Aromawert Verbindung Geruchseigenschaften Chemische Struktur
453000 Ethylbutanoat Fruchtig, suf} Ester
4700 Ethylhexanoat Fruchtig Ester
1170 HDMF Karamell, sifi Furanon
614 Methylbutanoat Fruchtig, Kése Ester
410 Linalool Blumig, Zitrus Terpen
166 2-Heptanon Kase Keton
122 Methylbutansaure Fruchtig Carbonsaure
31 2-Pentanon Losungsmittel Keton
25 2E-Hexenal Griin, Mandel Aldehyd
19 y-Dekalacton Pfirsich Lacton
11 DMMF Brotkruste Furanon
3 Hexanal Grilin, sauer Aldehyd

Obwohl die Anzahl der aromawirksamen Verbindungen in der Erdbeerfrucht so hoch ist,
tragen doch bei weitem nicht alle gleich zum Aroma bei. Das liegt vor allem an den
verschiedenen Aromaschwellenwerten und Konzentrationen, in denen die Substanzen in der
Frucht vorliegen. Um herauszufinden welche Verbindung das Aroma mitgestaltet, wurden
Aromawerte bestimmt. Diese Werte sind definiert als Quotient der Konzentration einer
Substanz in einem Lebensmittel und seinem Geruchsschwellenwert (Belitz und Grosch,
1992). Somit ist es mdglich die Geruchswirksamkeit verschiedener flichtiger Komponenten
in einem Lebensmittel zu vergleichen. Per Definition tragt eine Substanz dann zum Aroma
bei, wenn ihr Aromawert grof3er als 1 ist.

Eine weitere Mdglichkeit die Beteiligung einer Verbindung am Aroma eines Lebensmittels

festzustellen ist die Aroma-Extrakt-Verdinnungsanalyse. Diese beruht auf der
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gaschromatographischen Auftrennung eines Aromaextraktes mit angeschlossener
Olfaktometrie. Der Aromaextrakt wird sukzessive mit Losungsmittel verdiinnt, mittels GC in
die Bestandteile aufgetrennt und Uberprift bis zu welchen Verdinnungen diese noch
olfaktometrisch nachweisbar sind. Auf diesem Weg wird ein so genannter
Flavour-Dilution-(FD)-Faktor bestimmt, definiert als die Verdinnung bei der eine Verbindung
noch erkennbar ist. Mit dessen Hilfe konnen Aussagen Uber die Aromawirksamkeit einer
Verbindung getroffen werden. Je hdher der FD-Faktor, umso gréRer ist auch die
Aromawirksamkeit.

Hirvi und Honkanen (1982) bestimmten die hdchsten Aromawerte fur Ethylhexanoat,
Ethylbutanoat, 3Z-Hexenal und DMMF in drei verschiedenen Erdbeersorten (Annelie, Alaska
Pioneer, Senga Sengana). In der Walderdbeere hingegen verhielt es sich anders, denn dort
hatten die Verbindungen Ethylbutanoat, DMMF, Methylanthranilat und Myrtenol den gréften
Einfluss auf das Aroma. Larsen und Poll (1992) untersuchten Frichte der Sorte Senga
Sengana und erhielten den hdchsten Aromawert fur Ethylbutanoat, gefolgt von
Ethylhexanoat und HDMF (Tabelle B-1). In der nachfolgenden Studie von Larsen und
Mitarbeiter (1992), die an weiteren finf verschiedenen Erdbeerkultivaren (Elsanta, Elvira,
Dania, Bogota und Pandora) durchgefihrt wurde, stellte sich heraus, dass es
sortenspezifische und allgemein wichtige Aromakomponenten gibt. Zu ersteren gehéren
Ethylbutanoat, Methylbutanoat, y-Dekalacton und 2-Heptanon, letztere werden vertreten
durch HDMF, Linalool und Ethylhexanoat.

Schieberle und Hofmann bestimmten 1997 in einer unbekannten spanischen Erdbeersorte
die hochsten FD-Faktoren fir HDMF, (Z)-3-Hexenal, Methylbutanoat, Ethylbutanoat, und
Ethyl-2-methylpropanoat. Eine Studie mit Modellerdbeersaft aus den zwolf wichtigsten
Aromastoffen ergab, dass das Fehlen von HDMF, (Z)-3-Hexenal oder Methylbutanoat in der
Mischung den groften negativen Einfluss auf die Aromaqualitdt hat (Schieberle und
Hofmann, 1997).

Eine so genannte ,character impact compound® (Jennings und Mitarbeiter, 1964) konnte
nicht identifiziert werden. Verschiedene Arbeitsgruppen kommen selbst bei der
Untersuchung der selben Erdbeersorte zu unterschiedlichen Einstufungen der Bedeutung
der Aromastoffe. Gerade im Fall von HDMF und DMMF koénnte das jedoch auch an
ungunstig gewahlten Extraktions- und Nachweismethoden liegen (Kap. B-2.3.3).

Dennoch kann in Ubereinstimmung mit fast allen Studien festgestellt werden, dass HDMF,
fir kultivierte Erdbeeren, und DMMF, fir Walderdbeeren, besondere Rollen bei der Qualitat

des Aromas spielen.
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2  4-HYDROXY-3(2H)-FURANONE

2.1 4-HYDROXY-2,5-DIMETHYL-3(2H)-FURANON (HDMF) UND DERIVATE
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF, Furaneol®) gehdrt aufgrund seines niedrigen
Geruchsschwellenwertes und dem angenehmen Geruchseindruck zu den wichtigsten
Vertretern der 4-Hydroxy-3(2H)-furanone. Hodge und Mitarbeitern gelang es 1963 zum
ersten Mal HDMF durch die Umsetzung von Rhamnose mit Piperidinacetat darzustellen.
Aufgrund fehlender spektroskopischer Daten lieferten erst die kurz aufeinander folgenden
Studien von Rodin und Mitarbeitern (1965) sowie Willhalm und Mitarbeitern (1965) den
eindeutigen Strukturbeweis. Die Arbeitsgruppe um Rodin isolierte das Ananasketon, wie
HDMF damals genannt wurde, aus frischem Ananassaft und identifizierte die Verbindung

durch NMR-, UV-, Infrarot- und Massenspektren.

H3C H3C CH3z HsC CH3z HsC

\ \ \ \ CHs

HO

OH o] OH
HDMF-B-b-glucopyranosid

o) 0]
HDMF-6’-O-malonyl-B-D-glucopyranosid
Abb. B-2: Strukturformeln der 4-Hydroxy-3(2H)-furanone; 4-Hydroxy-methyl-3(2H)-furanon
(HMF); 4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HDMF); 2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-
furanon (DMMF); 2 (oder 5)-Ethyl-4-hydroxy-5 (oder 2)-methyl-3(2H)-furanon (EHMF);
HMDF-B-D-glucopyranosid; HDMF-6’-O-malonyl-3-D-glucopyranosid.

Willhalm und Mitarbeiter (1965) bestatigten die von Rodin und Mitarbeitern (1965)
erhaltenen Daten nachdem sie die Synthese von Hodge und Mitarbeitern (1963) wiederholt
hatten. Der erste Nachweis von HDMF in der Erdbeere erfolgte 1969 (Sundt und Mitarbeiter,
1970) und 1976 wurde die Verbindung auch in der arktischen Moosbeere durch Kallio
nachgewiesen. Einige Jahre spater stellten sich auch Himbeeren (Honkanen und
Mitarbeiter, 1980) und Mangos (Pickenhagen und Mitarbeiter, 1981) als HDMF-haltige
Frichte heraus. SchlielBlich folgte die Bestatigung der Struktur in Tomaten (Buttery und
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Mitarbeiter, 1994) und in der Schlangenfrucht (Salacca zalacca (Gaert.) Voss) (Wijaya und
Mitarbeiter, 2005). Nicht nur HDMF, auch der Methylether (2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-
furanon, Mesifuran, DMMF) tragt in pflanzlichen Lebensmitteln wie z. B. der Walderdbeere
zum Aroma bei (Pyysalo und Mitarbeiter, 1979). HDMF-f-D-glucopyranosid und HDMF-6’-O-
malonyl-B-D-glucopyranosid stellen die gebundenen und somit stabilisierten Formen von
HDMF in verschiedenen Frichten dar (Mayerl und Mitarbeiter, 1989; Honkanen und
Mitarbeiter, 1994; Roscher und Mitarbeiter, 1997 b). Eine Beteiligung dieser Verbindungen
am Aroma ist bisher umstritten. HDMF und seine Derivate wurden in Pflanzen bisher nur in
Bluten und Frichten nachgewiesen (Schwab und Roscher, 1997).

Neben pflanzlichen Lebensmitteln sind auch prozessierte, z. B. thermisch behandelte,
Lebensmittel eine Quelle fur HDMF. Durch die schon von Hodge und Mitarbeitern 1963 zur
Darstellung von HDMF eingesetzte Maillard-Reaktion, die so genannte nicht-enzymatische
Braunung, entstehen aus reduzierenden Zuckern und Aminoverbindungen Uber einige
komplexe Reaktionsabfolgen viele verschiedene Aromastoffe, so genannte Rdéstaromen
(Kap. B-2.4). Zu diesen gehort auch HDMF weshalb es u. a. in Brot (Schieberle und Grosch,
1994), Popcorn (Schieberle, 1991) und Kaffee (Blank und Mitarbeiter, 1992) nachgewiesen
werden konnte. Eine weitere Quelle fur HDMF sind fermentative Prozesse wie sie bei der
Kase-, SojasofRen- und Miso-Herstellung eingesetzt werden. Auch in diesen Lebensmitteln
tragt HDMF zum Aroma bei (Preininger und Grosch, 1994; Milo und Reineccius, 1997;
Nunomura und Mitarbeiter, 1976). Sogar in Insekten konnten HDMF und HMF
nachgewiesen werden, namlich im mannlichen Sexualhormon der Schabe Euricotis
floridana (Farine und Mitarbeiter, 1994).

Der Nachweis von Hydroxyfuranonen in Lebensmitteln ist keine triviale Aufgabe. Zum Einen
kann HDMF z. B. wahrend der Wasserdampfdestillation (Pickenhagen und Mitarbeiter,
1981; Larsen und Mitarbeiter, 1992) oder bei der Analytik mittels GC-MS leicht oxidieren,
und verschwindet somit wahrend der Aufarbeitung aus der Liste der Aromakomponenten.
Zum Anderen kann man durch falsche Aufarbeitungsmethoden, besonders durch
Hitzeeinwirkung, Hydroxyfuranone durch die Maillard-Reaktion erzeugen. Dies kann auch
ein Grund dafur sein, warum HDMF von verschiedenen Arbeitsgruppen in den gleichen
Lebensmitteln in unterschiedlichen Mengen detektiert wurde.

Heutzutage wird der Hauptteil des verwendeten HDMF (ber die von Re und Mitarbeitern
(1973) beschriebenen Reaktionsschritte aus einem Hex-3-in-2,5-diol synthetisch gewonnen.
Die Arbeitsgruppe um Newman (2004) hatte sich die Erarbeitung einer einfacheren und
billigeren Methode zur Darstellung der Feinchemikalie zum Ziel gesetzt und konnte
schlieBlich eine chemisch-enzymatische Methode beschreiben. Diese beinhaltet im ersten
Schritt die enzymatische Umsetzung von p-Xylen zum Z-Cyclohexadiendiol durch eine

Dioxygenase. Anschliefsend wird Uber eine Ring6ffnung durch Ozonolyse HDMF dargestellt.
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2.2 2 (ODER 5)-ETHYL-4-HYDROXY-5 (ODER 2)-METHYL-3(2H)-FURANON (EHMF)

2 (oder 5)-Ethyl-4-hydroxy-5 (oder 2)-methyl-3(2H)-furanon (EHMF, Homofuraneol) wurde
1973 zum ersten Mal von der Arbeitsgruppe um Re durch Ozonolyse, Reduktion und
saurekatalysierte Cyclisierung von Hept-3-in-2,5-diol dargestellt. 1976 konnte die
Verbindung aus Sojasofe isoliert und in Folgestudien als ,character impact compound® des
fermentierten Lebensmittels charakterisiert werden (Nunomura und Mitarbeiter, 1976;
Sasaki und Mitarbeiter, 1991; Sasaki, 1996). Es wird angenommen, dass die zur
Fermentation eingesetzten Hefen fur die Biosynthese von EHMF verantwortlich sind. Als
Aromakomponente in Kaffee wurde EHMF im Jahr 1978, in Melone 1991 und in
Liebstéckel-Extrakt 1993 identifiziert (Huber, 1992; Blank und Schieberle, 1993). Eine
weitere mikrobielle Beteiligung an der Biosynthese von EHMF zeichnete sich durch die
Identifizierung der Verbindung im Aroma von Kéase ab (Preininger und Grosch, 1994; Milo
und Reineccius, 1997). 2004 folgte der Nachweis von EHMF in Himbeeren (Klesk und
Mitarbeiter, 2004). Die kirzeste Synthesemethode von EHMF wird von Givaudan eingesetzt
und basiert auf der Reaktion zwischen Pentennitrii und Ethyllaktat, gefolgt von einem
Oxidationsschritt mit Monoperoxisulfat (Huber, 1992). Erst seit 1998 wird EHMF industriell

vermarktet und in erster Linie zur Intensivierung von Fruchtaromen eingesetzt.

2.3 EIGENSCHAFTEN

2.3.1 Keto-Enol-Tautomerie und Chiralitat

Die Keto-Enol-Struktur der 4-Hydroxy-3(2H)-furanone flihrt zu vier Isomeren (Rodin und
Mitarbeiter, 1965), wobei allerdings bislang weder die Diketo- noch die Dienolstruktur isoliert
oder nachgewiesen wurden (Abb. B-3). Die Konstitutionsisomere von EHMF liegen in einem
Verhaltnis von 2:1 bzw. 3:1 (A:B) vor (Re und Mitarbeiter, 1973; Bruche und Mitarbeiter,
1995). Das reine Tautomer A von EHMF erhalt man durch Kristallisation der Substanz aus
Wasser. Sobald die Kristalle schmelzen, liegen wieder beide Tautomere vor (Huber, 1992).
Sowohl HDMF, als auch DMMF und EHMF besitzen ein asymmetrisches C-Atom an der
Position C-2 und gehoéren somit zur Gruppe der chiralen Verbindungen. Der Arbeitsgruppe
um Mosandl (1990) gelang es zum ersten Mal, die beiden Enantiomere von HDMF durch
HPLC-Analytik mit einer Saule, die mit einer chiralen Phase belegt war, zu separieren. Die
Keto-Enol-Tautomerie, die besonders gut im stark sauren, neutralen und basischen Milieu
ablauft, ist der Grund dafiir, dass weder HDMF noch DMMF oder EHMF mit einem fir
enzymatische Reaktionen typischen Enantiomeren-Uberschuss aus pflanzlichen Quellen
isoliert wurden (Raab und Mitarbeiter, 2003; Bruche und Mitarbeiter, 1991). Lediglich das
naturliche Vorkommen von diastereomeren HDMF-B-D-glucopyranosid im Verhaltnis 3:1

konnte von Mayerl und Mitarbeiter (1989) beobachtet werden.
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Abb. B-3: Tautomere Grenzstrukturen von 4-Hydroxy-3(2H)-furanonen; *Chiralitadtszentren.

Zum ersten Mal gelang der Nachweis einer enantioselektiven Biosynthese von HDMF in
Inkubationsexperimenten mit Erdbeerproteinextrakt und in Umsetzungsexperimenten mit der
Hefe  Zygosaccharomyces rouxii durch die Anwendung der Chiralphasen-
Kapillarzonenelektrophorese (Raab und Mitarbeiter, 2003). Diese Methode wird
Ublicherweise flir die Enantiomeren-Analytik von Pharmazeutika verwendet. Die erhaltenen
Ergebnisse weisen stark darauf hin, dass die an der Biosynthese von HDMF beteiligten
Enzyme in der Erdbeere und in Hefen zunachst ein Enantiomer bevorzugt bilden. Der
Uberschuss geht dann allerdings durch die Keto-Enol-Tautomerie sehr schnell verloren und
kann so nicht mehr nachgewiesen werden. Eine Herkunftsbestimmung Uber das
Enantiomerenverhaltnis ist bei diesen Verbindungen somit nicht méglich (Bruche und
Mitarbeiter, 1995).

2.3.2 Sensorik

Bruche und Mitarbeiter (1995) bestimmten durch GC-Olfaktometrie-Analysen die
Aromaeindricke von HDMF als Karamell-dhnlich, malzig und suR, wohingegen in
verdinnter Form eine Erdbeer- und Ananasnote die Oberhand gewinnt. DMMF wurde als
suf®, wuirzig und Sherry-ahnlich beschrieben. EHMF besitzt einen weniger sufRen
Aromaeindruck, nach Pfeifentabak und gerdsteter Mandel. Diese angenehmen
Aromaeindriicke der 4-Hydroxy-3(2H)-furanone resultieren aus ihrer planaren
Oxo-Carbonyl-Struktur und der Fahigkeit Wasserstoffbriicken zu bilden (Ohloff, 1990). Die

Substitution oder Entfernung der Enolgruppe fiihrt zum Verlust der Aromaeigenschaften.
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Die Geruchseigenschaften der verschiedenen Isomere unterscheiden sich stark. So zeigt
das eine der beiden Enantiomere des HDMF intensiv die oben beschriebenen
Aromaqualitaten, wohingegen das andere fast geruchlos ist. Gleiches gilt bei DMMF. EHMF
liegt in vier Konstitutionsisomeren vor und nur eines davon, welches 12,5 % der gesamten
EHMF-Menge ausmacht, besitzt die beschriebene Aromaaktivitdt (Bruche und Mitarbeiter,
1995).

Die verdffentlichten Geruchsschwellenwerte fur HDMF liegen in einem Bereich von 0,5 bis
1,5 ng/L in Luft (Blank und Mitarbeiter, 1992, 1993) und von 0,03 bis 60 ug/kg in Wasser
(Buttery und Mitarbeiter, 1994; Honkanen und Mitarbeiter, 1980). EHMF wurde mit Werten
von 0,1-0,2 ng/L in Luft (Blank und Mitarbeiter, 1993) und 40 pg/kg in Wasser (Ohloff, 1978)
beschrieben. Im selben Bereich liegen die Werte fur DMMF (10 pg/kg, Hirvi und Honkanen
1982) wohingegen HMF mit 23 mg/kg (Ohloff, 1978) in Wasser einen weitaus hdheren

Geruchsschwellenwert besitzt.

2.3.3 Wichtige physikalische Eigenschaften und Stabilitat

HDMF ist ebenso wie die anderen 4-Hydroxy-3(2H)-furanone sehr gut wasserldslich und
reagiert aufgrund seiner phenol-dhnlichen Struktur schwach sauer. Eine 2 %ige wassrige
Lésung von HDMF weist einen pH-Wert von 2,8 auf (Buttery und Mitarbeiter, 1995). Somit
ist HDMF schwacher als Essigsaure jedoch starker als Phenol einzustufen. HDMF ist
gegeniber Luftsauerstoff sehr empfindlich. Schon innerhalb weniger Tage schmilzt die
vorher kristalline Substanz und der sensorische Eindruck verandert sich aufgrund von
Oxidationsreaktionen (Hodge und Mitarbeiter, 1963; Henry und Silverstein, 1966). Allerdings
lasst sich die Lagerzeit durch eine Stickstoffatmosphare und niedrige Temperaturen
verlangern (Henry und Silverstein, 1966). In wassrigen Losungen ist die Halbwertszeit im
sauren pH-Bereich um einige Faktoren hoher als in neutralen Lésungen (Hirvi und
Mitarbeiter, 1980). Die geringe Stabilitat von HDMF hat zur Folge, dass bei den ersten
beschriebenen gaschromatographischen Untersuchungen HDMF nur in niedrigen Mengen
nachgewiesen wurde. Hohe Temperaturen und aktive Seitengruppen der GC-Trennphasen
hatten noch vor der Detektion eine Zersetzung zur Folge. Der Einsatz von ,fused-silica“
Kapillarsaulen brachte schlieBlich zuverlassigere Ergebnisse (Blank und Mitarbeiter, 1970;
Schwab und Roscher, 1997).

EHMF ist eine klare, gelbliche Flissigkeit und wird Ublicherweise als Reinsubstanz (99 %)
oder 20 %ige Losung in Propylenglycol eingesetzt. Wie HDMF wird EHMF am Besten
dunkel, unter 0 °C und in Stickstoffatmosphére gelagert. Altere Proben bekommen einen
essigsauren sensorischen Eindruck. Auch die Stabilitdt in Wasser geht mit der von HDMF
einher (Huber, 1992). Aufgrund der enolischen Struktur sind EHMF und HDMF Ziel von
elektrophilen Angriffen, weshalb sie z. B. mit Aldehyden reagieren (Huber, 1992).
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2.3.4 Physiologische Eigenschaften

Erdbeerextrakte haben ein hdheres antioxidatives Potential als andere Fruchte. Zwar wird
diese Eigenschaft hauptsachlich durch die vorhandenen phenolischen Strukturen begriindet
(Meyers und Mitarbeiter, 2003), allerdings besitzen 4-Hydroxy-3(2H)-furanone aufgrund der
Keto-Enol-Tautomerie auch phenolische Eigenschaften. Dies konnte der Grund sein, warum
HDMF und EHMF als gute Antioxidantien, die Peroxylradikale abfangen koénnen,
beschrieben werden (Koga und Mitarbeiter, 1998). Sasaki und Mitarbeiter (1998) zeigten,
dass HMF, HDMF und EHMF in der Linse von Rattenaugen antioxidativ wirksam sind und
so gegen die Bildung von Katarakt helfen koénnen. Deshalb beschaftigt sich die
Kataraktforschung intensiv mit den Hydroxyfuranonen (Koga und Mitarbeiter, 1998).
Allerdings werden den Hydroxyfuranonen nicht nur positive Eigenschaften zugesprochen,
denn Li und Mitarbeiter (1998) zeigten, dass von HMF, HDMF und EHMF DNA-Bruche
induziert werden. Besonders in den asiatischen Teilen der Welt werden durch den Verzehr
von prozessierten und fermentierten Lebensmitteln wie SojasofRe und Shoyu groRe Mengen
an 4-Hydroxy-3(2H)-furanonen aufgenommen. Aus diesem Grund darf das genotoxische
Risiko dieser Verbindungen nicht vernachlassigt werden. Bisher sind jedoch zum
Metabolismus in Menschen nur wenige Daten vorhanden. Roscher und Mitarbeiter (1997 a)
zeigten, dass die orale Aufnahme von HDMF, DMMF und HDMF-B-D-glucopyranosid in

Form von Erdbeerfriichten zur Ausscheidung von HDMF-Glucuronid tber den Urin fihrt.
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2.4 BILDUNG VON 4-HYDROXY-3(2H)-FURANONEN IN DER MAILLARD-REAKTION

Das grundlegende Prinzip der komplexen Reaktionsabfolgen der nicht-enzymatischen
Braunung, die auch als Maillard-Reaktion bekannt ist, ist die Reaktion von Carbonyl- mit
Aminoverbindungen. In Lebensmitteln stehen hierzu vor allem Aminosauren, Amine, Peptide
und Proteine als Aminokomponenten zur Verfugung. Die Carbonylseite wird durch
reduzierende Zucker, Aldehyd- und Ketoverbindungen abgedeckt. Die Reaktionen fuhren zu
braunen Pigmenten, so genannten Melanoidinen, flichtigen Verbindungen, die vielfach
aromawirksam sind, Geschmacksstoffen, insbesondere Bitterstoffen, und Reduktonen,
Verbindungen mit stark reduzierenden Eigenschaften die zur Stabilisierung des
Lebensmittels beitragen kénnen (Belitz und Grosch, 1992). Demzufolge spielt wahrend der
Zubereitung von Lebensmitteln die Maillard-Reaktion eine gro3e Rolle bei der Entwicklung
von Farb-, Aroma- und Geschmacksstoffen. Die Maillard-Reaktion hat aber auch negative
Folgen, wie z. B. den Verlust von essentiellen Aminosauren und die Bildung mutagener und
karzinogener Substanzen (Belitz und Grosch, 1992). Zum besseren Verstandnis der
ablaufenden Reaktionsmechanismen wird die Maillard-Reaktion in Modellreaktionen
vereinfacht nachgestellt. So entsteht HDMF als Produkt der Reaktion von 6-Desoxyzuckern,
wie Rhamnose oder Fucose, mit Aminen oder Aminosauren (Hodge und Mitarbeiter, 1963).
Ausgehend von den stickstoffhaltigen Zwischenverbindungen, die mit der Stickstofffunktion
einen Katalysator im Molekil enthalten (Abb. B-4), verlaufen diese Reaktionen unter viel
milderen Bedingungen, wie sie auch bei vielen Lebensmitteln gegeben sind, als die von
Schieberle (1992) beschriebene direkte Bildung aus Hexosen oder Hexosephosphaten liber
Acetylformoin beim Backprozess in Brot (Abb. B-5). Zunachst findet die Bildung von
Glykosylaminen statt, aus denen durch Wasserabspaltung die entsprechenden
Amadoriprodukte entstehen. Diese werden zum 1-Desoxyoson abgebaut, welches als
reaktive a-Dicarbonylverbindung viele verschiedene Folgeprodukte liefern kann (Abb. B-4)
(Scarpellino und Soukup, 1993; Belitz und Grosch, 1992; Schwab und Roscher, 1997).
Blank und Fay (1996) beschrieben auch die Bildung von HDMF aus einer Pentose durch die
Addition eines C1-Korpers in Form eines Streckeraldehyds. Die thermische Bildung von
EHMF ist bisher wenig erforscht (Blank und Fay, 1996). Schieberle (1992) fand heraus, dass
auch Zuckerphosphate potente Vorlaufer von HDMF in Maillard-Reaktionen darstellen. Hier
spielt D-Fructose-1,6-diphosphat eine besondere Rolle. Die Phosphatgruppen sind gute
Abgangsgruppen, was hohere Umsatzraten als bei nicht phosphorylierten Zuckern
verursacht. Schieberle (1992) postulierte als ersten Schritt nach einer 2,3-Enolisierung die
Abspaltung der Phosphatgruppe an C-1 und die Entstehung eines 1-Desoxyoson-6-
phosphates. Acetylformoin wird schlieBlich durch weitere Enolisierungsschritte und die
Abspaltung der zweiten Phosphatgruppe gebildet (Abb. B-5). Aus Acetylformoin kann HDMF
nur durch eine Reduktion entstehen, welche durch eine Disproportionierung oder durch

Reaktion mit reduzierenden Verbindungen, wie Ascorbinsaure, erfolgen kann.
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Abb. B-4: Postulierter Reaktionsweg fiir die Maillard-Reaktion ausgehend von
6-Desoxyhexosen, Pentosen bzw. Hexosen zur Bildung von HDMF, EHMF und
HMF; Ry, R>= Aryl, Alkyl (Schwab und Roscher, 1997; Blank und Fay, 1996).
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Abb. B-5: Hypothetischer Reaktionsweg (stark verkiirzt) ausgehend von D-Fructose-1,6-
diphosphat i{iber Acetylformoin (offenkettige und Ring-Form) zu HDMF;
(Schieberle, 1992).
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2.5 BIOSYNTHESE VON HDMF UND SEINEN DERIVATEN IN DER ERDBEERFRUCHT

Die Biosynthese von HDMF in Erdbeerfriichten ist seit 1992 Thema der Fachliteratur. Die
direkte Proportionalitdt des Gehaltes an HDMF zum Gehalt an Methylpentosen, wie
L-Rhamnose und L-Fucose, in Erdbeeren veranlasste Pisarnitskii und Mitarbeiter (1992)
anzunehmen, dass diese Verbindungen die Vorlaufer von HDMF in einer in der Erdbeere
ablaufenden Maillardreaktion darstellten.

Zabetakis und Mitarbeiter (1995, 1996a, 1996b) fihrten Metabolisierungsstudien mit
6-Desoxy-D-fructose in Erdbeerkalluskulturen durch und konnten anschlieBend eine
vermehrte Bildung an HDMF-B-D-glucopyranosid feststellen. Aus diesem Ergebnis wurden
zwei Biosynthesewege fur HDMF und sein Glucosid vorgeschlagen. Schlisselkomponente
in beiden Reaktionsfolgen ist, im Zusammenspiel mit Methylobakterien gebildetes,
D-Lactaldehyd welches mit Dihydroxyacetonphosphat eine aldolasekatalysierte Reaktion
eingeht und so 6-Desoxy-D-fructose-1-phosphat bildet. Der postulierte Weg zum D-Glucosid
lauft Uber die Verknipfung der dephosphorylierten Verbindung mit D-Glucose zu einem
D-Desoxyanalogon der Saccharose. Dieses wird anschlieBend durch nicht naher
beschriebene Reaktionen in das HDMF-B-D-glucopyranosid umgewandelt. HDMF soll
hingegen Uber einen anderen Mechanismus, namlich die Metabolisierung von
6-Desoxy-D-fructose-1-phosphat  durch eine  Phosphatdehydrogenase und eine
Alkoholdehydrogenase entstehen. Zabetakis und Mitarbeiter (1999) postulieren folglich zwei
unterschiedliche Biosynthesewege fir HDMF und sein Glucosid in Erdbeerkalluskulturen.
Aus der gleichen Arbeitsgruppe (Orruio und Mitarbeiter, 2001) stammen Untersuchungen
zu einer B-Glucosidase aus Erdbeerfrichten, die von den Autoren mit der Bildung von
HDMF aus seinem Glucopyranosid in Verbindung gebracht wird.

Die Studien von Hequet und Mitarbeitern (1996) in Hefekulturmedien zeigten, dass fur die
Biosynthese von HDMF in Hefen D-Fructose-1,6-diphosphat den besten Prekursor darstellt.
Diese wurde durch Studien von Roscher und Mitarbeiter (1997 b), die Untersuchungen zur
Aufklarung des Biosyntheseweges von HDMF in der Erdbeere durchfuhrten, bestatigt. Nach
Applikation radioaktiv markierter Verbindungen an Erdbeerfriichte konnte basierend auf den
unterschiedlichen Einbauraten von D-Glucose, D-Glucose-6-phosphat, D-Fructose und
D-Fructose-1,6-diphosphat (in ansteigender Reihenfolge) der in Abb. B-6 gezeigte
Biosyntheseweg von HDMF in der Erdbeerfrucht postuliert werden (Roscher und Mitarbeiter,
1998). Die von Schwab 1998 nachgewiesene vollstandige Inkorporation der Cs-Kette von
13C4-D-Fructose in HDMF untermauerte dieses Ergebnis. Zusatzlich konnte in keiner Studie
beobachtet werden, dass einer der von Zabetakis und Mitarbeitern (1997) oder Pisarnitskii
und Mitarbeitern (1992) postulierten Vorlaufer D-Lactaldehyd oder L-Rhamnose bzw.
L-Fucose in HDMF oder seine Derivate transformiert wurde. Durch die Quantifizierung von
HDMF, DMMF und HDMF-B-D-glucopyranosid wahrend verschiedener Reifestadien der
Erdbeerfrucht beschrieb die Arbeitsgruppe um Pérez (1996) zum ersten Mal HDMF als
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Vorlaufer seiner Derivate. Roscher und Mitarbeitern (1997 b) gelang es durch die
Applikation von radioaktiv markiertem S-Adenosyl-L-methionin (SAM) und HDMF an
Erdbeerfriichte und die anschlieRende Wiederfindung der Markierung in DMMF und
HDMF-B-D-glucopyranosid dieses Ergebnis zu bestatigen.

D-Glucose

i

D-Glucose-6-phosphat

U

D-Fructose-6-phosphat

Dihydroxyaceton

D-Fructose
Dihydroxyaceton-phosphat

» D-Fructose-1,6-diphosphat
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11

Pyruvat Dephosphorylierung
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iT Reduktion

Acetat
.
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/ H3C o CH3
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pog -

(o] OH
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furanon
HDMF

2,5-Dimethyl-4-methoxy-
3(2H)-furanon
DMMF

UDP-Glucose

UbP
HDMF-(- D-glucopyranosid

i

HDMF-6-O-malonyl-p-D-glucopyranosid

Abb. B-6: Postulierter Biosyntheseweg von HDMF und seinen Derivaten in der
Erdbeerfrucht (Roscher und Mitarbeiter, 1998); Fragaria ananassa

O-Methyltransferase (FaOMT); Fragaria ananassa Glycosyltransferase (FaGT).

Auch Wein und Mitarbeiter (2001) konnten keinen Einbau von stabil markierter
1-Desoxy-D-fructose und 6-Desoxyhexosen nachweisen, was die Biosynthese von HDMF in
Erdbeerfriichten von der Bildung in Erdbeerkalluskulturen, wie sie von Zabetakis und
Mitarbeitern (1996) beschrieben wird, unterscheidet. Im Jahre 2002 gelang es eine
O-Methyltransferase aus Erdbeeren (FaOMT), welche zuvor von Lavid und Mitarbeitern
(2002) in Erdbeerfrichten identifiziert werden konnte, heterolog zu exprimieren und so die
Entstehung von DMMF aus HDMF endgiiltig zu beweisen (Wein und Mitarbeiter, 2002).
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Abbildung B-6 fasst die Ergebnisse der Studien von Pérez und Mitarbeitern (1996, 1999),
Roscher und Mitarbeitern (1997 b, 1998), Schwab (1998) und Wein und Mitarbeitern (2001)

Zusammen.

2.6 BIOSYNTHESE VON EHMF DURCH HEFEN

Bisher wurde EHMF vor allem als Aromastoff in Sojasof3e und Miso beschrieben (Sasaki,
1996; Nunomura und Mitarbeiter 1976; Hayashida und Mitarbeiter, 1998). Von Sasaki und
Mitarbeitern (1991) ist gezeigt worden, dass EHMF von der zur Fermentation der
Lebensmittel eingesetzten Hefe Zygosaccharomyces rouxii synthetisiert wird. Durch die
Zugabe von potentiellen Vorlaufern von EHMF zu reinem Hefemedium konnten mit dem
Bariumsalz von D-Sedoheptulose-7-phosphat (15,26 ppm EHMF), D-Ribulose-5-phosphat
(28,90 ppm EHMF) und D-Xylulose-5-phosphat (44,34 ppm EHMF) die hchsten Mengen an
EHMF gebildet werden. Die Hefe bevorzugt somit phosphorylierte Kohlenhydrate als
Vorlauferverbindungen. Aus diesem Grund wird postuliert, dass die Biosynthese von EHMF
in Hefen eng mit dem Pentose-Phosphat-Zyklus verknlpft ist und Uber das aus den

Sojabohnen freigesetzte D-Xylulose-5-phosphat ablauft (Sasaki, 1996).
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3 NAD(P)H-ABHANGIGE CHINONOXIDOREDUKTASEN

Enzyme kénnen anhand der von ihnen katalysierten Reaktion in verschiedene, numerisch
geordnete Klassen eingeteilt werden. Die erste dieser sechs Enzymhauptklassen ist die der
Oxidoreduktasen. Diese Enzyme haben die Fahigkeit Redoxreaktionen meist mit Hilfe eines
Cosubstrates, wie NAD(P)H, zu katalysieren. Zu dieser Klasse gehoren auch die NAD(P)H-
abhangigen Chinonoxidoreduktasen. In Saugetieren wurde ein solches Enzym erstmals
unter dem Namen DT-Diaphorase (EC 1.6.99.2) von Ernster (1958) entdeckt. Cadenas
(1995) beschrieb die DT-Diaphorase als einzigartiges Enzym, weil sie unspezifisch
gegentber NADH und NADPH reagiert und ein breites Substratspektrum, von Chinonen
Uber Chinonimine bis hin zu aromatischen Nitroverbindungen, akzeptiert. Eine weitere fur
die Zelle wichtige Eigenschaft ist die von der DT-Diaphorase obligatorisch durchgefuhrte
Zwei-Elektronen-Ubertragung. Hierbei werden zwei einzelne Elektronen nacheinander auf
das Chinon und das intermediar entstehende Semichinonradikal Ubertragen (Abb. B-7).
Semichinonradikale sind jedoch auch in der Lage Elektronen an molekularen Sauerstoff
abzugeben, so dass Sauerstoffradikalanionen und wiederum Chinone entstehen. Diese
Sauerstoffspezies kdnnen fatale Schaden in der Zelle verursachen, was allgemein auch
unter oxidativem Stress bekannt ist. Im Fall der DT-Diaphorase kommt das reaktive und
selbst auch toxische Semichinonradikal nicht aus dem Enzym-Substrat-Komplex frei, und es
entstehen durch zwei nacheinander ablaufende Ein-Elektronen-Ubertragungen (lyanagi,
1987; Cadenas, 1995) direkt stabile Hydrochinone. Diese koénnen konjugiert und
ausgeschieden werden, weshalb die Aktivitat der DT-Diaphorase seit langem als
Entgiftungsvorgang gewertet wird. Cadenas (1995) steht dieser Aussage kritisch gegenuber,
da durch die Zwei-Elektronen-Ubertragung auf Nitroverbindungen Nitrosamine hervorgehen
und somit auch toxische Produkte durch die DT-Diaphorase entstehen. Obwohl in Pflanzen
bisher keine Enzyme mit Ahnlichkeiten zur Sequenz der DT-Diaphorase nachgewiesen
wurden, werden pflanzliche Chinonoxidoreduktasen dennoch gerne in die Klassen der
DT-Diaphorase-ahnlichen und die der -Crystallin-dhnlichen Enzyme eingeteilt.

Crystalline sind Strukturproteine der Augenlinse und wurden auch in Leber- und
Nierengewebe nachgewiesen (Rao und Mitarbeiter, 1992). Sie werden unterteilt in ubiquitar
in Wirbeltieren vorkommende (a-, B- und y-Crystallin) und in taxon-spezifische Crystalline.
Generell sind Crystalline fir die Struktur der Linse verantwortlich. Da in der Linse nur
begrenzt Mdglichkeiten der Reproduktion zur Verfligung stehen, werden besonders stabile
Konformationen bendtigt (Borras und Mitarbeiter, 1989). Interessant sind hierbei die taxon-
spezifischen Crystalline. Es wird angenommen, dass sie von anderen, am Metabolismus
beteiligten, Enzymklassen rekrutiert wurden und so die verschiedenen Eigenschaften dieser
Enzymklassen aufweisen. So besitzt z. B. A-Crystallin aus Hasen die Eigenschaften einer
Hydroxyacyl Coenzym A Dehydrogenase (Boérras und Mitarbeiter, 1989). Fir

Chinonoxidoreduktasen interessanter ist das aus Meerschweinchen isolierte {-Crystallin mit
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den Eigenschaften einer Alkoholdehydrogenase (ADH) (Rao und Mitarbeiter, 1997). Bérras
und Mitarbeiter (1989) vertiefen an diesem Enzym die ,Rekrutierungstheorie”, indem sie
behaupten, dass (-Crystallin alle fir die Linse wichtigen Eigenschaften der ADH
Ubernommen und gleichzeitig die nachteiligen Eigenschaften ausgeschaltet hat. Das Protein
weist u. a. die gleiche stabile Tertiarstruktur und Coenzymbindungsstelle auf. Dahingegen
besitzt {-Crystallin weniger Thiolgruppen als die ADH und auch die Bindungsstelle des
reaktiven Zn-Atoms wurde entfernt. Die Tatsache, dass Glycin die am haufigsten
konservierte Aminosaure in den beiden Sequenzen der Alkoholdehydrogenase und des (-
Crystallin ist, weist laut den Studien der Arbeitsgruppe um Bdrras darauf hin, dass es sich
hierbei um entfernt verwandte Enzyme handelt, die eine ahnliche Tertiarstruktur besitzen.
Das aus Meerschweinchen isolierte ¢-Crystallin (Rao und Mitarbeiter, 1992) enthalt keinen
Flavin-Cofaktor und ist ein Homotetramer. Es katalysiert bei chinoiden Substraten eine
Ein-Elektronen-Ubertragung und produziert somit im Gegensatz zur DT-Diaphorase die sehr
reaktiven Semichinonradikale, welche die Entstehung von Sauerstoffradikalanionen
verursachen kénnen. Dies hat zur Folge, dass die Aktivitat der ¢-Crystalline den oxidativen
Stress der Zelle erhéhen kann. Die Proteine aus Augenlinsen sollen aus diesem Grund
sogar eine Ursache fir die Bildung von grauem Star sein (Rao und Mitarbeiter, 1992).
Obwohl die in der Literatur beschriebenen Oxidoreduktasen teilweise vergleichbare
Reaktionen katalysieren, fallt die Zuordnung anhand von Sequenzahnlichkeiten recht
schwer. Oft stimmen lediglich die Sequenzen der Cofaktor-, Cosubstrat- oder
Metallbindungsstellen Uberein. Edwards und Mitarbeiter (1996) schlagen deshalb vor,
Verwandtschaften mit Hilfe der dreidimensionalen Strukturen durch so genanntes ,homology
modeling“ zu Uberprifen. Auf diese Weise gelingt es, die drei Enzymklassen
Alkoholdehydrogenase (ADH) aus Leber, Glucose Dehydrogenase (GDH) aus
Thermoplasma acidophilum und Chinonoxidoreduktase (QR) aus E. coli in der Familie der
,medium chain dehydrogenases/reductases” (mittelkettige Dehydrogenasen/Reduktasen,
MDR) zusammenzufassen. Diese Enzyme weisen wie (-Crystallin eine sehr ahnliche
dreidimensionale Struktur auf, unterscheiden sich allerdings stark in ihren Funktionen.

Die Familie der MDR kann anhand des Vorliegens einer Zink-Bindungstelle in
Dehydrogenasen, welche per Definition Zink gebunden haben, und Reduktasen, welche
ohne Metallionen aktiv sind, unterteilt werden (Edwards und Mitarbeiter, 1996).

Neben der Klassifizierung von Chinonoxidoreduktasen Uber die Gensequenzen werden
diese oft in C-Crystallin-dhnliche und DT-Diaphorase-ahnliche Enzyme eingeteilt. Dieser
Klassifizierung liegt hauptsachlich der unterschiedliche Reaktionsmechanismus, eine

Ein-Elektronen- oder eine Zwei-Elektronen-Ubertragung, zu Grunde.
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Abb. B-7: Reaktionsmechanismen von NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktasen nach
Maruyama und Mitarbeiter (2003) und Mano und Mitarbeiter (2000).
Ein-Elektronen-Reduktion des Chinons (1), Oxidation des Semichinonradikals und

Bildung von Superoxidradikalanionen (2), Disproportionierung von Semichinonradikalen

zum Hydrochinon und Chinon (3), Zwei-Elektronen-Reduktion des Chinons (4).

Deshalb wird die von Sparla und Mitarbeitern (1999) sequenzierte und heterolog exprimierte
erste pflanzliche Chinonoxidoreduktase aus Arabidopsis thaliana den
DT-Diaphorase-ahnlichen Enzymen zugeordnet. Dieses Enzym ist ein Homotetramer,
bendtigt den  Cofaktor Flavin-Mononucleotid  (FMN), und katalysiert eine
Zwei-Elektronen-Ubertragung Uber einen ,ping-pong“-Mechanismus. Eine in einer
Basidiomyceten-Art beschriebene Chinonoxidoreduktase zeigt ebenfalls das genannte
Reaktionsmuster und weist einen dimerischen Aufbau auf. Das native Protein enthalt FMN
und akzeptiert wie die DT-Diaphorase NADH und NADPH (Brock und Mitarbeiter, 1995).
Sequenzahnlichkeiten zur DT-Diaphorase in der Flavinbindungstelle wurden fir eine
Chinonoxidoreduktase aus der parasitischen Pflanze Triphysaria versicolor von Wrobel und
Mitarbeitern (2002) beschrieben. Auch dieses Enzym bevorzugt kein Cosubstrat. Oftmals
wird auch die Hemmung durch den Inhibitor Dicumarol als Kriterium beschrieben, da dieser
als spezifischer Inhibitor der DT-Diaphorase gehandelt wird. Allerdings beschreiben Winski
und Mitarbeiter (2001), dass Dicumarol kompetitiv gegen das Cosubstrat wirkt, in dem es
sich reversibel an dessen Bindungsstelle anlagert. Ein Nachteil sei aber, dass der
Hemmgrad stark abhangig vom umgesetzten Substrat sei. Dennoch wurde fiir viele
Chinonoxidoreduktasen ihr Verhalten in Gegenwart von Dicumarol getestet. So auch fir
eine aus Escherichia coli beschriebene I6sliche Chinonoxidoreduktase (Thorn und
Mitarbeiter, 1995). Dieses Enzym zeigt keinerlei Einfluss von Dicumarol auf seine Aktivitat.

Auch die Cofaktorverwendung, die Bevorzugung von NADPH gegeniiber NADH, passt nicht
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ins Schema der DT-Diaphorase. Lediglich der dimerische Aufbau und die Zwei-Elektronen-
Ubertragung bieten Ubereinstimmungen.

Eine Ein-Elektronen-Ubertragung wie vom -Crystallin wird von der in Staphylococcus
aureus beschriebenen multimeren Chinonoxidoreduktase, welche durch oxidativen Stress
induziert wird, katalysiert (Maruyama und Mitarbeiter, 2003). AuRerdem wird von diesem
Enzym NADPH bevorzugt verwendet und kein Flavin bendtigt. Ebenso als
C-Crystallin-dhnliches Enzym wird eine Chinonoxidoreduktase aus A. thaliana (Mano und
Mitarbeiter, 2000 a, b) gehandelt. Der Reaktionsmechanismus und das Substratspektrum
dieses dimeren Enzyms &hneln dem des (-Crystallins aus Meerschweinchen (Rao und
Mitarbeiter, 1992). Es stellt aber gleichzeitig das erste Enzym dieser Familie dar, das eine
Umsetzung von Azodicarbonylen katalysiert. Die Besonderheit ist, dass das hierfur
verwendete Substrat, Diamid, anders als die eingesetzten Chinone Uber eine Zwei-
Elektronen-Ubertragung reduziert wird. Ebenso beschrieben Dick und Mitarbeiter (2001;
2004a) ein Enzym aus Rattenleber, welches abhangig vom zur Verfigung stehenden
Substrat zwei verschiedene Reaktionen katalysieren kann. In diesem Fall ist das Enzym in
der Lage die Hydroxyfunktion in Leukotrien B4 zu oxidieren und a ,3-ungesattigte Aldehyde
oder Ketone zu reduzieren. Hierbei erfolgt nicht etwa die Reduktion der Carbonylgruppe
sondern der Doppelbindung. Auch Mano und Mitarbeiter (2002) konnten die Reduktion der
Doppelbindung von a, B-ungesattigten Aldehyden und Ketonen durch das Enzym aus
A. thaliana nachweisen. Diese Fahigkeit, in Abhangigkeit des zur Verfugung stehenden
Substrates, verschiedene Reaktionsmechanismen zu katalysieren, besitzt auch ein Enzym
aus der Familie der Aldo-Keto-Reduktasen (AKR). AKRs katalysieren die Reduktion einer
Carbonylgruppe zum entsprechenden Alkohol. Schlegel und Mitarbeiter (1998) verglichen
biochemisch eine native und eine im aktiven Zentrum veranderte AKR. Um den
Reaktionsmechanismus genauer studieren zu kdonnen, wurde eine Aminosaure aus der
katalytischen Tetrade, der mutmallliche S&ure-Base-Katalysator Tyr 55, mutiert. Das
veranderte Protein verlor die Eigenschaft die Reduktion des physiologischen Substrates (wie
z. B. Steroidhormone, Prostaglandine, Aldehyde aus biogenen Aminen, Monosaccharide) zu
katalysieren. Es war aber immer noch in der Lage, das nicht-physiologische Substrat PQ
umzusetzen. Schlegel und Mitarbeiter (1998) folgerten aus ihren Ergebnissen, dass die
Umsetzung von PQ und die Reduktion des physiologischen Substrates Uber zwei
verschiedene Reaktionsmechanismen ablaufen. Viele Mitglieder der Familie der AKR
kénnen neben den eigentlichen Substraten auch nicht-physiologische Substrate umsetzen
und es ist zu vermuten, dass auch hier zwei verschiedene Reaktionsmechanismen in
Abhangigkeit vom zur Verfigung stehenden Substrat katalysiert werden (Schlegel und
Mitarbeiter, 1998).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die auf dreidimensionalen

Strukturahnlichkeiten basierende Familie der ,medium chain dehydrogenases/reductases”
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Chinonoxidoreduktasen und C-Crystallin beinhaltet. Gleichzeitig werden
Chinonoxidoreduktasen anhand ihres Reaktionsmechanismus in DT-Diaphorase-ahnliche,
also Zwei-Elektronen-ibertragende, und C-Crystallin-ahnliche, Ein-Elektronen-tbertragende
Enzyme eingeteilt. Allerdings wurden in letzter Zeit auch Oxidoreduktasen beschrieben, die
abhangig von dem ihnen zur Verfiigung stehenden Substrat beide Mechanismen
katalysieren. Die Einteilung angesichts von Sequenzahnlichkeiten ist in dieser Familie

schwierig und nur aufgrund von Ubereinstimmungen in bestimmten Domanen méglich.
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4  AUFGABENSTELLUNG

Aus den Ergebnissen vorangegangener Studien zum Biosyntheseweg und Metabolismus
von HDMF (Pérez und Mitarbeiter, 1992, 1996; Roscher und Mitarbeiter, 1997 b, 1998;
Schwab, 1998) postulierten Roscher und Mitarbeiter 1998 den in Abbildung B-6 gezeigten
Biosyntheseweg von HDMF. Lavid und Mitarbeiter (2002) und Wein und Mitarbeiter (2001,
2002) konnten diesen durch ihre Ergebnisse bestatigen.

In Vorarbeiten gelang es, die Bildung von HDMF aus D-Fructose-1,6-diphosphat mit dem
Vorliegen eines bestimmten Proteins aus reifen Erdbeeren zu korrelieren (Raab, 2004).
Aufgrund der notwendigen chemischen Reaktionen, Dephosphorylierung, Dehydratisierung
und Reduktion, und der zur Umsetzung bendtigten Zeitspannen von bis zu 24 h wurde
angenommen, dass nicht nur ein enzymatischer Schritt ablauft. Vielmehr wurde postuliert,
dass in den in vitro Studien aus D-Fructose-1,6-diphosphat chemisch eine Zwischenstufe
entsteht, welche schlieldlich das enzymatische Substrat darstellt. Die Sequenzierung des
isolierten Proteins scheiterte zunachst aufgrund einer N-terminalen Blockierung. Auch die
Bromcyan-Spaltung brachte zu Beginn keine Ergebnisse, was darauf hindeutete, dass
neben dem Start-Methionin kein weiteres Methionin in der Proteinsequenz enthalten war.
Durch eine unspezifische saurekatalysierte Spaltung und die anschlieliende Sequenzierung
konnten schliellich Peptide dieses ca. 34 kDa grollen Enzyms erhalten werden (Raab,
2004).

Parallel zu diesen Experimenten sind Studien zu reifekorreliert exprimierten Genen in der
Erdbeerfrucht durchgefuhrt worden. Hierbei wurde eine cDNA, kodierend fir eine putative
Chinonoxidoreduktase (FaQR, AY158836), erhalten. Das korrespondierende Protein hatte
eine Grole von ca. 34 kDa, wies die sequenzierten Peptid-Bruchstlicke des isolierten
Enzyms auf und enthielt nur das Start-Methionin in der Proteinsequenz. Aufgrund dieser
Hinweise wurde angenommen, dass die klonierte cDNA das entsprechende Gen des
isolierten Enzyms darstellt (Raab und Mitarbeiter, 2006).

Ziel dieser Arbeit war es, nach heterologer Expression, durch die biochemische
Charakterisierung des rekombinanten Proteins zu zeigen, dass es sich hierbei um das
HDMF-bildende Enzym aus der Erdbeerfrucht handelt.

Parallel dazu sollte ein Gen bzw. Protein aus der Tomatenfrucht, welches aufgrund einer
Datenbankabfrage groBe Ahnlichkeit mit dem vermuteten HDMF-bildenden Gen bzw.
Enzym der Erdbeerfrucht aufwies, kloniert, heterolog exprimiert und funktionell
charakterisiert werden.

Im Laufe der Studien stellte sich heraus, dass es sich bei den putativen
Chinonoxidoreduktasen aus der Erdbeerfrucht (FaQR) und der Tomatenfrucht (LeQR)
korrekterweise um Enonoxidoreduktasen handelt, weshalb eine Umbenennung in FaEO

(identische Sequenz wie FaQR) und LeEO (identische Sequenz wie LeQR) erfolgte.
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C ERGEBNISSE UND DISKUSSION

1 HETEROLOGE EXPRESSION UND CHARAKTERISIERUNG EINER FRAGARIA ANANASSA
ENONOXIDOREDUKTASE (FAEQO) UND EINER L YCOPERSICUM ESCULENTUM
ENONOXIDOREDUKTASE (LEEO) ALS CHINONOXIDOREDUKTASEN

1.1 EXPRESSION UND AUFREINIGUNG VON FAEO

Zur heterologen Expression von FaEO wurde der Vektor pET 29a(+) (Novagen, San Diego,

USA) verwendet. Neben einer fiir einen SeTag™ kodierenden Sequenz am N-terminalen

enthalt dieser Vektor auch die kodierende Sequenz fiir einen HissTag™ am C-terminalen

Ende. Nach erfolgreicher Expression entsteht somit ein Fusionsprotein mit der Zielsequenz,

sowie His- und S-Tag. Diese bieten Moglichkeiten das Enzym mittels

Affinitdtschromatographie zu isolieren. Als Wirt diente der proteasedefiziente E. coli-Stamm

BL 21 (DE3) pLysS (Novagen, San Diego, USA). Im Gegensatz zu héheren Temperaturen

(30 °C, 37 °C) konnten bei einer Expressionstemperatur von 16 °C durch die verlangsamte

Proteinsynthese grofiere Mengen natives und funktionstiichtiges Proteins erhalten werden

(Lilie und Mitarbeiter, 1998). Als Kontrolle wurde eine E. coli-Kultur verwendet, die ebenso

den Vektor pET 29a (+) jedoch ohne die kodierende Sequenz fiir das Zielprotein enthielt.

Das Fusionsprotein ist mittels Affinititschromatographie aufgereinigt worden. Die Reinheit

des Proteins wurde durch die Auftrennung mittels SDS-PAGE mit anschlieliender

Coomassie-Farbung und die Identitat durch einen Western Blot tberpriift.

Wie in Abb. C-1-1 zu sehen, handelt es sich um ein Zielprotein mit dem Molekulargewicht

von ca. 35 kDa, wobei die sechs Histidinreste des His-Tags nur knapp 1 kDa davon

ausmachen. Trotz der Affinitdtschromatographie enthielt die Ldsung noch verschiedene
andere, bakterielle Proteine, auch wenn das Zielprotein die mit Abstand hdchste

Konzentration aufwies. Wie sich bei Substratstudien herausstellte, zeigen diese

Verunreinigungen, welche auch in der Kontrolle auftraten, Chinonoxidoreduktase-Aktivitat.

Es wird vermutet, dass es sich in diesem Fall um eine bakterielle Chinonoxidoreduktase

handelt, wie sie bereits mehrmals in E. coli beschrieben wurde (Lilley und Mitarbeiter, 1993;

Edwards und Mitarbeiter, 1994; Thorn und Mitarbeiter, 1995 und Hayashi und Mitarbeiter,

1996). Das von Edwards und Mitarbeiter (1994) beschriebene bakterielle Enzym weist eine

monomere Gréle von 35 kDa auf, liegt aber als Dimer vor. Auch die anderen Enzyme

haben ein Molekulargewicht welches grofRer als 50 kDa ist. Deshalb wurde zum weiteren

Reinigen von FaEO, das nativ als Monomer mit ca. 35 kDa vorliegt, die von Raab und

Mitarbeiter (2006) beschriecbene Methode der Ultrafiltration gewahlt. Zur Kontrolle der

Reinigungsschritte wurde eine Proteinfraktion aus einer E. coli-Kultur, welche mit dem

Jleeren” Vektor transformiert worden war (pET), mit der gleichen Methode gereinigt.
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Abb. C-1-1 SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung des Zielproteins (pET x FaQR, E1-E3) bzw.
der Kontrolle (pET, C1-C3); Reinigung mittels Affinitadtschromatographie (E1/C1),
konzentrierte Losung (E2/C2) sowie zusatzliche Reinigung durch Ultrafiltration (E3/C3)

und Molekulargewichtsmarker (M).

Mit Hilfe der Ultrafiltration konnten alle stérenden Proteine vollstandig entfernt und eine
homogene Lésung des Zielproteins erhalten werden (Abb. C-1-1). Wenn nicht anders
beschrieben, wurden die folgenden Ergebnisse mit Proteinfraktionen erhalten, die durch

Affinitatschromatographie und Ultrafiltration aufgereinigt worden waren.

1.2 CHARAKTERISIERUNG VON FAEO

1.2.1 Substratscreening

Basierend auf dem Vergleich der cDNA-Sequenz mit Datenbankeintragen wurde FaEO
zunachst der Klasse der NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktasen zugeordnet. Aus
diesem Grund wurden zu Beginn die in der Literatur gangigen chinoiden Substanzen Juglon,
Ubichinon, Menadion, 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon, Durochinon und PQ als mogliche
Substrate getestet (Abb. C-1-2). Der Nachweis einer enzymatischen Umsetzung erfolgte
hauptsachlich photometrisch Gber die Absorptionsabnahme bei 340 nm durch die Oxidation
des benétigten Cosubstrates NADH. Auch HPLC-MS/MS-Analysen der Reaktionsansatze
wurden durchgefiihrt um eventuell neu entstandene Produkte zu detektieren. Mit
Proteinextrakten, gewonnen ohne den Ultrafiltrationsschritt, konnte wahrscheinlich aufgrund
der beschriebenen Kontamination mit bakteriellen Chinonoxidoreduktasen (Kap. C.1.1) am
Photometer mit fast allen chinoiden Substraten enzymatische Aktivitdit nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu setzte das reine FaEO keines der getesteten p-Chinone um.

AusschlieBlich das 0-Chinon Phenanthrenchinon (PQ), eine kiinstliche Verbindung aus der
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Farbstoffsynthese, wurde als Substrat akzeptiert. Allerdings zeigte sich in den HPLC-
MS/MS-Analysen keine neue Verbindung, nur photometrisch konnte die Umsetzung verfolgt
werden.

Da mit PQ ein 0-Chinon als Substrat akzeptiert wurde, wurde die weitere Substratsuche auf
Verbindungen mit o-Ketogruppen gelenkt. Getestet wurden neben PQ, o-Cyclohexandion,
3,5-Di-tert-butyl-1,2-benzochinon, Biacetyl und Benzil (Abb. C-1-2). Doch schien eine
o-Diketogruppe alleine als Strukturmerkmal fir FaEO nicht ausreichend zu sein, denn keine
der Verbindungen mit Ausnahme von PQ wurde als Substrat akzeptiert.

Daneben wurden E2-Hexenal, E3-Hexen-2-on und Diamid (Abb. C-1-2) als Substrate
getestet. Mano und Mitarbeiter (2000 a, b, 2002) sowie Dick und Mitarbeiter (2004)
beschrieben Oxidoreduktasen, welche neben der eigentlichen Reaktion eine zweite, namlich
die Reduktion der Doppelbindung in a, B-ungesattigten Aldehyden oder Ketonen
katalysierten. Bei der Verwendung dieser Substrate wurden nicht nur mit Photometer und
HPLC-MS Untersuchungen durchgeflihrt, die Reaktionsansatze wurden auch mittels GC-MS
auf eventuell gebildete Reaktionsprodukte hin untersucht. Es konnten jedoch weder eine
Oxidation von NADH noch enzymatische Produkte nachgewiesen werden. Die zum Teil aus
der Ligninbiosynthese  bekannten  Verbindungen p-Coumarsaure, Zimtaldehyd,
Dimethoxyzimtsaure und Ferulasdure (Abb. C-1-2) wurden zum Einen wegen ihrer
a, B-ungesattigten Keto- bzw. Aldehydfunktionen, zum Anderen weil kurzfristig postuliert
wurde, dass FaEO eine Rolle in der Ligninbiosynthese spielen kdnnte, eingesetzt. Keine
dieser letztgenannten Verbindungen sowie 5-Hydroxyflavon und 7-Hydroxyflavon wurde

durch FaEO umgesetzt.
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Abb. C-1-2:

Zum Substratnachweis eingesetzte Verbindungen; Juglon (5-Hydroxynaphtho-
chinon) (1); Ubichinon (2,3-Dimethoxy-5-methyl-1,4-benzochinon) (2); Menadion (2-
Methylnaphthochinon) (3); 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (4); Durochinon (2,3,5,6-
Tetramethyl-1,4-benzochinon) (5); 9,10-Phenanthrenchinon (6); o-Cyclohexandion (7);
3,5-Di-tert-butyl-1,2-benzochinon (8); Biacetyl (2,3-Butandion) (9); Benzil (10); p-
Coumarsaure ((2E)-3-(4-Hydroxyphenyl)acrylsaure) (11); Zimtaldehyd ((2E)-3-
Phenylacrylaldehyd) (12); Dimethoxyzimtsaure ((2E)-3-(3,4-
Dimethoxyphenyl)acrylsaure) (13); Ferulasdure ((2E)-4-Hydroxy-3-methoxyphenyl-
acrylsdure) (14); E2-Hexenal (15); E3-Hexen-2-on (16); Diamid (Azodicarboxylsaure-
bis-dimethylamid) (17); 5-Hydroxyflavon (18); 7-Hydroxyflavon (19).
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AulBer PQ wurde kein weiteres Substrat gefunden. So wurden zunachst alle folgenden
enzymatischen Charakterisierungen mit dieser Verbindung durchgefiihrt. Erst viel spater
stellte sich heraus, dass die a, B-ungesattigte Ketostruktur zumindest ein Teil der von FaEO
vorausgesetzten Struktur war, da bei synthetisierten a, B-ungesattigten Hydroxyfuranonen
eine Umsetzung beobachtet werden konnte. Diese Substrate werden in den Kapiteln C.2.2.2

und C.2.2.3 besprochen.

1.2.2 pH-Optimum

Um einen moglichst groBen pH-Bereich abzudecken wurde in verschiedenen
Puffersystemen gearbeitet (Abb. C-1-3 A). AuRerdem wurden die Bereiche der einzelnen
Puffer so breit gewahlt, dass es Uberschneidungen zwischen den verschiedenen Systemen
gab, so dass eventuelle hemmende bzw. aktivierende Einflisse  der
Pufferzusammensetzung auf das Enzym beobachtet werden konnten. FaEO zeigt mit PQ
als Substrat ein breites pH-Optimum von 5,5 bis 8,5. Bei pH-Werten unter 4 und tber 10 war
keine Aktivitat mehr feststellbar. Des Weiteren zeigte sich in diesen Ansatzen, dass in den
verschiedenen Puffersystemen unterschiedliche Umsetzungsgeschwindigkeiten erreicht
wurden. So erfolgte die Umsetzung bei einem pH-Wert von 7 in Tris/HCI-Puffer schneller als

in Mcllvaine-Puffer.

1.2.3 Variation der Inkubationstemperatur
Die Reaktionstemperatur ist durch ein temperierbares Photometer kontrolliert worden. Die

maximale Reaktionsgeschwindigkeit wurde zwischen 30 und 37 °C erreicht (Abb. C-1-3 B).

1.2.4 Cofaktoren

Luster und Buckhout (1989) beschrieben eine Aktivitatssteigerung eines aus der
Plasmamembran von Maiswurzeln isolierten Flavoenzyms nach einer Inkubation mit dem
Cofaktor Flavin-Mononucleotid (FMN). Als Erklarung daflr wird der Verlust von nicht-
kovalent gebundenen Cofaktoren wahrend der Proteinaufreinigung angegeben. Der Zusatz
von Flavinadenindinucleotid (FAD) bzw. FMN zur Enzymldsung vor der enzymatischen
Umsetzung hatte im Fall von FaEO keinen Effekt auf die Reaktionsgeschwindigkeit mit PQ
und NADH (Abb. C-1-3 C). Des Weiteren zeigte das Absorptionsspektrum von FaEO
ausschliefl3lich das generell fir Proteine zu erwartende Maximum bei 280 nm (Abb. D-1). Die
von Sparla und Mitarbeiter (1996) beschriebenen Maxima fiir Flavin-Cofaktoren (375 nm,

448 nm) konnten nicht nachgewiesen werden.
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Abb. C-1-3: Einfluss des pH-Wertes (A), der Temperatur (B) und von FAD (C) auf die
Reaktionsgeschwindigkeit bei Umsetzungen von PQ mit FaEO unter Verbrauch
von NADH; Mclivaine-Puffer @; Phosphatpuffer <; Tris/HCI-Puffer /\; CAPS-Puffer
A; C: FaEO wurde vorher mit FAD [ inkubiert oder nativ Il eingesetzt.

1.2.5 Metallionen

Fir die Einordnung in die Familie der ,medium chain dehydrogenases/reductases” (MDR) ist
die Kenntnis der Beteiligung von Metallionen, insbesondere Zink, an der Katalyse von
entscheidender Bedeutung. In der Sequenz von FaEO sind keine potentiellen
Bindungsstellen fur zweiwertige Metallionen zu erkennen. Um dies biochemisch zu
bestatigen wurden enzymatische Umsetzungen unter der Zugabe des Komplexbildners
EDTA durchgefuhrt. Dieser entzieht Metallionen aus dem Enzym-Metall-Komplex, was eine
Aktivitatsverringerung oder sogar einen vollstandigen Verlust der Aktivitdt zur Folge haben
kann. Bei einer Umsetzung von PQ mit NADH durch FaEO konnte keine Aktivitdtsminderung

in Gegenwart von EDTA beobachtet werden.

1.2.6 Inhibitoren

Als mdgliche Inhibitoren wurden die Substanzen Dicumarol, Nitrofurantoin und Cibacron
Blue getestet. Dicumarol blockiert bei DT-Diaphorase-ahnlichen Enzymen reversibel die
Pyridinnucleotidbindungstelle und verursacht so eine kompetitive Hemmung (Winski und
Mitarbeiter, 2001). FaEO wurde zwar bezlglich PQ durch Dicumarol beeinflusst, es konnte
aber kein bestimmter Hemmtyp zugeordnet werden. In Gegenwart von 0,03 mM bzw.
0,06 mM Dicumarol stieg der K-Wert um 44 % von 12 uyM auf 17,3 yM bzw. um 292 % auf
47,1 uPM an. Hingegen erhdhte sich die maximale Reaktionsgeschwindigkeit von

177 nmol/s/mg auf 610 nmol/s/mg bzw. 815 nmol/s/mg was eher einer Aktivierung
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entsprechen wiurde. Lasch (1987) beschreibt flr Inhibitoren, die nicht am aktiven Zentrum
des Enzyms sondern an einer beliebigen anderen Stelle binden den Fall der
partiell-kompetitiven Hemmung, bei dem der terndre Enzym-Inhibitor-Substrat
-Komplex den katalytischen Schritt nicht beeinflusst. Hier kann im speziellen Fall, in dem die
Dissoziationskonstante der Reaktion K; = E*I/ElI (E = Konzentration des Enzyms;
| = Konzentration des Inhibitor, El = Konzentration des Enzym-Inhibitorkomplexes) groRer ist
als K = ES*I/EIS (ES = Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes, EIS = Konzentration
des Enzym-Substrat-Inhibitor-Komplexes), eine Aktivierung beobachtet werden (Lasch,
1987).

Nitrofurantoin (1-[(5-Nitro-2-furyl)methylidenamino]imidazolidin-2,4-dion) ist beschrieben als
Inhibitor des aus Meerschweinchen-Augenlinsen isolierten (-Crystallins (Rao und
Mitarbeiter, 1992), einer Chinonoxidoreduktase aus Arabidopsis thaliana (Mano und
Mitarbeiter, 2000 a, b) und der Sauerstoff-unempfindlichen NADPH Nitroreduktase aus
E. coli (Wishart und Mitarbeiter, 2006). Bei FaEO bewirkt die Zugabe von Nitrofurantoin in
den Endkonzentrationen 0,03 mM und 0,06 mM keine Veranderung des K,-Wertes fir PQ.
Auch hier wurde die Reaktionsgeschwindigkeit erhéht (300 bzw. 710 nmol/s/mg).

Cibacron Blue wurde als Inhibitor eingesetzt, da es auf verschiedene
Chinonoxidoreduktasen, aus der Ratte (Wishart und Mitarbeiter, 2006), aus
Meerschweinchen-Augenlinsen (Rao und Mitarbeiter, 1992), aus A. thaliana (Mano und
Mitarbeiter, 2002) und aus einer Basidiomyceten-Art (Brock und Mitarbeiter, 1995),
hemmend wirkt. Bei FaEO wird durch die Zugabe von Cibacron Blue der K-Wert fir PQ
erst bei einer Konzentration von 0,6 mM erhoéht (41,6 uM). Die Reaktionsgeschwindigkeit

wurde kaum beeinflusst, was auf eine nicht-kompetitive Hemmung hindeutet.
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1.3 KLONIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG VON LEEO

Auch in Tomaten sind HDMF und HDMF-B-D-glucopyranosid enthalten (Buttery und
Mitarbeiter, 1994; Krammer und Mitarbeiter, 1994). Nachdem deren Vorlaufer 4-Hydroxy-5-
methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF) in den Frichten gefunden wurde (Kap. 2.2.4.3),
sollte untersucht werden, ob ein zu FaEO ahnliches Enzym nachweisbar ist. Die Suche nach
mutmallichen Chinonoxidoreduktasen in einer Tomatenexpressionsdatenbank lieferte eine
cDNA (TC 124720) deren Proteinsequenz eine Ubereinstimmung von 71 % mit der Sequenz
der FaEO (Fei und Mitarbeiter, 2004) und zudem eine reifekorrelierte Expression aufwies.
Dies deutete auf ein zu FaEO homologes Enzym hin (Raab und Mitarbeiter, 2006). Die
Sequenzahnlichkeiten beginnen erst nach 60 Aminosauren, da LeEO mit hoher
Wahrscheinlichkeit am N-terminalen Ende ein Signalpeptid besitzt, welches das Protein
nach dessen Expression in die Chloroplasten dirigiert (Emanuelsson und Mitarbeiter, 2000).
Aus Tomatenfriichten und -knospen wurde mRNA gewonnen, in cDNA umgeschrieben und
durch Polymerase Kettenreaktion (PCR) des offenen Leserasters das Ziel-Gen TC 124720
vervielfaltigt. Anschlielend folgte eine erste Sequenzanalyse zur Kontrolle. Hierbei stellte
sich heraus, dass aus Knospen, die in der Datenbank als Pflanzenteil mit der hochsten
Expression angegeben wurden, keine der Datenbank entsprechende Sequenz isoliert
werden konnte. Die Isolierung gelang jedoch aus der Fruchtschale der Tomate (Abb. C-1-4).
Nach der Ligation in pGemTeasy und der Transformation in E. coli-Zellen des Stammes
JM109 wurde ein Farbscreening auf rekombinante Kolonien durchgefiihrt. Diese wurden
durch eine Colony-PCR, einer PCR mit einer Kolonie als Trager der Zielsequenz, und
anschlieRende Uberprifung der Ziel-Gen-GroRe im Agarosegel verifiziert. Aus positiv
getesteten Kolonien wurde eine Mini-Ubernachtkultur angezogen und aus dieser nach 16 h
Wachstum das Plasmid durch alkalische Lyse wieder isoliert. Eine Restriktion an den durch
die Primer in die Sequenz eingefuhrten Schnittstellen der Restriktionsenzyme Xho1 und
Nco1 legte das Insert frei. Dieses konnte anschlieRend in den Expressionsvektor
pET 29a (+) ligiert werden. Zellen des E. coli-Stammes BL21 (DE3) pLysS dienten als Wirt.
Nach erfolgreicher Hitze-Schock-Transformation wurde zur Kontrolle wiederum eine Colony-
PCR durchgefihrt und zusatzlich das isolierte Plasmid sequenziert. Die Expression des
Proteins sowie die Zwei-Stufen-Aufreinigung erfolgte nach der gleichen Methode wie fur
FaEO beschrieben (Kap. C.1.1). Bei der SDS-PAGE-Analyse (Abb. C-1-5) erschien in der
gereinigten Proteinfraktion LeEO als eine Bande mit einem kleineren Molekulargewicht als
das von FaEO (34 kDa). Erwartet wurde aufgrund der Sequenz allerdings ein Protein der
Grolke 41,7 kDa. Eine Verschiebung der Proteinbande bei der ladungsabhangigen

Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE kann dadurch erklart werden, dass einerseits



C Ergebnisse und Diskussion 31
F. ananassa =  —=—m—mmmm e e e e e e e e e e 0
L. esculentum MEALLSSTTLQLKPLHPPSSFSSLHSPFSSISVLRVKGSKKAETFIQRSNFSTVLPLRVS 61
Ubereinstimmung meal Issttlglkplhppssfsslhspfssisvlrvkgskkaetfigrsnfstviplrvs 61
F. ananassa -——-MBAAPSE - - -SIPSVNKAWVY SENGK TSDVEKFDPSVAVPEVKEDQUIIKVVAASE 54
L. esculentum ASSQAAAAETSTS I SIPSEMKAWSY TDYG-SVDVLKLESNVAVPD | KEDQVLIK I VAAAL 121
Ubereinstimmung ass(-AAA-s-tsiSIPS--KAW-YseYGkt-DVLK-d--VAVPevKEDQVLIKVVAA-L 111
F. ananassa YEKD TKF LN VN 115
L. esculentum REGK KGLKE! IH DGPK 182
Ubereinstimmung NPVDFKR-LG-FK-TDSPLPTVPGYDVAGVVVKVGSQV---K-GDEVYGDI-E-AL--P- 160
F. ananassa REGSIEAEYTAADERVL AHKPKDISF | EAASEPLAIETAYEGLERAEL 171
L. esculentum QEGSLAEYTAVEEKLVALKPKN KAGFSS 243
Ubereinstimmung -FGSLAEYTA-dErvIA-KPK-LSF-EAA-LPLAIETAYEGLErA--S-GKSILVLGGAG 212
F. ananassa H 1 IQEAKHVEGASKVAATASTKKIDFIIR TGV DIEAIDYTKEN | EDEPEKFDVWYDA 232
L. esculentum LVIQLAKHVFGASKVAATSSTGKLEL LKSLGADLAIDYTKENFEDLPDKEDVVYDS 304
Ubereinstimmung t-1 IQLAKHVFGASKVAAT-ST-KLd-LrtLG-DLAIDYTKEN-EDLPeKFDVVYD- 266
F. ananassa VGETDKAVKAVKEGEGKWAT I VEPATPPA I HEVL TSKESVLEKIKPYEESGKVKPVLDPTS 293

L. esculentum
Ubereinstimmung

F. ananassa YPETKLVEAFG SS VY 322
L. esculentum FSED DAES TG IH 394
Py

Ubereinstimmung

VGQGEKAVKVVKEGESVVVL TEAVIPRCFREVVIESNGEMEKKENPYLESGKVKPVIDPKG 365

VG--dKAVK-VKEGG-VV-i-G--TPPa--FVITS-G-vL-KL-PYLESGKVKPVIDP-- 306

-F-K1VeAF-YLEsS-RATGKVVv-PIP

Abb. C-1-4: Abgleich der Proteinsequenzen von FaEO (F. ananassa Enonoxidoreduktase)
und LeEO (L. esculentum Enonoxidoreduktase); 71 % Ubereinstimmung;
NAD(P)H-Bindungsstelle (Kasten) 2000 b),
Chloroplastentransitpeptid in LeEO (gelb) (Emanuelsson und Mitarbeiter, 2000);
PROSITE Signatur fir Chinonoxidoreduktasen und ¢-Crystalline (PS01162) wurde in
der Sequenz von FaEO ab Aminosaure 160 identifiziert (Hulo und Mitarbeiter, 2006)
(GKsiLvigGAGGvGthiiQlaK).

(Mano und Mitarbeiter,

glycosylierte aber auch unvollstdndig aufgefaltete Proteine schneller im elektrischen Feld
wandern und so ein kleineres Molekulargewicht vorspiegeln (Lottspeich und Zorbas, 1998).
Allerdings wird eine Glycosylierung von E. coli Wirtszellen nicht durchgefuhrt. Die
Abspaltung des Signalpeptids am N-terminalen Ende durch den Wirt (E. coli) kénnte eine
weitere Erklarung sein. Dieses Bruchstick entsprache einer ungefahren GréRe von 7 kDa
und wirde aufgrund des nicht mehr vorhandenen His-Tags durch die Reinigungsprozedur
entfernt werden. Allerdings handelt es sich beim Stamm BL21 DE3 pLysS um einen Stamm
mit Proteasedefizienz, so dass die Abspaltung eher unwahrscheinlich ist. Dass es sich bei
der detektierten Proteinbande dennoch um das gesuchte Protein handelte zeigte sich im
Blot (ohne Abbildung)
Chinonoxidoreduktase Aktivitat (Kap. 1.2.7.1).

Western und durch die anschlieBend nachgewiesene
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M pET FaEO LeEO
175-)
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Abb. C-1-5: SDS-PAGE der vollstiandig gereinigten Proteinfraktionen von pET, FaEO, LeEO.

Molekulatgewichtsmarker (M).

1.3.1 Substratscreening
Im Substratscreening zeigte sich, dass auch LeEO ausschlielllich PQ als Substrat

akzeptiert. Keine der anderen getesteten Verbindungen wurde umgesetzt.

1.3.2 pH-Studie

Die pH-Studie ergab ein recht breites, vom Puffersystem abhangiges pH-Optimum flir LeEO
(Abb. C-1-6 A) vergleichbar mit dem von FaEO (Abb. C-1-3 A). Wobei hier das
Tris/HCI-System ungunstiger zu sein schien als der Phosphat- und Mcllvaine-Puffer. Eine
leichte Verschiebung des optimalen Bereiches ins Alkalische war zu beobachten, dieser

befand sich zwischen pH 6-9.

1.3.3 Temperaturstudie
LeEO (Abb. C-1-6 B) zeigte wie FaEO (Abb. C-1-3 B) keinen besonderen Einfluss der
Temperatur wahrend des Assay auf die Umsetzungsgeschwindigkeit — zumindest nicht im

eingestellten Temperaturbereich von 20 — 42 °C. Auch hier liegt das Maximum bei 37 °C.
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Abb. C-1-6: Einfluss des pH-Wertes (A) und der Temperatur (B) auf die

Reaktionsgeschwindigkeit bei Umsetzungen von PQ mit LeEO unter Zugabe von

NADH; Mcllvaine-Puffer @; Phosphatpuffer <; Tris/HCI-Puffer /\; CAPS-Puffer Il

1.3.4 Cofaktoren

Auch bei LeEO lieR sich die Reaktionsgeschwindigkeit unter Zugabe von FMN oder FAD
nicht steigern.

1.3.5 Kinetische Daten

Die kinetischen Daten fur LeEO wurden mit der gleichen Methode ermittelt wie fur FaEO
(Kap. C-4). Fir PQ unter Zugabe von NADH wurde ein ke./Kn-Wert von 8,8 s'uM”
bestimmt. Bei den Reduktionsaquivalenten stellte sich heraus, dass LeEO NADPH (Kcat/Kn
0,02 s'uM™) mit einer niedrigeren katalytischen Effizienz als NADH (kea/Kn 0,03 s'uM™)
umsetzt.

1.3.6 Metallionen

Ebenso wie FaEO (Kap. C-1.2.5) wurde LeEO durch die Zugabe von EDTA zum
Reaktionsansatz nicht in seiner Aktivitat beeinflusst.
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1.4 SEQUENZVERGLEICHE

Anhand von Sequenzahnlichkeiten wurde versucht FaEO und LeEO in die Familie der
NAD(P)H-abhangigen Oxidoreduktasen einzuordnen. Dafir sind die Sequenzen von neun
weiteren in der Literatur beschriebenen und wenn mdglich biochemisch charakterisierten
Enzymen mittels CLUSTALW auf Proteinebene mit FaEO und LeEO verglichen worden
(Abb. C-1-7) Dazu zahlten eine Staphylococcus aureus Chinonoxidoreduktase (QR,
Maruyama und Mitarbeiter, 2003), eine Arabidopsis thaliana Alkenal-Reduktase (AER, Mano
und Mitarbeiter, 2000 b), eine Rattus norvegicus Alkenal/on Oxidoreduktase (AOR, Dick und
Mitarbeiter, 2001), eine Homo sapiens Aldo/Keto-Reduktase (AKR, Bohren und Mitarbeiter,
1989), eine Mus musculus Aldo/Keto-Reduktase (AKR, Deyashiki und Mitarbeiter 1995),
eine Rattus norvegicus DT-Diaphorase (DT-D, Li und Mitarbeiter, 1995), eine Homo sapiens
DT-Diaphorase (DT-D, Ernster und Navazio, 1958), eine Cavia porcellus ¢-Crystallin (ZCr,
Rao und Mitarbeiter, 1992) und eine Escherichia coli Chinonoxidoreduktase (QR, Lilley und
Mitarbeiter, 1993). Mit Hilfe des CLUSTALW-Algorithmus wurde ein Dendogramm erstellt
(Abb. C-1-8). Es zeigte sich, dass die Enonoxidoreduktasen aus Erdbeere und Tomate
zusammen mit der Chinonoxidoreduktase aus E. coli und {-Crystallin aus
Meerschweinchen-Augenlinsen eine Gruppe bilden. Eine weitere besteht aus den DT-
Diaphorasen und Aldo/Keto-Reduktasen aus Saugetieren. Die dritte Gruppierung wird von

der AER aus A. thaliana, der AOR aus R. norvegicus und der QR aus S. aureus gebildet.
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S.aureus_ QR mm e 0
A. thaliana AER @ -—-----——- 0
R. norvegicus AOR - —————————— -~ 0
F. ananassa EO - -----— """ 0
L. esculentum_EO MEALLSSTTLQLKPLHPPSSFSSLHSPFSSISVLRVKGSKKAETFIQRSNFSTVLPLRVS 60
H.sapiens_ AKR ~ -----------mmm 0
M. musculus_ AKR - 0
R. norvegicus DT-D  -——————-———— o 0
H. sapiens DT-D  ---------——— 0
C.porcellus_ZCr —-—-—-mmm - 0
E.coli QR e 0
Ubereinstimmung =~ ——————————m e 0
S.aureus QR —-------------- MONKQILFNKIPEGMPQEDTFKIEEIDTPKLESDG---VLVQTLY 42
A. thaliana AER ~  --———------—-——- MTATNKQVILKDYVSGFPTESDFDFTTTTVELRVPEGTNSVLVKNLY 47
R. norvegicus AOR  ---————----———- MVQAKTWTLKKHFEGFPTDSNFELRTTELPPLNNGE---VLLEALF 43
F. ananassa_EO ----MAAAPSE---SIPSVNKAWVYSEYGKTSDVLKFDPSVAVPEVKEDQ---VLIKVVA 50
L. esculentum_EO ASSQAAAAETSTSISIPSEMKAWSYTDYG-SVDVLKLESNVAVPDIKEDQ---VLIKIVA 116
H. sapiens AKR ~ -———-----————- MAAS--CVLLHTGQKMPLIGLGTWKSEPG---QVKAAVKYALSVGY 41
M. musculus_AKR ~ --———--——————- MDSKQQTVRLSDGHFIPILGFGTYAPQEVPKSKATEATKIAIDAGE 46
R. norvegicus_ DT-D ----—-——------——- MAVRRALIVLAHAERTSFN----------—— YAMKEAAVEALKKKG 34
H. sapiens DT-D  ---——-----———- MVGRRALIVLAHSERTSFN---—-—-—--————— YAMKEAAAAALKKKG 34
C.porcellus_zCr ~ -———-----———- MATGQKLMRAIRVFEFGGPEVLKVQSDVAVPIPKDHQ---VLIKVHA 44
E.coiQR - MATRIEFHKHGGPEVLQAVEFTP---———- ADPAENEIQVENKA 37
Ubereinstimmung =~ -------—-—-——————~ k-il-v—-—-—-—- P —— Vp-———————— vlvk—a

S. aureus_QR ISVDPY-MRGRMTKADS----YVQPFEIGKP--IVSHVVAKVIDSTLADYKKGDVVVG-- 93
A. thaliana_ AER LSCDPY-MRIRMGKPDPSTAALAQAYTPGQP--IQGYGVSRIIESGHPDYKKGDLLWG-- 102
R. norvegicus_AOR  LSVDPY-MRVAAKKLKE----------- GDS--MMGEQVARVVESKNSAFPTGTIVVA-- 87
F. ananassa_EO ASLNPVDFKRALGYEKDTDS - - PLPTVPGYD- -VA--GVVVKVGSQVTKFKVGDEVYG-- 102
L. esculentum_EO AALNPVDFKRRLGKEKATDS - - PLPTVPGYD- -VA--GVVVKVGSQVKGLKEGDEVYG-- 168
H. sapiens_AKR RHIDCAATIYGNEPEIGEALKEDVGPGKAVPR--EELFVTSKLWNTKHHPEDVEPALRKT- 98
M. musculus_AKR RHIDSASMYQNEKEVGLAIRSKIADG-TVKR--EDIFYTSKVWCTFHRPELVRVCLEQS- 102
R. norvegicus_DT-D WEVVESDLYAMN--ENPLISRNDITGEPKDS--ENFQYPVESSLAYKEGRLSPDIVAE-- 88
H. sapiens_DT-D WEVVESDLYAMN--ENPIISRKDITGKLKDP--ANFQYPAESVLAYKEGHLSPDIVAE-- 88
C. porcellus_ZCr CGINPVETYIRSGTYTRIP---LLPYTPGTD--VA--GVVESIGNDVSAFKKGDRVFTTS 97
E. coli_QR IGINFIDTYIRSGLYP------ PPSLPSGLGTEAA--GIVSKVGSGVKHIKAGDRVVYAQ 60
Ubereinstimmung --v-p-dmy----- o g-———di-——-y-——i-g-———— k-gd-v----
S.aureus QR -------- MLPWRIINHVQ--ADQITKVPTTD-VPLDLYLSV--LGMPGQTAYHGLLDIG 140
A. thaliana_ AER ~  ---—--—-—-—- IVAWEEYSVITPMTHAHFKIQHTD-VPLSYYTGL--LGMPGMTAYAGFYEVC 151
R. norvegicus AOR  ---—-—--—-- LLGWTSHSISDGNGLRKLPAEWPDKLPLSLALGT--VGMPGLTAYFGLLDIC 137
F. ananassa_EO --DLNEAALVNPTRFGSLAEYTAADERVLAHKPKDLSFIEAA-SLPLAIETAYEG-LERA 158
L. esculentum_EO --DIHEKALDGPKQFGSLAEYTAVEEKLVALKPKNLSFAEAA-ALPLATIETAYEG-LEKA 224
H. sapiens AKR ~ --———--———- LADLQLEYLDLYLMHWPYAFERGDNPFPKNADG--TICYDSTHYKETWKAL 147
M. musculus_AKR ~ --—------- LKQLQLDYVDLYLIHFPMAMKPGENYLPKDENG--KLIYDAVDICDTWEAM 151
R. norvegicus_DT-D ----------- QKKLEAADLVIFQFPLYWFGVPAILKGWFER--VLVAGFAYTYATMYDK 135
H. sapiens DT-D  --————----- QKKLEAADLVIF Q- — === mmm——mm oo e e 101
C. porcellus_zCr  -——-----———- TISGGYAEYALASDHTVYRLPEKLDFRQGA-AIGIPYFTACRALFHSA 144
E. coli_QR S-—-— - ALGAYSSVHNIIADKAAILPAATISFEQAA-ASFLKGLTVYYLLRKTY 136
Ubereinstimmung ~ --------- IR l--—--ga--1l-m---tay-g--d--

S. aureus_QR QPRAGDIVAY JAASCAVASVVGOT AR TRGCRVVG T AGGDKKYNYLTETLGFDAGIDYRK 199
A. thaliana_AER SPKHGETVYVYAASGAV( QLVGQLAKE—MMGCY'\/‘VGSAGSKEKVDLLKTKFGFDDAFNYKE 210
R. norvegicus_AOR GLKC%GETVLVD AAAGAVJSVVGQIAK:-LKGCKVVGTAGSDEKVAYLK-KLGFDVAFNYKT 195
F. ananassa_EO ELSEGKSILVIGCCAGGVJTHI IQLAKHVFGASKVAATASTKKLDFLR-TLGVDLAIDYT- 216
L. esculentum_EO GFSSGKSTLVIIGEAGGVG SV IQLAKHVFGASKVAATSSTGKIUELLK-SLGADLATDYT- 282
H. sapiens_AKR EALVAKGLVQALGLSNFNSRQIDDIISVASVR--PAVLQVECHPYLA-QNELIAHCQARG 204
M. musculus_AKR EKCKDAGLAKYIGVSNFNRRQLEKT L&(KPGLKYKPVCNQVECHPYLN—QGKLLDFCRSKD 210
R. norvegicus_DT-D  GPFGNKKTLELYITTGGSdS----- MYSLQGVHG----- DMNVILWPI-QSGILRFCGEQV 184
H. sapiens_DT-D - - - =SKKAVLYITTGGSES----- MYSEQGIHG----- DMNVILWPI-QSGILHFCGEQV 146
C. porcellus_ZCr RAKZAGESVLVHGASCGVALAACQIAR- AYGLRVEGTAGTEEGOKVVL -QNGAHEVFNHR- 201
E. coli_QR ETKEDEQFLFHAAAGGVJLIACQWAK:-ALGAKLIGTVETAQKAQSAL-KAGAWQVINYR- 193

u

bereinstimmung

-——Zg-tvlv{aa-ggvds---giakii-g-r-vg--gs--kv-yl----g---—-- yk-
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S. aureus_QR E-DFAEALAQAVPD-GIDVYFENVGG-TVGDEVFKHLNRFARVPVCGATISSYNHPEADIG 256
A. thaliana_ AER ESDLTAALKRCFPN-GIDIYFENVGG-KMLDAVLVNMNMHGRIAVCGMISQYNLENQEG- 267
R. norvegicus_ AOR  VKSLEEALRTASPD-GYDCYEFDNVGG-EFSNTVILQOMKTFGRIAICGAISQYNRTGPCPP 255
F. ananassa EO  ----- KENIEDLPEK-FDVVYDAVG---ETDKAVKAVKEGGKVVTI----- vep------ 256
L. esculentum_EO  --—--- KENFEDLPDK-FDVVYDSVG- - -QGEKAVKVVKEGGSVVVL----- TGA----—- 322
H. sapiens_AKR LEVTAYSPLGSS-DRAWRDPDEPVLLEEPVVLALAEKYGRSPAQIL----- LRWQVQRKV 258
M. musculus_AKR IVLVAYSALGSHREKQWVDQSSPVLLDNPVLGSMAKKYNRTPALTA----— LRYQLQRGV 265
R. norvegicus_ DT-D LEPQLVYSIGHTPPDARVQVLEGWKKRLETVWEESPLYFAPSSLFD----- LNFQAG--- 236
H. sapiens_DT-D LEPQLTYSIGHTPADARIQILEGWKKRLENIWDETPLYFAPSSLFD----- LNFQAG--- 198
C. porcellus_ZCr DAHYIDEIKKSIGEKGVDVIIEMLANVN-LSNDLKLLSCGGRVIIVGCRGSIEINPRDTM 260
E. coli_QR EEDLVERLKEITGGKKVRVVYDSVGR-DTWERSLDCLORRGLMVSFGNSSGAVTGVNLGI 252
Ubereinstimmung ~ ----------—-- pdkg-dvvfe-vg-—------ 1--1-—-g-vvv—-———- Ve

S. aureus_QR PRIQGTLIKKQVMMRGFLVSEFA-NAFKEASEQLATWVQEGKIQSQVTI--—--—————— 304
A. thaliana_ AER VHNLSNIIYKRIRIQGFVVSDFY-DKYSKFLEFVLPHIREGKITYVEDV-----—-—----— 315
R. norvegicus_ AOR  GPSPEVIIYQQLRMEGFIVTRWQGEVRQKALTDLMNWVSEGKIRYHEYI----------- 302
F. ananassa_EO --ATPPAIHFVLTSKGSVLEKLK-------————- PYLESGKVKPVLDP--————-—-—— 291
L. esculentum_EO - -VTPPGFRFVVTSNGEMLKKLN--—-———-—————— PYLESGKVKPVIDP----—-—-———— 357
H. sapiens_AKR I-CIPKSITPSRILONIKVFDFT------———————- FSPEEMKQLNALN---—-—-——— 293
M. musculus_AKR V-VLAKSFSEKRIKENMQVFEFQ---——-—-—-——————— LTSEDMKVLDDLN- - ———————— 300
R. norvegicus_DT-D ------ FLLKKEVQEEQKKNKFG------—-———-———— LSVG----- HHLG---------- 261
H. sapiens DT-D  ------ FLMKKEVQDEEKNKKFG-----—--—---———— LSVG----- HHLG---------- 223
C. porcellus_ZCr AKESTISGVSLFSSTKEEFQQFA----—--——---—— STIQAGMELGWVKP---—-—--——— VI 299
E. coli_QR LNQKGSLYVTRPSLQGYITTREELTEASN---ELFSLIASGVIKVDVAEQ---—--—-———— 299
Ubereinstimmung ~ ------- fomm— g-lv-rf-————om Ve—g-ir-———i——mmm oo

S. aureus_QR - -EDGFENAPHAFKNLFTGDNFGKQVIKVTE- - 333
A. thaliana_ AER --ADGLEKAPEALVGLFHGKNVGKQVVVVARE - 345
R. norvegicus_ AOR  --TEGFEKMPAAFMGMLKGDNLGKTIVKA---- 329
F. ananassa_EO TSPYPETKLVEAFGYLESSRATGKVVVYPIP-- 322
L. esculentum_EO KGPFSEDKVVDAFSYLETGRATGKVVIHPIP-- 388
H. sapiens_AKR -KNWRYIVPMLTVDGKRVPRDAGHPLYPFNDPY 325
M. musculus_AKR -KNIRYISGSSFKD--------- HPDFPFWDEY 323
R. norvegicus_DT-D -KSIPADNQIKARK---------——-———-————- 274
H. sapiens_DT-D -KSIPTDNQIKARK---———————————————— 236
C. porcellus_ZCr GSQYPLEKASQAHENITHSSGTVGKTVLLM-- - 329
E. coli_ QR -QKYPLKDAQRAHEILESRATQGSSLLIP---- 327
Ubereinstimmung ~ ----- fe-———g---1-----—=- g--vVi--———-

Abb. C-1-7: Vergleich der Sequenzen (CLUSTALW) verschiedener Oxidoreduktasen auf

Proteinebene; Staphylococcus aureus Chinonoxidoreduktase (QR, ACC-Nr.:
AAK69532, Maruyama und Mitarbeiter, 2003), Arabidopsis thaliana Alkenal-Reduktase
(AER, ACC-Nr.. CAA89838, Mano und Mitarbeiter, 2000b), Rattus norvegicus
Alkenal/on-Oxidoreduktase (AOR, ACC-Nr.: NP_620218, Dick und Mitarbeiter, 2001),
AA022131, Raab und
Mitarbeiter, 2006), Lycopersicum esculentum Enonoxidoreduktase (EO; TC 124720,
Fei und Mitarbeiter, 2004), Homo sapiens Aldo/Keto-Reduktase (AKR, ACC-Nr.:
NP_006057, Bohren und Mitarbeiter, 1989), Mus musculus Aldo/Keto-Reduktase (AKR,
ACC-Nr.: NP_085114, Deyashiki 1995),
DT-Diaphorase (DT-D, ACC-Nr.: P05982, Li und Mitarbeiter, 1995), Homo sapiens
DT-Diaphorase (DT-D, ACC-Nr.: NP_001020605, Ernster und Navazio, 1958), Cavia
porcellus C-Crystallin (ZCr, ACC-Nr.: P11415, Rao und Mitarbeiter, 1992), Escherichia
coli Chinonoxidoreduktase (QR, ACC-Nr.: AAA23691, Lilley und Mitarbeiter, 1993);

Schattierung:

Fragaria ananassa Enonoxidoreduktase (EO, ACC-Nr.:

und Mitarbeiter, Rattus norvegicus

blau: ahnlich; gelb: identisch; Kasten, gestrichelt: Nucleotid-

Bindungstelle; Kasten, gestrichelt: PROSITE Signatur fur Chinonoxidoreduktasen und
C-Crystalline (PS01162) identifiziert in der Sequenz von FaEO: [GSD]-[DEQHKM]-x(2)-
L-x(3)-[SAG](2)-G-G-x-G-x(4)-Q-x(2)-[KRS] (Hulo und Mitarbeiter, 2006).
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H. sapiens AKR

M. musculus AKR

. norvegicus DT-D

w— H. sapiens DT-D

F. ananassa EO

L. esculentum EO

E. coli QR

C. porcellus ZCr

S. aureus QR

A. thaliana AER

R. norvegicus AOR

Abb. C-1-8: Mit Hilfe des CLUSTALW-Algorithmus erstelites Dendogramm der

Aminosauresequenzen verschiedener Oxidoreduktasen; Staphylococcus aureus
Chinonoxidoreduktase (QR, ACC-Nr.: AAK69532, Maruyama und Mitarbeiter, 2003),
Arabidopsis thaliana Alkenal-Reduktase (AER, ACC-Nr.: CAA89838, Mano und
Mitarbeiter, 2000 b), Rattus norvegicus Alkenal/on-Oxidoreduktase (AOR, ACC-Nr.:
NP_620218, Dick und Mitarbeiter, 2001), Fragaria ananassa Enonoxidoreduktase (EO,
ACC-Nr.: AA022131, Raab und Mitarbeiter, 2006), Lycopersicum esculentum
Enonoxidoreduktase (EO; TC 124720, Fei und Mitarbeiter, 2004), Homo sapiens
Aldo/Keto-Reduktase (AKR, ACC-Nr.: NP_006057, Bohren und Mitarbeiter, 1989), Mus
musculus  Aldo/Keto-Reduktase (AKR, ACC-Nr.. NP_085114, Deyashiki und
Mitarbeiter, 1995), Rattus norvegicus DT-Diaphorase (DT-D, ACC-Nr.: P05982, Li und
Mitarbeiter, 1995), Homo sapiens DT-Diaphorase (DT-D, ACC-Nr.: NP_001020605,
Ernster und Navazio, 1958), Cavia porcellus ¢-Crystallin (ZCr, ACC-Nr.: P11415, Rao
und Mitarbeiter, 1992), Escherichia coli Chinonoxidoreduktase (QR, ACC-Nr.:
AAA23691, Lilley und Mitarbeiter, 1993).
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1.5 ZUSAMMENFASSUNG UND DISKUSSION

Ziel dieser Studie war es das durch Sequenzahnlichkeit der Familie der
Chinonoxidoreduktasen vorlaufig zugeordnete Gen aus Erdbeeren (Fragaria ananassa
Quinone Oxidoreductase, FaQR) heterolog zu exprimieren und das korrespondierende
Protein biochemisch zu charakterisieren.

Die heterologe Expression wurde nach Standardprotokollen durchgefiihrt und lieferte nach
Aufreinigung Uber Affinitatschromatographie eine enzymatisch aktive Proteinfraktion. Zu
Beginn war nicht klar, dass es sich bei dieser Aktivitat um die Aktivitdten mehrerer Enzyme
handelte. Dies wurde erst durch Kontrollversuche mit Proteinfraktionen aus Zellen, in die der
leere Vektor transformiert worden war, ersichtlich. Es wird davon ausgegangen, dass es sich
hierbei zusatzlich um die Aktivitdt einer oder mehrerer aus E. coli stammenden
Chinonoxidoreduktase handelte. Membrangebundene und I8sliche Chinonoxidoreduktasen
sind aus Bakterien bereits beschrieben. Allerdings ist bis auf die Kristallstruktur Gber die
biochemischen Eigenschaften der lI6slichen Chinonoxidoreduktasen bisher nur wenig
bekannt (Edwards und Mitarbeiter 1996, Thorn und Mitarbeiter, 1995). Deshalb musste zur
Abtrennung der Stoéraktivitat ein weiterer Reinigungsschritt, die Ultrafiltration, durchgefihrt
werden. Diese Methode wurde bereits von Raab und Mitarbeitern (2006) eingesetzt, um aus
Erdbeerproteinextrakten die Chinonoxidoreduktase zu isolieren. So gelang es eine
homogene Proteinlésung von FaEO ohne Fremdproteine zu erhalten.

Zur biochemischen Charakterisierung des Enzyms wurden zunachst Merkmale bekannter
Chinonoxidoreduktasen zur Orientierung herangezogen (Kap. B-3). Chinonoxidoreduktasen
gehdren zur Klasse der NAD(P)H-abgangigen Oxidoreduktasen, welche aus Tieren,
Bakterien, Hefen, Pilzen und Pflanzen bekannt sind. Die meisten Enzyme wurden dieser
Klasse aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zugeordnet, biochemische Charakterisierungen
wurden bisher nur vereinzelt durchgefuhrt (Rao und Mitarbeiter, 1992; Kumagai und
Mitarbeiter, 2000; Dick und Mitarbeiter, 2001; Maruyama und Mitarbeiter, 2003; Kim und
Mitarbeiter, 2003; Brock und Mitarbeiter, 1995; Wrobel und Mitarbeiter, 2002; Sparla und
Mitarbeiter, 1999; Trost und Mitarbeiter, 1995, 1997; Mano und Mitarbeiter, 2000 b, 2002).
Die cDNA des aus der Erdbeere stammenden Gens FaQR ist 1187 bp lang und beinhaltet
ein offenes Leseraster von 969 bp. Dieses kodiert flir ein Protein FaEO mit 322
Aminosauren, mit einem berechneten Molekulargewicht von 34,3 kDa (Raab und
Mitarbeiter, 2006). Mittels SDS-PAGE wurde fiir das in E. coli heterolog exprimierte Protein
ein  Molekulargewicht von ca. 34 kDa bestimmt. Die Aufreinigung Uber
Ultrafiltrationsmembranen der AusschlussgréRe 50 kDa ergab, dass es sich beim aktiven
Enzym um ein Monomer handelt. Dieses Ergebnis wurde auch von Raab und Mitarbeitern
(2006) fir das von ihnen zuvor aus Erdbeeren isolierte Enzym erhalten.

Fur die Familie der Chinonoxidoreduktasen allerdings ist diese Tatsache eher ungewohnlich,

da es sich bei den bisher beschriebenen meistens um Homodimere (Brock und Mitarbeiter,
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1995; Hayashi, 1996; Li und Mitarbeiter, 1995; Kim und Mitarbeiter, 2003; Mano und
Mitarbeiter, 2000 a), Homotetramere (Sparla und Mitarbeiter, 1999; Sparla und Mitarbeiter,
1996; Rao und Mitarbeiter, 1992) oder Multimere (Maruyama und Mitarbeiter, 2003) handelt.
Als monomeres Enzym wurde bisher nur eine Chinonoxidoreduktase aus Saccharomyces
cerevisiae beschrieben. Dieses wurde zwar in E. coli heterolog exprimiert, konnte aber
aufgrund der Eigenschaft sich bei der Expression in der Membran von E. coli unter die
anderen vorhandenen Oxidoreduktasen zu mischen bisher nicht weiter charakterisiert
werden (Kitajiama-lhara und Mitarbeiter, 1998).

Ein zundchst mit chinoiden Strukturen durchgefiihrtes Substratscreening ergab, dass
ausschlief3lich das nicht-physiologische PQ von FaEO als Substrat akzeptiert wurde. Zwar
handelt es sich hierbei um eine Verbindung die aufgrund ihres elektronischen Potentials gut
fur Redoxreaktionen geeignet ist, dennoch ist aus der Literatur keine Chinonoxidoreduktase
bekannt, welche in der Lage ist, so spezifisch ausschlieBlich ein und noch dazu ein
unnaturliches Chinon umzusetzen. (-Crystallin aus Meerschweinchen-Augenlinsen wurde
als erste Chinonoxidoreduktase mit einem eingeschrankten Substratspektrum beschrieben.
Im Gegensatz dazu sind DT-Diaphorase-ahnliche Enzyme relativ unspezifisch gegeniber
chinoiden Verbindungen. Dass die Umsetzung von PQ nicht die in-vivo-katalysierte Reaktion
von FaEO sein konnte war aufgrund des Substrates klar. Um sich an die vom Enzym
geforderten strukturellen Eigenschaften moglicher Substrate heranzutasten, wurden weitere
Verbindungen mit o-Diketogruppen getestet. Weder o-Cyclohexandion, 3,5-Di-tert-butyl-1,2-
benzochinon (DtBB), Biacetyl noch Benzil wurden umgesetzt.

Die Charakterisierung einer mutmallichen Chinonoxidoreduktase aus A. thaliana ertffnete
neue Denkansatze. Mano und Mitarbeiter (2000 a, 2000 b, 2002, 2005) beschrieben
aufgrund von Sequenzahnlichkeiten dieses Protein als (-Crystallin-ahnlich mit einem
dimeren Aufbau aus zwei 38,7 kDa gro3en Einheiten. Aus der Klasse der Chinone stellte
PQ das beste Substrat dar. Generell wurden o-Chinone besser umgesetzt als p-Chinone.
Daneben katalysierte es auch die Reduktion der Doppelbindungen in a,B-ungesattigten
Aldehyd- und Amidverbindungen, wie E2-Hexenal und Diamid. Demzufolge handelt es sich
bei diesem Enzym um eine Alkenal-Reduktase (AtAER) mit Nebenaktivitat als
Chinonoxidoreduktase. Auch Dick und Mitarbeiter (2001, 2004a, 2004b) charakterisierten
ein Enzym aus Rattenleber, welches aufgrund von Sequenzahnlichkeiten als
Alkoholdehydrogenase (ADH) eingestuft wurde, und schlieBlich infolge der Ergebnisse
biochemischer Studien umbenannt und nun als NAD(P)H-Alkenal/on Oxidoreduktase
(RnAOR) geflihrt wird.

Basierend auf diesen Arbeiten wurde das Substratscreening auf a, f-ungesattigte Keto-,
Aldehyd- und Carbonsaureverbindungen ausgedehnt. Keine der eingesetzten
Verbindungen, wie u. a. Coumarsaure, Zimtaldehyd, E2-Hexenal, Diamid oder

Hydroxyflavon, wurde im Gegensatz zu PQ, von FaEO als Substrat akzeptiert.
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Die weitere Charakterisierung des Enzyms wurde ausschlief3lich mit PQ durchgefihrt. Bei
den pH- und Temperaturstudien der Umsetzung ergaben sich fiir diese Enzymklasse
typische Werte. Das pH-Optimum der Reaktion lag wie das der AtAER (Mano und
Mitarbeiter, 2002), RnAOR (Dick und Mitarbeiter, 2004) und C(-Crystallin (Rao und
Mitarbeiter, 1992) im neutralen Bereich von pH 7. Es zeigte aber im Gegensatz zu AtAER
kein klares Maximum, sondern eher wie bei RnAOR und (-Crystallin einen recht breiten
aktiven Bereich von pH 5 bis 9.

Unter den Mitgliedern der Klasse der Oxidoreduktasen gibt es Flavo- und Nicht-Flavo-
Enzyme. Zur ersten Kategorie wird u. a. eine NAD(P)H Chinonoxidoreduktase aus
A. thaliana (Sparla und Mitarbeiter, 1999), aus E. coli (Thorn und Mitarbeiter, 1995; Hayashi
und Mitarbeiter, 1996), aus Basidiomyceten (Brock und Mitarbeiter, 1995), aus
Tryphsaria versicolor, aus Tabak (Sparla und Mitarbeiter, 1996) und die Saugetier
DT-Diaphorase (Ernster und Navazio, 1958; Ernster und Mitarbeiter, 1963) gezahit. Alle
diese Enzyme werden als ,entgiftend® wirkende DT-Diaphorase-dhnliche Proteine
eingestuft. Die Enzyme unterscheiden sich jedoch in der Art des Flavin-Cofaktors, Flavin-
Mononucleotid (FMN) oder Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD), und in dessen Anzahl pro
Enzymuntereinheit. Zur Kategorie der Nicht-Flavoenzyme gehoéren u. a. das ¢-Crystallin aus
Meerschweinchen (Rao und Mitarbeiter, 1992), die C(-Crystallin-ahnliche NAD(P)H
abhangige Chinonoxidoreduktase aus Staphylococcus aureus (Maryuama und Mitarbeiter,
2003), AtAER (Mano und Mitarbeiter, 2000 a, 2000 b, 2002, 2005) und RnAOR (Dick und
Mitarbeiter, 2004).

Luster und Buckhout (1989) beschreiben die Moglichkeit durch Zugabe der Cofaktoren FMN
bzw. FAD zur Enzymlésung die Aktivitdt von Flavoenzymen zu steigern, was aber im Fall
von FaEO nicht zu beobachten war. Auch das Absorptionsspektrum des gereinigten Enzyms
mit einem Maximum bei 280 nm wies nicht den fur Flavoenzyme typischen Verlauf, mit
Maxima bei 375 nm und 448 nm (Sparla und Mitarbeiter, 1996) auf. Zusammen mit dem
Fehlen einer Flavindoxin-typischen Sequenz im Protein (Laskowski und Mitarbeiter, 2002)
kann eine Beteiligung von Flavin-Cofaktoren an der enzymatischen Katalyse von FaEO
ausgeschlossen werden.

Edwards und Mitarbeiter (1996) unterteilen die Familie der mittelkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (MDR) anhand der Anwesenheit einer Zn-Bindungs-Schleife.
Ist diese vorhanden, handelt es sich per Definition um eine Dehydrogenase. Nordling und
Mitarbeiter (2002) klassifizieren aufgrund der enzymatischen Eigenschaften acht
verschiedene Unterfamilien in der Familie der MDR: vier Zn-bindende (Polyol
Dehydrogenasen, dimere und tetramere Alkohol Dehydrogenasen und Zimtalkohol
Dehydrogenasen), und vier nicht-Zn-bindende (Chinonoxidoreduktasen, Enzyme die an der
mitochondrialen Atmung beteiligt sind, Acyl-Coenzym-A-dehydrogenasen und Leukotrien B,

Dehydrogenasen). Die FaEO-Sequenz weist kein Metallionen-Bindungsmotiv auf. Die
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Aktivitat hangt zudem nicht vom Vorhandensein zweiwertiger lonen ab, was das Enzym in
den Schemata von Edwards und Mitarbeitern (1996) und Nordling und Mitarbeitern (2002)
als Chinonoxidoreduktase einordnet.

Dicumarol hemmt DT-Diaphorase kompetitiv in Bezug auf das Pyridinnucleotid. Diese
Hemmung ist aber aufgrund des ping-pong-Mechanismus der katalysierten Reaktion stark
abhangig vom eingesetzten Substrat. Beim Einsatz eines maRigen Substrates wie z. B.
Diaziquon werden zehnfach héhere Mengen an Dicumarol benétigt um einen Hemmeffekt
zu erzeugen (Preusch und Mitarbeiter, 1991). Die Aussagekraft von Inhibitorstudien muss
also kritisch betrachtet werden. Unter den beschriebenen NAD(P)H-abhangigen
Chinonoxidoreduktasen lasst sich kein eindeutiges Muster der Dicumarol-Hemmung
erkennen. DT-Diaphorase-ahnliche Enzyme (Brock und Mitarbeiter, 1995; Wrobel und
Mitarbeiter, 2001) werden beziglich NAD(P)H kompetitiv gehemmt, bei {-Crystallin
hingegen findet die kompetitive Hemmung gegenlber dem Chinonsubstrat statt (Rao und
Mitarbeiter, 1992). Mano und Mitarbeiter (2000) beschreiben fiir AtAER einen gemischten
Hemmtyp. FaEO wurde durch Dicumarol zwar insofern gehemmt, dass der K,-Wert fir PQ
anstieg, gleichzeitig stieg allerdings auch die Reaktionsgeschwindigkeit. Dies weist laut
Lasch (1987) auf eine partiell-kompetitive Hemmung hin, diese ist bisher fir keine
Chinonoxidoreduktasen bekannt.

Nitrofurantoin ist bekannt als Inhibitor des aus Meerschweinchen-Augenlinsen isolierten
C-Crystallins (Rao und Mitarbeiter, 1992), der Alkenal-Reduktase aus A. thaliana (Mano und
Mitarbeiter, 2000 a) und der Sauerstoff-unempfindlichen NADPH Nitroreduktase aus E. coli
(Wishart und Mitarbeiter, 2006). Bei FaEO bewirkt die Zugabe von Nitrofurantoin keine
Veranderung des K,,-Wertes.

Cibacron Blue wurde als Inhibitor einer Chinonoxidoreduktase der Prothrombin-Synthese
aus der Ratte (Wishart und Mitarbeiter, 2006), AtAER (Mano und Mitarbeiter, 2002) und
einer aus einer Basidiomyceten-Art isolierten NAD(P)H-abhangigen Oxidoreduktase (Brock
und Mitarbeiter, 1995) beschrieben. Bei FaEO wird durch die Zugabe von Cibacron Blue der
Km-Wert erst bei hohen Inhibitorkonzentrationen erhoht. Die Reaktionsgeschwindigkeit
wurde kaum beeinflusst. Es handelt sich somit um eine nicht-kompetitive Hemmung.

Anhand der Inhibitorenuntersuchungen konnte demzufolge keine eindeutige Zuordnung von
FaEO zu einem bestimmten Oxidoreduktase-Typ erfolgen.

LeEO, das zu FaEO homologe Enzym der Tomate wies in allen Versuchen vergleichbare
Eigenschaften auf. Geringfugige Abweichungen gab es zum Einen beim pH-Optimum,
welches bei LeEO gegenuber FaEO leicht ins alkalische verschoben ist. Zum anderen
zeigte sich, dass LeEO eine 10fach hohere katalytische Effizienz gegentber PQ hat (FaEO
keat/Km(PQ)=0,7  s'uM’", LeEO  kea/Kn(PQ)=8,8s"'uM’) und NADH (LeEO
keat/Km(NADH)=0,03 s'uM™") gegeniiber NADPH (LeEO keu/Kn(NADPH)= 0,02 s'uM™)
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bevorzugt umsetzt. Wohingegen FaEO dem Cofaktor NADPH
(Keat! K(NADPH)=0,15 s 'uM™", keat/Ki(NADH)=0,02 s™'uM™") den Vorzug gibt.

Dieses Ergebnis ist unerwartet, da eine 100%ige Sequenzibereinstimmung im Bereich der
Cofaktor-Bindungsstelle (GxxGxxG) vorliegt. Mano und Mitarbeiter (2000) sowie Edwards
und Mitarbeiter (1996) beschreiben, dass bei dem Motiv G/A-A-x-x-G-x-x-G NADPH
bevorzugt umgesetzt wird, wohingegen das Bindungsmotiv G-x-x-G-x-x-G eine
unspezifische Akzeptanz erméglicht.

Vergleicht man die Sequenzen von FaEO und LeEO mit anderen in der Literatur
beschriebenen NAD(P)H-abhangigen Oxidoreduktasen wird deutlich, dass nur wenige
konservierte Regionen vorliegen. Diese befinden sich vor allem im Bereich der
Nucleotid-Bindungsstelle, welche gleichzeitig einen Teil der PROSITE Signatur far
Chinonoxidoreduktasen und ¢-Crystalline (PS01162) in der Sequenz von FaEO darstellt
(Hulo und Mitarbeiter, 2006).

Dies entspricht der Feststellung von Edwards und Mitarbeitern (1996), die in der Familie der
MDR  neben den konservierten Regionen der  Zink-, Cofaktor-  und
Cosubstrat-Bindungsstellen selten Sequenzhomologien beobachtet haben. Aus diesem
Grund ist Vorsicht bei der phylogenetischen Analyse anhand von Sequenzahnlichkeiten von
Enzymen dieser Familie geboten.

Die Analyse mittels CLUSTALW-AIgorithmen lieferte drei Gruppen, die sich erstens aus den
DT-Diaphorasen und AKRs, zweitens aus AER, AOR sowie einer QR (S. aureus) und
drittens aus der zweiten QR (E. coli), ¢-Crystallin und den beiden Enonoxidoreduktasen aus
der Erdbeere und Tomate zusammensetzen. In der Gruppe der Enonoxidoreduktasen,
welche Monomere sind, befinden sich demnach mit der bakteriellen Chinonoxidoreduktase
ein Dimer und mit ¢-Crystallin ein Homotetramer. FaEO und LeEO besitzen somit zwar
einige biochemische  Ahnlichkeiten  zur  Familie der  NAD(P)H-abhangigen
Chinonoxidoreduktasen, es bestehen aber keine groRen Ahnlichkeiten in den Sequenzen.
Eine klare Zuordnung zu einer der beschriebenen Klassen kann nur schwer getroffen
werden. Im Gegensatz zu DT-Diaphorase-ahnlichen Enzymen enthalt FaEO keinen Flavin-
Cofaktor und liegt als Monomer vor. Aber auch die meisten ¢-Crystallin-ahnlichen Enzyme
sind Di-, Tetra- oder Multimere. DT-Diaphorasen sind in der Lage NADPH und NADH
umzusetzen, wohingegen -Crystallin nur mit NADPH aktiv ist. Das von der DT-Diaphorase
akzeptierte breite Substratspektrum unterscheidet sie von FaEO und LeEO. Die Spezifitat
fur PQ ahnelt eher der Eigenschaft des {-Crystallins, welches zumindest nur eine limitierte
Auswahl an chinoiden Substraten akzeptiert. Eine gemeinsame Eigenschaft der Proteine ist
ihre Loslichkeit. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Heterogenitat in den
biochemischen Eigenschaften die wenigen konservierten Regionen in den Sequenzen

widerspiegelt.
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2 BETEILIGUNG VON FAEO AN DER BIOSYNTHESE VON HDMF

2.1 NACHWEIS UND CHARAKTERISIERUNG DER HDMF-BILDENDEN EIGENSCHAFT

Um zu zeigen, dass die Entstehung von HDMF in einem Assay mit heterolog exprimierten
FaEO und NAD(P)H tatsachlich enzymatisch katalysiert und nicht chemisch ablauft wurden
Versuche durchgefuhrt, die die typischen Charakteristika von enzymatischen Umsetzungen
aufzeigen. Die Quantifizierung der im Ansatz gebildeten Menge an HDMF erfolgte mittels

HPLC-MS/MS unter Beriicksichtigung einer zuvor erstellten Kalibriergeraden.

2.1.1 Variation der Substratmenge

Die Reaktionsgeschwindigkeit einer enzymatisch katalysierten Umsetzung ist im Gegensatz
zu einer chemischen bei hohem  Substratangebot unabhangig von der
Substratkonzentration. Deshalb erhalt man bei Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit als
Funktion der Substratkonzentration eine Sattigungshyperbel.

Diese Abhangigkeit wurde in Ansatzen aus D-Fructose-1,6-diphosphat, FaEO und NADH
Uberprift. Im Falle einer Michaelis-Menten-Kinetik sollte es gelingen die enzymatische
Bildung von HDMF von der rein chemischen Entstehung abzugrenzen (Hauck und
Mitarbeiter, 2002). Die Substratsattigung von FaEO ab einer Konzentration von ca. 110 mM
D-Fructose-1,6-diphosphat wies deutlich auf eine enzymatisch katalysierte Reaktion hin
(Abb. C-2-1 A). AulRerdem zeigte die Kontrolle mit einer Proteinfraktion aus Zellen, die mit
dem leeren Vektor transformiert worden waren (pET), dass die chemische Blindreaktion klar
abgegrenzt werden kann. In diesen Kontrollansatzen wurde nur etwa 1/30 der HDMF-Menge
gebildet im Vergleich zum Ansatz mit FaEO. Da bei der Herstellung dieser
Proteinpraparationen der Reinigungsschritt der Ultrafiltration nicht angewendet worden war,
zeigt dieses Ergebnis auflerdem, dass die bakterielle Chinonoxidoreduktase keine
HDMF-bildende Eigenschaft besitzt.

21.2 pH-Studie

Um einen moglichst breiten pH-Bereich abzudecken und um den Einfluss der
Pufferzusammensetzung auf die enzymatische Reaktion zu sehen, wurde die pH-Studie in
verschiedenen Puffersystemen durchgefiihrt. Abb. C-2-1 A zeigt ein klares Maximum der
gebildeten Menge HDMF pro Zeit bei pH 6, wobei der Mcllvaine-Puffer in diesem Bereich
hohere Bildungsraten ermdglichte als der Phosphatpuffer. Im pH-Bereich von 7-9 ist der
Einfluss aller eingesetzten Puffer gleich. Die leicht negativen Werte in den pH-Bereichen < 4

und > 9 ergaben sich durch die Blindwertkorrektur.
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Abb. C-2-1: Substratabhidngigkeit (D-Fructose-1,6-diphosphat) der HDMF-Bildung mit FaEO
(®) oder pET (O) als Kontrolle unter Verbrauch von NADH (A) und pH-Studie von
FaEO mit D-Fructose-1,6-diphosphat als Substrat und NADH als Cosubstrat (B);

Mcllvaine-Puffer(l),Phosphatpuffer(<>),Tris—Puffer(A).

21.3 Cosubstrate

Der Einsatz verschiedener Reduktionsaquivalente sollte zeigen, welches von FaEO am
Besten umgesetzt wird. Abb. C-2-2 A verdeutlicht, dass bei sonst gleichen Bedingungen die
Menge an gebildetem HDMF in der Reihe Ascorbinsdure, NADH, NADPH zunimmt.
Ascorbinsaure als Cosubstrat resultierte in einer Umsetzung die nicht viel effizienter als die

der Kontrollreaktion war.

2.1.4 Cofaktoren

Wie bereits in Kap. C-1.2.4 erwahnt, gibt es einige Chinonoxidoreduktasen deren Aktivitat
durch die Zugabe von Flavin-Cofaktoren erhéht wird. Dies wurde auch mit D-Fructose-1,6-
diphosphat als Substrat getestet. Aus der Inkubation des Enzyms mit Flavin-Mononucleotid
(FMN) resultierte keine Aktivitatssteigerung (Abb. C-2-2 B). Im Gegenteil, die Menge an
gebildetem HDMF war mit einer vorangegangenen Inkubation des Enzyms mit FMN sogar

geringer als ohne.
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Abb. C-2-2: Abhingigkeit der Bildung von HDMF von verschiedenen Reduktionsaquivalenten
(A) und von Flavin-Mononucleotid (FMN) als Cofaktor (B); Umsetzung von
D-Fructose-1,6-diphosphat mit FaEO (graue Balken) oder pET (weille Balken);

Enzyml6ésung wurde mit FMN vorbehandelt (+FMN), Enzymlésung wurde unbehandelt
eingesetzt (-FMN).

2.1.5 Hitze-/Kalte-Inaktivierung

Nach dem Erhitzen (95 °C) einer FaEO-Loésung fiel die enzymatische Aktivitdt auf

Kontrollniveau ab (Abb. C-2-3). Nach 24 h bei -20 °C und dem folgenden Tauschritt behielt
FaEO noch 85 % seiner Aktivitat.
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Abb. C-2-3: Hitze-Kailte-Stabilitdtstest von FaEO; Umsetzung von D-Fructose-1,6-diphosphat und
NADH mit pET (Kontrolle), FaEO (unbehandelt), FaEO -20 °C (24 h bei -20 °C
gelagert), FaEO +95 °C (5 Minuten auf 95 °C erhitzt).
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2.1.6 Nachweis der Bildung von enantiomerenangereichertem HDMF

Der Nachweis einer enantioselektiven Biosynthese von HDMF in Inkubationsexperimenten
mit Erdbeerproteinextrakt gelang Raab und Mitarbeiter (2003) durch eine fiir diese
Fragestellung neu entwickelte Analysenmethode, der Chiralphasen-
Kapillarzonenelektrophorese (cKZE).

In dieser Studie wurde die Enantioselektivitat des heterolog exprimierten Enzyms mit der
des aus der Erdbeere isolieten Enzyms verglichen. Dafiir ist das durch FaEO aus
D-Fructose-1,6-diphosphat gebildete HDMF mittels cKZE analysiert worden. Um die
pH-abhangige Racemisierung von HDMF, die im stark sauren, neutralen und basischen
Milieu am schnellsten ablauft, moglichst gering zu halten, mussten die Inkubationsansatze
im leicht sauren Milieu durchgefuhrt werden (Raab und Mitarbeiter, 2003). Als optimal stellte
sich hierbei ein pH-Wert von 5 heraus, da in diesem Bereich der beste Kompromiss
zwischen mdglichst hoher Enzymaktivitat und méglichst niedriger Racemisierung gefunden
werden konnte. Die chemisch gebildete Referenz lag als Racemat vor, wohingegen FaEO
das (+)-Enantiomer von HDMF (Retentionszeit, RT = 12,3 Min) im Uberschuss von 4:1
gebildet hat.

# )

0,0038) 00,0028

0,0030 10,0022
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Abb. C-2-4: Chiralphasen-Kapillarzonenelektrophorese: Analyse von racemischen HDMF (A)
und durch FaEO gebildetem HDMF (B); ((+)-Enantiomer (RT = 12,3 Min.) :
(-)-Enantiomer (RT = 13,4 Min.) = 80 : 20); Verunreinigung (%).
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2.2 SUCHE NACH ZWISCHENVERBINDUNGEN DER HDMF-BIOSYNTHESE IN DER
ERDBEERFRUCHT
2.2.1 1-Desoxy-2,3-hexodiulose-6-phosphat (D1)
Hauck und Mitarbeiter (2003 a) stellten in Studien fest, dass die Diketoverbindung
1-Desoxy-2,3-hexodiulose-6-phosphat (D1, Abb. C-2-5) eine Zwischenstufe wahrend der
chemischen Bildung von HDMF aus D-Fructose-1,6-diphosphat darstellt. Nachdem im
Biosyntheseweg von HDMF in der Erdbeerfrucht die Intermediate der Transformation von
D-Fructose-1,6-diphosphat zu HDMF noch ungeklart waren, sollte nach einer
Diketoverbindung als Zwischenstufe gesucht werden.
Fir die Analyse reaktiver a-Dicarbonylverbindungen sind bereits verschiedene Methoden
beschrieben worden, wobei haufig Derivatisierungsreaktionen mit so genannten
Abfangreagenzien wie z. B. O-Aryl- oder O-Alkyl-Hydroxylaminen, Hydrazinen oder
o-Diaminobenzaldehyden angewendet werden. Hierbei entstehen stabile Derivate, wie
Oxime, Hydrazone und Chinoxaline, welche durch gangige Analyseverfahren nachgewiesen
werden kdnnen.
Inkorporationsstudien an Erdbeeren mit o-Phenylendiamin (PD) zur Identifikation moglicher
Vorlaufer von HDMF wurden bereits in vorangegangenen Studien durchgefiihrt. Die
Identifikation des entsprechenden Chinoxalins (Phosphorsaure-mono-[2,3-dihydroxy-3-(3-
methyl-chinoxalin-2-yl)-propyl]-ester, Q1) scheiterte damals an fehlenden
Referenzverbindungen. In dieser Studie konnte durch die Referenz von Q1 zunachst in
Ansatzen aus D-Fructose-1,6-diphosphat und PD die Entstehung der Verbindung Q1 mit der
molaren Masse von 314 durch HPLC-MS/MS-Messungen bestatigt werden (Hauck und
Mitarbeiter, 2003 a).

0 H,N N
]
HO HO ™
0 H,N N

+ e +
HO HO 2H,0
- on HO™ N OH
HO™ Ny o
D1 PD Q1

Abb. C-2-5: Reaktion von 1-Desoxy-2,3-hexodiulose-6-phosphat (D1) mit o-Phenylendiamin
(PD) unter Bildung von Phosphorsaure-mono-[2,3-dihydroxy-3-(3-methyl-
chinoxalin-2-yl)-propyl]-ester (Q1); Hauck und Mitarbeiter (2003 a).

AnschlieBend wurde versucht auch in vivo Q1 als Reaktionsprodukt von D1 mit PD
nachzuweisen. Daflir wurde eine PD-L6sung in reife Erdbeeren injiziert, diese anschlielend

Uber eine XAD-Festphasensaule aufgearbeitet und der semipolare Diethyletherextrakt und
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der polare Methanolextrakt auf Q1 hin durch HPLC-MS/MS-Messungen untersucht.
Allerdings konnte keine der Referenz entsprechende Verbindung identifiziert werden. Eine
mogliche Ursache daflr war, dass Q1 in der Erdbeerfrucht dephosphoryliert wird. Um diese
Méglichkeit zu Uberprifen wurde zunachst die phosphatfreie Referenz durch Behandlung
von Q1 mit alkalischer Phosphatase hergestellt. AnschlieRend wurden die Referenzdaten
der Verbindung durch HPLC-MS/MS-Analytik ermittelt. So konnte in den Erdbeerextrakten
gezielt nach der dephosphorylierten Verbindung gesucht, diese aber nicht gefunden werden.
Zur Uberpriifung der Aufarbeitungs- und Analysemethoden wurde eine Kontrolle mit
Tomaten durchgefuhrt. Wie bereits von Hauck und Mitarbeitern (2003 c¢) beschrieben, 1auft
in Tomaten die Biosynthese von 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (HMF) Uber eine
reaktive a-Dicarbonylverbindung (4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion, DPD) ab, welche durch PD
in vivo abgefangen und so nach Reinigungschritten als 2-Methyl-3-(1,2-dihydroxyethyl)-
quinoxalin (Q2) mittels HPLC-MS nachgewiesen werden kann (Abb. C-2-6). In der
Inkorporationsstudie mit Tomaten konnte Q2 eindeutig bestatigt und identifiziert werden. Die
Anwendbarkeit der Methode war somit bewiesen. Schlussfolgernd kann gesagt werden,
dass eine Diketoverbindung wie D1 als Intermediat der HDMF-Biosynthese in

Erdbeerfriichten ausgeschlossen werden kann.

O N
o
HO HO N ji>
O N
HO HO
DPD Q2

Abb. C-2-6: Strukturformeln von 2-Methyl-3-(1,2-dihydroxyethyl)-chinoxalin (Q2) und der
daraus abgeleiteten a-Dicarbonylverbindung 4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion
(DPD); Hauck und Mitarbeiter (2003 c).

2.2.2 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF)

Da die Biosynthese von HDMF in der Erdbeerfrucht nicht Uber eine a-Dicarbonylverbindung
ablauft, wurde nach anderen strukturellen Mdglichkeiten fur einen Prekursor gesucht. In der
Literatur ist eine Chinonoxidoreduktase (AtAER) beschrieben, die neben Chinonen auch
a, B-ungesattigte Carbonylverbindungen umsetzt. Dabei entstehen die stabileren,
gesattigten Derivate, wobei die Carbonylstruktur nicht angegriffen wird (Mano und
Mitarbeiter 2002, Abb. C-2-7 A). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde, zunachst auf
dem Papier, die Idee von 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF, Abb. C-2-7
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B) als a, B-ungesattigte Carbonylverbindung und mdgliches Substrat von FaEO sowie

potentieller Vorlaufer von HDMF entwickelt.

A B o
H.C
AtAER AN
NAD(P)H
0 e e NN PH |,  ~_ o~ o o
OH

CH3
E2-Hexenal Hexanal HMMF

Abb. C-2-7 Reduktion der Doppelbindung von E2-Hexenal durch AtAER in Anwesenheit von
NAD(P)H (A) (Mano und Mitarbeiter 2002) und Strukturformel von 4-Hydroxy-5-
methyl-2-methylen-3(2H)-furanon (HMMF) (B), als postulierte
Vorlauferverbindung von HDMF mit a, B-ungesittigter Carbonylstruktur.

2.2.2.1 Synthese von HMMF

Bereits 1978 wurde von Ledl und Mitarbeitern beschrieben, dass 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-
furanon (HMF) unter Bedingungen der Maillard-Reaktion mit Zuckerabbauprodukten, die
eine Carbonylfunktion besitzen, zu ungesattigten Braunungsprodukten kondensiert. In einem
Modellversuch wurde damals gezeigt, dass HMF mit verschiedenen aliphatischen,
aromatischen und heterocyclischen Aldehyden und Ketonen in Gegenwart von
Piperidinacetat als Katalysator zu farbigen Substanzen reagiert (Abb. C-2-8). Ballesteros
und Mitarbeiter (1983) beschreiben eine  Moglichkeit zur Darstellung von
Di-tert-butyl-methylenmalonat, welches als Mitglied der Gruppe der Methylenmalonatester
eine wichtige Rolle als elektrophiles Alken in organischen Synthesen spielt. Die von ihnen
beschriebene Methode basiert auf einer Knoevenagel-Reaktion zwischen Di-tert
-butylmalonat und Paraformaldehyd unter Zugabe von Kaliumacetat und Kupferacetat in
Essigsaure (Abb. C-2-9).

Ry
© /R2 Piperidinacetat, ©
m * 0= EOH, > \ Ry * H0
"o \O R4 50°C,1h "o \O
HMF

Abb. C-2-8: Umsetzung von 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (HMF) mit Aldehyden oder
Ketonen zu Braunungsprodukten; Ledl und Mitarbeiter (1978), z. B.: Ry = CH; und
R,= CH3j, Ry= CH; und R,= CH(OH)CHj3; oder Ry = H und R, = CH=N-NH(CHj3),.
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Abb. C-2-9: Umsetzung von Di-tert-butylmalonat mit Paraformaldehyd zu Di-tert-butyl

-methylenmalonat; Ballesteros und Mitarbeiter (1983).

Obwohl beschrieben ist, dass die Produkte der beiden Synthesen aufgrund der hohen
Reaktivitat als a, B-ungesattigte Carbonylverbindungen teilweise im Reaktionsansatz weiter
polymerisieren, wurde die Synthese von HMMF an die beiden Methoden angelehnt. HMF ist
mit Formaldehyd zu HMMF umgesetzt worden (Abb. C-2-10).

O Cu(OAC),*H,0 O
TR v omen e T T
HO \o HO \o
HMF Formaldehyd HMMF

Abb. C-2-10: Reaktion von HMF mit Formaldehyd zu 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-3(2H)-
furanon (HMMF).

Beide Reaktionsansatze wurden getestet und auf Ausbeute und Reinheit des Produkts hin
untersucht. AuRerdem sind einige Parameter, wie Reagenzien, Ldsungsmittel,
Puffergemisch und Temperatur variiert worden, und es wurde schlieRlich aufgrund der
hdchsten Reinheit, einhergehend mit durchschnittlicher Ausbeute die in Abb. C-2-10
aufgefuhrten Bedingungen gewahlt.

Die HPLC-MS/MS-Analysen des synthetisierten HMMF und HDMF zeigten, dass beide
Substanzen ahnlich fragmentieren (Abb. C-2-11). Das Bruchstick m/z (+) 44
([HMMF-83+H]" bzw. [HDMF-85+H]") entsteht aus beiden Substanzen. Ebenso werden aus
beiden Strukturen die Fragmente [M-CO+H]" und [M-42+H]" gebildet. Lediglich
Wasserabspaltungen sind im Produktionenspektrum von HMMF nicht zu erkennen.

Die durch GC-MS-Analytik erhaltenen Massenspektren der beiden Verbindungen weisen nur

wenige Bruchstlicke auf (Abb. C-2-12). Das Hauptfragment (m/z 55) im Massenspektrum
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von HMMF ist um zwei Einheiten geringer als das Hauptfragment von HDMF (m/z 57). Die

postulierten Fragmentierungen sind in Abb. C-2-12 angegeben.
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. 85
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Abb. C-2-11: Produktionenspektren (HPLC-MS/MS) von HMMF (A) und HDMF (B).

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass es sich bei der synthetisierten Verbindung und
HMMF keine

Referenzsubstanz zuganglich war wurden NMR-Studien zur eindeutigen Identifizierung der

HDMF

um strukturell

Verbindung durchgefihrt.

verwandte Substanzen

handelte. Da fir



52 2 Beteiligung von FaEO an der Biosynthese von HDMF

43
128
100%] 100% 7 o
I A ] C 71 HsC CH;
e ]
% E ]
= 7 ] 57 57
£ ] HO o]
.g E : 85
S ] 55 85
AN 1 A ‘ \
1oo(l)>f 100°(/) | 126
o] 0] 55 55
— 1B 1D o o
So R ] H,C CH, HyCx_ _—=CH,
2 - ] \ «—>
SN 1 55 \
£ ] HO o) HO OH
o 7 B
= 7 ]
i .
(0] E ]
0:0 LI I I B R A R I R R R A R RN A ARSI AR | O \\\\w\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\w\\\w\\‘\”\“\'w‘\'\\“\“’\‘y‘\'w
13 14 15 16 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Zeit (Min) m/z

Abb. C-2-12: GC-MS-Analytik von HMMF und HDMF; lonenchromatogramm von HDMF m/z 128
(A) und HMMF m/z 126 (B) sowie Fragmentierungsmuster von HDMF (C) und HMMF

(D).

2.2.2.2 Stabilisierung von HMMF mit 3-Mercaptobenzoeséaure (MBS)

Die fir NMR-Studien notwendige Reinigung des Synthesengemisches stellte aufgrund der
hohen Reaktivitat der Zielverbindung HMMF ein Problem dar. Es gelang nicht mit Hilfe der
zur  Verfligung stehenden Methoden (Flissig-Flussig-Extraktion, praparative
Dinnschichtchromatographie, Saulenchromatographie an RP-18- und Kieselgelmaterial)

ausreichend Substanz in der erforderlichen Reinheit zu isolieren.

Inten;. i
x10° A
1.5

1.0]

0.5

Abb. C-2-13: Lagerstudie (HPLC-MS) von HMMF (lonenchromatogramm m/z (+) 127) in
verschiedenen Losungsmitteln; Diethylether (Et;O); Chloroform (CHCI3);
Tetrahydrofuran (THF); Acetonitril (CH3;CN); Propanol; Lagerzeit: 30 Minuten.
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Des Weiteren flihrte eine Lagerung der gereinigten Substanz I16sungsmittelabhangig bis zum
vollstandigen Abbau (Abb. C-2-13). Die Reaktivitat des gebildeten HMMF resultiert aus
seiner Fahigkeit als a, B-ungesattigte Carbonylverbindung, nucleophile Substanzen, wie
Wasser oder Ethanol, Uber eine konjugierte Addition an die Doppelbindung anzulagern
(Abb. C-2-14, Vollhardt und Schore ,1995).

HNu
- +
\6+ i HNu Nu Nu
O6 o OH O
\ —> — —> _ —>
<« <« <«
H

Abb. C-2-14: Schematische Darstellung einer konjugierten Addition an a, B-ungesittigte
Carbonylverbindungen; Vollhardt und Schore (1995).

Ledl (1979) und Hiebl und Mitarbeiter (1987) beschrieben die Mdglichkeit, dass bei der
Reaktion von HMF und Formaldehyd und auch bei der Reaktion von Glucose mit
Aminosauren eine hydroxylierte Verbindung (HHMMF) entsteht, die sich durch
Wasseranlagerung an die exocyclische Doppelbindung von HMMF bildet (Abb. C-2-15).
Auch die Folgereaktion von HMMF mit Norfuraneol, die von Ledl und Severin (1978) fir
andere ungesattigte Hydroxyfuranone beschrieben wurde (Abb. C-2-16), bietet eine
Erklarung fir die geringe Ausbeute an HMMF. Deshalb musste das Ausgangsprodukt
maoglichst schnell vom Produkt abgetrennt werden. Zusatzlich, um eine ungerichtete Addition
von Nucleophilen an HMMF zu vermeiden, wurde eine gezielte 1,4-Addition als

Stabilisierungsreaktion durchgefiihrt.
OH
H,C

)

HO O

HHMMF
Abb. C-2-15: 4-Hydroxy-2-hydroxymethyl-5-methyl-3(2H)-furanon (HHMMF).
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HsC_~ON__CH, Hyce ° Hio © /
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HMMF HMF HsC

Abb. C-2-16: Polymerisationsreaktion von HMMF mit HMF; Ledl und Severin (1978).
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2.2.2.3 Umsetzung von HMMF mit MBS Uber eine konjugierte Addition

Ballesteros und Mitarbeiter (1983) sowie Jezzusek und Schieberle (2003) beschrieben die
Umsetzung von a, B-ungesattigten Carbonylverbindungen mit Thiolen zu Thioethern. Bei
Jezzusek und Schieberle wurde diese Reaktion daflir verwendet, Acrylamid zu stabilisieren
und somit der Stabilisotopenverdiinnungsanalyse mit HPLC-MS quantitativ zuganglich zu
machen. In dieser Studie sind verschiedene Thiolverbindungen als Reaktionspartner
getestet worden. Daran angelehnt wurde in der vorliegenden Studie HMMF mit den in
Abb. C-2-17 gezeigten Thiolen im leicht alkalischen Milieu umgesetzt und die entstandenen
Verbindungen anschlieRend mittels GC-MS und HPLC-MS/MS analysiert.

HS
O O O O

3-Mercaptobenzoesaure  Thiobenzoesaure Thiophenol Furfurylmercaptan

Abb. C-2-17: Zur Stabilisierung eingesetzte Thiolverbindungen.

(@) @)
HO \O o) HO \O 5

HMMF MBS 3-{[(4-Hydroxy-5-methyl-3-ox0-2,3-dihydrofuran
-2-yl)methyl]thio}benzoesaure
(Thioether)

Abb. C-2-18: Umsetzung von HMMF mit 3-Mercaptobenzoesdure (MBS) zur stabilen
3-{[(4-Hydroxy-5-methyl-3-0x0-2,3-dihydrofuran-2-yl)-methyl]thio}benzoesaure
(Thioether).

Es stellte sich heraus, dass die Umsetzung mit 3-Mercaptobenzoesaure (MBS) am Besten
gelingt (Abb. C-2-18). Auch zeigt MBS ein nur geringes toxisches Potential.

Bei der HPLC-MS/MS-Analyse des Thioethers konnten Signale flr zwei Isomere mit stark
ahnelnden Fragmentierungsmustern detektiert werden (Abb. C-2-19). Das Verhaltnis der
Fragmentintensitaten m/z (+) 127, 155, 245 und 263 variierte. Dies deutete darauf hin, dass
es sich hier um nicht vollstandig getrennte Tautomere handeln kénnte. Das doppelte Signal
im UV-Chromatogramm bestatigte diese These (Abb. C-2-20).
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Abb. C-2-19: Fragmentierungsmuster der Thioether-lsomere im HPLC-MS/MS-Experiment;
Isomer 1, RT: 19,0-19,2 Minuten (oben); Isomer 2, RT:19,2-19,4 Minuten (unten).
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Abb. C-2-20: HPLC-MS-UV-Analytik des Thioethers; lonenchromatogramm m/z (+) 281 (oben),

UV-Chromatogramm bei 285 nm (unten).

Un den mit MBS entstandenen Thioether zu isolieren, wurde dieser
saulenchromatographisch Uber Kieselgel und RP-18-Material gereinigt. Vom gereinigten

Addukt wurden schlief3lich NMR-Daten aufgenommen.
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2.2.2.4 NMR-Analytik des Thioethers

Durch die Addition von MBS an HMMF wurde die starre Doppelbindung an C-5 reduziert
und das Molekil unterlag nun den fir 3(2H)-Hydroxyfuranone typischen Tautomerisierungen
(Abb. C-2-21).
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Abb. C-2-21: Tautomere Strukturen des Thioethers; 3-{[(4-Hydroxy-5-methyl-3-oxo-2,3-
dihydrofuran-2-yl)methyllthio}benzoesaure (1a), 3-{[(3-Hydroxy-5-methyl-4-oxo0-4,5-
dihydrofuran-2-yl)methyl]thio}benzoesaure (1b), 3-{[(3,4-Dihydroxy-5-methyl-2-
furyl)methyl]thio}benzoesaure (1¢c), 3-{[(5-Methyl-3,4-dioxotetrahydrofuran-2-
yl)methyl]thio}benzoesaure (1d).

Dies beeinflusste die NMR-Messung dahingehend, dass nun vier mdégliche Tautomere
existierten, die zusatzliche Signale lieferten. Zwei Tautomere lagen, wie beim EHMF (2-
Ethyl-4-hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon, 5-Ethyl-4-hydroxy-2-methyl-3(2H)-furanon) (Re und
Mitarbeiter, 1973; Huber, 1992) im Uberschuss vor. Es ergaben sich recht unubersichtliche
Spektren. Ein- und zweidimensionale NMR-Experimente und vor allem der
Spektrenvergleich mit den Referenzsubstanzen HDMF und EHMF brachten schlieRlich den
Beweis, dass es sich bei der analysierten Verbindung um den Thioether von HMMF
handelte (Tabellen C-2-1/C-2-2). Die Signale der aromatischen Ringe der vier Tautomere
waren in ahnlichen Signalmustern angeordnet und unterschieden sich nur in den
chemischen Verschiebungen. Eine Zuordnung erfolgte aufgrund ihrer Flachen und
Kopplungen in COSY, HMBC und HMQC. Dies bestatigte die Aussage, dass die vielen
detektierten Signale im Spektrum aus der Tautomerisierung des Thioethers resultierten und
keine Artefakt- oder Verunreinigungssignale waren. Kopplungen zwischen den Furanon- und
den zugehdrigen Aromatenstrukturen konnten nicht beobachtet werden. Dennoch lie3en
sich die beiden Einheiten Uber die Flachen der Signale, also Uber die vorhandene
Konzentration des Tautomers in der Probe einander zuordnen. So konnte auch das

Verhaltnis der vier Tautomere A: B : C: D vonetwa 1:0,8:0,3: 0,3 abgeschatzt werden.
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Das 'H-NMR des Tautomers A zeigte im Hochfeldbereich der chemischen Verschiebung
gegen Tetramethylsilan vier Signale (Tab. C-2-1). Das Singulett bei 2,3 ppm stammt von
den Protonen der Methylgruppe an C-1. Interessant waren die beiden aus der CH,-Gruppe
an C-6 resultierenden Protonensignale, die sich um 0,3 ppm unterschieden obwohl sie von
aquivalenten H-Atomen stammten. Signale von Protonen an C-6 konnten in Tautomer B
dem Singulett bei 2,1 ppm zugewiesen werden. Wohingegen das Signal der Protonen an
C-1 in Verbindung B aufgrund der benachbarten CH-Gruppe an C-2 als Duplett bei 1,4 ppm

detektiert wurde.

Abb. C-2-22: Strukturformeln der zwei wichtigsten tautomeren Formen des Thioethers; Die
Nummerierung erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit der NMR-Messergebnisse nicht
nach IUPAC-Regeln.



58 2 Beteiligung von FaEO an der Biosynthese von HDMF

Tabelle C-2-1: 'H-NMR-Signale des Thioethers Tautomer A (Abb. C-2-22) ermittelt durch
HMBC (heteronuclear multiple quantum multiple bond correlation spectroscopy),
COSY (correlation spectroscopy) und HMQC (heteronuclear multiple quantum

spectrometry).
3C chemische 'H chemische Beobachtete
Verschiebung Verschiebung NMR Kopplungen
(HMQC)
Pos. 0 [ppm] O [ppm] Jun [HZz] COosy HMBC
1 14,3 2,3 - - 3
5 82,2 4,7 3,8; 6,4 (61,2) 612 -
61 36,1 3,35 - 5 -
6, 36,1 3,65 - 5 -
1 128,6 8,21 1,8 (3) 315 3
2' 137,0 - - - -
3 132,0 7,8 1,0(5°);1,3(1'); 7,8 (4) 4 5
4' 130,1 7,54 7,8 (3.,5) 315 6'/2’
5' 129,1 8,05 1,3(3);1,3(1'); 7,8 (4) 4 1
6' 132,9 - - - -

Die Position der Atome wurde zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Molekiile genormt und entspricht

somit nicht in allen Fallen den IUPAC-Regeln.

Tabelle C-2-2: 1H-NMR-SignaIe des Thioethers Tautomer B (Abb. C-2-22) ermittelt durch
HMBC (heteronuclear multiple quantum multiple bond correlation spectroscopy),

COSY (correlation spectroscopy); HMQC (heteronuclear multiple quantum

spectrometry).
*C chemische "H chemische Beobachtete
Verschiebung Verschiebung NMR Kopplungen
(HMQC)
Pos. 3 [ppm] 3 [ppm] Jun [Hz] Cosy HMBC
1 18,3 1,4 - - 2
104,7 5,0 - - i
13,6 2,1 - - 4
1 137,3 8,2 1,8 (3) - 5
2' 131,0 - - - -
3 140,4 7,7 16(5);1,6 (1);7.8(4) 4/5/1 5/1
4' 129,3 7,5 7.8 (3'/5)) 3'/5 6'/2
5' 131,1 8,1 1,4 (3);1,4(1);7.8(4) 4131 113
6' 130,0 - - - -

Die Position der Atome wurde zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Molekiile genormt und entspricht

somit nicht in allen Fallen den IUPAC-Regeln.
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2.2.3 Nachweis der enzymatischen Umsetzung von HMMF zu HDMF

Um zu zeigen, dass es sich bei HMMF um den Vorlaufer von HDMF handelt, wurde HMMF
in Gegenwart von NADH mit heterolog exprimiertem FaEO umgesetzt (Abb. C-2-23). Im
Ansatz mit FaEO war kein HMMF ([M+H]" m/z (+) 127) mehr nachweisbar, dafiir konnte
HDMF ([M+H]" m/z (+) 129) nachgewiesen werden. Zwar entstand auch im Ansatz mit pET
(Kontrolle) eine geringe Menge an HDMF, dieses kann jedoch wie bereits in Kapitel C-2.1.1
beschrieben durch die gleichzeitig ablaufende chemische Bildung erklart werden. Mit FaEO
bildete sich in 15 Minuten bereits finfmal mehr HDMF als im Ansatz mit pET nach 45
Minuten. Die Menge an HMMF nahm aufgrund der Instabilitdt der Verbindung und der
Reaktion mit dem umgebenden wassrigen Milieu in jedem Ansatz kontinuierlich ab. Aus
diesem Grund war es auch nicht moglich kinetische Daten zu der Umsetzung von HMMF
durch FaEO zu gewinnen. Wird HMMF als Substrat zum Ansatz dazu gegeben ist die
Wahrscheinlichkeit hoch, dass ein unbekannter Teil mit Wasser reagiert und so dem Enzym
nicht mehr zur Verfugung steht. Aus diesem Grund fehlte ein wichtiger Beweis der
enzymatischen Umsetzung und es musste ein anderer Versuchsaufbau gewahlt werden. Wir
entschlossen uns deshalb HMMF in situ aus D-Fructose-1,6-diphosphat zu bilden und einer

Konkurrenzreaktion mit MBS sowie FaEO in Gegenwart von NADH zu unterwerfen.
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Abb. C-2-23: HPLC-MS-Analytik der enzymatischen Umsetzung von HMMF zu HDMF durch

FaEO unter Verbrauch von NADH; HMMF, EIC m/z (+) 127 [HMMF+H]" (A), HMMF
mit FaEO, EIC m/z (+) 127 [HMMF+H]" (B), HMMF mit FaEO, EIC m/z (+) 129
[HDMF+H]" (C), HMMF mit pET, EIC m/z (+) 127 [HMMF+H]" (D), HMMF mit pET,
EIC m/z (+) 129 [HDMF+H]" (E), Reaktionszeit: 15 Minuten (B,C); 45 Minuten (D,E).
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Durch Zugabe von MBS sollte HMMF in den Thioether Uberfihrt oder durch Zugabe von
FaEO und NADH in HDMF umgewandelt werden (Abb. C-2-24).

O H2

+MBS

H,C— / Thioether i “COOH

J \
OH
CH,
FaEO \g—z/

D-Fructose- HMMF (0] OH
1,6-diphosphat NADH

H,0O,PO

HDMF

Abb. C-2-24: Konkurrenzreaktion von FaEO und MBS um HMMF.

Dass MBS in der eingesetzten Konzentration, 0,04 mg/ml, die Enzymaktivitdt nicht
beeinflusst, wurde zuvor in photometrischen Aktivitatstests mit PQ Uberpriift. Abb. C-2-25 A
zeigt die wahrend der Konkurrenzreaktion von FaEO und MBS um HMMF entstandene
Menge an HDMF. Die gleichzeitige Zugabe von MBS und FaEO/NADH lieferte geringere
Mengen an HDMF als die Umsetzung mit FaEO/NADH alleine. Betrachtet man die Menge
an gebildetem Thioether (Abb. C-2-25 B) wird deutlich, dass die Zugabe von FaEO zum
Ansatz mit MBS die gebildete Menge Thioether verringert. AulRerdem zeigte sich, dass
FaEO eine hdhere Affinitdt zu HMMF besitzt als MBS, da die Mengen der beiden daraus
gebildeten Produkte sich stark unterscheiden. HDMF wurde nach 350 Minuten in einer
Menge von etwa 400 nmol pro mmol D-Fructose-1,6-diphosphat gebildet. Wobei nach der
gleichen Zeit MBS nur ca. 35 nmol an HMMF abfangen und in den Thioether umwandeln

konnte.
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Abb. C-2-25:
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Bildung von HDMF (A) und Bildung des Thioethers (B) wahrend der
Konkurrenzreaktion von FaEO und MBS um aus D-Fructose-1,6-diphosphat
entstandenes HMMF; D-Fructose-1,6-diphosphat + NADH + FaEO (.),
D-Fructose-1,6-diphosphat + NADH + FaEO + MBS (O), D-Fructose-1,6-diphosphat
+ MBS (A).
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2.2.4 Nachweis von HMMF in vivo

2.2.4.1 Nachweis in der Erdbeerfrucht

Dass HMMF in bisher durchgefiihrten Studien mit Erdbeeren nicht identifiziert wurde, liegt
wahrscheinlich an der hohen Instabilitdat und dem dementsprechend schwierigen Nachweis
dieser Verbindung. Aus diesem Grund wurde in dieser Studie mit der stabilisierten Form,
dem Thioether gearbeitet. Durch die Injektion einer MBS-Lésung in Erdbeeren
verschiedener Reifestadien sollte die HDMF-Biosynthese auf der Stufe von HMMF
unterbrochen und der indirekte Nachweis der Verbindung als Thioether erbracht werden.
Diese Applikationsmethode wurde bereits mit markierten Prekursoren von HDMF zur
Aufklarung von dessen Biosynthese angewendet (Roscher und Mitarbeiter, 1998; Schwab,
1998; Wein und Mitarbeiter, 2001). Um die Bedingungen wahrend der Fruchtreifung so
realistisch wie moglich zu simulieren wurden ganze Erdbeeren eingesetzt. Reifende
Erdbeeren bilden auch nach Abtrennung von der Mutterpflanze HDMF (Pérez und
Mitarbeiter, 1996). Die von Schwab (1998) beschriebene Methode der Injektion der
Applikationsldsung in die Frucht wurde der Stielapplikationsmethode von Roscher und
Mitarbeitern (1998) vorgezogen, da hier gewahrleistet ist, dass die Verbindungen in der
Frucht zur Verfligung stehen und nicht im Stiel verbleiben. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Frichte zunachst tief gefroren und anschlieRend Uber XAD-2-
Adsorptionschromatographie aufgearbeitet. Diese Methode bietet die Moéglichkeit, polare
Substanzen abzutrennen und schliellich zwei Fraktionen, den Glycosidextrakt (Elution mit
Methanol) und den Aromaextrakt (Elution mit Diethylether) zu erhalten (Roscher und
Mitarbeiter, 1998). Die Extrakte sind nach dem Ankonzentrieren und dem Uberfithren der
Substanzen des Diethyletherextraktes in Acetonitril direkt mittels HPLC-MS/MS auf die
Zielverbindungen hin untersucht worden. Der aus HMMF und MBS gebildete Thioether
konnte in Frichten des pinkfarbenen und roten Reifezustandes eindeutig nachgewiesen
werden (Abb. C-2-26). Im Gegensatz dazu wurde in grinen Frichten kein HMMF
abgefangen, was die reifekorrelierte Bildung von HDMF in der Erdbeerfrucht bestatigt. Zur
Kontrolle wurden unbehandelte Erdbeeren aller Reifestadien ebenso aufgearbeitet. Die
MS/MS-Daten aus pinkfarbenen Frichten zeigten, dass es sich bei der Verbindung der
Masse 280 tatsachlich um den Thioether handelte, da Retentionszeit und

Fragmentierungsmuster mit denen der Referenz (Abb. C-2-19) Ubereinstimmten.
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Abb. C-2-26: HPLC-MS/MS-Analytik des Thioethers aus HMMF und MBS nach Injektion von
MBS in Erdbeerfriichte; lonenchromatogramm m/z (+) 281 [Thioether+H]" des
methanolischen Extrakts aus unbehandelten pinkfarbenen Erdbeeren (C), mit MBS
behandelten grinen (MBS 1), pinkfarbenen (MBS 2) und roten (MBS 3) Erdbeeren;
Produkt-lonenspektrum von m/z (+) 281 aus dem Methanolextrakt aus pinkfarbenen,
behandelten Erdbeeren; Isomer 1 RT: 19,0 Minuten (MBS 2a) und Isomer 2 RT: 19,2
Minuten (MBS 2b).

2.2.4.2 Inkorporationsstudien von 6-**C-D-Glucose in HMMF

Roscher und Mitarbeiter (1998), Schwab (1998) sowie Wein und Mitarbeiter (2001) konnten
durch Inkorporationsstudien mit markierten Vorlaufern von HDMF den in Abb. B-6
dargestellten Biosyntheseweg von HDMF in der Erdbeere postulieren. Die Aussage, HMMF
sei auf diesem Weg der aus D-Fructose-1,6-diphosphat entstandene Prekursor von HDMF,
sollte nun ebenfalls durch Inkorporationsstudien belegt werden. Es wurden wassrige
Lésungen von 6-'°C-D-Glucose an Erdbeeren des friihen pinkfarbenen Reifegrades
appliziert und die Biosynthese von HDMF zwei Tage spater auf der Stufe von HMMF durch
Applikation von MBS unterbrochen. Anschlieend sind die Friichte wie in Kapitel C-2.2.4.1
aufgearbeitet und untersucht worden. Der Markierungsgrad wurde mit Hilfe der
Flachenintegrale des Signals des Pseudomolekiilions der Verbindung [M+H]" und des
dazugehorigen Pseudomolekilions des Isotopologs [M+1+H]" berechnet.

Abb. C-2-27 zeigt Ausschnitte aus Massenspektren, die zu gleichen Retentionszeiten aus
methanolischen Erdbeerextrakten aufgenommen wurden. Die Ergebnisse in Abb. C-2-27 A,
B und C wurden aus einer Erdbeerfrucht, die mit 6-"*C-D-Glucose und MBS behandelt
wurde, erhalten. Der Markierungsgrad des Thioethers war hier mit 33 % mehr als doppelt so
hoch wie in Erdbeeren ohne Zusatz von stabil markiertem Zucker (13 %) (Abb. C-2-27 A und
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D). Das bedeutet, dass 6-"°C-Glucose von der Erdbeerfrucht in HMMF und somit in den
Thioether inkorporiert wurde. Weiterhin konnte die stabile Markierung in MS/MS-
Experimenten klar dem Hydroxyfuranon-Teil des Thioethers zugeordnet werden. Der
Markierungsgrad des Produkt-lons [M-155+H]" (Hydroxyfuranon-Teil) aus stabil markiertem
Thioether war mit 19 % hoher als ohne Markierung (3 %) (Abb. C-2-27 B und E). Im
Gegensatz dazu wies das Produkt-lon [M-126+H]" (MBS-Teil) fast denselben
Markierungsgrad im markiertem und unmarkiertem Thioether (6 % bzw. 4 %) auf und lag

somit im Rahmen der natirlichen Schwankungsbreite (Abb. C-2-27 C und F).
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Abb. C-2-27: Ausschnitte aus Massenspektren des Thioethers, der aus Erdbeeren isoliert
wurde, die mit 6-'*C-D-Glucose und MBS (A, B, C) oder nur mit MBS (D, E, F)
behandelt wurden; Pseudomolekiilion [M+H]" (A, D); Produkt-lon [M-154+H]" (B, E);
Produkt-lon [M-126+H]" (C, F).
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2.2.4.3 Nachweis von HMMF in anderen HDMF-bildenden Friichten

Neben der Erdbeere ist HDMF u. a. auch in der Himbeere (Klesk und Mitarbeiter, 2004;
Honkanen und Mitarbeiter, 1980), Ananas (Rodin und Mitarbeiter, 1965; Fehl und
Mitarbeiter, 1989; Pickenhagen und Mitarbeiter, 1981) und Mango (Pickenhagen und
Mitarbeiter, 1981) nachgewiesen worden. Das Methoxyderivat wurde u. a. aus Kiwi
(Takeoka und Mitarbeiter, 1986) und das Glucosid u. a. aus Tomaten (Krammer, 1994)
isoliert. Zur Uberpriifung, ob auch in diesen Friichten HMMF eine Rolle in der Biosynthese
von HDMF spielt, wurden die gleichen Untersuchungen wie an der Erdbeere durchgefihrt
(Kap. C-2.2.4.1). Als Blindprobe dienten Apfel, die kein HDMF bilden. Zunachst ist der
HDMF-Gehalt in diesen Frichten ermittelt worden. Nur in Tomaten, Ananas und Himbeeren
konnte HDMF bzw. eines seiner Derivate DMMF, HDMF-3-D-glucopyranosid nachgewiesen
werden. In Kiwis wurde kein DMMF detektiert. Ebenso waren in Mangos und,
erwartungsgemaR, in Apfeln keine Furanone nachweisbar. All diese Ergebnisse sind rein
qualitativ zu bewerten, weshalb hier keine Mengen- und/oder Konzentrationsangaben
gemacht werden.

Bei der HPLC-MS/MS-Analyse von Friichten, die mit MBS-Lésung behandelt wurden, stellte
sich heraus, dass der Thioether sowohl in Ananas als auch in Tomaten gebildet wurde (Abb.
C-2-28). In Himbeeren konnten aufgrund der geringen Menge keine MS/MS-Daten des lons
m/z (+) 281 aufgenommen werden. In Mangos, Kiwis und Apfeln war kein Thioether, folglich
kein HMMF nachweisbar.
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2.3 DISKUSSION UND ZUSAMMENFASSUNG

Urspriinglich ist FaEO wegen seiner HDMF-bildenden Eigenschaft aus Erdbeeren isoliert
worden (Raab und Mitarbeiter, 2006). Das korrespondierende Protein der cDNA, welches
Peptidsequenzen von FaEO aufweist, wurde aber aufgrund von Sequenzahnlichkeiten
zunachst der Familie der Chinonoxidoreduktasen zugeordnet. Der Beweis, dass beide
identisch sind, war bisher nicht erbracht worden. Deshalb wurden die HDMF-bildenden
Eigenschaften des rekombinanten Proteins untersucht. Es konnte eindeutig gezeigt werden,
dass aus D-Fructose-1,6-diphosphat mit NADH und dem heterolog exprimierten Enzym
HDMF gebildet wurde. Wie allerdings bereits Hauck und Mitarbeiter (2002) gezeigt hatten,
lauft die Bildung von HDMF aus D-Fructose-1,6-diphosphat in Gegenwart von NADH auch
ohne Enzym, also rein chemisch ab. D-Fructose-1,6-diphosphat stellte aufgrund der langen
Umsetzungszeiten nicht das eigentliche Substrat von FaEO dar. Es wurde angenommen,
dass D-Fructose-1,6-diphosphat zunachst chemisch in eine Zwischenstufe umgeformt wird,
welche dann als Substrat fur FaEO dient. Aus diesem Grund konnten keine echten
Michaelis-Menten-Kinetiken aufgenommen werden. Dennoch wurde durch Variation der
Substratmenge, eine Sattigungskurve fir die HDMF-Bildung erhalten. Bei einer rein
chemischen Bildung ware eine Ursprungsgerade zu erwarten gewesen. Gleichzeitig wurden
Kontrollansatze mit Proteinextrakt aus Zellen, welche mit dem leeren Vektor transformiert
worden waren, durchgefiihrt. Die hier entstandene HDMF-Menge betrug nur 1/30 der in
Anwesenheit von FaEO gebildeten Menge. Dies belegte, dass ohne FaEO nur die
chemische Bildung ablauft und diese Uber die gebildeten Produktmengen gut von der
enzymatischen Umsetzung differenziert werden konnte.

FaEO zeigte ein klares Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit bei pH 6. Dieses
pH-Maximum unterscheidet sich von der pH-Abhangigkeit wenn PQ als Substrat dient (Kap.
C-1.2.2). Der physiologische pH-Wert der Erdbeere verdandert sich mit der Reifung. Im
unreifen Zustand liegt er zwischen pH 3,5 und 4,6, nimmt dann bis zur weillen
Reifungsphase auf pH 3,1 bis 3,3 ab und steigt im reifen bis Uberreifen Zustand wieder auf
pH 3,5 bis 3,7 an (Perkins-Veazie, 1995, Woodward 1972). Diese niedrigen pH-Werte
kommen allerdings hauptsachlich durch die in der Vakuole gelagerten Sduren zustande.
Nachdem aber in Ermangelung von Signal- oder Transitpeptiden und der einfachen
Aufreinigung aus dem l6slichen Zelliberstand der Erdbeerfrucht (Raab und Mitarbeiter,
2006) davon ausgegangen wird, dass FaEO ein cytosolisches Enzym ist, sollte FaEO in der
Lage sein bei maximaler Aktivitat in vivo zu arbeiten, da im Cytosol ein neutraler pH
herrscht.

Weil D-Fructose-1,6-diphosphat auf dem Weg zu HDMF unter anderem reduziert werden
muss, wurden als Cosubstrate fir FaEO verschiedene Reduktionsaquivalente getestet. Mit
NADPH bildete FaEO in der gleichen Zeit fiinfmal soviel HDMF wie mit Ascorbinsaure und
2,5-mal soviel wie mit NADH. NAD(P)H ist auch in der Literatur als das typische Cosubstrat
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fur Chinonoxidoreduktasen beschrieben. Ein weiteres Charakteristikum fur einen Teil der
Chinonoxidoreduktasen ist, wie bereits in Kap. C-1.2.4 beschrieben, ein kovalent- oder
nicht-kovalent gebundener Flavin-Cofaktor. Dieser kann laut Luster und Buckhout (1989) bei
der Aufreinigung von Proteinen verloren gehen und somit die Aktivitat des Enzyms mindern.
Bei der Umsetzung von D-Fructose-1,6-diphosphat mit NADH durch FaEO trat durch die
Inkubation des Enzyms mit Flavin-Mononucleotid (FMN) ein Hemmeffekt auf. Nachdem
keine Flavodoxin-Bindungsstelle anhand der Sequenz festgestellt wurde und auch das
Absorptionsspektrum des Enzyms gegen einen Flavin-Cofaktor spricht (Kap. C-1.2.4), war
dieser Versuch ein weiterer Beweis dafur, dass FMN nicht fur die Aktivitdt des Enzyms
bendtigt wird.

Ein Uberzeugendes Argument fur eine enzymatische Bildung von HDMF waren die
Ergebnisse, die die Analytik des gebildeten HDMF mittels
Chiralphasen-Kapillarzonenelektrophorese (cKZE) lieferte. HDMF besitzt an C-2 ein chirales
Zentrum. Chemisch hergestelltes HDMF ist in der Regel racemisch. Dass Enzyme hingegen
oftmals die Bildung eines Enantiomers bevorzugen, ist seit langem bekannt und wird
industriell genutzt. Raab und Mitarbeitern (2003) gelang es mit Hilfe der cKZE die beiden
Enantiomere von HDMF zu trennen und so deren Mengenverhaltnis zu bestimmen. Die
Analyse des mittels Erdbeerextrakt gewonnenen HDMFs zeigte einen Uberschuss des
(+)-Enantiomers. In dieser Studie wurde das durch die Inkubation von heterolog
exprimierten Erdbeerprotein mit D-Fructose-1,6-diphosphat und NADH gewonnene HDMF
untersucht. Ein Problem stellt die relativ hohe und pH-abhangige
Racemisierungsgeschwindigkeit von HDMF in Lésung dar. Die Arbeitsgruppe um Raab
(2003) zeigte, dass im schwach sauren Milieu die Racemisierung von HDMF am
langsamsten ablauft. Deshalb wurden in dieser Studie die Ansatze bei pH 5 durchgefihrt,
wodurch noch eine akzeptable Aktivitat des Enzyms gewahrleistet war. Die Analyse mittels
cKZE bestatigte das Ergebnis von Raab und Mitarbeitern (2003). Das im Reaktionsansatz
entstandene HDMF war aus unterschiedlichen Mengen der beiden Enantiomere
zusammengesetzt, wobei das (+)-Enantiomer im Uberschuss vorlag. Zusammen mit diesem
Ergebnis waren nun ausreichend Beweise gegeben, dass FaEO die Fahigkeit besitzt, HDMF
aus D-Fructose-1,6-diphosphat zu bilden und es sich somit um das von Raab beschriebene
Enzym handelt.

D-Fructose-1,6-diphosphat wurde von Roscher und Mitarbeitern (1998) als der Vorlaufer von
HDMF mit der héchsten Einbaurate in vivo beschrieben. In unseren Experimenten sprachen
allerdings die enzymatischen Umsetzungszeiten von 16 bis 24 h, die fir die Bildung von
HDMF durch FaEO in in vitro Assays bendtigt wurden, gegen eine direkte enzymatische
Transformation des phosphorylierten Kohlenhydrats. Hauck und Mitarbeiter (2002) stellten in
Studien fest, dass HDMF rein chemisch aus D-Fructose-1,6-diphosphat Uber die

Zwischenverbindung 1-Desoxy-2,3-hexodiulose-6-phosphat (D1, Abb. C-2-5) entstehen
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kann. Hierbei handelt es sich um eine sehr reaktive a-Dicarbonylverbindung. Auch bei der
Entstehung von 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (HMF) in der Tomate und im Hefeextrakt
spielt eine solche Diketo-Verbindung, 4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion (DPD), eine wichtige
Rolle. Diese entsteht spontan aus D-Ribulose-5-phosphat nach Wasser- und
Phosphateliminierung (Hauck und Mitarbeiter, 2003 a, c). Die Wahrscheinlichkeit, dass
reaktive a-Dicarbonylverbindungen auch an der Biosynthese von HDMF in der Erdbeerfrucht
beteiligt sein kdnnten, erschien zunachst plausibel, da die Bildung von HDMF im Zuge der
Maillard-Reaktion Uber a-Dicarbonylverbindungen ablauft und das HDMF-bildende Enzym
aus der Erdbeere aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten in die Klasse der
Chinonoxidoreduktasen eingeordnet wurde wobei als einziges bisher bekanntes Substrat
PQ, eine o-Diketoverbindung, fungierte.

Die Arbeitsgruppe um Hauck (2003 c) wies die Verbindung D1 in der Tomate durch das
Abfangreagenz o-Phenylendiamin nach, indem dieses in die Frucht injiziert, und das Produkt
nach Aufreinigung mittels HPLC-MS/MS analysiert wurde. In der Erdbeerfrucht konnte D1
nicht nachgewiesen werden. Auch eine mdgliche Dephosphorylierung der Verbindung in der
Frucht wurde Uberprift. Nach Darstellung der dephosphorylierten Referenz wurde gezielt
nach dieser Verbindung in den Extrakten gesucht, diese jedoch nicht gefunden. Demzufolge
wird davon ausgegangen, dass D1 in der Erdbeerfrucht nicht an der Biosynthese von HDMF
beteiligt ist.

Einen wichtigen neuen Aspekt brachten die Studien von Mano und Mitarbeitern (2000 a,
2000 b, 2002, 2005). In diesen wurde ein Enzym (AtAER) charakterisiert, welches wie FaEO
Uber Sequenzhomologien den Chinonoxidoreduktasen zugeordnet wurde. Im Laufe dieser
Studien stellte sich allerdings heraus, dass die Hauptaufgabe des Enzyms die Reduktion
von a, B-ungesattigten Aldehyden und Ketonen ist. Eine weitere Besonderheit zeigte sich in
der katalysierten Reaktion. AtAER katalysiert nicht wie die schon lange bekannte Familie der
Aldo-Keto-Reduktasen die Reduktion der Carbonylgruppe, sondern selektiv die der
Doppelbindung in a, B-ungeséattigten Carbonylstrukturen. Durch die Ubertragung dieses
Strukturmerkmals auf unsere Problematik postulierten wir HMMF, ein bisher unbekanntes
a, B-ungesattigtes Hydroxyfuranon, als primares Substrat von FaEO. Die Synthese dieses
kommerziell nicht verfiUgbaren Stoffes wurde Uber eine Knoevenagel-dhnliche-Reaktion
ausgehend von HMF und Formaldehyd durchgefihrt. Neben der Vielzahl an
Reaktionsprodukten erschwerte die Instabilitdt der Zielsubstanz, die aufgrund ihrer
a, B-ungesattigten Doppelbindung konjugierte Additionsreaktionen mit nucleophilen
Reaktionspartnern eingeht, die Aufreinigung von HMMF. Aus diesem Grund wurde eine
gezielte konjugierte Addition zur Stabilisierung durchgefiihrt. Die NMR-Daten des gebildeten
Thioethers bestatigten die Struktur. Reaktionsansatze mit FaEO, NADH und HMMF zeigten,
dass HMMF durch das rekombinante Protein zu HDMF umgesetzt wird. Dadurch war

gleichzeitig eine neue Substanz entdeckt, ein weiteres Substrat von FaEO gefunden und der
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direkte Vorlaufer von HDMF — zumindest in vitro — identifiziert. Vermutlich wurde HMMF
aufgrund der hohen Labilitat der Verbindung bislang in keiner Studie als Erdbeerinhaltsstoff
beschrieben. Der Nachweis musste demzufolge in Form des stabilen Thioethers erfolgen.
Durch die Applikation von MBS an Erdbeeren verschiedener Reifestadien sollte die
Biosynthese von HDMF auf der Stufe des postulierten Intermediats gestoppt und
anschlielRend die Fruchtextrakte auf die gebildete stabile Verbindung hin untersucht werden.
HDMF wird in der Erdbeere reifekorreliert gebildet (Pérez und Mitarbeiter, 1996; Raab und
Mitarbeiter, 2006). Dazu passen auch die Expressionsdaten von FaEO in der Erdbeerfrucht,
die zeigen, dass die Enzymexpression erst in weillen Frichten beginnt und in roten
Frichten ihr Maximum erreicht (Raab und Mitarbeiter, 2006). In dieser Studie gelang der
Nachweis von HMMF, dem mutmallichen Vorlaufer von HDMF, in Form seines Thioethers
in Erdbeeren. In Ubereinstimmung mit den oben genannten Daten konnten wir zeigen, dass
auch die Menge an HMMF mit der Reifung der Frucht zunimmt. An Erdbeeren applizierte
stabil markierte D-Glucose wird von der Frucht metabolisiert und fur die Biosynthese von
HDMF herangezogen (Roscher und Mitarbeiter, 1998). In Untersuchungen von Erdbeeren
mit stabil markierter D-Glucose und MBS konnte die stabile Markierung in der
Furanonstruktur des Thioethers von HMMF wieder gefunden werden. Diese Ergebnisse
bestatigen die Theorie, dass HDMF auf dem in Abb. C-2-30 dargestellten Weg in vivo
gebildet wird.

Aus den Ergebnissen wurde gefolgert, dass auch in anderen HDMF-bildenden Friichten die
Biosynthese des Aromastoffes (iber den gleichen Weg ablaufen kénnte. Zur Uberpriifung
dieser Theorie wurden Friichte, deren HDMF-Gehalt bereits dokumentiert war, wie Ananas,
Tomate, Kiwi, Himbeere und Mango, mit MBS behandelt und die Fruchtextrakte
anschlieRend mit HPLC-MS/MS auf den Thioether hin untersucht. In Ananas und Tomate, in
denen die grofiten Mengen an HDMF in der Literatur beschrieben wurden, gelang der
Nachweis. Keine Hinweise auf HMMF konnten bei den Versuchen mit Kiwi, Himbeere und
Mango gefunden werden, was allerdings seinen Grund im Detektionslimit haben kénnte. Es
ist nicht auszuschlielen, dass mit groleren Einwaagen auch hier positive Ergebnisse erzielt

werden konnten.
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Abb. C-2-30: Postulierter Biosyntheseweg von HDMF in der Erdbeerfrucht nach Roscher und
Mitarbeiter (1998), erweitert durch die neu gewonnenen Erkenntnisse dieser
Arbeit (rot). HMMF entsteht aus D-Fructose-1,6-diphosphat Uber noch unbekannte
Mechanismen und wird durch FaEO unter Verbrauch von NAD(P)H zu HDMF
umgesetzt. FaOMT: F. ananassa O-Methyltransferase; FaGT: F. ananassa
Glycosyltransferase.

Nachdem in Tomaten und Ananas HMMF als Substrat von FaEO und auch das

enzymatische Reaktionsprodukt HDMF enthalten ist, lag es nahe, auch diese Frichte auf
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ein ahnliches Enzym hin zu untersuchen. Durch Abgleich der Sequenzen einer
Tomatenexpressionsdatenbank konnte ein Gen, dort beschrieben als ,putative quinone
oxidoreduktase-like enzyme®, mit einer 71 %igen Ubereinstimmung zu FaQR gefunden
werden. Die Klonierung, heterologe Expression und Charakterisierung dieses Enzyms
wurde bereits in Kap. C-1.3 beschrieben. Auch in Ananasfriichten wurde das Gen einer
mutmallichen Chinonoxidoreduktase nachgewiesen (Moyle und Mitarbeiter, 2005), welches
im Sequenzvergleich auf DNA-Ebene eine bedeutende Ubereinstimmung mit FaQR und
dem Gen von LeEO aufweist (Abb. D-4).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es gelungen ist, den letzten Schritt der
Biosynthese von HDMF in Erdbeeren aufzuklaren (Abb. C-2-30). Die Ergebnisse der in vitro
Studien mit dem heterolog exprimierten Enzym zeigten, dass es sich um das von Raab und
Mitarbeitern (2006) aus Erdbeerproteinextrakten isolierte und dort fur die HDMF-Bildung
verantwortliche Enzym handelte. AulRerdem konnte durch in vivo und in vitro Studien der
zuvor unbekannte und neu dargestellte Prekursor HMMF in der Erdbeerfrucht und in
anderen HDMF-enthaltenden Frichten, wie Tomate und Ananas, identifiziert werden.
SchlieRlich gelang es ein FaEO ahnliches Gen aus der Tomatenfrucht zu klonieren und das

Protein LeEO heterolog zu exprimieren (Kap. C-1.3).
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3 WEITERE UNGESATTIGTE 4-HYDROXY-3(2H)-FURANONE ALS SUBSTRATE VON FAEO
Aus der Klasse der Chinone akzeptierte FaEO nur PQ als Substrat. Unter den getesteten
a, B-ungesattigten Ketonen und Aldehyden, wie E3-Hexen-2-on, E2-Hexenal, Hydroxyflavon
und Zimtaldehyd zeigte FaEO nur mit HMMF Aktivitdt. Um die katalytische Aktivitat von
FaEO besser zu verstehen musste demzufolge nach Substanzen gesucht werden, die den
scheinbar recht speziellen strukturellen Anforderungen des aktiven Zentrums von FaEO
entsprachen. Deshalb sollten die Strukturen méglichst eng mit HMMF verwandt sein.
Kommerziell konnten keine weiteren Substanzen mit HMMF-ahnlichen Strukturen bezogen
werden, darum wurden Uber die bereits beschriebene Methode weitere Synthesen
durchgefihrt.

3.1 SYNTHESEBEDINGUNGEN

Ledl und Mitarbeiter (1978) beschrieben bereits die Umsetzung von HMF mit Aceton
(Abb. C-3-1). Neben Aceton wurde HMF von uns mit Acetaldehyd, Propanal, Butanal,
(E2)-Hexenal und Zimtaldehyd zu den entsprechenden Produkten umgesetzt (Abb. C-3-1).
Die SO erhaltenen Syntheseprodukte konnten mittels praparativer
Dunnschichtchromatographie gereinigt werden. Sie zeigten weit hdhere Stabilitdten
gegenlber konjugierten Additionsreaktionen als HMMF und waren demzufolge weniger
reaktiv. mit Wasser, Methanol und Ethanol. Deshalb war es mdglich sie direkt, ohne
Stabilisierungsschritt durch NMR-, HPLC-MS/MS-, GC-MS- und HPLC-DAD-Messungen zu
charakterisieren. Die Produkte der Synthesen mit (E2)-Hexenal und Zimtaldehyd wurden nur
mittels HPLC-MS/MS bestimmt.
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Abb. C-3-1:

Synthese der a, B-ungesittigten Hydroxyfuranone und enzymatische Bildung

der entsprechenden Produkte durch FaEO in Anwesenheit von NADH.
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3.2 NMR-STUDIEN

Zur eindeutigen  Strukturbestimmung der synthetisierten Verbindungen wurden
NMR-Spektren aufgenommen. Durch die fehlende Tautomerie gestalteten sich die NMR-
Spektren weitaus Ubersichtlicher (Tab. C-3-1 a-c). Da HMMEDF nicht als Substrat flir FaEO
diente (Kap. C-3.3) wurden keine NMR-Daten bestimmt. Die Nummerierung der Atome in
Tabelle C-3-1 ist zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Strukturmerkmale genormt
worden und entspricht somit nicht den IUPAC-Regeln. Die in jedem der Molekile
vorhandene CHs-Gruppe in Position C-1 liefert im 'H-Spektrum ein Singulett bei einer
chemischen Verschiebung von 2,3 ppm und zeigt im COSY keine Kopplungen. Die
Kopplungen im HMBC bestatigen die Struktur an C-2 und C-3. Bei EDHMF wurden keine
HMBC-Messungen durchgefiihrt. Die chemischen Verschiebungen der Wasserstoffatome an
C-7 (EDHMF) und C-8 (HMPDF) erhdéhen sich im 'H-Spektrum durch eine
Kettenverlangerung (entsprechen C-8 bzw. C-9 in HMPDF bzw. BDHMF) um 0,5 ppm. Auch
die chemische Verschiebung der entsprechenden C-Atome verschiebt sich durch eine
Kettenverlangerung um 9 ppm. Die erwarteten Nahkopplungen der benachbarten
Wasserstoffatome wurden im COSY nachgewiesen. Durch diese Ergebnisse konnten die

Strukturen klar bewiesen werden.
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Tabelle C-3-1: H NMR-Messung; HMQC (heteronuclear multiple quantum correlation); HMBC
(heteronuclear multiple quantum multiple bond correlation spectroscopy), COSY
(correlation spectroscopy);

Tabelle C-3-1 a: BDHMF

"*C chemische 'H chemische Beobachtete
Verschiebung Verschiebung NMR Kopplungen
(HMQC)

Pos. O [ppm] 0 [ppm] Jun [HZ] Cosy HMBC
1 11,1 2,3 - - 2/3
6 117,5 6.0 8,0 (7) 7 4/5
7 27,1 2,4 7,5;7,6(6,8) 6/8 6/5/9/8
8 21,8 1,6 7,4 (7,9) 7/9 6/9/7
9 13,0 10 7.4 (8) 8 8/7

Tabelle C-3-1b: HMPDF

c chemische 'H chemische Beobachtete
Verschiebung Verschiebung NMR Kopplungen
(HMQC)
Pos. 5 [ppm] 5 [ppm] Junt [H2] COSY HMBC
1 11,1 2,3 - - 3/2/4
6 119,0 6,0 7.9 (7) 7 5/4
7 18,5 2,4 7,6;7,7 (6,8) 6/8 5/6/8
8 12,3 11 7.6 (7) 7 6/7

Tabelle C-3-1 c: EDHMF

B¢ chemische 'H chemische Beobachtete
Verschiebung Verschiebung NMR Kopplungen
(HMQC)
Pos. O [ppm] O [ppm] Jun [HZ] Cosy HMBC
10,1 2,2 - - n. b.
110,6 5,9 7,5(7) 7 n. b.
19,5 1,9 7,4 (6) 6 n. b.
(0] 0]
Ze8 N° g o7
N 1,
\ HO \O
HMPDF EDHMF

Abb. C-3-4: Strukturformeln von BDHMF, HMPDF und EDHMF; Die Nummerierung der C-Atome

erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit nicht nach IUPAC-Regeln.
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3.3 NACHWEIS DER ENZYMATISCHEN UMSETZUNG

Ob die synthetisierten Substanzen tatsachlich die von FaEO geforderten strukturellen
Eigenschaften besitzen, sollte durch enzymatische Umsetzungen Uberprift werden.
AuBerdem wurden zur weiteren Charakterisierung dieser bisher unbekannten Verbindungen
HPLC-MS/MS-, HPLC-DAD-, GC-MS- und GC-O-Analysen durchgeflhrt.

3.3.1 Charakterisierung der enzymatischen Umsetzungen mittels HPLC-MS/MS

Die gereinigten Syntheseprodukte wurden in Wasser-Acetonitril-Gemische (berfihrt und
mittels HPLC-MS/MS vermessen (Abb. C-3-2). Die ahnlichen Fragmentierungsmuster
([M-28+H]", [M-42+H]", [M-46+H]*, [M-72+H]" und [M-74+H]") resultierten aus der strukturell
engen Verwandtschaft der Verbindungen. BDHMF nahm dennoch eine gewisse Sonderrolle
ein, da diese Verbindung zunachst nur ein Produktion [M-42+H]" bildete, welches erst im
MS®3-Experiment in die fiir Furanone typischen Fragmente [M-28+H]*, [M-46+H]" und
[M-56+H]" zerfiel. Wie bei EDHMF, HDMF und HMMF entstand auch hier das Produkt-lon
m/z (+) 44.
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HPLC-MS/MS-Spektren der synthetisierten Verbindungen EDHMF, HMPDF und
BDHMF; EDHMF m/z (+) 141 [M+H]" (A), HMPDF m/z (+) 155 [M+H]" (B), MS/MS-
Spektrum von BDHMF m/z (+) 169 [M+H]" (C), MS®-Spektrum von BDHMF m/z (+) 127
[M-42+H]" (D).
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Bei der HPLC-MS/MS-Analytik von HDHMF und HMPPF konnten zu verschiedenen
Retentionszeiten, Signale des selben Masse-Ladungs-Verhaltnisses und mit gleichen
Fragmentierungsmustern detektiert werden (Abb. C-3-3). Beide Verbindungen
fragmentierten ahnlich wie die oben beschriebenen Analoga und es entstanden, neben
anderen, die Bruchstlicke [M-18+H]", [M-46+H]", [M-64+H]" und [M-74+H]".
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Abb. C-3-3: HPLC-MS/MS-Analytik von HDHMF und HMPPF; lonenchromatogramm m/z (+) 195
[M+H]" HDHMF (A), lonenchromatogramm m/z (+) 229 [M+H]" HMPPF (B),
Produktionenspektrum HDHMF m/z (+) 195 [M+H]", RT=22,5-22,9 Minuten (C),
Produktionenspektrum HMPPF m/z (+) 229 [M+H]", RT=22,4-22,7 Minuten (D).
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Die Umsetzung der synthetisierten Verbindungen EDHMF, HMPDF, HMMEDF, BDHMF,
HDHMF und HMPPF durch FaEO und NADH zu den gesattigten Analoga wurde durch
HPLC-MS/MS-Analytik tberprift. Die Produktbildung in den Ansatzen mit EDHMF, HMPDF
und BDHMF konnte durch den Nachweis von neu entstandenen Signalen nach der
enzymatischen Umsetzung nachvollzogen werden (Abb. C-3-4). Die gebildeten
Verbindungen eluierten etwas friher von der RP-Saule, Uibereinstimmend mit der erwarteten
hdéheren Polaritdt der Produkte. Bei der Umsetzung von EDHMF wurden zwei, allerdings
nicht basisliniengetrennte, Signale detektiert (Abb. C-3-4 A2).
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Abb. C-3-4: HPLC-MS/MS-Analytik der enzymatischen Umsetzung von EDHMF, HMPDF und
BDHMF; Umsetzung von EDHMF mit FaEO (A) oder pET (B) unter Anwesenheit von
NADH, lonenchromatogramm m/z (+) 141 [M+H]" EDHMF (A1/B1),
lonenchromatogramm m/z (+) 143 [M+H]" EHMF (A2/B2), Umsetzung von HMPDF mit
FaEO (C2) und pET (C1) unter Anwesenheit von NADH, lonenchromatogramm m/z (+)
157 [M+H]" HMPF (C1/C2), Umsetzung von BDHMF mit FaEO (D2) und pET (D1)
unter Anwesenheit von NADH, lonenchromatogramm m/z (+) 171 [M+H]" BHMF
(D1/D2); Retentionszeit (RT).
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Abb. C-3-5: HPLC-MS/MS-Spektren des synthetisierten EDHMF und der daraus enzymatisch
gewonnenen EHMF-Tautomere; EDHMF m/z (+) 141 [M+H]" (A), EHMF m/z (+) 143
[M+H]" (B), EHMF m/z (+) 143 [M+H]" (C).

Die zwei aus EDHMF entstandenen Verbindungen konnten durch den Vergleich mit der
Referenzsubstanz EHMF eindeutig als deren beide Tautomere identifiziert werden (Abb.
C-3-5). Generell zeigten die MS/MS-Daten, dass die neu gebildeten Verbindungen ahnlich
fragmentierten wie ihre ungesattigten Analoga. Die Fragmente [M-18+H]" und [M-46+H]"
entstanden bei der Fragmentierung von EHMF, HMPF und BHMF. [M-28+H]" und [M-42+H]"
bildeten sich aus dem Molekilion von EHMF und HMPF. Die Massendifferenz von
[M-18+H]" entsprach hierbei der Abspaltung von Wasser wahrend [M-28+H]" bzw.
[M-56+H]" auf die Abspaltung von ein bzw. zwei Molekiilen CO schlieRen lies. Fir BHMF
und HMPF waren keine Referenzsubstanzen kommerziell erhaltlich. Es gelang jedoch lber
den Vergleich mit den Fragmentierungsmustern der Ausgangsprodukte (HMPDF und
BDHMF) und denen der Referenzen (EHMF und HDMF) die Strukturen von BHMF und
HMPF vorlaufig zuzuordnen. Auch der Massenunterschied von 14 (CH,-Gruppe), der sich

durch die Spektren der einzelnen enzymatischen Produkte zieht, trug zur Zuordnung bei
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(Abb. C-3-5/6).

gelangen aufgrund der zu geringen Produktmengen der enzymatischen Umsetzungen nicht.

Die fir eine endgiltige Absicherung notwendigen NMR-Messungen
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Abb. C-3-6: HPLC-MS/MS-Spektren der enzymatischen Produkte HMPF (A) (aus HMPDF) und
BHMF (B) (aus BDHMF); HMPF m/z (+) 157 [M+H]", BHMF m/z (+) 171 [M+H]".

In den Ansatzen mit HMMEDF, HDHMF und HMPPF wurden keine Produkte, weder als
Resultat einer einfachen noch einer zweifachen Reduktion, detektiert. Es wird vermutet,
dass HMMEDF wegen der sterischen Hinderung durch die zusatzliche Methylgruppe an der
Doppelbindung von FaEO nicht als Substrat akzeptiert wurde. Die Strukturen HMPPF und
HDHMF enthalten sehr groRBe Substituenten und trans-konjugierte Doppelbindungen,
woraus ebenso eine sterische Hinderung resultieren kann. In den Kontrollansatzen mit pET

entstanden keine entsprechenden Verbindungen.

3.3.2 Charakterisierung der enzymatischen Umsetzungen mittels HPLC-DAD

HDMF zeigt ein typisches UV-Spektrum mit einem Maximum bei 289 nm (Rodin und
Mitarbeiter, 1965). Das synthetisierte EDHMF zeigt Maxima bei 259 nm und 352 nm
wahrend das durch FakEO reduzierte Produkt EHMF das fir Hydroxyfuranone typische
Absorptionsmaximum bei 288 nm aufweist (Abb. C-3-7). Die Spektren von HMPDF
(Absorptionsmaxima bei 259 und 349 nm), BDHMF (Absorptionsmaxima bei 259 und 349
nm), HMPF (Absorptionsmaximum bei 288 nm) und BHMF (Absorptionsmaximum bei 290
nm) bestatigen die postulierten Strukturen von HMPF und BHMF.
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Abb. C-3-7: UV-Spektren von EHDMF (grau) und EHMF (schwarz) generiert in HPLC-DAD-

Messungen.

3.3.3 Charakterisierung der enzymatischen Umsetzungen mittels GC-MS

Sowohl die Syntheseprodukte HMMF, EDHMF, HMPDF als auch BDHMF sowie die
Produkte der enzymatischen Umsetzung mit FaEO wurden mittels GC-MS analysiert. Durch
Vergleich der Fragmentierungsmuster von EDHMF, HMPDF und BDHMF konnte die
unterschiedliche Kettenlange im Fragment [M-71]" durch einen Massenunterschied von 14
nachvollzogen werden (Abb. C-3-8). Die Massenspektren von HMPDF und BDHMF zeigten
aullerdem das Fragmention der Masse 55, welches aus EDHMF in nur geringer Intensitat
entsteht. Das Fragment [M-15]" wurde nur im Massenspektrum von BDHMF detektiert. Die
gesattigten enzymatischen Produkte wurden gaschromatographisch in zwei Tautomere
aufgetrennt (Abb. C-3-8) und konnten massenspektrometrisch unterschieden werden. Das
Massenspektrum des spater eluierenden Tautomers von EHMF wies zusatzliche
Bruchstiicke, wie [M-15]", [M-43]" und [M-71]" auf. Auch die beiden Tautomere des HMPF
und BHMF unterschieden sich in ihren Fragmentierungsmustern. Die Massenspektren der

spater eluierenden Tautomere wiesen ebenfalls zusatzliche Fragmente auf.
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Abb. C-3-8: GC-MS-Analyse der synthetisierten Verbindungen und ihrer enzymatisch

gewonnenen Analoga; EDHMF (A1), EHMF Tautomer 1 (A2), EHMF Tautomer 2
(A3), HMPDF (B1), HMPF Tautomer 1 (B2), HMPF Tautomer 2 (B3), BDHMF (C1),
BHMF Tautomer 1 (C2), BHMF Tautomer 2 (C3).
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3.4 DISKUSSION UND ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Studien war die ldentifizierung weiterer Verbindungen, welche die selektiven
strukturellen Anforderungen von FaEO an sein Substrat erflillen sollten. Deshalb mussten
Substanzen mit einer mdglichst hohen Ahnlichkeit zu HMMF gefunden werden. Keine
kommerziell erhaltlichen Substanzen entsprachen diesen Voraussetzungen. Aus diesem
Grund wurden HMMF-ahnliche Substanzen synthetisiert. Durch Variation des
Reaktionspartners von HMF ist laut Ledl und Mitarbeitern (1978) ein grofes
Produktspektrum an a, B-ungesattigten Verbindungen zuganglich. So konnten durch die
Reaktionen mit Acetaldehyd, Propionaldehyd, Aceton, Butyraldehyd, (E2)-Hexenal und
Zimtaldehyd EDHMF, HMPDF, HMMEDF, BDHMF, HDHMF und HMPPF synthetisiert
werden (Abb. C-3-1). Die Stabilitat dieser Verbindungen war gréRer als die von HMMF und
es konnten NMR-Daten von EDHMF, HMPDF und BDHMF erhalten werden, ohne dass
diese vorher durch die Bildung eines Thioethers stabilisiert werden mussten.
Umsetzungsversuche mit den a, B-ungesattigten Hydroxyfuranonen ergaben, dass nur
EDHMF, HMPDF und BDHMF als Substrate akzeptiert wurden. HMMEDF enthielt an der
Doppelbindung eine zusatzliche Methylgruppe, HDHMF und HMPPF je eine konjugierte
Doppelbindung und einen groRen Substituenten. Es wird davon ausgegangen, dass diese
Verbindungen aufgrund einer sterischen Hinderung nicht in das aktive Zentrum gelangen
kénnen. Somit missen potentielle Substrate von FaEO an der a, B-ungesattigten
Doppelbindung mindestens ein Wasserstoffatom am B-C-Atom tragen und dlrfen
gleichzeitig keine trans-konjugierte Doppelbindung in direkter Nachbarschaft haben (Abb.
C-3-9). Weitere Doppelbindungen, in Konjugation zur a, B-ungesattigten Doppelbindung,

4
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-(CH2),CH3
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Abb. C-3-9: Strukturelle Voraussetzungen fiir Substrate von FaEO am Beispiel der

A

a, B-ungesattigten Hydroxyfuranone (A) und Moglichkeiten fiir Angriffspunkte

von FaEO am Beispiel von 9,10-Phenanthrenchinon (B).

(o)
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scheinen sich ebenfalls negativ auszuwirken, denn (E2)-Hexenal wurde trotz den anderen
erfullten Kriterien nicht umgesetzt. Die Tatsache dass Benzil nicht als Substrat akzeptiert
wurde zeigt, dass das aktive Zentrum von FaEO nur planare Molekile verwenden kann, wie
es bei PQ und den ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanonen der Fall ist. PQ bietet
verschiedene Angriffspunkte fir FaEO (Abb. C-3-9 B). Aus diesem Grund ware neben dem
Angriff auf die C-C-Doppelbindung auch der Angriff auf die Ketogruppe denkbar. Liegen die
ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone als Diketo-Tautomer vor, haben sie die grofite
strukturelle Ahnlichkeit zu PQ. In diesem Fall ware auch in diesem Molekiil die Reduktion
der Ketogruppe an C3 statt der Doppelbindung an C2 denkbar. Das wirde bedeuten, dass
sich das Molekdl erst anschlieffend in die energetisch glnstigere Form des gesattigten 4-
Hydroxy-3(2H)-furanons umlagert (Abb. C-3-9 A).

Aus den oben genannten Ergebnissen wird deutlich, warum das Protein FaEO (Fragaria
ananassa Enon Oxidoreduktase) genannt wurde, obwohl zunachst das entsprechende Gen
aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zur Familie der Chinonoxidoreduktasen gerechnet
wurde. Diese Verwandtschaft konnte auch durch die Umsetzung von PQ nachgewiesen
werden. Die biochemischen Studien der Eigenschaften des Enzyms zeigten aber klar, dass
die Hauptaufgabe in vivo eine andere, namlich die der Reduktion eines a, p-ungesattigten
Enons, HMMF ist. Mano und Mitarbeiter (2002) gaben ihrem Enzym aus A. thaliana,
welches die Reduktion der Doppelbindung von a, B-ungesattigten Alkenalen und -enonen
katalysiert, zu Beginn den Namen NADPH: 2-Alkenal/on a, B-Hydrogenase (ALH), spater
wurde auf Vorschlag der Internationalen Vereinigung von Biochemie und Molekularbiologie
Arabidopsis thaliana Alkenal Reduktase (AtAER) daraus (Mano und Mitarbeiter, 2005).
Bisher ist neben dem von Mano beschriebenen Enzym AtAER nur ein weiteres mit einer
ahnlichen Aktivitat bekannt. Hierbei handelt es sich um die Leukotrien B, 12-Hydroxy-
Dehydrogenase bzw. die Alkenal/on Oxidoreduktase (AOR) aus der Rattenleber (Dick und
Mitarbeiter, 2001). Alle drei Enzyme (FaEO, AtAER, RnAOR) haben gemeinsam, dass ihr
durch Sequenzéahnlichkeiten postulierter Name aufgrund neuer biochemischer Erkenntnisse
geandert werden musste. Es zeigt sich somit, dass eine Ahnlichkeitsuntersuchung von
Proteinen anhand ihrer Sequenzen alleine fur eine Kilassifizierung nicht ausreicht.
Besonders in einer heterologen Familie wie die der NAD(P)H abhangigen
Chinonoxidoreduktasen bzw. der MDR sind biochemische Studien zur Charakterisierung der
Eigenschaften unabdingbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Studie bisher unbekannte Verbindungen
der Familie der a, B-ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone dargestellt und charakterisiert
wurden. Zusatzlich fungieren drei Verbindungen, EDHMF, HMPDF und BDHMF, als
Substrate fir FaEO, was Klarheit in dessen Strukturanforderungen an Substrate brachte.
Nur ein Produkt der enzymatischen Umsetzung, EHMF, stellt eine bekannte Verbindung dar.

HMPF und BHMF waren bislang unbekannt und konnten im Rahmen dieser Studie genauer
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beschrieben werden. Die Reaktion in vivo (Kap. C-2) und die strukturellen Anforderungen
des als Chinonoxidoreduktase eingestuften Enzyms machten eine Umbenennung in Enon

Oxidoreduktase unumganglich.
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4 CHARAKTERISIERUNG DER UNTERSCHIEDLICHEN ENZYMATISCHEN EIGENSCHAFTEN
VON FAEO

FaEO wurde zunachst aufgrund von Sequenzédhnlichkeiten der Klasse der NAD(P)H

abhangigen Chinonoxidoreduktasen zugeordnet. Es stellte sich aber heraus, dass neben

Chinonen auch a, B-ungesattigte Hydroxyfuranone, von FaEO als Substrate akzeptiert und

umgesetzt wurden. Der Ablauf dieser beiden Reaktionen sollte nun anhand der kinetischen

Daten und insbesondere anhand des Reaktionsmechanismus genauer untersucht werden.

4.1 KINETISCHE DATEN

FaEO bendtigt als Oxidoreduktase zur Umsetzung ein Reduktionsaquivalent - hier in Form
von NADH oder NADPH - zusatzlich zum Substrat. In diesem Fall wird von einer Reaktion
zweiter Ordnung gesprochen. Um dennoch kinetische Daten nach Michaelis-Menten
aufnehmen zu kénnen, wurden die Reaktionsbedingungen einer pseudo-ersten Ordnung
geschaffen, in dem das zweite Substrat, z. B. NADH, im groRen Uberschuss zugegeben
wurde. Die enzymatische Umsetzung ist damit von dessen Konzentration unabhangig und
es war mdglich K- und vna- Werte flr das erste Substrat zu bestimmen. Die Auswertung
erfolgte unter Anwendung des Linearisierungsverfahrens nach Hanes mit dem Programm
Hyper32 (Version 1.0.0).

Fir PQ mit NADH im Uberschuss wurde ein kea/Kn-Wert von 0,66 s™ uM™ bestimmt. Bei den
Reduktionsaquivalenten stellte sich heraus, dass mit PQ im Uberschuss NADPH besser
(Keat/Km = 0,15 57" uM™") umgesetzt wurde als NADH (Keat/Km = 0,03 s uM™).

Auch bei der Umsetzung von EDHMF, HMPDF oder BDHMF benétigt FaEO NAD(P)H als
Cosubstrat. EDHMF, HMPDF und BDHMF wurden fir jede Messreihe frisch synthetisiert,
gereinigt und als Reinsubstanz eingewogen. In Ethanol gelést, wurden definierte Mengen
der Substrate (140 uM bis 2,85 mM) zu Ansatzen mit NADH (12 mM) und FaEO in
Phosphatpuffer pH 7,0 gegeben und bei 30 °C fir 35 Minuten inkubiert. Anschliel’end wurde
mittels HPLC-MS/MS die Menge an entstandenem Produkt quantifiziert und Uber das
Linearisierungsverfahren nach Hanes ke~ und K-Werte berechnet. Nach
Mehrfachbestimmungen ergab sich folgendes Bild: HMPDF ist mit einem k../Kn-Wert von
0,0026 s uM™ das beste Substrat, gefolgt von BDHMF mit 0,0019 s pM™”" und EDHMF mit
0,0009 s uM™". Fiir HMMF konnten aufgrund der hohen Instabilitdt in wassrigen Lésungen

keine kinetischen Daten bestimmt werden (Kap. C-2.2.3).
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Tab. C-4-1: Kinetische Daten von FaEO bestimmt liber das Linearisierungsverfahren nach

Hanes.

Km Vmax kcat kcat/Km

[uM] [nmol s'mg”] [s™ [s"uM™]
EDHMF 2141 £ 73 56 +3 1,94 0,0009
BDHMF 824 + 400 41 +17 1,43 0,0019
HMPDF 1043 £ 265 78+ 9 2,69 0,0026
PQ 1214 177 £ 49 6,62 0,6580
NADPH 325 £ 220 1220 £ 437 42,35 0,1524
NADH 361 £ n.b. 270+ n. b. 9,35 0,0259

4.2 REAKTIONSMECHANISMUS

Zwei mogliche Reaktionsmechanismen von Chinonoxidoreduktasen sind in der Literatur
beschrieben. Zum Einen die von DT-Diaphorase-ahnlichen Enzymen katalysierte
Zwei-Elektronen-Ubertragung und zum anderen eine Ein-Elektronen-Ubertragung, welche
von (-Crystallin-ahnlichen Enzymen katalysiert wird. Unterscheiden lassen sich die beiden
durch den Nachweis der gebildeten Produkte. Bei der Zwei-Elektronen-Ubertragung
entstehen stabile Produkte, wohingegen bei der Ein-Elektronen-Ubertragung Radikale

detektiert werden kénnen (Kap. B-3).

4.2.1 Nachweis einer Ein-Elektronen-Ubertragung

4.2.1.1 Elektronen-Spin-Resonanz (ESR)-Messungen

Mit der Elektronen-Spin-Resonanz (ESR) wird die resonante Absorption von
elektromagnetischer Strahlung durch paramagnetische lonen oder Moleklle in einem
statischen Magnetfeld gemessen. Dadurch kdénnen Radikale nachgewiesen werden.
Anfangs wurde versucht die Semichinonradikale des PQs direkt zu bestimmen. Da bekannt
ist, dass das Phenanthrenchinonradikal Sauerstoff zum Sauerstoffradikalanion reduziert und
dabei selbst zum PQ wird (Abb. B-7) musste der enzymatische Assay unter
Sauerstoffausschluss in Formiergas durchgeflihrt werden. Zunachst gelang es nicht
Radikale nachzuweisen. Dies lag entweder an einer zu geringen Menge an entstandenen
Semichinonradikalen, deren Instabilitat, an einer madglichen Sauerstoffkontamination, die
den Abbau der Semichinonradikale verursacht, oder an der Abwesenheit von Radikalen.
Nachdem Sauerstoffradikalanionen als solche in Lésung nicht mit ESR-Messungen
nachweisbar sind (lyanagi und Yamazaki, 1970), kam im zweiten, diesmal aeroben Versuch
der Radikalfanger Tempol (Abb. C-4-1 B) zum Einsatz. Tempol selbst ist radikalisch und
erzeugt somit wahrend der ESR-Messung ein Signal. Sind andere Radikale in der Lésung
vorhanden, reagieren diese mit Tempol zu gesattigten Verbindungen und flihren so zur

Abnahme des Tempolsignals. In Abb. C-4-1 A sind die ESR-Intensitaten dreier
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verschiedener Ansatze gezeigt. In zweien wurde FaEO in verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt. Zur Kontrolle wurde im dritten Ansatz eine Proteinfraktion aus Zellen, welche den
leeren Vektor enthielten (pET), verwendet. Die Abnahme des Tempolsignals konnte in den
Ansatzen mit enzymatisch aktiven FaEO gezeigt werden. Auch im Kontrollansatz ist ein
geringer Verbrauch von Tempol zu beobachten, allerdings handelt es sich hierbei um einen
weitaus langsameren und somit mutmallich anderen Prozess. Des Weiteren wurden
Versuche mit ,Spin Traps® durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um Verbindungen, die zur
Stabilisierung labiler Radikale eingesetzt werden. Das heil3t ein eventuell vorhandenes
Semichinonradikal kénnte durch den Einsatz einer ,Spin Trap“ stabilisiert und somit Ianger
detektiert werden. Verwendet wurden a-(4-Pyridyl-1-oxid)-N-tert-butylnitron (POBN) und
a-Phenyl-tert-butylnitron (PBN). In Ansatzen mit PQ, NADH und FaEO konnte im Gegensatz
zu Kontrollansatzen ohne exprimiertes FaEO ein Signal fir Radikale detektiert werden,
dessen Intensitat in Gegenwart von Sauerstoff sogar noch zunahm. Diese Daten bestatigten
das Ergebnis mit Tempol. Reaktionsansdtze mit den ungesattigten Hydroxyfuranonen

wurden nicht durchgefiihrt.
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Abb. C-4-1: ESR-Messung mit Tempol; Abnahme der Intensitdt in zwei Ansatzen mit
enzymatischer Aktivitat (A) (schwarz und grau, FaEO, NADH, PQ). Kontrollansatz ohne
FaEO (pET, NADH, PQ) (weil3), Strukturformel von Tempol (B).
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4.2.1.2 Reduktion von Cytochrom c

Cytochrom c gehdrt zu den bekannten biologischen Redoxsystemen den Cytochromen.
Diese Biokatalysatoren mit Ham-Struktur enthalten ein zentrales Eisenatom, welches
reversibel Uber einen Valenzwechsel ein Elektron binden und wieder abgeben kann. Diese
Eigenschaft macht die Cytochrome zu wichtigen Mitgliedern in allen an zellularen
Membranen stattfindenden Elektronentransportketten. Cytochrom c ist in der reduzierten
Form (Ferrocytochrom) ein farbiger Komplex und weist im Gegensatz zur oxidierten Form
(Ferricytochrom) ein Absorptionsmaxima im sichtbaren Spektralbereich bei 550 nm auf. Des
Weiteren nimmt Cytochrom c¢ aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaft eine Sonderstellung
unter den Cytochromen ein. So kann es als beweglicher Elektronenibertrager au3erhalb der
lipophilen Membran dienen. Wegen der guten Loslichkeit in Wasser wurde Cytochrom c in
dieser Studie als Indikator flr eventuell gebildete Radikale eingesetzt. Es galt zu prifen, ob
diese im Enzymassay durch eine Ein-Elektron-Ubertragung von NADH auf PQ durch FaEO
und unter Umstanden zusatzlich durch eine anschlieBende Reduktion von Sauerstoff durch
das Semichinonradikal entstehen. Eine Reaktion von Ferricytochrom ¢ mit Radikalen zum
Ferrocytochrom ¢ kann photometrisch durch die Zunahme der Absorption bei 550 nm
beobachtet und die Menge an gebildeten Superoxidradikalanionen Uber den molaren
Extinktionskoeffizienten des reduzierten Cytochrom ¢ (€550=2,1 * 10° [I*mol™*cm™]) mit Hilfe
des Lambert-Beer'schen-Gesetzes berechnet werden.

In den Reaktionsansatzen zum Nachweis von Semichinonradikalen konnte die Bildung von
Ferrocytochrom anhand der Absorptionszunahme bei 550 nm verfolgt werden. Nur wenn
sich alle zur enzymatischen Umsetzung notwendigen Verbindungen (PQ, NADH) und das
Enzym (FaEO) im Reaktionsansatz befanden, wurde eine Absorptionszunahme und damit
eine Bildung von Ferrocytochrom beobachtet (Abb. C-4-2 B). Zur Abgrenzung einer
Superoxidradikalanion-unabhangigen Reduktion des Ferricytochroms wurde der Ansatz in
Gegenwart von Superoxiddismutase (SOD) wiederholt. Diese sollte die gebildeten
Superoxidradikalanionen abfangen und somit deren Reaktion mit Ferricytochrom verhindern.
Eine dennoch stattfindende Bildung des reduzierten Ferrocytochroms liee sich also auf die
direkte Reduktion durch Semichinonradikale zurtckfihren. Uber den
Extinktionskoeffizienten von Ferrocytochrom konnte ein Unterschied in den beiden
Reaktionen berechnet werden. Mit SOD wurden 0,9 nmol weniger Ferrocytochrom ¢ gebildet

als ohne (7,3 nmol).
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Abb. C-4-2: Absorptionsdnderung bei 550 nm durch die radikalische Reduktion von
Cytochrom ¢ wahrend der enzymatischen Katalyse; Umsetzung von EDHMF (A)
durch FaEO unter Verbrauch von NADH in Gegenwart von Cytochrom ¢ @;
Kontrollreaktionen: ohne NADH A, ohne FaEO €, ohne EDHMF O, ohne Cytochrom ¢
E; Umsetzung von PQ M und EHDMF [ durch FaEO unter Verbrauch von NADH in
Gegenwart von Cytochrom ¢ mit Blindwertkorrektur (B). Es wurde je die Absorption des

Kontrollansatzes ohne NADH von den gemessenen Werten subtrahiert.

Fihrte man die Reduktion von Ferricytochrom ¢ mit EDHMF als Vertreter der
a, B-ungesattigten Hydroxyfuranone durch, konnten keine eindeutigen Schllisse gezogen
werden. Abb. C-4-2 A zeigt einen Anstieg der Absorption bei 550 nm im Reaktionsansatz mit
allen zur Umsetzung notwendigen Substanzen. Allerdings wurde eine Absorptionszunahme
auch beobachtet, wenn einzelne Reaktionspartner nicht zugesetzt wurden. Durch die
Kontrolle der NADH-Abnahme bei 340 nm vor und nach der enzymatischen Umsetzung,
welche als Indikator fir eine enzymatische Umsetzung dienen sollte, konnte verfolgt werden,
dass in den Blindwerten wie erwartet keine Umsetzung von NADH erfolgte. Dies bedeutete,
dass entweder die Reduktion von Ferricytochrom zu Ferrocytochrom in diesen Ansatzen
durch andere Ablaufe stattfinden musste, oder die Absorptionszunahme bei 550 nm durch
andere in den Ansatzen vorhandene Substanzen entstand. Letzteres konnte durch die
Kontrollreaktion ohne Ferricytochrom ausgeschlossen werden, da in diesem Fall keine
Absorptionszunahme beobachtbar war. Ohne den Zusatz an EDHMF konnte ein nur leichter
Absorptionsanstieg beobachtet werden. Wurde kein NADH oder kein Enzym eingesetzt,
zeigte die zeitabhangige Kurve der Absorptionszunahme bei 550 nm innerhalb der ersten

15 Minuten den gleichen Verlauf wie ein Ansatz mit NADH bevor sie leicht abflachte. In
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Anbetracht dieser Kontrollexperimente konnte zwar darauf geschlossen werden, dass nicht
die enzymatische Reaktion fiir die Bildung von Radikalen und somit fir die Reduktion von
Ferricytochrom c verantwortlich war, die Anwesenheit von Radikalen in der Losung kann
aber nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

AbschlieRend verglichen wir die Absorptionszunahme bei 550 nm in zwei
Reaktionsansatzen, der eine mit PQ der zweite mit EDHMF als Substrat, von denen die
jeweiligen Blindreaktionen ohne NADH subtrahiert wurden (Abb. C-4-2 B). Aufgrund der
deutlich unterschiedlichen Kurvenverldufe wird angenommen, dass die enzymatische
Umsetzung von PQ im Gegensatz zu der von EDHMF Uber radikalische Zwischenstufen
ablauft.

4.2.2 Nachweis einer Zwei-Elektronen-Ubertragung

4.2.2.1 Bildung von stabilen Produkten

PQ kann enzymkatalysiert durch eine Zwei-Elektronen-Ubertragung in sein Dihydro-Derivat
(Dihydroxyphenanthren, DHP, Abb. C-4-3) Uberfuhrt werden. Diese Catechol-Verbindung
wird allerdings in der Literatur als instabil und demzufolge schlecht nachweisbar
beschrieben (Maruyama und Mitarbeiter, 2003). Deshalb bietet sich die Mdglichkeit an, DHP
durch eine zweifache Acetoxylierung in das stabile Diacetoxyphenanthren (DAP) zu
Uberfiihren und so der Analytik zuganglich zu machen (Abb. C-4-3). Zunachst wurde die
Referenzsubstanz aus PQ und Essigsaureanhydrid, geldst in THF, unter Zugaben von
Zinkstaub, Wasser und Triethylamin synthetisiert und nach einem Umkristallationsschritt die
Struktur mittels NMR-Messungen (Abb. D-3) bestatigt. AnschlieRend sind HPLC-MS/MS-
Daten generiert worden, um das eventuelle Reaktionsprodukt der enzymatischen
Umsetzung eindeutig identifizieren zu kdénnen und eine Eichgerade aufzunehmen (Abb.
D-4).

o (0] R—O O0—R
9,10-Phenanthrenchinon R =-H; 9,10-Dihydroxyphenanthren

R = -Ac; 9,10-Diacetoxyphenanthren

Abb. C-4-3: Strukturformeln von 9,10-Phenanthrenchinon und seinen Derivaten.
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Aliquote der anschlieRend durchgefiihrten enzymatischen Umsetzungen von PQ wurden mit
Essigsaureanhydrid bei 80 °C erhitzt und mit Trichloracetat vermischt. Nach einem
Zentrifugationsschritt wurde ein Teil der oberen Phase zur HPLC-UV-Analytik verwendet.
Als Kontrolle dienten die gleichen Ansatze, durchgefiihrt ohne exprimiertes FaEO. Uber die
Eichgerade konnten Mengen von 0,4 - 0,6 pg/ml des diacetoxylierten Produkts
nachgewiesen werden, was einer Umsetzungsrate von weniger als 1 % entsprach.

Dass bei der enzymatischen Umsetzung der ungesattigten Hydroxyfuranone durch FaEO
stabile Produkte, ndmlich die gesattigten Analoga entstehen, wurde bereits im Kapitel C-3.3

gezeigt.

4.2.2.2 Stochiometrischer Verbrauch von NAD(P)H

Bei einer Zwei-Elektronen-Ubertragung wird NADH in &quimolaren Mengen zum
angebotenen Substrat verbraucht. Demzufolge miusste der in Abb. C-4-4 gezeigte
Kurvenverlauf bei photometrischen Messungen entstehen, wenn man ein Viertel der
vorgelegten NADH-Menge an Substrat zudosiert, wartet bis ein konstanter Wert erreicht ist
und erneut zudosiert (Mano und Mitarbeiter, 2002).

Abb. C-4-5 zeigt die Ergebnisse des nach gleichem Schema wie von Mano und Mitarbeiter
(2002) gestalteten Versuchs. NADH (100 nmol) wurden in einem Ansatz mit FaEO in
Phosphatpuffer (pH 7,0) vorgelegt und nach gewissen Zeiten je 25 nmol PQ zudosiert.
Dabei ist stets die NADH-Abnahme durch die Abnahme der Absorption bei 340 nm verfolgt
worden. Es stellte sich heraus, dass bereits durch eine Zugabe von 25 nmol PQ das
gesamte NADH verbraucht wurde. Auch die anschlieliend zugegebenen 100 nmol NADH
und weitere 100 nmol NADH (Daten nicht gezeigt) sind durch die ersten 25 nmol PQ

umgesetzt worden.

PQ
25 nmol

Tdelta A, =01

PQ

25 nmol Zeit

PQ
25 nmol
NADH
100 nmol

Abb. C-4-4: Erwarteter stochiometrischer Verbrauch von NADH wahrend einer Zwei-
Elektronen-Ubertragung auf PQ beobachtet durch die Extinktionsabnahme bei
340 nm; nach Mano und Mitarbeiter (2002).
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Abb. C-4-5: Zeitlicher Verlauf der photometrischen Messung der Oxidation von NADH durch
FaEO mit PQ @ oder EDHMF O bei 340 nm; Versuchsaufbau nach Mano und
Mitarbeitern (2002, Abb. C-4-4); Durch die Zugabe von FaEO (1/1) zum
Reaktionsansatz mit 100 nmol NADH und 25 nmol PQ @ oder 77 nmol EDHMF O in
Phosphatpuffer wurde die Reaktion gestartet. Zum Reaktionsansatz mit PQ @ wurden
nach 880 Sekunden (2) weitere 100 nmol NADH zudosiert. Zum Reaktionsansatz mit
EDHMF O erfolgte eine Zugabe von weiteren 77 nmol EDHMF nach 600 (2) und 1200
(3) Sekunden.

Durch die Eigenabsorption der a, B-ungesattigten Hydroxyfuranone bei 340 nm
(Kap. C-3.3.2) konnte in einem ahnlichen Versuchsansatz mit EDHMF die Menge des
verbrauchten NADH nicht exakt quantifiziert werden. Zwar wurde eine Abnahme der
Absorption bei 340 nm beobachtet, diese war aber von der Geschwindigkeit her nicht mit der
von PQ zu vergleichen (Abb. C-4-5). Da ein Teil der Absorptionsabnahme zudem aus der
Umwandlung von EDHMF zu EHMF (Kap. C-3.3.2) resultiert, kdbnnen Aussagen Uber die
Stochiometrie aufgrund der &hnlichen Absorptionsmaxima von NADH und EDHMF nicht

getroffen werden.
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4.3 DISKUSSION UND ZUSAMMENFASSUNG

In Pflanzen werden I6sliche Chinonoxidoreduktasen Ublicherweise in zwei Gruppen
eingeteilt, die der DT-Diaphorase- und die der {-Crystallin-dhnlichen Enzyme. Das wichtigste
Unterscheidungsmerkmal dieser beiden Gruppen ist der von ihnen katalysierte
Reaktionsmechanismus. DT-Diaphorase-ahnliche Enzyme katalysieren die Zwei-Elektronen-
Ubertragung und produzieren somit stabile, vollstdndig reduzierte Hydrochinone. Diese
werden durch Konjugationsreaktionen mit z. B. Zuckerresten hydrophiler gemacht und
kénnen so einfacher aus dem Organismus ausgeschieden werden. C-Crystallin-ahnliche
Enzyme dagegen zeichnen sich durch eine Ein-Elektronen-Ubertragung aus. Die
entstandenen reaktiven Semichinonradikale sind in der Lage z. B. Sauerstoff zu reduzieren
und Superoxidradikalanionen zu generieren.

Da FaEO zum Einen stabile Produkte, nadmlich Hydroxyfuranone, bildet, zum Anderen aber
bei der Umsetzung von PQ kein Produkt bisher fassbar war, sollte der
Reaktionsmechanismus genauer studiert werden.

Die kinetischen Daten von FaEO zeigten, dass NADPH gegeniber NADH das bessere
Cosubstrat ist und zu héherer katalytischer Aktivitat fihrt. Diese resultiert alleine aus der
héheren Umsetzungsgeschwindigkeit (1220 nmol s mg™”' NADPH, 270 nmol s mg™ NADH),
denn im K,-Wert unterscheiden sich die beiden Cosubstrate kaum (325 uM NADPH,
361 uM NADH). Mit diesen Werten liegt FaEO im normalen Bereich fir
Chinonoxidoreduktasen. Dick und Mitarbeiter (2001) postulierten, dass Reduktasen im
Gegensatz zZu Dehydrogenasen NADPH als Cosubstrat bevorzugen.
DT-Diaphorase-ahnliche Enzyme werden wie die Dehydrogenasen als unspezifisch
gegenuber den Cosubstraten beschrieben (Cadenas, 1995).

Auch der K-Wert von 12 pM von FaEO fir PQ mit NADH als Cosubstrat passt gut zu
Literaturwerten anderer Chinonoxidoreduktasen. So setzt eine QR aus Staphylococcus
aureus PQ mit einem Ky-Wert von 50 yM (Maruyama und Mitarbeiter, 2003) um, eine QR
aus Zucchini weist fur Chinone Kn,-Werte von 2-6 pM auf (Trost und Mitarbeiter, 1997) und
(-Crystallin aus der Kamelaugen-Linse katalysiert die Umsetzung von PQ mit einem
Km-Wert von 17 yM (Duhaiman und Mitarbeiter, 1995). Die Umsetzungsgeschwindigkeit vimax
fir PQ liegt mit 177 nmol s mg” eher im unteren Bereich anderer Enzyme derselben
Familie. So kénnen die bereits eben beschriebenen Chinonoxidoreduktasen PQ mit
Geschwindigkeiten von bis zu 1059 nmol s mg™”' umsetzen.

Unterschiede ergaben sich bei der Bestimmung der kinetischen Daten der ungesattigten
4-Hydroxy-3(2H)-furanone. Generell stellte sich heraus, dass HMPDF vor BDHMF und
EDHMF aufgrund der katalytischen Effizienzen (0,0026 s yM™"' HMPDF, 0,0019 s uM’’
BDHMF, 0,0009 s pM'1 EDHMF) das beste Substrat darstellt. Betrachtet man die K.,-Werte
der ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone zeigt sich, dass diese in einer anderen

Dimension liegen als fur PQ und um ca. den Faktor 1000 erhéht sind. Dick und Mitarbeiter
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(2004) postulieren, dass Enzyme, die einen hohen K,-Wert und gleichzeitig eine hohe
Maximalgeschwindigkeit aufweisen, fiir hohe Substratkonzentrationen optimal sind, denn so
wird das Enzym erst spat gesattigt und gewahrleistet eine schnelle Umsetzung. Seien
hingegen nur geringe Substratkonzentrationen vorhanden, ware ein niedriger K -Wert von
Vorteil. Viele Pflanzen sind in der Lage schlechte katalytische Raten, wie sie oft im
Sekundarmetabolismus zu finden sind zu kompensieren, in dem das Enzym zu einem
bestimmten Zeitpunkt sehr stark exprimiert wird (Pichersky und Gang, 2000). Auch die
Expression an einem bestimmten Ort in der Zelle kann die katalytische Effizienz indirekt
erhbhen, in dem z. B. das Substrat besser zuganglich wird (Aharoni und Mitarbeiter, 2000).
Keines der Substrate, fir die kinetische Daten bestimmt wurden, stellt ein physiologisches
Substrat von FaEO in der Erdbeerfrucht dar. Nimmt man an, dass die katalytische Effizienz
fur HMMF aufgrund der Strukturdhnlichkeit mit denen der anderen ungesattigten
4-Hydroxy-3(2H)-furanonen vergleichbar ist, sollten folgende Fakten bedacht werden. FaEO
wird in der Erdbeere reifekorreliert exprimiert. Die Expression erreicht das Maximum in
reifen Frichten (Raab und Mitarbeiter, 2006) und in diesem Stadium sind gleichzeitig die
grofiten Mengen an Substrat (HMMF) vorhanden. Schlechte katalytische Effizienz ware
somit durch hohe Expression kompensiert, denn eine effektive Bildung von HDMF ware
dennoch gewahrleistet.

Zur Bestimmung des Reaktionsmechanismus sollte der Nachweis einer radikalischen Ein-
Elektronen-Ubertragung lber Elektronen-Spin-Resonanz-(ESR)-Messungen und Uber die
Reduktion von Cytochrom c gefiihrt werden. Hierbei stellte sich heraus, dass durch die
beiden Radikalfanger Tempol, bei der ESR-Messung, und Cytochrom c, in photometrischen
Messungen, Radikale wahrend den enzymatischen Umsetzungen von PQ nachgewiesen
wurden. Als Vertreter der ungesattigten Hydroxyfuranone wurde EDHMF fiir die Messungen
mit Cytochrom c eingesetzt. Da sich die generierten Daten stark von denen mit PQ
unterschieden wird postuliert, dass mit EDHMF als Substrat keine Radikale aus der
enzymatischen Umsetzung resultieren.

Der Nachweis einer Zwei-Elektronen-Ubertragung sollte (ber eventuell gebildete stabile
Produkte und Uber die stochiometrische Umsetzung von NADH erfolgen. Die stabilen
Produkte bei der Umsetzung der ungesattigten Hydroxyfuranone, sind wie bereits
beschrieben, die entsprechenden gesattigten Verbindungen. Diese konnten durch
verschiedene Methoden, wie HPLC-MS/MS, GC-MS und HPLC-DAD, nachgewiesen
werden (Kap. C-3.3). Das Produkt einer Zwei-Elektronen-Ubertragung auf PQ ist das
entsprechende  Dihydroxyphenanthren. Es gelang in den Reaktionsansatzen
Dihydroxyphenanthren nachzuweisen, allerdings betrug die gebildete Menge weniger als
1 % des eingesetzten PQ, was nicht mit den photometrisch bestimmten kinetischen Daten

konform geht. Folglich scheint diese gebildete Menge an Dihydroxyphenanthren, wie auch
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bei Maruyama und Mitarbeitern (2003) fir die S. aureus Chinonoxidoreduktase beschrieben,
das Resultat einer Nebenreaktion zu sein.

Als letztes wurde Uberprift in welchen stéchiometrischen Mengen NADH umgesetzt wird. Im
Versuch mit FaEO oxidierten 25 nmol PQ mehr als 300 nmol NADH. Dieses Ergebnis liel
sich nur damit erklaren, dass ein Elektron, das auf PQ Ubertragen wird und zur Bildung des
reaktiven Semichinonradikals fuhrt, anschliefend auf molekularen Sauerstoff weitergegeben
wird und somit das Sauerstoffradikalanion bildet. Auf diesem Weg wird das Substrat
regeneriert. Demzufolge steht PQ immer zur Verfugung und es konnen ,nicht-
stochiometrische” Mengen an NADH umgesetzt werden (Abb. B-7). In den Anséatzen mit
EDHMF konnte eine weitaus langsamere Absorptionsabnahme beobachtet werden, welche
aber durch die Eigenabsorptionen von EDHMF Uuberlagert wird. Die so erhaltenen
Ergebnisse konnten aber dahingehend interpretiert werden, dass im Falle der
Hydroxyfuranone eine radikalische Umsetzung ausgeschlossen werden kann. Fasst man
alle  Ergebnisse zusammen, so konnen die in Abb.C-4-6 dargestellten
Reaktionsmechanismen postuliert werden. FaEO katalysiert abhangig von dem ihm zur
Verfligung stehenden Substrat eine Ein- oder eine Zwei-Elektronen-Ubertragung. Dieses
Phanomen wurde in der Familie der NADPH-abhangigen Oxidoreduktasen fiir einzelne
Enzyme bereits beschrieben. So katalysiert AtAER genau wie FaEO mit PQ die Oxidation
der Reduktionsaquivalente durch eine Ein-Elektronen-Ubertragung (Mano und Mitarbeiter,
2005). In Gegenwart von a, B-ungesattigten Aldehyden oder Ketonen werden auf deren
Doppelbindung zwei Elektronen Ubertragen. Auch ein Enzym aus der Familie der AKR
(Aldo-Keto-Reduktasen) soll verschiedene Mechanismen katalysieren, da bei einer Mutation
im aktiven Zentrum nur eine Eigenschaft verloren geht. Die zweite, die Reduktion von PQ,
bleibt erhalten (Schlegel und Mitarbeiter, 1998). Daraus wurde gefolgert, dass zwei
unterschiedliche aktive Zentren fur die beiden Umsetzungen verantwortlich sein konnten. Im
Fall von FaEO spricht fir diese These auch der Unterschied in den pH-Optima
(Kap. C.1.2.2/C.1.3.2).

lyanagi und Yamazaki (1970) beschrieben fur Flavoenzyme die Mdglichkeit, dass abhangig
vom Redoxpotential des Substrates und der Stabilitat des gebildeten Produkts ein oder zwei
Elektronen Ubertragen werden kdnnen. Auflerdem héngt dies davon ab, wie stark das
Substrat an das Enzym gebunden ist bzw. wie leicht sich das Produkt vom Enzym lésen
kann. Es besteht also auch die Méglichkeit, dass sich die Zwei-Elektronen-Ubertragung auf
die ungesattigten 4-Hydroxy-3(2H)-furanone aus zwei nacheinander ablaufenden
Ein-Elektronen-Ubertragungen zusammensetzt, wobei das intermediér gebildete Radikal
den Enzym-Substrat-Komplex nicht verlassen kann. Tedeschi und Mitarbeiter (1995)
beschreiben diesen Ablauf auch fiir die obligatorische Zwei-Elektronen-Ubertragung der
DT-Diaphorase. Hier findet die zweite Ein-Elektronen-Ubertragung mit einer viel héheren

Geschwindigkeit statt als die erste, so dass keine intermediaren Radikale freigesetzt werden
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kénnen. Allerdings gilt zu beachten, dass es sich bei diesen Beispielen im Gegensatz zu

FaEO um Flavoproteine handelt, welche aufgrund des Flavin-Cofaktors andere

EIN-ELEKTRONEN-
UBERTRAGUNG

A v, NAD(P)H 0,
+H*
% NAD(P)" 0,

3\2\

3 (PHENANTHRENCHINON
-RADIKAL
ZWEI-ELEKTRONEN- { ]
UBERTRAGUNG

NAD(P)H
+H"

NAD(P)"

Abb. C-4-6: Schema der substratabhangigen Reaktionsmechanismen von FaEO (adaptiert
nach Maruyama und Mitarbeiter, 2003); Steht PQ (A) zur Verfigung, katalysiert
FaEO mit NAD(P)H eine Ein-Elektronen-Ubertragung (1/2); wird ein ungesattigtes
4-Hydroxy-3(2H)-furanon (B) als Substrat verwendet, lauft die enzymatische
Umsetzung Uber eine Zwei-Elektronen-Ubertragung ab (4); HMMF/HDMF stehen flr
EDHMF/EHMF, HMPDF/HMPF und BDHMF/BHMF. Die Disproportionierung von
Phenanthrenchinonradikalen zum Hydrochinon und PQ (A 3) findet nur in sehr

geringem Ausmal} statt.
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Redox-Moglichkeiten besitzen. Die genauen Ablaufe der Elektronenlbertragung durch
FaEO missen demzufolge durch weitere Studien geklart werden. Die Zuordnung von FaEO
zu einer der Gruppen der NAD(P)H-abhangigen Chinonoxidoreduktasen bleibt somit
schwierig. Dies geht teilweise konform mit dem Versuch FaEO iiber Ahnlichkeitsanalysen
phylogenetisch einzuordnen. Unerwarteter Weise wurde die Enonoxidoreduktase auch
abseits der Enzyme von Mano und Mitarbeitern (2002) sowie Dick und Mitarbeitern (2001),
welche auch substratabhangig zwei verschiedene Reaktionen katalysieren, eingegliedert.
Dies kdnnte zu der Annahme veranlassen, dass die Fahigkeit von FaEO, LeEO, AtAER und
RnAOR substratabhangig zwei verschiedene Mechanismen zu katalysieren in der Familie
der Chinonoxidoreduktasen weit verbreitet ist und auch die anderen bereits biochemisch
charakterisierten Familienmitglieder diese Anlage besitzen, jedoch nur aufgrund der
fehlenden bzw. nicht getesteten ,zweiten Substratklasse® nicht als solche beschrieben

wurden.
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D MATERIAL UND METHODEN

1 MATERIAL

1.1  CHEMIKALIEN

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland), Sigma, Fluka, Aldrich (alle Deisenhofen, Deutschland) in p. a.
Qualitat bezogen. Die Lésungsmittel wurden zusatzlich Uber eine Vigreuxkolonne rektifiziert.
Zur ldentifizierung von Verbindungen wurden Referenzverbindungen des Arbeitskreises
Schwab neben den eigens synthetisierten Verbindungen verwendet. 6-">C-D-Glc
(Markierungsgrad 99 %) wurde von der Firma Deutero GmbH, Kastellaun, Deutschland

bezogen.

1.2 ENzYME
Restriktionsendonucleasen:
. Xho |, 20 U/pl (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland)
« Nco |, 10 U/ul (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland)
T4 DNA Ligase 400 U/ul (Promega, Madison, WI, USA)
Taq DNA Polymerase 5 U/ul (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland)
Deep VentR® DNA Polymerase 2 U/ul (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland)
RNase H 5 u/ul (New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland)

1.3 ZELLEN
JM 109 kompetente Zellen (Promega, Madison, WI, USA)
BL21(DE3) pLysS kompetente Zellen (Novagen, San Diego, USA)

1.4 PFLANZENMATERIAL
Das Pflanzenmaterial wurde, wenn nicht anders angegeben, von einem lokalen

Handler oder aus eigenem Anbau ohne genauere Spezifikationen bezogen.

1.5 SONSTIGES MATERIAL
Glassbeads 106 uM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
Talon™-Harz (BD Biosciences, Clontech, Mountain View, CA, USA)
Saulenchromatographie
« Lichroprep® RP 18, KorngrofRe 43 - 47 um (Merck, Darmstadt, Deutschland)
. Silica-Gel 60, 0,04-0,063 mm (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Desoxynucleotide Triphosphate (dNTPs) (Promega, Madison, WI, USA)
Festphasenextraktion
« Hydrabond Festphasenkartuschen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
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« Amberlite XAD 2 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)
DC-Chromatographie-Platten  (Polygram SIL G/UV, Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland)

2  VERWENDETE PUFFER, MEDIEN UND SONSTIGE LOSUNGEN
2.1 LB-MEDIUM, -AGAR
10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
15 g Agar (Zusatz nur bei der Herstellung von Agar)
Es wurde mit H,O auf 1 | aufgeflillt, und der pH-Wert auf 7 — 7,5 eingestellt.

2.2 SOC-MEeDIUM
2 g Trypton
0,5 g Hefeextrakt
1 ml NaCl 1M
0,25 ml KCI 1M
wurden in
95 ml H,O geldst und autoklaviert. Nach dem Abklihlen wurden
1 ml Glucoselésung 2 M, steril und
1 ml Magnesiumldsung 2 M, steril

dazu gegeben und der pH-Wert wurde auf 7 eingestellt.

2.3 VERWENDETE PRIMER
Primer (1): Tomate1Forward ~ GAIC CAT GGG TIAT GGA AGC TCT GTT ATC TTC

Ncol 5’ Start

Primer (2): Tomate1Reverse GAC TCG AGA GGA ATG GGATGA ATAACAAC
Xhol 3’ inverse

2.4 STAMMLOSUNGEN

Kanamycin: 25 mg/ml HO

Chloramphenicol: 34 mg/ml  Ethanol

IPTG (Isopropyl-p-D-thiogalactosid): 238 mg/ml  H,O (1 M)
X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galactosid):
50 mg/ml  Dimethylformamid
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2.5 LOSUNGEN zUM BLOTTEN

Tris/Glycine/MeOH-Puffer: 5 % Tris
5 % Glycine
5 % MeOH
in H,O

Ponceau-L6sung:

%  Ponceau

3 %  Trichloressigsaure

Blocklésung: 5
PBS/Tween: 1
PBS-Puffer: 5,8
1,5
6,8
TBS-Puffer: 0,5
1,5
Nitrobluetetrazolinum (NBT): 0,5

Bromochlorindolylphosphat (BCIP): 0,5

Alkaline-Phosphatase-Puffer: 100
5
100

in H20

%  Milchpulver in PBS/Tween
in H20

g Tween /11| PBS

in H,O
M Na;HPO,
M NaH,PO,
M  NaCl
pH7,3-7,4
in H,O
M Tris
M NaCl
pH 7,5
in H,O

g/ 10 ml Dimethylformamid 70%

g/ 10 ml Dimethylformamid 100%

mM NaCl

mM  MgCl,

mM  Tris
pH 9,5
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2.6 LOSUNGEN ZUR GELEXTRAKTION

Membrane Wash Solution: 10
80

16,7

Membrane Binding Solution: 45
0,5

1X TE buffer: 10
1

1X TBE buffer: 89
89

2

1X TAE buffer: 40
5

1

mM
%
MM
M
M
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

Kaliumacetat (pH 5,0)
Ethanol

EDTA (pH 8,0)
Guanidinisothiocyanat
Kaliumacetat (pH 5,0)
Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA (pH 8,0)

Tris

Borsaure

EDTA (pH 8,0)

Tris

Natriumacetat

EDTA (pH 8,0)

2.7 FARBE- UND ENTFARBELOSUNGEN FUR DIE SDS-PAGE

120
24
330
120
10
7

Coomassie-Farbelosung :

Entfarbelosung:

2.8 LADEPUFFER ZUR GELELEKTROPHORESE

0,21
0,2
50

2.9 LOSUNGEN FUR DIE MINIPREP
Wizard® SV Cell Lysis Solution: 0,2
1
Wizard® SV Neutralization Solution:4,09
759

2120

mi
mi
mg
mi
%
%

%
M
%

%

mM
mM

MeOH

CH;COOH

Coomassie Brilliantblau G-250
Wasser

MeOH

CH;COOH

in H,O

Orange G
EDTA
Glycerin
in H,O

NaOH

SDS
Guanidinhydrochlorid
Kaliumacetat
Essigsaure

pH 4,2
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Wizard® SV 96 Resuspension Solution:

Wizard® SV 96 Wash Solution:

2.10 BRADFORD-REAGENZ
(Bradford, 1976)

2.11 PUFFER
Mcllvaine-Puffer (0,05 M):

Phosphatpuffer (0,1 M):

Tris/HCI-Puffer (0,05 M):

CAPS-Puffer (0,1 M):

50
10
100
60
60
8,3
40

0,01
4,8
8,5

0,05
0,1

0,1
0,1

2,21
90

100

mM
mM

pg/mi

%

mM
mM
UM

%
%
%

<

ml

ml

Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA

RNase A
Ethanol
Kaliumacetat
Tris-HCI (pH 7,5)
EDTA (pH 8,0)

Coomassie Brilliantblau G-250
Ethanol

Phosphorsaure

Zitronensaure-Monohydrat und
Na,HPO, wurden in einem bestimmten
Verhaltnis gemischt um den gewunschten

pH-Wert zu erhalten.

Na,HPO, wurde mit
NaH,PQO, im entsprechenden Verhaltnis

gemischt und mit HO 1:10 verdinnt

TRIS (25 ml) wurde mit
HCl titriert bis der gewilinschte pH
erreicht war und mit H,O auf 50 ml

aufgefullt.

CAPS wurden in

H,O geldst, und mit NaOH titriert bis
der gewlnschte pH-Wert erreicht war.
Anschlielend wurde mit H,O auf

aufgeflllt und 1:1 verdlnnt.
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2.12 VEKTOREN
pET 29 a (+) (Novagen, San Diego, USA)

BpurTZI[y
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Sma li4302)

Mru 1j£085) 1| | pE(T-ZQa("'}
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Eco57 ljar4)

AlwM 13842)

BesS 1(2308)

BspLU11 l(3228) —
Sap lj2110)

= T a
(4205 5360 - SgrA liag)

",

Xho I{158)
Not I[166)
Eag l{168)
Hind 1I{173)
Sal I{179)
Sac lj190)
EcoR l{132)
BamH li138)
EcoR V{z08)
HNeo 1{212)
Kpn 1{238)
Bagl ll{241)
MNsp Vi283)
Nde I{235)
li223)
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Miu 11125}
Bel lj1122)

/
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pGemT easy (Promega, Mannheim, Deutschland)
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3 METHODEN

3.1 KLONIERUNG UND HETEROLOGE EXPRESSION

3.1.1 Isolation von RNA aus Tomaten

Zur lIsolierung der Gesamt-RNA aus Tomatenmaterial (Knospen, Fruchtfleisch, Schale)
wurde mit dem RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) gearbeitet.
Diese Methode basiert auf der selektiven Bindung von RNA an Kieselgelmembranen in
Anwesenheit von hohen chaotropen Salzkonzentrationen. Frisches Tomatenmaterial
(50-100 mg) wurde in flissigem Stickstoff tiefgefroren, in einem mit flissigen Stickstoff
gekihlten Zentrifugenrdhrchen mit einem Pistill fein zerrieben, in 450 yl Puffer (Qiagen,
Hilden, Deutschland) geldst und gut homogenisiert (Vortex). Dieser Schritt dient zur Zelllyse
und zur Inaktivierung von RNAsen durch Guanidin-Isothiocyanat. AnschlieRend wurde flr
eine Minute bei 56 °C schittelnd inkubiert und die Lésung auf den QIAshredder (Qiagen,
Hilden, Deutschland) gegeben. Stérendes Zellmaterial wurde durch Zentrifugation der Probe
entfernt und mit dem Pellet weitergearbeitet. Nach Zugabe von 225 ul Ethanol wurde die
Lésung auf eine RNeasy mini column (Qiagen, Hilden, Deutschland) gegeben, fur
15 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Um DNA-Reste
abzutrennen wurden 350 ul Puffer RW1 auf das Saulchen gegeben und wieder zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen. Die DNAse-Behandlung erfolgte mit 80 ul DNAse | Mix in
15 Minuten bei 30 °C. AnschlieBend wurde zundchst mit 350 ul Puffer (RW 1) und spater mit
500 pl Puffer RPE gewaschen. Nach zwei Zentrifugationsschritten (2 Minuten, 8000 x g), um
das Saulchen zu trocknen, wurde schliellich mit 50 yl RNase freiem H,O bei 8000 x g fur

eine Minute eluiert.

3.1.2 Herstellung von cDNA
Fir die cDNA-Synthese wurde das System von Invitrogen SuperScript™ Il Reverse
Transkriptase verwendet. Diese Transkriptase ist eine verbesserte Version der M-MLV RT
mit erhéhter Temperaturstabilitdt und geringer RNase H Aktivitdt. Der PCR-Ansatz setzte
sich wie folgt zusammen:

1 pl Oligo(dT)zo (50 pMm)

1 pl ANTPs (Promega) (10 mM)

11 plisolierte RNA
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Zur Aufschmelzung der Sekundarstruktur der RNA wurde diese Mischung fiir 5 Minuten auf
65 °C erhitzt und anschlieRend zur Hybridisierung der Primer auf Eis 1 Minute gekuhlt.
Nach einem Zentrifugationsschritt, um die Lé6sung zu sammeln, wurden

4 ul First-Strand-Buffer (Invitrogen) (5x)

1 ul Dithiothreithol (0,1 M)
0,5 ul RNase out (Invitrogen) (40 U/ ul)

1 pl SuperScript™ Il RT (200 U/ pl)
zugegeben und das Ganze wurde vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubationszeit von
45 Minuten bei 50 °C wurde die Reaktion bei 70 °C nach 15 Minuten gestoppt.
Um zur cDNA komplementdre RNA aus der Losung zu entfernen, wurde 20 Minuten bei
37 °C mit

1 ul RNase H (2 U / yl) inkubiert.

3.1.3 Amplifizierung des gewiinschten Gens aus der cDNA
Als Enzym wurde Deep Vent der Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt, Deutschland)
verwendet. Die Reaktionslésung setzte sich wie folgt zusammen:
5 yl  ThermoPol Reaction Buffer (NEB, 10 x)

Ml dNTPs (Promega) (10 mM)
Ml Primer 1 (vgl. Kap. D.2.3)
Ml Primer 2 (vgl. Kap. D.2.3)
bl cDNA
38 pl  H>O (RNase-frei)

1 pl  Pfu (Deep Ventg®, NEB) (2 U/ pl)

= NN -~

Als Temperaturabfolge in der PCR wurde verwendet:
Programm 1
2 Minuten 94 °C
30 Sekunden 94 °C
30 Sekunden 58 °C } x 35
2,5 Minuten 72 °C
5 Minuten 72 °C
Lagerung 8°C

3.1.4 Gelelektrophorese zur Kontrolle der PCR
Ein Agarosegel wurde wie folgt hergestellt:
80 ml TAE
1,1 g Agarose
4 ul  Ethidiumbromid
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Das Gel wurde in eine horizontale Elektrophoresekammer (mit TAE) der Firma Roth gelegt
und nach dem Einfiillen der Proben-Ladepuffer-Mischungen bei 85 V entwickelt.
GroRenstandard:

2-Log DNA-ladder,

100 bp DNA-ladder, (beide New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland)

AnschlieRend wurde das Ergebnis in einer Geldokumentationsanlage im UV-Licht tGberpruft.

3.1.5 Gelextraktion

Die Extraktion der Zielbande aus dem DNA-Gel wurde mittels dem Gelextraktionskit
Wizard SV der Firma Promega durchgefuhrt. Dieser nutzt die Moglichkeit DNA selektiv an
Kieselgelmembranen in Anwesenheit von hohen chaotropen Salzkonzentrationen zu binden
(Kap. D.3.1).

Dafir wurde eine horizontale Gelelektrophorese wie in Kap. D.3.4 durchgeflihrt, die
Zielbande im UV-Licht lokalisiert, mit einem Skalpell ausgeschnitten und gewogen. 10 pl pro
10 mg Gel Membrane Binding Solution wurden zugegeben und die Agarose bei 65 °C in 10
Minuten durch vortexen geschmolzen.

Die so erhaltene Lésung wurde auf eine SV Minicolumn gegeben und bei 16.000 x g 1
Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das Saulchen zunachst mit 700 ul
anschliefend mit 500 pl Membrane Wash Solution gewaschen. Durch Zentrifugation wurde
das Saulchen vollstandig getrocknet und schlieRlich die DNA nach 1 Minute Inkubation mit

50 pl Nuclease-freiem H,0 eluiert.

3.1.6 Ligation in pGemT-Easy
A-tailing:

5 ul Gelextrakt

1 ul Taq Puffer (NEB) (10 x)

0,2 pl dATPs (10 mM)
1 ul Taq (NEB)
2,8 pl H,0

Diese Mischung wurde fir 25 Minuten bei 70 °C inkubiert.
Far die Ligation setzte sich die Reaktionsmischung wie folgt zusammen:
5 ul Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase (Promega, Madison, USA)
1 ul pGemT-Easy Vector (Promega, Madison, USA) (50 ng / pl)
3 Ml modifiziertes PCR-Produkt
1 ul T4 DNA Ligase (Promega, Madison, USA) (83 Weiss U / ul)
Es wurde tber Nacht bei 4 °C ligiert.
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3.1.7 Transformation

Die Hitzeschocktransformation erfolgte unabhangig von den verwendeten Zellen nach
folgendem Schema:

Die kompetenten Zellen (20 ul) wurden gefroren auf Eis inkubiert und mit dem Plasmid der
Ligation (5 ul) durch vorsichtiges Schwenken vermischt. Nach 20 Minuten auf Eis, wurden
die Zellen einem Hitzeschock bei 42 °C fir 45 Sekunden ausgesetzt und sofort wieder fir 2
Minuten auf Eis gekuhlt. Die Bakteriensuspension wurde mit 950 ul SOC-Medium vermischt
und 1,5 Stunden bei 37 °C mit 500 Upm geschuttelt. Verschiedene Mengen der Kultur

wurden auf LBi.caampirtre-Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C tber Nacht inkubiert.

3.1.8 Blau-WeiB-Selektion und Colony PCR
Der Vektor pGemT-Easy enthalt eine flr R-Galactosidase kodierende Sequenz. Bei einer
erfolgreichen Ligation wird diese unterbrochen und die resultierenden rekombinanten Klone
kénnen durch ein Farbscreening auf Indikatorplatten identifiziert werden, da sie im
Gegensatz zu blaugefarbten nicht rekombinanten Kolonien weil’ gefarbt sind.
Dennoch sollte eine weitere Kontrolle u. a. der Richtung des Inserts durchgeflihrt werden.
Hierflr wurde die Colony-PCR als Methode gewahlt. Zur folgenden Reaktionslésung wurden
mit einem sterilen Zahnstocher Zellen einer weilen Kolonie gegeben.
12,5 ul PCR Master Mix
50 U/ yl Taq, je 400 uM dNTPs, 3 mM MgCl,
(Promega, Madison, USA)
0,25 pl Primer 1 (Kap. D.2.3)
0,25 pl Primer 2 (Kap. D.2.3)
12 plHO
Die PCR wurde mit Programm 1 (Kap. D.3.3) durchgefuhrt und die Losungen anschlief3end
auf amplifizierte Sequenzen hin mittels einer horizontalen Gelelektrophorese (Kap. D.3.1.4)

untersucht.

3.1.9 Miniprep

Von in der Colony-PCR positiv getesteten Kolonien wurde eine Ubernachtkultur in
LBamp-Medium angesetzt und aus dieser am nachsten Tag das Konstrukt isoliert. Dafur
wurde der Miniprep-Kit Wizard SV der Firma Promega (Madison, USA) verwendet.

4 ml einer Ubernachtkultur wurden bei 10.000 x g in 10 Minuten abzentrifugiert und der
Uberstand abgeschiittet. Nachdem die Rohrchen kurz auf dem Kopf stehen gelassen
wurden um jegliches Medium zu entfernen wurde das Zellpellet in 300 ul Cell Resuspension
Solution (Promega, Madison, USA) gel6st. Durch das in der Cell Lysis Solution (300 ul,
Promega, Madison, USA) vorhandene NaOH und SDS wurden die Zellen lysiert.

Anschlielend wurden 10 ul Alkaline Protease zugegeben. Nach maximal 5 Minuten wurde
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mit 350 ul Neutralization Solution (Promega, Madison, USA) neutralisiert. Das Lysat wurde
bei 10.000 x g fur 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in eine Spin Column gegeben
und fir 1 Minute bei maximaler Umdrehung zentrifugiert. Nachdem der Durchfluss verworfen
wurde, wurde mit 750 yl Column Wash Solution gewaschen und wiederum flir eine Minute
zentrifugiert. Der Waschschritt wurde mit 250 ul wiederholt und anschlieRend die DNA mit

Nuclease-freiem Wasser von der Saule eluiert. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert.

3.1.10 Restriktionsanalyse

5 pl DNA wurden mit 0,5 pl der Restriktionsenzyme Nco | (10 U / uyl, New England Biolabs)
und 0,25 pl Xho | (20 U / pl, New England Biolabs) in 4 pl Puffer (Buffer Y*/Tango, MBI
Fermentas) und 10 pl RNAse freiem Wasser fir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.
Anschlieend wurden die Enzyme bei 80 °C fur 10 Minuten inaktiviert.

Um eine Selbstligation zu vermeiden, wurden mit 1 pyl Phosphatase bei 37 °C in 30 Minuten
die Phosphatreste an den Enden abgeschnitten. Anschliellend wurde das Enzym bei 65 °C

in 10 Minuten inaktiviert.

3.1.11 Sequenzieren
Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg, Deutschland)
durchgefihrt.

3.1.12 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE diente als Uberpriifung der zuvor aus E. coli isolierten Proteinfraktion auf
GroRe und Reinheit des Zielproteins. Die Auftrennung erfolgte in einem
Tris-Glycin-Fertig-Gel (12 %)  (Anamed, Darmstadt, Deutschland) in  einer
Mini-Vertikal-Doppel-Elektrophorese-Kammer (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in 25
mM Tris/Glycine/SDS-Puffer (pH 8,3) bei 30 mA. Zur ldentifizierung der getrennten
Proteinfraktionen wurde ein Protein Marker Roti®-Mark Prestained der Firma Carl Roth
GmbH (Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

Probenvorbereitung:

Die Probe wurde zur Denaturierung mit einem Gemisch aus Ladepuffer und SDS-Lésung
(2:3) gut vermischt und 10 Minuten bei 95 °C gekocht. Nach dem Abkuhlen auf Eis und dem
Abzentrifugieren eventuell ausgefallener Proteine wurde der Uberstand auf das Gel
aufgetragen.

Nach der Auftrennung wurden die Proteinbanden mit Coomassie-Farbelosung flr

ca. 15 Minuten gefarbt und mehrmails in frischer Entfarbeldsung entfarbt.
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3.1.13 Western-Blot

3.1.13.1 Durchfiihrung des Blots:

Der Blot wurde, getrankt in Tris/Glycine/MeOH-Puffer, wie folgt zusammen gebaut:

Kathode - Faserpolster - Whatman-Papier - SDS-Gel (ungefarbt) — Nitrocellulosemembran —
Whatman-Papier — Faserpolster — Anode.

Das Ganze wurde gut gekuhlt 60 Minuten bei 100 V in einer Criterion-Blotkammer (Biorad,

Munchen, Deutschland) mit Plattenelektroden in Tris-Glycine-Methanol-Puffer geblottet.

3.1.13.2 Antikorperfarbung des Blots:

Zunachst wurde die Nitrocellulose mit Ponceau-Losung angefarbt und mit Wasser vorsichtig
entfarbt, damit das Resultat des Blots kontrolliert werden konnte. Sichtbare Banden wurden
vorsichtig mit Bleistift auf der Seite der Nitrocellulose die kein Protein enthielt markiert.
AnschlieRend wurde das Ganze, um unspezifische Anlagerungen des Antikdrpers zu
vermeiden, Uber Nacht schittelnd in Blocklésung eingelegt. Am nachsten Tag wurde der
AntiHis-Antikérper (Novagen, San Diego, USA) in Blocklésung verdinnt (0,5 ul in 500 ul),
auf die Proteinseite der Membran gegeben und 1 Stunde inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS/Tween wurde die zweite Antikorperlésung, 1 ul AntiMaus (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) in 10 ml Blocklésung, aufgegeben und wiederum 1 Stunde
inkubiert. Nach fiinf Waschschritten, dreimal mit PBS/Tween und zweimal mit TBS-Puffer
wurde schlieBlich  mit  Nitrobluetetrazolinum und Bromochlorindolylphosphat in

Alkaline-Phosphatase-Puffer im Dunkeln gefarbt.

3.1.14 Proteinexpression

3.1.14.1 Vor- und Ubernachtkultur

25 ml LB-Medium mit 25 yl Kanamycin und 15 pl Chloramphenicol wurden mit Bakterien
(BL21 DE (3) pLys, mit pET 29 a x FaQR / LeQR bzw. ohne Insert) aus einem
Glycerinstock angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 160 rpm inkubiert. Von dieser
Ubernachtkultur wurden am nachsten Morgen 20 ml entnommen und mit 800 ml LB-Medium
mit 800 ul Kanamycin und 480 ul Chloramphenicol verdiinnt. Diese Kultur wurde bei 37 °C
und 120 rpm solange inkubiert bis die stundliche Kontrolle der optischen Dichte bei 600 nm

einen Wert zwischen 0,4 und 0,6 ergab und somit die log-Phase erreicht war.

3.1.14.2 Enzymexpression
Zum Start der Enzymexpression wurde IPTG bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zur

Bakterienkultur zugegeben und diese im Schittelinkubator bei 16 °C Gber Nacht inkubiert.
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3.1.15 Isolierung und Reinigung des Enzyms

3.1.15.1 Affinitdtschromatographie

Die Isolierung und Reinigung wurde nach dem Talon™ Metal Affinity Resins User Manual
(BD Biosciences, Clontech, Mountain View, CA, USA, 2003) durchgefihrt.

Die Bakterienkultur nach der Expression des Enzyms wurde zunachst zentrifugiert und die
Zellen so als Pellet gesammelt. Es stellt sich heraus, dass ein anschlieRender Gefrier-Tau-
Schritt (-20 °C) die Enzymausbeute, aufgrund des besseren Zellaufschlusses, erhdhte. Der
eigentliche Aufschluss erfolgte dann durch eine der zwei folgenden Methoden. Bei der einen
Methode gelang es die Zellen zu zerstoren indem das Zellpellet mit der 2,5 fachen Menge
an Glasperlen (Glassbeads) in einem gekihlten Mdrser zerrieben wurde bis sich eine
pastenartige Masse ergab. Aus dieser wurde dann mit Extraktions-/Waschpuffer (50 mM
Natriumphosphat, 300 mM Natriumchlorid, pH 7,0) das l6ésliche Enzym extrahiert. Die
ertragreichere Variante war der Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall. Hierfiir wurde eine
Ultraschallsonde (Bandelin Sonorex TK 52, Schalltec, Morfelden, Deutschland) in die bereits
mit Extraktions-/Waschpuffer verdinnte Bakterienldsung eingebracht und die Zellen mittels
Ultraschall schonend aufgebrochen (5 x 30 Sekunden, 10 % Power).

Bei beiden Methoden erfolgte anschlieRend ein Zentrifugationsschritt um die unldslichen
Zellriickstande  abzutrennen. Der Uberstand wurde anschlieBend auf nach
Herstelleranweisungen vorbereitetes Talon™ Harz aufgegeben und 20 Minuten bei 4 °C
inkubiert. In diesem Schritt adsorbiert der His-Tag am Enzym an die Bindungsstellen des
Harzes. Der folgende Zentrifugationsschritt sowie die anschlieRenden Waschschritte mit
Extraktions-/Waschpuffer dienten dazu die nicht gebundenen Stérproteine im Uberstand zu
entfernen. Zur Elution wurde das Harz in eine vom Hersteller mitgelieferten gravity flow
column gefiillt, noch einmal mit Extraktions-/Waschpuffer gewaschen und schliel3lich wurde
das Zielprotein mit Elutionspuffer (50 mM Natriumphosphat, 300 mM Natriumchlorid, 150
mM Imidazol; 1,5 ml pro 400 ml Kultur) vom Harz geldst. Die so erhaltene Fraktion wurde

mittels Bradford-Assay und SDS-Gelelektrophorese charakterisiert.

3.1.15.2 Ultrafiltration

Wegen Verunreinigungen in der aus Kap. D.3.15.1 erhaltenen Enzymlésung musste ein
weiterer Reinigungsschritt durchgefuhrt werden. Deshalb wurden Ultrafiltrationseinheiten der
Marke Amicon® Ultra 4 (Millipore, Molsheim, Deutschland) verwendet um durch
GroRenausschluss unerwinschte Proteine abzutrennen. Zunachst wurde die verdinnte
(max. 4 mg/ml) Proteinldsung auf einen Filter mit der definierten Porengrofie von 50 kDa
gegeben und zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt nun alle Proteine kleiner als 50 kDa.
Dieser wiederum wurde Uber eine Membran der GroRe 30 kDa filtriert, so dass sich im
Uberstand nun alle Proteine zwischen 30 und 50 kDa, also auch die Zielproteine mit
34,7 kDa (FaEO) bzw. 41,7 kDa (LeEQ) befanden. Die Konzentration des Proteins in der so
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erhaltenen Lésung wurde mittels Bradford-Assay bestimmt und die Lésung zur weiteren
Charakterisierung auf 0,3 mg/ml mit Phosphatpuffer verdinnt.

Das Problem hierbei waren die Spezifikationen der angebotenen Ultrafiltrationsmembranen.
Die eigentliche Anwendung liegt in der Proteinkonzentration. Aus diesem Grund werden die
Poren bei der Produktion in einem gewissen Spezifikationsbereich zweckmalig bevorzugt
zu klein als zu grol gewahlt. Das hat in diesem Fall zur Folge dass manche Chargen an der
50 kDa-Membran auch das Zielprotein mit einer Gré3e von ca. 35 kDa retentierten. Dies

konnte aber mittels Bradford-Assay und SDS-PAGE Uberprift werden.

3.1.16 Bestimmung der Proteinkonzentration
Proteinldésung (1-10 pl) wurde mit Puffer auf 100 ul aufgefillt, mit 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt und gut vermischt. Nach 2 Minuten wurde die Extinktion bei 595 nm gegen einen
Blindwert (100 pl Puffer + 1 ml Bradford-Reagenz) gemessen (Bradford, 1976).
Eichgeraden wurden mit variierenden Mengen Rinderserumalbumin (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland, 1 mg/ml) erstellt.
Eichgerade: vy =0,0364 x + 0,009

y = Absorption

x = Proteinkonzentration [mg/ml]
Bestimmtheitsmal

R=0,9821

3.2 BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNGEN

Wenn nicht anders angegeben wurden fur photometrische Studien Assays in 96-well-plates
durchgeflihrt und nach einmaligem Schitteln, bei 340 nm und 30 °C einer kontinuierlichen
Messung (ein Messpunkt alle 15 — 20 Sekunden) am Photometer (Tecan) unterzogen. Fur
die Auswertung der Extinktionsabnahme und somit der Umsetzung von NADH, wurde
ausschliel3lich die Steigung im linearen Bereich zu Beginn der Messung verwendet. Diese
wurde Uber den Extinktionskoeffizienten gnapn)=6,3 X 103 (Lasch, 1987) in die verbrauchte
Menge an NADH pro Zeit umgerechnet.

Ein Standardansatz entsprach folgender Zusammensetzung:

360 uM NADH, 6 ug FaEO bzw. LeEO, 0,1 M Phosphatpuffer, variable Mengen PQ in
250 pl.

3.2.1 Inhibitorenstudien
Als Inhibitoren wurden folgende Substanzen getestet: Cibacron Blue, Nitrofurantoin und

Dicumarol.
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3.2.1.1 LeEO

Als Kontrolle ohne hemmende Substanz wurde zu einem Standardansatz mit 0,48 ug LeEO
PQ bis zu Endkonzentrationen von 8 uM, 24 yM, 40 uM und 96 uM pipettiert und die NADH-
Abnahme beobachtet. Das Ganze wurde unter Zugabe von Inhibitorlésung
(Endkonzentration 0,03 mM) wiederholt.

Die erhaltenen Daten wurden als Michaelis Menten Kinetiken betrachtet und die K- und

Vmax-YWerte Uber das Hanes-Verfahren berechnet.

3.2.1.2 FaEO
Fir FaEO wurde die Studie wie fur LeEO durchgefihrt, nur dass zusatzlich

Inhibitorkonzentrationen von 0,06 mM im Ansatz eingesetzt wurden.

3.2.2 Substratscreening

Als Substrate wurden die in Abb. C-1-2 aufgelisteten Substanzen und die synthetisierten
Verbindungen HMMF, EDHMF, HMPDF, HMMEDF und BDHMF verwendet.

Um die bakterielle Enzymaktivitdt von der von FaEO abzugrenzen bzw. um den
Reinheitsstatus von FaEO zu kontrollieren, wurde fir jede enzymatische Umsetzung ein
Kontrollansatz mit Proteinextrakt aus Zellen mit leerem Vektor durchgefiihrt.

Zeigte dieser keine Aktivitat, war abgesichert, dass jegliche enzymatische Aktivitat mit FaEO
tatsachlich vom Zielprotein stammt und keine bakteriellen Verunreinigungen mehr

vorhanden waren.

3.2.2.1 Photometrisches Substratscreening

Fir jede Verbindung wurde der gleiche Standardassay mit 1,5 ug Enzym durchgeflihrt. Alle
Substrate wurden zur besseren Vergleichbarkeit in 96 %igem Ethanol geldst und in einer
Endkonzentration im Ansatz von 40 pM bzw. 120 uM verwendet. Als Maximalkonzentration
an Ethanol im Ansatz bei der noch keine Hemmung auftrat wurden 15% ermittelt. Deshalb
wurden in Standardassays nie mehr als 8 % Ethanol eingesetzt. Am Photometer wurde eine
eventuelle Umsetzung Uber die NADH-Abnahme bei 340 nm beobachtet und die
Reaktionsgeschwindigkeit unter Abzug der Kontrolle als ,umgesetzte Menge NADH pro
Sekunde und mol Enzym“ berechnet. Zur Auswertung wurde nur die lineare

Extinktionsabnahme im Anfangsbereich der Umsetzung verwendet.

3.2.2.2 Substratscreening mittels HPLC-MS/MS

Die oben bereits beschriebenen Assays wurden entweder nach der photometrischen
Messung flir HPLC-MS/MS-Experimente herangezogen oder extra angesetzt und in diesem
Fall 30 Minuten bei 30 °C und 400 rpm inkubiert. Die synthetisierten Verbindungen wurden

grob aufgereinigt, mit NaOH neutralisiert und in unbekannten Konzentrationen zum Ansatz
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gegeben. Eine eventuelle Produktbildung wurde durch die Analyse der erwarteten
lonenchromatogramme bzw. durch Untersuchung der Chromatogramme auf gegenliber den

entsprechenden Blindwerten neu vorhandene Verbindungen hin kontrolliert (Kap. D-4.3.3.2).

3.2.2.3 Substratscreening mittels GC-MS

Bei sehr leichtflichtigen oder unpolaren Verbindungen, wie z. B. Hexenal und Heptenal,
aber auch bei den ungesattigten Hydroxyfuranonen wurden zusatzlich GCMS-
Untersuchungen angeschlossen. Hierfur wurde ein 1 ml Standardassay fir 30 Minuten bei
30°C und 400 rpm inkubiert, anschlieBend zweimal mit 1 ml Diethylether extrahiert, die
Extrakte vereinigt und nach dem Trocknen Uber Na,SO, auf 100 pl im Stickstoffstrom
eingeengt. Diese Lésung wurde anschlieRend fur GCMS-Experimente verwendet und auf

neu entstandene Verbindungen bzw. die erwarteten Massenspuren hin untersucht.

3.2.3 pH-Studien

Fir eine Messung des pH-Optimums wurden, um einen mdglichst breiten pH-Bereich
abdecken zu konnen, verschiedene Puffersysteme verwendet. Fir den Bereich pH 3,0 bis
8,0 wurde Mcllvaine-Puffer, ein Citronensaure-Phosphat-Puffer, eingesetzt. Von pH 5,8 bis
8,0 kam Phosphatpuffer zum Einsatz, von pH 7,1 bis 8,9 ein Tris/HCI-Puffer und den
Bereich von pH 10,2 bis 11,1 deckte ein CAPS-Puffer ab. Ein Problem war, dass die Menge
von 215 pl Puffer in einem 250 pl Ansatz nicht immer ausreichte um diesen zu puffern.
Deshalb wurde vor der Zugabe des Substrat, also vor Start der enzymatischen Reaktion
sowie nach der Messung, der pH-Wert noch einmal gemessen und diese Messwerte als
tatsachliche pH-Werte in die Studie einbezogen, wobei sich die Werte wahrend der
Messung nicht veréanderten. Das zweite Problem war die pH-abhangige Stabilitadt von NADH.
Dieses zersetzt sich in sauren Ldsungen, so dass eine enzymatische Reaktion am
Photometer durch die NADH-Abnahme bei 340 nm vorgespielt wird. Deshalb wurden zu
jedem Ansatz Blindwerte ohne Substrat durchgefiihrt, die den rein chemischen Abbau von
NADH erfassen sollten. Die Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeiten erfolgte dann Gber
die blindwertkorrigierte Extinktionsabnahme bei 340 nm.

Der Assay setzte sich wie folgt zusammen: 240 uM NADH, 3 ug FaEO bzw. LeEO geldst in
dem entsprechenden Puffer. Zum Starten der Reaktion wurden 120 uM PQ dazu pipettiert

und die Extinktion sofort gemessen.

3.2.4 Michaelis-Menten-Kinetik

Die Daten der ,steady state“ Kinetiken wurden Uber das Hanes-Linearisierungsverfahren
ausgewertet und die Standardabweichungen aus drei Versuchen berechnet.

Km- und viox-Werte wurden flr alle Substrate, fir die die Oxidoreduktasen Aktivitat zeigten
bestimmt, also fur PQ, NADH, NADPH, EDHMF, HMPDF und BDHMF.
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Zunachst wurde in Vorversuchen der grobe Bereich des K,-Wertes bestimmt damit
anschliel3end fir die eigentliche Messung ein Substratkonzentrationsbereich passend zum
Km -Wert gewahlt werden konnte. Die Assays wurden in 250 pyl 0,1 M Phosphatpuffer
durchgeflihrt und die Reaktion durch Zugabe des Cosubstrates NADH bei photometrischen
Messungen, und durch Zugabe des Substrates bei Messungen mittels HPLC-MS/MS
gestartet.

Die Enzymmengen variierten von 0,9 mg bis 1,5 mg, wurden aber bei der Berechnung von
keat Normalisiert [nmol Substrat s* nmol" Enzym] und beeinflussen den K.-Wert per

Definition nicht.

3.2.4.1 Photometrische Bestimmung

Die Substratkonzentration von PQ wurde im Bereich von 1,6 yM bis 112,0 uM variiert
wahrend 360 uM Kosubstrat (NADH) verwendet wurde. Fir NADH und NADPH wurden
Konzentrationen von 40 uM bis 1200 uM bei einer Cosubstratkonzentration (PQ) von 120
UM eingesetzt. Das Kosubstrat wurde im Fall von PQ nicht im Uberschuss zugegeben, da
angesichts des Reaktionsmechanismus immer ausreichend PQ zur Verfligung stand und so
denkbare Hemmeffekte durch den eingesetzten Ethanol oder das Chinon selbst minimal

gehalten werden konnten.

3.2.4.2 Bestimmung mittels HPLC-MS

Die Cosubstratkonzentration (NADH) fir kinetische Messungen der ungesattigten
Hydroxyfuranone EDHMF, HMPDF und BDHMF, die in Konzentrationen von 140 uM bis
2,85 mM eingesetzt wurden, betrug 12 mM.

Fir HPLC-MS-Messungen wurde jeder Assay einzeln angesetzt und fir exakt 35 Minuten
bei 30 °C und 400 rpm inkubiert, da die zeitlich direkt angeschlossene HPLC-MS-Analyse
der Probe 40 Minuten dauerte und so parallel der ndchste Assay inkubiert werden konnte.
Zur HPLC-MS-Messung wurde eine Methode die auf EHMF, BHMF bzw. HPMDF optimiert
war verwendet (Kap. D-4.3.3.1). Da in Ermangelung von Referenzsubstanzen keine
Eichgeraden fir BHMF und HMPF erstellt werden konnten, wurde aufgrund der sehr
ahnlichen lonisation die EMHF-Eichgerade fir die Berechnung aller Kinetiken verwendet.

Die berechneten erhaltenen Mengen an BHMF und HMPF sind somit ,EHMF-Aquivalente*.

EMHF-Eichgerade: y = 1480414225 x
R® =0,99672

Xenvr = C(EHMF) in der Lésung
Xumpr = C(HMPF) in der Lésung
Xguvr = C(BHMF) in der Lésung
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YEHMF = Area m/z (+) 143
YHMPE = Area m/z (+) 157

YBHMF = Area m/z (+) 171

3.2.5 Untersuchung auf Cofaktoren

Um zu sehen ob es sich bei FaEO um ein Flavoenzym handelt, bzw. ob die Zugabe der
Cofaktoren Flavin-Mononucleotid (FMN) oder Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) die Aktivitat
steigert, wurde das Enzym in einer 200 yM FAD- oder FMN-L&sung fur eine Stunde auf Eis
inkubiert (Luster und Buckhout, 1989; Maryuama und Mitarbeiter, 2003). Anschliel3end
wurde in Standardassays das so behandelte Enzym eingesetzt und die Aktivitat mit
unbehandeltem Enzym verglichen. Das unbehandelte Enzym wurde in der gleichen

Verdinnung verwendet und auch auf Eis inkubiert, jedoch ohne jegliche Zusatze.

3.2.6 Temperaturoptimum

Um das Temperaturoptimum der enzymatischen Reaktion zu bestimmen, wurden
Standardassays bei verschiedenen Temperaturen (20 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C)
angesetzt und die Umsetzungsgeschwindigkeiten miteinander verglichen. Héhere und
niedrigere Temperaturen waren aufgrund der Beschaffenheit des Messgerates (Tecan
Safire, TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland) nicht mdglich.

Pro Temperatur wurden zwei Konzentrationen an PQ (24 uM, 48 uM) umgesetzt.

3.2.7 Test auf Metallionen

Um zu testen, ob Metallionen an der Katalyse von FaEO oder LeEO beteiligt sind, wurde
EDTA zu Standardansatzen mit 80 yM PQ und 0,5 pg FaeEO oder 1,85 ug LeEO in
verschiedenen Konzentrationen (0 mM, 4 mM, 8 mM) zugesetzt. Es folgte eine
photometrische Messung der Umsetzung und eine Auswertung Uber die Abnahme an
NADH.

3.2.8 Versuche zur Charakterisierung der HDMF-bildenden Eigenschaft

3.2.8.1 Nachweis einer Sattigungskinetik

Um zu zeigen, dass die Umsetzung von D-Fructose-1,6-diphosphat durch FaEO und NADH
zu HDMF gesattigt werden kann, wurden Assays mit verschiedenen Konzentrationen an
D-Fructose-1,6-diphosphat (14 - 147 mM) durchgefuhrt. Die Konzentration an NADH im 2 ml
Ansatz betrug 1,41 mM und es wurden nur Uber Talonharz gereinigte FaEO (60 pg)- bzw.
pET (3 pg)-Fraktionen eingesetzt. Das Ganze wurde bei 30 °C und 400 rpm fir 24 h
inkubiert und anschlieRend HPLC-MS-Messungen (Kap. D-4.3.3.2) unterzogen. Die
Quantifizierung des gebildeten HDMF erfolgte durch Integration der Peakflache der
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lonenchromatogramm m/z (+) 129 bei 11,5 Minuten Uber eine Eichgerade der

Referenzsubstanz.

Eichgerade HDMF: y = (23529766x+155703)
y = Area [EIC m/z (+) 129, RT: 11,5 Minuten]

X = g HDMF im zur Messung eingesetzten Volumen

3.2.8.2 pH-Studie

Die pH-Studie wurde in Mcllvaine-, Phosphat- und Trispuffer durchgefihrt. Fir jeden Ansatz
wurden 58 mM D-Fructose-1,6-diphosphat, 1,41 mM NADH und eine nur Uber Talonharz
gereinigten FaEO (30 pg)- bzw. pET (1,5 pg)-Fraktion in 1 ml Puffer verwendet. Der
gewlnschte pH-Wert wurde nach dem Ldsen des Substrates, welches leicht sauer reagiert,
mit NaOH korrigiert. Die Assays wurden fur 24 h bei 30 °C und 400 rpm inkubiert und
anschielend der HPLC-MS-Analytik (Kap. D-4.3.3.2) unterzogen. Die Auswertung erfolgte
wie in Kap. D-3.2.8.1.

3.2.8.3 Cosubstrate

Um zu sehen welches das beste Reduktionsaquivalent fir FaEO darstellt, wurden die
gleichen Reaktionsansatze (58 mM D-Fructose-1,6-diphosphat, 100 yl FaEO bzw. pET in
1 ml) unter Zugabe von 6,7 mM Ascorbinsaure, 1,4 mM NADH oder 1,6 mM NADPH
durchgeflihrt und anschlieRend auf die gebildete Menge an HDMF mittels HPLC-MS (Kap.
D-4.3.3.2) untersucht. Hierbei musste fir den Ansatz mit Ascorbinsaure der pH-Wert mit

NaOH eingestellt werden. Die Auswertung erfolgte wie in Kap. D-3.2.8.1.

3.2.9 Hitze-Kalteinaktivierung

Fir diesen Versuch wurde die Enzymlésung (FaEO oder pET) unbehandelt fir 5 Minuten
auf 95 °C erhitzt oder fir 24 h bei -20 °C gelagert und anschlieRend fir die Assays
verwendet. In jedem 1 ml Ansatz befanden sich 58 mM D-Fructose-1,6-diphosphat und
1,41 mM NADH mit 30 pg Protein welches nur Uber Talonharz gereinigt war. Nach 24 h
wurden die Ansatze per HPLC-MS analysiert (Kap. D-4.3.3.2). Die Auswertung erfolgte wie
in Kap. D-3.2.8.1.

3.2.10 Festphasenextraktion

RP-18-Festphasenkartuschen (Hydrabond, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
wurden mit zweimal 2 ml Methanol und dreimal mit 2 ml Wasser vorkonditioniert. Nach der
Probenaufgabe wurde mit 2 ml Wasser gewaschen und anschlieffiend mit 2 ml Diethylether

eluiert. Das im Ether vorhandene Restwasser wurde bei -20 °C ausgefroren, die Etherphase
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anschliefend im Stickstoffstrom vorsichtig zur Trockne eingeengt und der Riickstand in 100

Ml Wasser aufgenommen.

3.2.11 Enzymatische Assays zur Charakterisierung des gebildeten HDMF mittels
chiraler Kapillarzonenelektrophorese

Um zu zeigen, dass das im Assay gebildete HDMF enzymatisch entstand, wurde es mittels
chiraler Kapillarzonenelektrophorese (cKZE) untersucht.

HDMF zeigt die geringste Racemisierungsgeschwindigkeit bei schwach sauren pH-Werten,
deshalb wurde der Assay bei pH 5 durchgefihrt. Es wurden 1,98 g
D-Fructose-1,6-diphosphat in 8 ml Phosphatpuffer (0,1 M, pH 5,0) gel6st, der pH-Wert mit
0,1 M NaOH korrigiert, mit 100 mg NADH versetzt und mit 1 g FaEO in 24 h bei 30 °C
umgesetzt. AnschlieRend wurde mittels mehrerer Festphasenextraktionen (Kap. D-3.2.10)
aufgereinigt, der Rickstand in 500 pl Ammoniumacetatpuffer (0,1 M, pH 4) aufgenommen

und mittels cKZE vermessen.

3.3 VERSUCHE ZUR IDENTIFIZIERUNG DES VORLAUFERS VON HDMF
3.3.1 Synthese, Stabilisierung und Reinigung von 4-Hydroxy-5-methyl-2-methylen-
3(2H)-furanon

Das Syntheseprotokoll beruht auf denen von Ledl und Mitarbeitern (1978) und Ballesteros
und Mitarbeitern (1983) verwendeten Vorschriffen zur  Durchfihrung einer
Knoevennagel-Reaktion. HMF (Norfuraneol, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) (43,8 mmol)
wurde zu einer Mischung aus 20 mmol Kupferacetat und 25 mmol Natriumacetat gegeben.
Diese Mischung wurde in 75 ml konzentrierter Essigsaure geldst, mit 50 mmol Formaldehyd
versetzt und unter Riuckfluss und Rihren fur eine Stunde auf 50 °C erhitzt und nach dem
Abkuhlen mit 150 ml Wasser verdinnt. Nach mehrmaliger FlUssig-flissig-Extraktion mit
Diethylether und einengen der organischen Phase mittels Vigreuxkolonne blieben am
Schluss ca. 5 ml Lésung ubrig. Zu dieser Lésung wurde MBS (0,39 mmol) gegeben und das
Ganze wurde uber Nacht und im Dunkeln einer konjugierten Additionsreaktion unterzogen.
Hierbei bildete sich der stabilere Thioether. Um die Synthese und die Abfangreaktion zu
kontrollieren wurde an dieser Stelle eine erste HPLC-MS/MS-Messung durchgefuhrt.
Untersuchungen zum Thioether mittels HPLC-MS/MS wurden mit der in Kap. D-4.3.3.4
beschriebenen Methode 4 durchgefihrt. Der erste Schritt der Aufreinigung des gebildeten
Thioethers war eine praparative Umkehrphasen-Saulenchromatographie (16 x 4 cm,
Lichroprep® RP 18, Merck, Darmstadt, Deutschland). Die Probe wurde vorsichtig auf die mit
20 % Acetonitril aquilibrierte Saule gegeben und in folgenden Schritten eluiert: 100 ml 20 %
Acetonitril, 50 ml 30 % Acetonitril, 50 ml 40 % Acetonitril und 200 ml 50 % Acetonitril. Es
wurden 5 ml Fraktionen gesammelt, welche sogleich einer Flussig-Flussig-Extraktion mit

Diethylether unterzogen wurden, um die Zeit in polarem Lésungsmittel so kurz wie mdglich
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zu halten. Die Zielverbindung eluierte wahrend der ersten 50 ml 50 % Acetonitril. Fraktionen
in denen die Zielverbindung vermutet wurde (Gelbfarbung), wurden mittels HPLC-MS/MS
(Kap. D-4.3.3.4) untersucht. Thioether-haltige Loésungen wurden vereinigt und tiber Na,SO,
getrocknet. Nachdem die Lésung im Stickstoffstrom auf wenige Milliliter reduziert wurde,
wurde als zweiter Schritt eine Kieselgel-Saulenchromatographie (25 x 2,5 cm, Kieselgel 60,
0,04-0,063 mm, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt. Das
Saulenmaterial wurde in einer 1:1 Mischung aus Pentan und Diethylether aufgeschlammt
und die Saule damit geflllt. Nach der Probenaufgabe wurde mit folgendem Gradient eluiert:
100 ml Pentan/Ether 1:1, 100 ml Pentan/Ether 3:7, 200 ml reiner Diethylether. Die
Adduktverbindung eluierte mit 100 ml reinem Ether. Wiederum wurden die gelb gefarbten
Fraktionen durch eine HPLC-MS/MS-Analyse (Kap. D-4.3.3.4 Methode 4) kontrolliert und,
wenn sie die Zielverbindung enthielten, vereinigt. Fir NMR-Messungen wurde das
Lésungsmittel entfernt und der Ruckstand in NMR-Ldsungsmittel (deuteriertes Chloroform)

aufgenommen.

3.3.2 Lagerungsversuche von HMMF

Frisch synthetisiertes und ber eine praparative HPLC gereinigtes HMMF wurde in gleichen
Mengen in verschiedene Losungsmittel, Diethylether (Et;O), Chloroform (CHCI3),
Tetrahydrofuran (THF), Acetonitril (CH3CN) oder Propanol, dGberflihrt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur gelagert. Anschlielend wurden die Lésungen mittels HPLC-MS/MS
analysiert (Kap. D-4.3.3.4).

3.3.3 Weitere Stabilisierungsansatze

Um zu testen, welche Thiolverbindung fir eine Umsetzung mit HMMF am Besten geeignet
ist, wurden Thiophenol, Thiobenzoesaure, Furfurylmercaptan und MBS (je ca. 1 mmol) zu
dem frisch synthetisierten HMMF (aus einem Ansatz mit 0,5 mmol Norfuraneol und 0,5
mmol Formaldehyd) gegeben. Die Reaktion lief Uber Nacht bei Raumtemperatur. Die
Produktbildung wurde am nachsten Tag mittels HPLC-MS/MS untersucht (Kap. D-4.3.3.3).

3.3.4 Einfluss von MBS auf die Aktivitidt von FaEO

Der Einfluss von MBS auf FaEO wurde in 250 ul Reaktionsansatzen mit PQ und NADH
photometrisch Gberprift. MBS wurde in Konzentrationen von 0,008 bis 0,2 mg/ml im Ansatz
verwendet. Die Reaktionsansatze setzten sich aus 3 ug FatEO, 360 yM NADH und 120 uM
PQ zusammen. Anschlielend wurden die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten miteinander

verglichen.
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3.3.5 Konkurrenzreaktion von MBS und FaEO um HMMF

Es wurden vier verschiedene 1 ml-Reaktionen durchgefiihrt. Alle wurden in 0,1 M
Phosphatpuffer angesetzt und bei 30 °C inkubiert, wobei wenn verwendet MBS nach 10
minutiger Inkubation zugegeben wurde und alle 60 Minuten ein Aliquot zur direkten HPLC-
MS/MS-Messung entzogen wurde. Der erste Ansatz bestand aus 40 mg D-Fructose-1,6-
diphosphat und 0,04 mg MBS und sollte die Bildung des Thioethers aus HMMF zeigen. Der
zweite Ansatz setzte sich aus 40 mg D-Fructose-1,6-diphosphat, 4 mg NADH und 1,5 pg
FaEO zusammen und stellte die enzymatische Umsetzung des chemisch entstandenen
HMMFs durch FaEO dar. Der Ansatz mit 40 mg D-Fructose-1,6-diphosphat und 4 mg NADH
wurde als Kontrollreaktion der enzymatischen Umsetzung eingesetzt. Die eigentliche
Kontrollreaktion fand im Ansatz mit 40 mg D-Fructose-1,6-diphosphat, 4 mg NADH, 0,04 mg
MBS und 1,5 ug FaEO statt. Die Quantifizierung der entstandenen Mengen HDMF und
Thioether erfolgte Uber Kalibriergeraden, die zuvor Uber die Summe der selektiven
Bruchstlicke der Zielverbindungen aus HPLC-MS/MS-Experimenten (Kap. D-4.3.3.5)

aufgenommen wurden.

Kalibriergeraden:
Thioether: x =[(y*0,3744)/(546956683,35-y)]

x = ug Thioether

y = Flache des Signals bei der Retentionszeit 19,2-19,2 Minuten
HDMF: x =[(y*0,675)/(6167611,1449-y)]

x = ug HDMF

y = Flache des Signals bei der Retentionszeit 11,3-11,7 Minuten

Bruchstlicke, die durch selektive Fragmentierung der Verbindungen entstanden und in die
Quantifizierung mit eingeflossen sind:

HDMF [M+H]" 129: m/z (+) 43,6 /57,4 /83,1/87/101/109,9/127,9/147,8

Thioether [M+H]" 281: m/z (+) 99/111/126,9/154,9/176,9/202,9/218,9/244,9/ 263,0

3.3.6 Invivo Studien
3.3.6.1 Applikationslésungen
- stabil markierte 6-">C-D-Glucose in H,O (1 M)
- 3-Mercaptobenzoesaure (MBS) in Ethanol (0,3 M)
- Reines H,O
- Reines Ethanol
- 0-Phenylendiamin (PD) in H,O (0,3 M)
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3.3.6.2 Erdbeeren

In das Innere der frisch gepfliickten Erdbeeren, die noch Kelchblatter und Teile des Stangels
enthielten, wurden 100 pl der 6-'*C-D-Glucoselésung, 50 ul MBS-Lésung oder 50-150 ul PD
mit einer GC-Spritze injiziert. Jede Frucht wurde einzeln in einer Glasschale im Sonnenlicht
gelagert. Fir die Markierungsversuche wurde zunachst 6-'*C-D-Glucoselésung und
anschlielend MBS-Ldsung Uber je zwei, insgesamt also vier, aufeinander folgende Tage
injiziert. Beim Nachweis von nicht markiertem HMMF wurde MBS Uber drei aufeinander
folgende Tage an die Erdbeere appliziert. Die Friachte mit PD wurden zwei Tage gelagert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Erdbeeren eingefroren. Zu jedem Versuch wurde je ein
Blindansatz mit dem entsprechenden Lésungsmittel durchgefiihrt und im Verlauf genauso
behandelt.

3.3.6.3 Andere Frichte

Bei Tomaten wurden die Friichte mit Stangel verwendet und die Applikationslésungen (MBS
oder PD) in das Innere der Frucht injiziert. Hier galt besondere Vorsicht, da durch den hohen
Innendruck der Frucht die Lésung wieder herausgedriickt werden kann. Auch Kiwis wurden
im Ganzen verwendet. Die Ananas- und Mangofriichte wurden in acht Teile, einmal quer
und zweimal kreuzférmig langs, zerschnitten. Nach der Applikation wurden die Oberflachen
mit Ethanol (70 %ig) bespruht und die Fruchtsticke in Alufolie eingepackt um einen Befall
mit Mikroorganismen moglichst gering zu halten. In die einzelnen Friichte der Himbeere
wurden sehr kleine Volumina der Lésungen appliziert. Apfel wurden als ganze Friichte
verwendet.

Die Volumina an Applikations-Losung wurden auf die Masse der verwendeten Friichte
hochgerechnet, es galt: 1 ml Lésung pro 100 g Frucht. Von allen Frichten, Tomate, Kiwi,

Ananas, Mango, Himbeere und Apfel, wurden ca. 15 — 20 g pro Aufarbeitung verwendet.

3.3.6.4 Aufarbeitung der Friichte

Die gefrorenen Frichte wurden mit einem Ultra-Turrax und 15 — 20 ml Wasser zerkleinert
und gut homogenisiert. Das Homogenat wurde 15 Minuten bei 5000 x g und 4 °C
zentrifugiert und der klare Uberstand nach Filtration durch Glaswolle auf eine mit Methanol
gereinigte und mit Wasser vorkonditionierte XAD-Festphasensaule gegeben. Der Rickstand
wurde erneut mit 15 — 20 ml Wasser aufgeschlammt, zentrifugiert, filtriert und auf die
Festphase gegeben. Als erstes wurde die Saule mit 100 ml Wasser gespiilt, um alle Salze
und sonstige wasserldsliche Substanzen zu entfernen. Nach dem Trocknen der Saule im
Luftstrom wurde zunachst mit 100 ml Diethylether und anschlieBend mit 100 ml Methanol
eluiert. Der Methanol-Extrakt wurde am Rotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt. Mittels
einer Vigreuxkolonne wurde der Diethylether-Extrakt vorsichtig ankonzentriert und der

Ruckstand in Acetonitril aufgenommen. Erfolgt keine direkte Messung der Proben mittels
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HPLC-MS/MS (Kap. D-4.3.3.4 bzw. Kap. D-4.3.3.6 bei Verwendung von stabil markierter
D-Glucose) wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

3.3.6.5 Umsetzung von Q1 mit alkalischer Phosphatase

Zur Dephosphorylierung von Phosphorsaure-mono-[2,3-dihydroxy-3-(3-methyl-chinoxalin-2-
yh)-propyl]-ester (Q1) wurde dieses zunachst durch die Umsetzung von 50 mg
D-Fructose-1,6-diphosphat mit 2 mg NADH und 1,1 mg PD in 0,1 M Phosphatpuffer
dargestellt. AnschlieRend wurde das mit NaOH alkalisierte Produkt mit 5 pl alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert und mittels HPLC-MS/MS (Kap. D-4.3.3.2) analysiert.

3.4 VERSUCHE ZUR IDENTIFIZIERUNG WEITERER SUBSTRATE

3.4.1 Synthese und Reinigung von HMMF-Derivaten

Fir die Synthese von weiteren ungesattigten Hydroxyfuranonen mit unterschiedlich langen
Seitenketten wurde die gleiche Vorschrift, wie in Kap. D-3.3.1 bereits beschrieben,
verwendet. Allerdings wurden statt der C;-Verbindung Formaldehyd C,-, Cz- und
langerkettige Verbindungen, namlich Acetaldehyd, Propionaldehyd, Aceton, Butyraldehyd,
(E2)-Hexenal und Zimtaldehyd verwendet. Daraus ergaben sich die analogen 4-Hydroxy-
3(2H)-furanon

-Verbindungen EDHMF, HMPDF, HMMEDF, BDHMF, HDHMF und HMPPF. Diese
Verbindungen zeigten weitaus hoéhere Stabilitdt als HMMF weshalb keine Stabilisierung mit
MBS noétig war. Auch die Aufreinigung erforderte weniger Aufwand und eine praparative
Dunnschichtchromatographie (Kieselgel 60 F 254, 5 x 20 cm, 0,25 mm, Merck, Darmstadt,
Deutschland) in Pentan/Ether 1:1 des Etherextraktes gefolgt von einer praparativen HPLC
erbrachte ausreichende und reine Mengen der gewlnschten Substanz. Die mit Diethylether
extrahierten Fraktionen wurden mittels HPLC-MS/MS (Kap. D-4.3.3.1) auf die
Zielverbindung getestet, vereinigt und fur NMR-Messungen in deuteriertes Chloroform
uberfuhrt.

3.5 VERSUCHE ZUR AUFKLARUNG DES REAKTIONSMECHANISMUS

3.5.1 Synthese von 9,10-Diacetoxyphenanthren

Die Synthese erfolgte wie von Maruyama und Mitarbeitern (2003) beschrieben. PQ (0,1 g)
wurde in 19 ml Tetrahydrofuran gelost und mit 50 mg Zinkstaub, 0,5 ml Essigsaureanhydrid,
1 Tropfen H,O und 3 Tropfen Triethylamin versetzt. Diese Mischung wurde bei
Raumtemperatur fir 20 Minuten gerthrt bevor erneut 50 mg Zinkstaub, 1 Tropfen H,O und 3
Tropfen Triethylamin zugegeben wurden. Nun wurde auf 55 °C flr eine Stunde unter
Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wurden 40 ml Chloroform zugegeben und die

organische Phase mehrere Male mit NaHCO;-L6sung im Scheidetrichter gewaschen. Nach
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dem Trocknen der Chloroform-Ldsung mit Na,SO, wurde das Lésungsmittel abgezogen und
der vorher gelbe Feststoff durch Umkristallisation in 40 °C warmen Toluol gereinigt bis keine
Farbung mehr vorhanden war. Zur NMR-Analytik wurde der Feststoff in deuteriertem
Chloroform, zur Analytik mittels HPLC-MS/MS (Kap. D-4.3.3.7 Methode Infusion) in

50 %igem Acetonitril aufgenommen.

3.56.2 Nachweis von Diacetoxyphenanthren in enzymatischen Umsetzungen
Um eventuell wahrend der enzymatischen Umsetzung von PQ entstandenes
Dihydroxyphenanthren nachzuweisen, wurde dieses in das stabilere Diacetoxyderivat
(Diacetoxyphenanthren, DAP) Uberfuhrt. Dafur wurden zu einem Reaktionsansatz aus 0,1
mM NADH, 20 uyl FaeO in 1,5 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer und PQ in einer
Endkonzentration von 20 uM gegeben. AnschlieRend wurde bei 30 °C fir 5 bzw. 10 Minuten
inkubiert. Ein 500 pl Aliquot dieser Lésung wurde mit 20 ul Essigsaureanhydrid bei 80 °C flr
5 Minuten erhitzt und mit 170 pl Trichloracetat (10 %) intensiv vermischt bevor bei 14000 x g
fur 5 Minuten zentrifugiert wurde. Ca. 40 ul der oberen Phase wurden fur HPLC-UV-MS/MS-
Messungen verwendet (Kap. D-4.3.3.2 Methode 2 ohne Manuelles MS,). Zur Kontrolle
wurden die gleichen Proben durch Inkubation mit einer Proteinfraktion aus Zellen mit dem
leeren Vektor hergestellt. Zur quantitativen Analytik wurden HPLC-UV- den HPLC-MS/MS-
Messungen vorgezogen, da aufgrund der schlechten Ionisierbarkeit keine flr die
Quantifizierung zufrieden stellenden MS- bzw. MS/MS-Daten generiert werden konnten.
Eine Eichgerade wurde mittels synthetisierter Referenz Uber UV-Detektion (255 nm)
aufgenommenen.
Eichgerade DAP: 'y =36923x + 113,08

R? =0,9994

y = Area [UV 255 nm, Retentionszeit 22,5 Minuten)

x = mg/ml DAP

3.5.3 Reduktion von Cytochrom c

Die Reduktion von Ferricytochrom (Cytochrom c) zu Ferrocytochrom erfolgte nach der von
Maruyama und Mitarbeitern (2003) beschriebenen Methode. Die Absorptionsanderung
wurde bei 30 °C und 550 nm an einem Mikrotiterplattenleser Safire von Tecan verfolgt.

Die Reaktionsansatze enthielten je 0,18 bzw. 0,36 mM NADH, je 0,04, 0,08 oder 0,16 mM
PQ, je 3 ug FaEO sowie pro Ansatz 12 uM Cytochrom c in 0,1 mM Phosphatpuffer pH 7. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von PQ gestartet. Zusatzlich wurden Blindwerte ohne Enzym
bzw. und/oder ohne Substrat und Cytochrom ¢ gemessen. Um Aussagen beziglich der
Umsetzung von NADH treffen zu kénnen, wurde nach Beendigung der Reaktionen
zusatzlich die Absorption aller Ansatze bei 340 nm gemessen. Um die durch

Superoxidradikalanionen verursachte Reduktion des Ferricytochroms zu bestimmen, wurde
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den Reaktionsansatzen zusatzlich 200 U Superoxiddismutase zugesetzt und der Verlauf der
Absorption bei 550 nm wie oben verfolgt. Der Versuch mit ungesattigten Hydroxyfuranonen
als Substrate wurde prinzipiell wie oben durchgefiihrt jedoch mit folgenden Anderungen. Als
Substrat wurde EDHMF in einer Konzentration von 4,3 mM im Ansatz und als Kosubstrat
NADH in einer Konzentration von 0,36 mM eingesetzt. Von FaEO wurden 9 ug verwendet.

Von allen eingesetzten Lésungen wurden Absorptionsspektren Uber einen Bereich von 200
bis 650 nm aufgenommen um einen eventuellen Einfluss auf die Messungen bei 340 und
550 nm ausschlieRen zu kdnnen. Lediglich Cytochrom c zeigte eine fir NADH-Abnahmen
relevante Absorption bei 340 nm, welche aber in den entsprechenden Auswertungen durch

Blindwerte herausgerechnet werden konnte (Abb. D-1).

3.5.4 Elektronen-Spin-Resonanz-Messung
Fir den Nachweis von eventuell entstehenden Radikalen wahrend der enzymatischen
Umsetzung von PQ mit FaEO und NADH wurden verschiedene Reaktionsmischungen (250
pl) hergestellt, welche sofort mittels Elektronen-Spin-Resonanz (ESR) analysiert wurden.
Ansatz 1 (anaerob):
110 pl Puffer
40 pl PQ (4mM)
20 pl FaEO (0,3 pg/ul)
80 yl NADH (2mM)

Ansatz 2 (aerob): Ansatz 3 (aerob):
220 ul Puffer 220 ul Puffer
10 pl PQ (2 mM) 10 pl PQ (2 mM)
10 pyl FakeO (0,3 pg/ul) 10 pl pET
10 yI NADH (2 mM) 10 yl NADH (2 mM)
60 yl Tempol (0,1mM) 60 yl Tempol (0,1mM)
Ansatz 4 (anaerob) Ansatz 5 (anaerob)
180 pyl POBN (4,38mM in Puffer) 180 pul POBN (4,38mM in Puffer)
20 yl PQ (4 mM) 20 pl PQ (4 mM)
10 pl FakeO (0,3 pg/ul) 10 pl pET

40 yl NADH (2 mM) 40 ul NADH (2 mM)
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Ansatz 6 (aerob)
180 pul PBN
(5 mM in Puffer 10 % MeOH)
20 pl PQ (4 mM)
10 pl FakeO (0,3 pg/ul)
40 pyl NADH (2 mM)

Ansatz 7 (anaerob)
180 yl PBN
(5 mM in Puffer 10 % MeOH)
20 yl PQ (4 mM)
10 pl FaeO (0,3 pg/ul)
40 pl NADH (2 mM)
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4 GERATE

4.1 HOCHAUFLOSENDE-GASCHROMATOGRAPHIE

GC:

Autosampler:
Injektor:
Trennsaule:
Temperaturprogr.:
Tragergas:

MS:
Massenbereich:
Temperaturen:
lonisation:
Photomultiplier:
Datenaufnahme

und -auswertung:

Trace GC 2000 Ultra (Thermo Electron Corporation, Dreieich,
Deutschland)

Autoinjector Al 3000

Split-Splitless-Injektor (1:20), Temperatur : 200°C

BPX-5, 0,25 mm x 60 cm

40°C (5 min isotherm) - 5°C/min - 200°C (25 min isotherm)
Helium 200 kPa

Trace DSQ

45 -350u

lonenquelle: 220°C, Kopplungsteile: 280°C
ElektronenstoRionisierung (El+), 70 eV

1195V

Xcalibur fir Windows (Home Page Version 1.4, Thermo Electron
Corporation 1998-2003)

4.2 HOCHLEISTUNGS-FLUSSIGCHROMATOGRAPHIE MIT DIODENARRAY-DETEKTION

HPLC:

Pumpensystem:
Probengeber:
FlieRmittel :

Fluss:

Gradient :
Detektoren:
Datenaufnahme

und -auswertung:

HPLC-DAD-Anlage  LaChrom  (Merck Hitachi, Darmstadt,
Deutschland)

quarternare Pumpe mit Degasser (L7100)

Autosampler (L 7200)

A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser

B: 0,05 % Ameisensaure in Acetonitril

1 ml/min

0-10min: 0-20 % B; 10 - 20 min: 20 - 100 % B
Diodenarraydetektor (DAD) (L7455)

HPLC-System-Manager (HSM), Version 4.0 (Merck Hitachi)
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4.3 HOCHLEISTUNGS-FLUSSIGCHROMATOGRAPHIE MIT UV-DETEKTION UND

431

4.3.2 UV-Detektor

MASSENSPEKTROMETRIE

Hochleistungs-Fliissigchromatographie

Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Deutschland)

Pumpe:
Injektor:

Trennséaule:

Vorséaule:

FlieRmittel:

Fluss:
Gradient:

Agilent G 1311A Quat Pumpe

Agilent Sample Injector Model G 1313A ALS

(1) Eurospher 100 C18 (100 x 2,0 mm; 5 ym)

(Grom Analytik & HPLC GmbH, Rottenburg, Deutschland)
(2) Luna 5u C18(2) 100 A, 150 x 200 mm, 5 p Micron
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

Security Guard Cartridges

(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

A: Wasser + 0,05 % Ameisensaure

B: Acetonitrii + 0,05 % Ameisensaure (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland)

0,2 mli/min

0 min: 100 % A; 10 min: 20 % B ; 20 min: 100 % B;

25 min: 100 % B; 30 min: 100 % A; 40 min: 100 % A

Saulentemperatur:

20 °C

Agilent G 1314A VWD UV-Detektor (Agilent Technologies, Deutschland) mit variabler
Wellenlange. Alle Messungen wurden, wenn im Text nicht anders erwahnt, bei 285 nm
durchgeflhrt.

4.3.3 Massenspektrometer

Esquire 3000°"“® (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland)
Datenaufnahme und —auswertung:

Bruker Daltonics Esquire 5.1 (Build 230), Data Analysis Version 3.1 (Build 76)

Nebulizer:

Dry Gas:

30,0 psi
9,0 I/min

Dry Gas Temperature: 330 °C
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4.3.3.1 Methode 1

Scan range:
Polarity:

Max. Acc. Time:
Target lons:
Capillary:

End Plate Offset:
Skimmer:

Cap Exit:

Oct 1 DC:

Oct 2 DC:

Trap Drive:

Oct RF:

Lens 1:

Lens 2:

4.3.3.2 Methode 2

Scan range:
Polarity:

Max. Acc. Time:
Auto MS:
Target lons:
Capillary:

End Plate Offset:
Skimmer:

Cap Exit:

Oct 1 DC:

Oct 2 DC:

Trap Drive:

Oct RF:

Lens 1:

Lens 2:

4.3.3.3 Methode 3

Scan range:
Polarity:
Max. Acc. Time:

Time Fragment 1: 5-17 Minuten

Target lons:
Capillary:
End Plate Offset:
Skimmer:
Cap Exit:
Oct 1 DC:
Oct 2 DC:
Trap Drive:
Oct RF:
Lens 1:
Lens 2:

20-300

200
30.000
-4000
-500
40,0
101,7
12,0
1,7
32,7
112,2
-5,0
-60,0

20-500

200

m/z
positive
ms

23
1015

< << <<K<<<K<

m/z
positive
ms

miz (+) 129

40.000
-4000
-500
40,0
100,7
12,0
1,7
31,8
112,2
-5,0
-60,0

20-500

200

<< <K< <<<<<<L

m/z
positive/negative
ms

10.000 (-) / 20.000 (+)

+ 3566
+ 500
+40,0

+100,7

-12,0
+1,7
36,4
112,2
+5,0
+60,0

208
30

<<K<K< << <K<K<<K<

nA
nA

nA
nA

nA
nA
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Time Fragment 2: 17-35 Minuten

10.000 (-) / 20.000 (+)

Target lons:
Capillary: +3566 V
End Plate Offset: 500 V
Skimmer: +40,0 V
Cap Exit: +1121 V
Oct 1 DC: 120 V
Oct 2 DC: +1,7 V
Trap Drive: 47,2
Oct RF: 1200 V
Lens 1: +50 V
Lens 2: +60,0 V
4.3.3.4 Methode 4
Scan range: 20-500 m/z
Polarity: positive
Max. Acc. Time: 200 ms
Time Fragment 1: 5-17 Minuten
Auto MS,: m/z (+) 129
Target lons: 40.000
Capillary: -4000 V
End Plate Offset: -500 V
Skimmer: 400 V
Cap Exit: 100,7 V
Oct 1 DC: 120 V
Oct 2 DC: 1,7 V
Trap Drive: 31,8
Oct RF: 1122 V
Lens 1: 50 V
Lens 2: 60,0 V
Time Fragment 2: 17-35 Minuten
Auto MS,: m/z (+) 281
Target lons: 40.000
Capillary: -4000 V
End Plate Offset: -500 V
Skimmer: 400 V
Cap Exit: 1121 V
Oct 1 DC: 120 V
Oct 2 DC: 1,7 V
Trap Drive: 41,7
Oct RF: 1122 V
Lens 1: 50 V
Lens 2: 60,0 V

1310
423

nA
nA

nA
nA

nA
nA
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4.3.3.5 Methode 5

Scan range:
Polarity:

Max. Acc. Time:
Time Fragment 1: 7-14 Minuten
Manuelles MS,:

Target lons:
Capillary:

End Plate Offset:

Skimmer:
Cap Exit:
Oct 1 DC:
Oct 2 DC:
Trap Drive:
Oct RF:
Lens 1:
Lens 2:

Time Fragment 2: 18-23 Minuten
Manuelles MS,:

Target lons:
Capillary:

End Plate Offset:

Skimmer:
Cap Exit:
Oct 1 DC:
Oct 2 DC:
Trap Drive:
Oct RF:
Lens 1:
Lens 2:

4.3.3.6 Methode 6

Scan range:
Polarity:

Max. Acc. Time:
Time Fragment: 17-23 Minuten
m/z (+) 282

AutoMS.:
Target lons:
Capillary:

End Plate Offset:

Skimmer:
Cap Exit:
Oct 1 DC:
Oct 2 DC:
Trap Drive:
Oct RF:
Lens 1:
Lens 2:

20-500

200

40.000
-4000
-500
40,0
100,5
12,0
1,7
31,7
111,6
-5,0
-60,0

40.000
-4000
-500
40,0
112,1
12,0
1,7
41,7
112,2
-5,0
-60,0

20-500

200

m/z
positive
ms

miz (+) 129

<<K<K< << <K<<K<L

miz (+) 281

<<<K< <<<<K<<L

m/z
positive
ms

40.000

+4000
- 500
40,0
99,5
12,0
1,7
30,8
107,3
-5,0

- 60,0

<< <K< <<<<K<<L

nA
nA

nA
nA

nA
nA
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4.3.3.7 Methode Infusion

Infusionsnadel (Cole Parmer, lllinois, USA)

Nebulizer: 30,0
Dry Gas: 9,0
Dry Gas Temperature: 330
Fluss: 150
Scan range: 20-500
Polarity:
Max. Acc. Time: 200
Target lons: 40.000

Smart Parameter settings:
a) m/z (+) 209
b) m/z (+) 235
c) m/z (+) 295

psi
I/min
°C
pi/h

m/z
positive/negative
ms

4.4 PRAPARATIVE HOCHLEISTUNGS-FLUSSIGCHROMATOGRAPHIE MIT UV-DETEKTION

HPLC: Analytische HPLC Maxi-Star (Knauer, Berlin, Deutschland)

Pumpensystem: HPLC Maxi Star Niederdruckpumpe mit analytischem
Pumpenkopf und Dynamic Mixing Chamber (Knauer, Berlin,
Deutschland)

Degasser: 4-Wege-Degasser (Knauer, Berlin, Deutschland)

Mischkammer: dynamische Mischkammer (Knauer)

Injektor: Vier-Wege-Ventil Nr. 7125 (Rheodyne), Probenschleife 225 ul
(Knauer, Berlin, Deutschland)

Trennsaule : Synergi 4u Fusion RP-80, 250 mm x 15 mm, 4 micron
(Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)

FlieBmittel : A: 0,05 % Ameisensaure in Wasser
B: 0,05 % Ameisensaure in Acetonitril

Fluss: 5 ml/min

Gradient : 0-10min: 0-20 % B; 10 - 20 min: 20 - 100 % B

Detektoren: UV-Detektor Nr. 29815 mit variabler Wellenlange (Knauer, Berlin,

Deutschland)

Datenaufnahme

und -auswertung: Eurochrom 2000 (Knauer, Berlin, Deutschland)

Ausgabe: HP-Drucker (Hewlett Packard)
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4.5 NUCLEAR-MAGNETISCHE-RESONANZ-SPEKTROSKOPIE

Die 1H-NMR-Spektren wurden bei 500,13 MHz mit einem Bruker DRX 500 (Bruker,
Karlsruhe, Deutschland) Spektrometer aufgenommen. Die Verbindungen wurden in
deuteriertem Losungsmittel gelést. Die chemische Verschiebung wurde auf das
Losungsmittelsignal bezogen. Die ein- und zweidimensionalen COSY-, HMQC- und
HMBC-Spektren wurden mit der Software XWin-NMR (Bruker, Karlsruhe, Deutschland)

bearbeitet und ausgewertet.

4.6 GASCHROMATOGRAPHIE-OLFAKTOMETRIE

Die hochauflésende Gaschromatographie wurde mittels einer Trace GC der Firma Thermo
Finnigan (Dreieich, Deutschland) durchgeflinrt. Diese war ausgestattet mit einem
Flammenionisationsdetektor (FID) mit Schreiber (Servogor 120, BBC Goerz Metrawatt) und
einem Sniffing-port. Die Probenaufgabe erfolgte direkt auf die Saule (on column-Technik)
und die Ofentemperatur wurde mit einer Rate von 15 °C/Minute von 40 °C (2 Minuten) auf
230 °C (10 Minuten) erhoht. Helium diente als Tragergas bei einem konstanten Druck von
80 kPa. Nach der Trennung tUber die DB-FFAP-Saule (30 cm x 0,32 mm, 0,25 ym Filmdicke,
J&W Scientific, Folsom, USA) wurden die herausstromenden Substanzen gesplittet und zum

FID bzw. zum sniffing-port geleitet.

4.7 CHIRALE KAPILLARZONENELEKTROPHORESE

Gerat: P/ACE system MDQ (Beckman, Fullerton, CA, USA)
Injektion: hydrodynamische Injektion am anodischen Ende der Kapillare
(0,5 psi, 10 sec)
Trennsaule: Fused silica (30 / 40,2 cm, i.D. 50 pm)
Temperatur: 25°C
Spannung: 10 kV
Laufpuffer: 50 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 4) + 20 mM Heptakis-(2,3

-O-diacetyl-6-O-sulfato)-p-cyclodextrin (HDAS-B-CD)
Waschlésungen: 0,1 M NaOH (2 min), Laufpuffer (2 min)

Detektor: UV-Spektralphotometer mit variabler Wellenlange (Knauer, Berlin,
Deutschland)
Ausgabe: HP-Drucker (Hewlett Packard)

4.8 ELEKTRONEN-SPIN-RESONANZ
Mikrowellenfrequenz: ca. 9,8286 GHz
MW-Leistung: 2 mwW

Modulationsamplitude: 1 Gauss (= 0,1 mT)
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Verstarkung: 8 x 10*

Sweep Breite des Magnetfeldes: 60 Gauss (= 6 mT)

Je nach Signal-Intensitat wurde zwischen 1 bis 20-mal addiert.

Die O,-freie Atmosphare wurde in einem anaeroben Zelt der Firma Coy, gefillt mit 5% H,

und 95% N,-Gasgemisch (Formiergas) geschaffen.

4.9 SONSTIGE GERATE

Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Mini-Vertikal-Doppel-Elektrophorese-Kammer mit Stromversorgung Consort E 835

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Mini-Horizontal-Gelelektrophoresekammer (Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit

Stromversorgung (CONSORT E132, Turnhout, Belgien)

Blotkammer Criterion (Biorad, Minchen, Deutschland)

Wasserentkeimung Purelab Plus UV/UF PL 5124 02 (USF, Pausbach-Baumbach,

Deutschland)

Schuttelinkubatoren

o Laborschittler 3020 (GFL Gesellschaft flir Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland)

. Schittelinkubator 3031 (GFL Gesellschaft flr Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland)

Autoklav HST 4-5-7(Zirbus Technology, Bad Grund, Deutschland)

Photometer

« Mikrotiterplattenleser Safire (Tecan, Crailsheim, Deutschland)

« Photometer specord 200 (Analytic Jena AG, Jena, Deutschland)

Zentrifugen

« Sorvall RC 5B Plus ;Rotoren SLA-3000 und SS-34 (Kendro, Hanau,

Deutschland); Rotor 11150/13215 (Sigma, Osterode am Harz, Deutschland)

. Zentrifuge 4K15 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

. Zentrifuge 5415R Eppendorf Rotor FA 45-24-11(Eppendorf, Hamburg,
Deutschland)

Ultraschallsonde (Bandelin UW 2070, Bandelin, Berlin, Deutschland)

PH-Meter CG 820 (Schott Gerate, Hoftheim, Deutschland)

Ultraschallbad Bandelin Sonorex TK 52 (Schalltec, Moérfelden, Deutschland)

PCR-Gerat Primus 96 (Peglab, Erlangen, Deutschland)

Rotavapor Rotationsverdampfer Laborotta 4000 mit Vakuumpumpe Rotavac

(Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland)
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5 ZUSATZLICHE DATEN
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Abb. D-1: Absorptionsspektren; 9,10-Phenanthrenchinon (a), Superoxiddismutase (b);
Cytochrom c (c), FaEO/LeEO (d); A: Absorption in AU, Sprunghafter Anstieg bei a, b

und ¢ bei 380-400 nm ist auf den Lampenwechsel zurtickzufiihren.
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Intens] A

1500 181
1000

500

0 ] | ¢
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Abb. D-2: MS/MS-Daten von PQ (A), Dihydroxyphenanthren (DHP) (B) und
Diacetoxyphenanthren (DAP) (C); aufgenommen durch Infusionsexperimente ohne
vorgeschaltete HPLC (Methode Kap. D-4.3.3.5); Kursiv: [M+H]".
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ATGGAAGCTCTGTTATCTTCCACTACTCTTCAACTCAAACCCCTTCATCCACCCTCTTCT

GCTAGTTCTCAAGCAGCAGCTGCTGAAACATCCACAAGCATTTCTATTCCTTCTGAAATG
————————————————————— ATGGCTGCAGCTCCAAGCGAGTCCATACCCTCTGTAAAT

AAAGCTTGGAGTTATACTGATTATGGCAAG—--TGTTGATGTTTTGAAGTTGGAGTCCAAT
AAGGCCTGGGTCTATTCAGAGTATGGAAAAACTTCTGATGTTCTCAAGTTTGATCCAAGT

aaagcttgga-ttat-c-ga-tatggaag---t-ttgatgtttt-aagtt-ga-tc-aat

GTTGCAGTTCCTGACATTAAGGAAGATCAAGTCTTGATTAAGATTGTTGCTGCTGCTCTT
GTGGCTGTTCCTGAAGTTAAAGAGGATCAGGTGCTGATCAAGGTTGTTGCTGCTTCTCTT

gt-gc-gttcctga-attaaggaagatcaagt-ttgattaagattgttgctgct-ctett

AACCCTGTTGATTTTAAACGACGGCTCGGAAAATTTAAGGCCACTGATTCTCCACTTCCA
AACCCGGTTGATTTTAAGAGGGCTCTTGGTTACTTCAAGGACACTGACTCTCCCCTACCT

aaccc-gttgattttaaa-ga---ctcgg--a-tttaagg-cactgattctcc-ct-cc-

ACTGTGCCAGGTTATGATGTTGCTGGTGTGGTAGTGAAAGTTGGTAGTCAGGTAAAGGGA
ACAGTTCCAGGGTATGATGTAGCTGGTGTGGTGGTAAAGGTCGGAAGCCAAGTAACCAAG

ac-gt-ccagg-tatgatgt-gctggtgtggtagtgaaagttgg-agtcaggtaa—gga

TTAAAAGAAGGGGATEAAGTATATGEAGATATACATEAGAAAGCATTAGATGGACCARAG
TTTAAGGTGGGGGATGAAGTGTATGGGEATCTCAATGAGGCABCATTGETGAACECAACA
ACGAAGTATATGEGGACATAAACGAGAAGBEGTTGEAGAATCTGAAG

tt-aaag-aggggAtGAAGTaTATGGgGAtaTaaAtGAGaaaGCaTTgGagaacCcaAag

CAATTTTEEATCCTTAGC TGAGTACACTECTETTEAAGAGAAACTAGT TECT TTGAAACCC

AGGITTEECICT TTCECAGAGTACACTECTECAGATEAAACAGTATICECTCACAAACEC
CAATTCEEATCGCTCEECEAGTACACCECAGTCEACBAGAAGCTGCTCECTGTAAAACCT

caaTTtGGaTCctTgGCaGAGTACACLGCEGttGAaGAgAaacTatTgGCTttgAAACCE

AAGAATCITAGTIT TGCGGAGBCTECTGCTCTTCCTCTAGCTAT TGAGACTEC TTATEAA
AAAGACTIIGAGCTTCATTGAAGCTGCTAGCCTTCCCTTCECTAT TGAAACTGECTATCAA
AAGAATCIIGGACTT TGCGCAGECTECTAGTCTTCCT TTCECCATCEAGACCECATACCAA

AAgaAtcTgagcTTtgcggAgGCTGCTagtCTTCCEtETgGCtATECAgACEGCETALGAA

GETCTTEAGAAAGCTEGATITTCT TCTEECAAATCCAT TETTCTTTTCEEACETEC TEEC
GEGCT TEAAAGAGCTGAACTTTCTGETEETAACTCTATCETTCTTTTGECACECCCCEEG
GECCTCEAGAGAGCTEGATITTCCCECEETAAATCGGT TCTTCTTTTCEE TEECECTEEC

GGtCTtGAgAQAGCTGOALTTTCtgCtGGtAAaTCcaTtCTTGTTTTGGGaGGCGCLGGE

GETETTEEATCCETAGTAATCEAGCT TECTAAACATETAT T TEETECTTC TAAAGTAGCA
GG TGT TEGAACACATAT TATTCAGCT TECAAACCATGT T TT TIce ABCA
BEAGTCEECTCGETTGIGAT TCAGCTAGCAAGCEATETCIACCETECCTCCAAAGT TECG

GGtGTtLGGatCaCttgTaATtCAGCTtGCaAagCATGTETtEGGTGCETCTAAAGTaGCa

GCTACCTETAGCACAGGGAAGTIGEAACTCCTEAAAAGCTIIAGBAGCTEATTTAGCTATT
GCTACTCEAAGCACTAAGAAACTGEAT TTCTTGAGAACCTIIGEETETTEATTTGGC TATC
GCCACTTETAGCACCGGAAAGCTEEACCTGTTGAAGAGTCIIGEE TECCEATTTAGCGATT

GCtACttCtAGCACtgggAAgCTGGAacTctTGAaaAgctTgGCtGCtCATTTaGCtATtE

60
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159

417
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339
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597
399
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459
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717
519
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Abb. D-4:

Enonoxidoreduktase),

putativen

GACTACACTAAGGACAAT TT TGAAGATCTGCC TGACAAGTTTGATCT TG TTATGAT TCA

GATTACACCAAGGAGAACATCGAGGACCTGCCAGAGAAATTTGATGTAGTGTATGATGCA
GACTACACCAAGGAAAACAT TGAAGAACTACCTGAGAAGTTTGATCTAGTGTATGATGCT

GACTACACCAAGGAGAACATtGAaGALCTGCCEGAGAAGTTTGATGTaGTgTATGATgCa

GTTGC TCAGGGTEAARAGGECETGAACE TAGTEAAGEAAGE TEEGAC TETGETAGTGCTA
GTTGEGCAGACAGATAAGGL TETGAACECGETEAAAGAAGECEEGAACBTAGTAACAATA
GTTGETCAGTGCEAAAGAACCETEAAAGCAGTEAAAGAAGBGEECAGCETCETCGTGATC

GTTGGtcAGggtGAaAaggCgGTGAAgGcaGTGAAaGAAGGEGGgAgtLGTgGTagtgaTa

ACAGGGGCAGTAACTCCACCAGGT T TAGATTTGEGGTGACATCARATEEAGAGATGTIG
GTAGGTCCAGCAACGECACCGECTATCCATITTGIGCT TACCTCTARAGGGTCTGIGTTG
ATAGGCCCAGTCACGEECEEGEGCTICATATTCATCGTCACGTCCAATEEGGAGATCCTE

atAGGtcCAGtaACgCCaCCgGgttTcagalTtgTggTtACaTCtAALGGggagaTgtTG

TR T II fli

gaGAAaCTgAACCCLTACtTgGAaAGTGGGAAGGTGAAgCCagTtcTaGAtCCaAaggGa

GAIAIGG.T.G.T.T.CTC-T-T GAABCTGGARGAGE

T TGG GTTCC
CAC CTC CCGGA

CCAthcCcTTtacTaAgthGTtGAaGCaTTctcTTAtCTtGAaActggaAGAGCtACt

BAAAGTTGIIANTCATBOCATTCRT-----~----=---=nmmmm--meemmoo

e (O o —
GGAAAGGTCGTTATCTATCCAAT TGETTGAGATTAAAAATAGCAAAAGAGGATCTTAGCC

GGaAAgCTEGTTaTttATCCcATteCttga——————————————————————————————

Chinonoxidoreduktase aus Ananas comosus

Acc. Nr.: BAC22575); Schattierung: griin: konserviert in allen.

897
699
407
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759
467

1017
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1077
879
587

1137
939
647

1164

969
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969
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1164
969
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Sequenzvergleich (CLUSTALW) auf Nucleotidebene von LeEO (L. esculentum
FaEO (F. ananassa Enonoxidoreduktase) und einer

(Ananas,
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