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1 Einleitung

1.1 Hydroxysteroid-Dehydrogenasen

Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (HSD) gehéren zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1).
Sie katalysieren positional und stereospezifisch die reversible Umwandlung (Abb. 1) einer
Hydroxyl- in eine Carbonylgruppe (EC 1.1), sowohl am Steroidgrundgerust als auch in der
Seitenkette (Talalay 1963). Als e-Donator/Akzeptor dient NAD(P)*/NAD(P)H [oxidierte/reduzierte
Form des Nicotinamid-Adenin-Dinukleotids (Phosphat)] (EC 1.1.1).

o H O .
)<H/\\ )\
NH,
oY Oxidaton, O ¥
H N Reduktion H*
... NAD(P)* . NAD(P)H

Abbildung 1 Allgemeiner Reaktionsmechanismus der Oxidation/Reduktion eines Substrat-
Molekiils unter Beteiligung der Kofaktoren NAD(P)'/NAD(P)H, vereinfacht nach Jérnvall et al. (1995)
und Penning (1997b). Wasserstoff wird als Hydrid-lon vom Substrat abgespalten und auf NAD(P)"
Ubertragen (Jarabak und Talalay 1960).

Hydroxysteroid-Dehydrogenasen sind weit verbreitete Enzyme mit einem groRen Spektrum
mdglicher Substrate. Zahlreiche HSDs aus tierischen Organismen, Bakterien und Pilzen sind
bekannt bzw. charakterisiert. Uber die Identifizierung, Charakterisierung und Funktion pflanzlicher
HSDs gibt es bisher nur wenige Arbeiten.

Allgemein lasst sich feststellen, dass Hydroxysteroid-Dehydrogenasen des Menschen und der
Séugetiere eine zentrale Rolle in der Biosynthese und Inaktivierung von Steroidhormonen spielen
(Penning 1997b). Es existieren Enzyme mit 3a-, 3@-, 7a-, 11B-, 12a-, 17a-, 17B-, 20a- und 2083-
Dehydrogenase-Aktivitdten. Sie kdnnen durch die Umsetzung ihrer Substrate die Konzentration
aktiver bzw. inaktiver Metabolite modulieren und haben somit einen Einfluss auf die Regulierung
der Hormonaktivitat (Krozowski 1992).

Zurzeit gibt es mehr als 450 Datenbankeintrége fir bekannte Hydroxysteroid-Dehydrogenase

Sequenzen (UniProtKnowledgebase, www.ebi.uniprot.org, Dez. 2006). Eine Auswahl gut

charakterisierter Enzyme mit den von ihnen katalysierten Reaktionen bzw. Funktionen ist in
Tabelle 1-1 aufgelistet.

Hydroxysteroid-Dehydrogenasen kdnnen zwei unterschiedlichen Proteinfamilien zugeordnet
werden, den Short-chain (kurzkettigen) Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) oder den Aldo-Keto-

Reduktasen (AKR) (Penning 1997b). Beiden Familien gehéren sowohl Enzyme aus Prokaryonten



als auch Eukaryonten an und obwohl sie sich in ihrer Tertidrstruktur, dem Aufbau des aktiven
Zentrums und der Kosubstrat-Bindungsstelle unterscheiden, besitzen sie einen &hnlichen
katalytischen Reaktionsmechanismus (Jez et al. 1997a, Benach et al. 2002), auf welchen spater
noch genauer eingegangen wird. Weitere funktionell verwandte Oxidoreduktasen sind in der
Familie der Medium-chain (mittelkettigen) Dehydrogenasen/Reduktasen (MDR) zu finden
(Jornvall et al. 1995, Filling et al. 2002).

Tabelle 1-1 Beispiele bekannter Hydroxysteroid-Dehydrogenasen AKR - Aldo-Keto-
Reduktase, SDR — Short-chain Dehydrogenase/Reduktase, k.A.- keine Angabe.
Nan:u.a Organismus Funktion /Substrat Referenz
(Familie)
Regulation von Androgenen, Umwandlung von
30-HSD Rattus 5a-Dihydrotestosteron in den inaktiven Pawlowski et al. 1991
(AKR)  norvegicus Metaboliten 3a-Androstandiol, Hoog et al. 1994
EC 1.1.1.213
3B-HSD Comamonas gT?S-edtif)%ng von Testosteron zu Androst-4-en- Yin et al. 1991
(SDR)  testosteroni E’C 111 ’51 Benach et al. 2002

7a-Dehydroxylierung  von  Cholsdure  zu

. Yoshimoto et al. 1991
Deoxycholsaure,

7a-HSD Escherichia

(SDR)  coli EC 11.1.159 Tanaka et al. 1996
11- GIucocorticoid-Stoffwe_chsgl, revgrsiblt_a '
HSD1  Homo sapiens Umwandlung von Cortisol in den inaktiven Tanmn etal. 1991
(SDR) Metaboliten Cortison, Hosfield et al. 2005
EC 1.1.1.146
12a-HSD Clostridium Oxidation  der  12a-Hydroxylgruppen  von
(kA sp. (strain C Gallensauren, Braun et al. 1991
o 48-50) EC 1.1.1.176
176-HSD Eubacterium  Reduktion der 17a-Hydroxylgruppe von Androst-
(KA. sp. 4-en-3-on und Epitestosteron, de Prada et al. 1994
o VPI 12708 EC k.A.
178- Reduktion von Estrogenen und Androgenen, u.a.
HSD1  Homo sapiens Umsetzung von 173-Estradiol zu Estron, gﬁg;ﬁe: :lt 61“9;59 88
(SDR) EC 1.1.1.62 '
200-HSD y ' Umwam_:ilung von Progesteron in den inaktiven Zhang et al. 2000
omo sapiens Metaboliten 20a-Hydroxyprogesteron,
(AKR) EC 1.1.1.149 Couture et al. 2003
) Reduktion von 17a-Hydroxyprogesteron zu 17q,
20B-HSD Brachydanio 545 pyipvdroxy-4-pregnen-3-on (DHP), Wang und Ge 2002
(SDR)  rerio EC KA

Proteine der AKR-Familie existieren als Monomere, mit einer molekularen Masse von 34-39 kDa.
Ihre dreidimensionale Struktur ist durch eine (a/B)s-,barrel“ Faltung charakterisiert, die aus jeweils
8 alternierenden a-Helices und B-Faltblattern aufgebaut ist. Die zueinander parallel liegenden
B-Faltblatter bilden den Kern der Struktur, die a-Helices sind antiparallel zu diesen angeordnet
(Hoog et al. 1994). Am C-terminalen Ende der Struktur befinden sich zwei herausragende
Schleifen. Die NAD(P)(H)-Bindungsstelle ist hochkonserviert, wobei der Nicotinamid-Rest im
Kern der ,barrel“-Struktur liegt und der Adenin-Rest in der Peripherie des C-terminalen Endes der
Struktur (Jez et al. 1997a). Das aktive Zentrum ist sequenziell und strukturell ebenfalls
konserviert und gekennzeichnet durch eine katalytische Tetrade: Asp50 Tyr55 Lys84 His117
(Nummerierung bezogen auf die 3a-HSD der Ratte; Bennett et al. 1996). Fir die



Substratspezifitat scheinen drei Schleifen am C-terminalen Ende der Proteinstruktur eine
entscheidende Rolle zu spielen (Jez et al. 1997a). In der AKR-Familie sind neben
Hydroxysteroid-Dehydrogenasen, wie den 3a-HSD-Isoenzymen (EC 1.1.1.213) des Menschen
(Steckelbroeck et al. 2004), der 3a-HSD der Ratte (Hoog et al. 1994), der 173-HSD (Leber) der
Maus (Deyashiki et al. 1995), der 20a-HSD der Ratte (Jez et al. 1997b), auch Aldose-
Reduktasen (ADR, EC 1.1.1.21), Aldehyd-Reduktasen (ALR, EC 1.1.1.2) und Dihydrodiol-
Reduktasen (DD, EC 1.3.1.20) vertreten.

Die Mehrzahl der bekannten Hydroxysteroid-Dehydrogenasen gehéren jedoch zur SDR-Familie
(Benach et al. 2002), so auch die A°-38-HSD aus Digitalis lanata (Finsterbusch et al. 1999).

Deshalb soll im Folgenden genauer auf diese Proteinfamilie eingegangen werden.

1.2 Short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen

Die Familie der Short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) stellt eine sehr grol3e, funktional
heterogene Proteinfamilie dar. Zurzeit existieren mehr als 3000 Proteine mit bekannter
Primarstruktur bzw. Sequenz, von ca. 30 Proteinen ist die 3D-Struktur untersucht [cf. Oppermann
et al. 2003]. Zu den Enzymen der SDR-Familie gehéren neben Oxidoreduktasen auch Lyasen
und Isomerasen, ihr Substratspektrum reicht ber Alkohole, Zucker, Prostaglandine und Steroide
bis hin zu verschiedenen aromatischen Verbindungen und Xenobiotika (Filling et al. 2002,
Kallberg et al. 2002a, Oppermann et al. 2003).

Mitglieder der SDR-Familie sind meist multimere Enzyme, deren Untereinheiten eine molekulare
Masse von 25 bis 35 kDa aufweisen (Kristan et al. 2005), bzw. aus 250-350 Aminos&uren
aufgebaut sind. Einige Enzyme verfiigen zusatzlich Gber N- oder C-terminale transmembrane
Doménen oder Signalpeptide (Filling et al. 2002). Trotz der sehr diversen Substratspezifitdt und
einer niedrigen Aminosauresequenz-ldentitat von nur ca. 15-30% (Yin et al. 1991, J&rnvall et al.
1995), zeigen die bisher kristallisierten Proteine, bis auf die C-terminale Region, eine sehr
ahnliche kompakte Tertiarstruktur, mit einer einheitlichen alternierenden a/B Faltung (Filling et al.
2002, Oppermann et al. 1997, Tanaka et al. 1996). Den Kern der Struktur bilden sieben parallele
B-Faltblatter, die, jeweils um 45° gedreht, eine zentrale B-Faltblatt-Struktur (BA-BG) bilden,
welche meist von sechs parallelen a-Helices (aB-aG), je drei auf einer Seite, umgeben ist
(Abb. 2, Ghosh et al. 1995, Benach et al. 2002).

In der N-terminalen Region einer monomeren Untereinheit befindet sich die NAD(P)(H)-
Bindungsstelle (Oppermann et al. 1997) in Form einer Rossmann-Faltung (BA-BF) (Rossmann et
al. 1974). In dieser Region lasst sich in allen Mitgliedern der SDR-Familie das konservierte
Glycin-reiche Sequenzmotiv GX3GXG (Position 13-19; alle Nummerierungen beziehen sich auf
die 3B/17B-HSD aus Comamonas testosteroni, Yin et al. 1991 und Benach et al. 1996)
wiederfinden, welches in Kombination mit der Rossmann-Faltung generell ein Charakteristikum
der Kosubstrat-Bindungsstelle von Dehydrogenasen darstellt (Jornvall et al. 1995). Ebenso

entscheidend fiir die Bindung des Kosubstrates scheint die konservierte Aminosaure Threonin



(Position 12) zu sein (Oppermann et al. 1997), welche im Zusammenspiel mit Asn86 und Asn87
essentiell fur die Orientierung der B-Faltblatter innerhalb der B-Faltblatt-Struktur ist. Diese drei
Aminosauren sind indirekt an der korrekten Positionierung des Kosubstrates beteiligt. Direkt an
der Kosubstrat Bindung sind die Aminosduren Asp60 und Ala88 beteiligt, wobei die
Carboxylgruppe der Asparaginsaure schwache Wasserstoffbricken zum Adenin-Ring des
Kosubstrates ausbilden kann und Alanin durch hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Adenin-
Ring in Kontakt steht (Filling et al. 2002). Des Weiteren ist die Alanin-Carbonylgruppe der
Hauptkette zusammen mit einem benachbarten Glycin (Position 89) in einen Protonentransfer
zwischen Wassermolekilen wahrend der Reaktion involviert. Asn86, Asn87, Ala88 und Gly89
werden als NNAG-Motiv bezeichnet, Thr12 erweitert das Glycin-reiche Motiv zum TGX3;GXG-
Motiv (Filling et al. 2002, Oppermann et al. 2003). Weitere konservierte Aminosauren, wie
Thr188, welches mit der Saureamidfunktion des Nicotinamidrings interagiert (Zhou und Tai 1999),
Asn179 (Filling et al. 2001) und Pro180 sowie Gly181 des PG-Motivs (Ghosh et al. 2001) sind an
der Bindung des Kosubstrates beteiligt.

active site loop (181-218)

Abbildung 2 Beispiel der strukturellen Organisation einer SDR.

Ribbon-Darstellung einer monomeren Untereinheit der 33/17B-HSD aus Comamonas testosteroni,
Abbildung aus Benach et al. (2002).

Essentiell fur die katalytische Aktivitat ist die konservierte Aminosauresequenz YX;K im aktiven
Zentrum (Jornvall et al. 1981, Krook et al. 1990). Weitere Rontgenstrukturanalysen, Homologie-
vergleiche, chemische Modifikationen und zielgerichtete Mutagenesen haben gezeigt, dass nicht
nur Tyr151 und Lys155 eine entscheidende Rolle bei der Bindung und Umsetzung des
Substrates spielen, sondern noch weitere Aminosauren involviert sind. So wird unter
Einbeziehung von Ser138 von einer katalytischen Ser-Tyr-Lys (SYK) Triade (Ghosh et al. 1995,
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Oppermann et al. 1997, Nakamura et al. 2006) und unter Bericksichtigung der in den meisten
SDR-Enzymen konservierten Aminosaure Asn111 von einer katalytischen Asn-Ser-Tyr-Lys
(NSYK) Tetrade gesprochen (Filling et al. 2002, Oppermann et al. 2003).

Der Reaktionsmechanismus wird in der Literatur folgendermafRen beschrieben: Bei der
Betrachtung der Oxidation der funktionellen Hydroxylgruppe eines Substrates, kénnte Tyr151 als
katalytische Base fungieren, da es durch elektrostatische Einflisse der positiv geladenen
Seitenkette von Lys155 und des Nicotinamidrings der oxidierten Form des Kosubstrates NAD*
wahrscheinlich in deprotonierter Form vorliegt (Benach et al. 2002).

Ser138 stabilisiert durch die Bildung einer Wasserstoffbriickenbindung das Substrat bzw. das
Produkt (Filling et al. 2002). Eine Wasserstoffbriickenbindung des Serins zur Hydroxylgruppe des
Tyrosins ist ebenfalls moéglich (Oppermann et al. 1997). Lysin interagiert mit der Ribose am
Nicotinamid-Ring und erniedrigt den pKa-Wert des Phenol-Restes des Tyrosins, wodurch ein
nucleophiler Angriff an der Hydroxylgruppe des Substrates ermdglicht wird und die Ubertragung
eines Hydrid-lones vom C-3 des Substrates auf das C-4 des Nicotinamidrings des Kosubstrates
erleichtert wird (Filling et al. 2002). Die Tyr151-OH, die 2°0OH der Ribose des Nicotinamidrings,
Lys155 und ein Wasser-Molekil, welches durch die Asn111-Carbonylgruppe der Hauptkette
positioniert wird, bilden im Aktivitdtszentrum ein so genanntes ,proton relay system* (Filling et al.
2002). Hierdurch wird eine staffelartige Weitergabe des Protons der Hydroxylgruppe ermdéglicht
(Abb. 3). Dieses System ist wahrscheinlich noch tber Interaktionen weiterer Wasser-Molekiile mit

Carbonylgruppen (z. B. Ala88) der Hauptaminoséaurekette erweitert (Oppermann et al. 2003).
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Abbildung 3 Reaktionsmechanismus von Hydroxysteroid-Dehydrogenasen der SDR-Familie.

Es sind die Ubergangszustinde der beteiligten Reaktionspartner bei der Dehydrogenierung der
Hydroxylgruppe am C-3 eines Substrates dargestellt. Abbildung in Abwandlung nach Benach et al.
(2002), basierend auf der Roéntgenstrukturanalyse der 3B/178 HSD aus Comamonas testosteroni
(Yin et al. 1991, Benach et al. 1996) und unter Berlcksichtigung von Joérnvall et al. (1995), Ghosh et
al. (1995 und 2001), Oppermann et al. (1997) und Filling et al. (2002).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Sequenzmotive drei verschiedenen Regionen der

3D-Struktur zugeordnet werden kénnen: einer Kosubstrat-Bindungsregion, mit einer zentralen
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B-Faltblatt-Struktur typisch fir eine Rossmann-Faltung, dem Aktivitdtszentrum und einem Bereich

proximal zur Substrat-Bindungsregion (Oppermann et al. 2003).

Die Substratspezifitdt der Enzymreaktionen ist durch den C-terminalen Teil festgelegt (Krozowski
1992), welcher in den bisher charakterisieten Enzymen die gréften strukturellen Unterschiede
(Persson et al. 1991 und Yin et al. 1991) und nur sehr geringe Sequenzahnlichkeiten aufweist.
Strukturell ist diese Substrat-Bindungsregion (Position 181-218) zusammen mit der Kosubstrat-
Bindungsregion Teil des Aktivitatszentrums und wird als ,active site loop* bezeichnet. Am Anfang
(Position 181-194) und am Ende (Position 214-218) dieser Region lassen sich noch strukturelle
Annlichkeiten finden, wohingegen der Bereich zwischen 194 und 214 am geringsten konserviert
aber haufig bei der Erkennung bzw. Orientierung des Substrates involviert ist (Benach et al.
2002).

Aufgrund der stetigen Zunahme der Mitglieder der SDR-Superfamilie und damit auch der
funktionalen Diversitat innerhalb dieser Familie wird sie, basierend auf dem Vorhandensein der
beschriebenen konservierten Motive und deren Variationen, inzwischen in finf Familien eingeteilt
(Oppermann et al. 2003). Unterschiede in der Anzahl der Aminosduren und den Glycin-reichen
Motiven der Kosubstrat-Bindungsregion flihrten zu einer Einteilung in ,classical” (klassisch) SDR
(ca. 250 Aminosauren) und ,extended (erweitert, verldngert) SDR (ca. 350 Aminosauren)
(Persson et al. 1991, Jornvall et al. 1995). Kallberg et al. (2002a) fugten nach Analysen der
Primarstruktur und multipler Sequenz-Vergleiche drei weitere Familien hinzu, bezeichnet als
~complex® (komplex), ,intermediate” (intermediér) und ,divergent® (abweichend) SDRs.

Die Familie der klassischen SDRs stellt die gréte Familie dar (ca. 50% aller Sequenzen) und
umfasst Oxidoreduktasen (EC 1) wie Carbonyl-Reduktasen und Steroid-Dehydrogenasen. In der
Familie der erweiterten SDRs (ca. 25% aller Sequenzen) lassen sich Lyasen (EC 4), Isomerasen
(EC 5) und auch multifunktionale Enzyme wiederfinden, wie z. B. die 3B-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase/A®-A*-Isomerase des Menschen (Kallberg et al. 2002a).

1.3 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen

3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen (3p-HSD) konnten aus dem Menschen, verschiedenen
tierischen Organismen, Mikroorganismen, Pilzen sowie Pflanzen isoliert werden. Gemeinsamkeit
ist die Katalyse der Oxidation einer 33-Hydroxylgruppe von Steroiden zu einer Carbonylgruppe

bzw. deren Reduktion in entgegen gesetzter Reaktionsrichtung.

1.3.1 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen der Sdugetiere

Fir 3B-HSDs der Saugetiere lassen sich zahlreiche Beispiele finden [cf. Simard et al. 2005].
So katalysieren die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen/A®-A*-Isomerasen  (3B-HSD/KSI)
(EC 1.1.1.145/EC 5.3.3.1) des Menschen die Oxidation und Isomerisierung von A°-3B-Hydroxy-

steroiden wie Pregnenolon, 17a-Hydroxypregnenolon, Dehydroepiandrosteron und 5-Androsten-
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3B,17B-diol zu den korrespondierenden A*-Ketosteroiden Progesteron, 17a-Hydroxyprogesteron,
4-Androsten-3,17-dion und Testosteron (Lachance et al. 1990). Sie sind essentiell fir die
Biosynthese aller Steroidhormon-Klassen, also den Glucocorticoiden, Mineralocorticoiden,
Gestagenen, Androgenen und Estrogenen (Labrie et al. 1992). Zellular sind sie in den
Mitochondrien und dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert und sind membran-
gebundene, dimere Enzyme mit einer monomeren Untereinheit von ca. 370 Aminosduren und
einer strikten Spezifitat fur das Kosubstrat NAD". Das reduzierte Kosubstrat (NADH) scheint eine
Konformationsidnderung des Enzyms rund um die Doppelbindung des 3-Oxo-A%-Produktes zu
induzieren und ermdglicht auf diese Weise die Ketosteroid-lsomerase-Aktivitat (KSI) (Abb. 4,
Thomas et al. 1995). Sie stellen somit bifunktionale Enzyme dar, wobei die Dehydrogenase-
Reaktion reversibel und der limitierende Schritt fir die Umsetzungsrate ist, die Isomerase-

Reaktion hingegen ist irreversibel (Lachance et al. 1990).

HO™ > % (o] (o)
Pregnenolon 5-Pregnen-3,20-dion Progesteron

Abbildung 4 Reaktionen der bifunktionalen 3B-HSD/KSI des Menschen. Schema in
Abwandlung nach Thomas et al. (1995).

In vitro katalysieren sie auch die reversible Umwandlung von 3-Keto-5a-androstanen in
3B-Hydroxy-5a-androstane (Lorence et al. 1990, Rhéaume et al. 1991), sowie die entsprechende

Umsetzung von 5a-Pregnanen (Payne et al. 1997), welche keine A°-Doppelbindung besitzen.

1.3.2 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen in Prokaryonten

In Prokaryonten hingegen wurden die 3B-HSD-Aktivitdt und die Isomerase-Aktivitédt separat
voneinander isoliert, sie sind auf verschiedenen Enzymen lokalisiert (Talalay und Wang 1955).
Strukturell sehr gut charakterisiert ist die 3p/178-HSD (EC 1.1.1.51) aus Comamonas
testosteroni, mit 253 Aminosauren und charakteristischen Merkmalen einer SDR (Yin et al. 1991).
Sie ist ein tetrameres Protein mit einer monomeren molekularen Masse von 27 kDa (Benach et
al. 1996), NAD(H)-abhangig und zeigt sowohl 3p- als auch 17B3-Hydroxy-Dehydrogenase- und
entsprechend korrespondierende Reduktase-Aktivitdten fur Androgene, Estrogene und
Isogallensduren (Talalay und Marcus 1956, Schultz et al. 1977a). Bindungsstudien konnten
zeigen, dass bei der Oxidationsreaktion die Bindung des Kosubstrates NAD" gegeniiber dem
Substrat favorisiert ist (Schultz et al. 1977b) und dass die Umsetzungsrate durch die Dissoziation

des reduzierten Kosubstrates NADH limitiert wird (Oppermann et al. 1997).



1.3.3 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen in Pflanzen

3B-HSD-Aktivitaten konnten in einigen Pflanzen nachgewiesen werden, so z. B. in Digitalis sp.,
Strophanthus sp., Nicotiana tabacum und Solanum tuberosum (Seidel et al. 1990, Finsterbusch
1999) und im speziellen eine 3B-Brassinosteroid-Dehydrogenase-Aktivitdt konnte in Arabidopsis

thaliana und Lycopersicon esculentum nachgewiesen werden (Stindl und Schneider 2001).

Die A®-3B-HSD aus Digitalis lanata ist gereinigt und charakterisiert (Finsterbusch et al. 1999). Sie
ist ein NAD'-préferierendes, I6sliches, wahrscheinlich dimeres Enzym mit einer monomeren
molekularen Masse von 29 kDa und wurde der SDR-Familie zugeordnet. Funktionell spielt die

A°-3B-HSD aus D. lanata eine Rolle bei der Biosynthese von Kardenolid-Vorstufen wahrend der

Herzglykosid-Biosynthese (Abb. 5).
Progesteron
5a- Reduktaszi:‘(?ﬁz 3B-HS 'dgﬁz

5a- Pregnan -3,20-dion  5a- Pregnan 3B-0l-20-on

HO HO HO
5B- Pregnan -3a-0l-20-on

Cholesterol Pregnenolon 5- Pregnen -3,20-dion Progesteron

Progesteron-
5B-Reduktase 3B -HSD

5B-Pregnan-3,20-dion 5B-Pregnan-33-ol-20-on

Abbildung 5 Bildung verschiedener Pregnan-Derivate aus Cholesterol wahrend der
Biosynthese der Kardenolide (C.) aus Finsterbusch et al. (1999).

Enzymassays mit verschiedenen Cqg- und C,4-Steroiden zeigten fur die Dehydrogenierung eine
deutliche Substratpraferenz fir Pregnenolon (5-Pregnen-33-ol-20-on), aber auch andere Steroide
wie 5-Androsten-3B-ol-17-on (mit einer 17-Carbonylgruppe anstelle der Seitenkette) und
3B-hydroxylierte 5a- sowie 5B-Pregnane wurden dehydrogeniert. Fir die entsprechenden
3a-hydroxylierten 5a- oder 58-Pregnane konnte keine Aktivitat festgestellt werden. Allerdings war
bei der Reduktion des 5B-Pregnandions auch 5B-Pregnan-3a-ol-20-on nachweisbar
(Finsterbusch 1999). Weiterhin konnte eine Katalyseaktivitat fir die Reduktion der 3-Ketogruppe
fur 50- und 5B-Pregnan-3,20-dion, sowie fir 5-Pregnen-3,20-dion gefunden werden. Die
Substrate 4-Pregnen-3,20-dion (Progesteron) und auch 4-Androsten-3,17-dion wurden als
Substrate fir die Reduktion nicht akzeptiert, obwohl bei der Oxidation von Pregnenolon neben
dem Intermediat 5-Pregnen-3,20-dion auch 4-Pregnen-3,20-dion nachgewiesen werden konnte.
Trotz dieses Nachweises konnte die Frage nach einer vorhandenen Isomerase-Aktivitat nicht
eindeutig geklart werden, da ebenfalls beobachtet wurde, dass chromatographisch gereinigtes
5-Pregnen-3,20-dion spontan zu 4-Pregnen-3,20-dion isomerisiert, und eine geringe Verun-

reinigung der Enzympraparation mit einer Isomerase nicht ausgeschlossen werden konnte. Zur
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Kldrung der Bifunktionalitdt von pflanzlichen HSDs, kénnte ein rekombinantes, heterolog
exprimiertes und gereinigtes Enzym beitragen, da somit die gleichzeitige Anreicherung der
Isomerase ausgeschlossen werden kann. Nach Vervollstédndigung der cDNA, Isolierung eines
Ganzléngenklons und Uberexpression in Escherichia coli konnte im Lysat der Bakterienkultur
eine A°-3B-HSD-Aktivitat nachgewiesen werden (Teuber 2001). Die Reinigung der rekombinanten
A®-3B-HSD steht noch aus.

Da auch in Kardenolid-freien Geweben und Kulturen von D. lanata (Seidel et al. 1990,
Stuhlemmer und Kreis 1996, Lindemann und Luckner 1997) und in nicht zur Herzglykosid-
Biosynthese befdhigten Pflanzen wie Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum (Seidel et al.
1990), Marchantia polymorpha (Park et al. 1999) Lycopersicon esculentum und Arabidopsis
thaliana (Winter et al. 1999, Stindl und Schneider 2001) 3B-HSD-Aktivitdten feststellbar waren,

sollten 33-HSD-Enzyme noch weitere Funktionen im Steroidmetabolismus in Pflanzen haben.

Erst kirzlich gelang aufgrund von Sequenzahnlichkeiten die Isolierung zweier neuer HSDs der
SDR-Familie, deren cDNA-Klone aus Arabidopsis thaliana isoliert wurden und nach
rekombinanter heterologer Expression Aktivitdten einer 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/ C-4
Decarboxylase (3BHSD/D) zeigten. Beide At3BHSD/D Enzyme akzeptierten nur Substrate mit
einer freien 33-Hydroxylgruppe und einer C-4-Carboxylgruppe. Substanzen ohne die letztere, wie
Pregnenolon oder Androstan-3(3,173-diol, wurden nicht akzeptiert. Die Autoren vermuten eine

Funktion in der frihen Sterolbiosynthese (Rahier et al. 2006).

Stiindl und Schneider (2001) konnten in cytosolischen Fraktionen von Lycopersicon esculentum
und Arabidopsis thaliana eine NAD"-abhéngige 3B-Dehydrogenase-Aktivitit bei der Umsetzung
des Substrates 24-epi-Teasteron zu 3-Dehydro-24-epi-teasteron nachweisen. Winter et al. (1999)
konnten eine stereoselektive Reduktion von 3-Dehydro-24-epi-teasteron zu 24-epi-Teasteron
(3B-OH) in der microsomalen Fraktion und zu 24-epi-Typhasterol (3a-OH) in der cytosolischen
Fraktion demonstrieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass an der reversiblen Inversion
der Konfiguration der funktionellen C-3-Hydroxylgruppe Uber eine 3-Ketogruppe mindestens zwei
Enzyme beteiligt sind. Diese Epimerisierung am C-3 von 3B- zu 3a-Hydroxylgruppen spielt bei
verschiedenen Biosynthesen steroidaler Verbindungen, wie z. B. Ecdysteroiden (Milner und
Rees, 1985) und Brassinosteroiden, eine Rolle (Stiindl und Schneider 2001). Ebenfalls in der
cytosolischen Fraktion von Suspensionskulturen von Marchantia polymorpha konnte die
Epimerisierung der C-3-Hydroxylgruppe von Teasteron zu Typhasterol Gber 3-Dehydro-teasteron,
welche Teil der Biosynthese von Brassinosteroiden ist (Abb. 7), demonstriert werden (Park et al.
1999). Die entsprechenden Gene und Proteine fur die Dehydrogenase- und Reduktase-
Reaktionen konnten bisher noch nicht isoliert werden (Fujioka und Yokota 2003). Ebenso
unidentifiziert sind die Gene fiir die Dehydrogenierung und Isomerisierung der Doppelbindung
des Campesterols (Abb. 6), oder anderer Brassinosteroid-Prekursor, wahrend der

Brassinosteroid-Biosynthese (Choe 2006).
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Abbildung 6 Vereinfachte Gegeniiberstellung der anfanglichen Biosynthesewege der Karde-
nolide und Brassinosteroide

Der Bildung der Pregnanderivate geht eine Verkirzung der Seitenkette verschiedener Sterole zu
Pregnenolon, wahrscheinlich durch das Enzym Cholesterol-Monooxygenase (SCCE, Side Chain
Cleavin% Enzym) voraus (Pilgrim 1972, Palazén et al. 1995, Lindemann und Luckner 1997). Durch
eine A>-3B-HSD und A%>A*KSI wird Pregnenolon zu Progesteron umgewandelt, dessen
A°-A*-Doppelbindung durch eine 5B-Reduktase reduziert wird (Seidel et al. 1990, Gartner et al. 1990
und 1994, Seitz und Gartner 1994, Stuhlemmer und Kreis 1996, Lindemann und Luckner 1997). Die
anschlieBende Reduktion der 3-Ketogruppe des 5B-Pregnan-3,20-dions kann ebenfalls durch die
A°-3B-HSD katalysiert werden (Finsterbusch et al. 1999).

Bei der Umwandlung von Campesterol zu Campest-4-en-3-on kénnten ebenfalls eine 33-HSD und
eine KSI beteiligt sein. Die Reduktion der Doppelbindung erfolgt hier durch eine 5a-Reduktase (DET2,
DEETIOLATED?2, Li et al. 1997a, Noguchi et al. 1999). Auch die Reduktion der 3-Ketogruppe des
5a-Campestan-3-ons zum Campestanol durch eine 33-HSD ware denkbar.
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1.4 Brassinosteroide und deren Biosynthese

Brassinosteroide (BR) sind im Pflanzenreich weit verbreitete steroidale Phytohormone mit
Wachstums- und Entwicklungsbeeinflussenden Aktivitaten (Fujioka und Sakurai 1997b), wie z. B.
die Stimulation der Zellteilung und Elongation, Einfluss auf die Differenzierung des vascularen
Systems, der Stresstoleranz, der Blattentwicklung und des Wurzelwachstum sowie die Induktion
der Ethylenbiosynthese, um nur einige zu nennen [cf. Li und Chory 1999]. Zahlreiche BR-
Biosynthese Mutanten sowie BR-insensitive Mutanten zeigen einen charakteristischen dwarf oder
semidwarf Phanotyp [cf. Haubrick und Assmann 2006].

Seit der Entdeckung und Isolierung des Brassinolids (BL) aus Brassica napus (Grove et al. 1979),
sind bisher mehr als 50 natirlich vorkommende Brassinosteroide [Strukturen cf. Teixeira Zullo et
al. 2003] und weitere verwandte Substanzen isoliert und charakterisiert (Fujioka und Sakurai
1997b, Fujioka et al. 1998a, Fujita et al. 2006). In Abhéngigkeit der Alkyl-Substitution des C-24 in
der Seitenkette des 5a-Cholestan-Grundgeristes wurden sie als Cy7-, Cog- und Cyo-

Brassinosteroide klassifiziert (Fujioka und Yokota 2003).

Brassinosteroide kénnen vermutlich ausgehend von den pflanzlichen Sterolen Cholesterol (C»7)
(Nakajima et al. 2002, Fujita et al. 2006), Campesterol (Cys) (Fujioka und Sakurai 1997b) und
Sitosterol (Cyg) (Takatsuto et al. 1999) biosynthetisiert werden (Abb. 7). Am meisten verbreitet
sind C,g-Brassinosteroide, von denen das Brassinolid die hdchste biologische Aktivitat besitzt
(Clouse und Sasse 1998, Fujioka et al. 1998b). Sie werden ausgehend vom Campesterol tber
Campestanol und Castasteron biosynthetisiert (Fujioka und Sakurai 1997b). Dabei konnten
sowohl fur die C-22 Oxidation als auch fir die C-6 Oxidation friihe und spate Synthesewege
identifiziert werden, die untereinander vernetzt sind (Fujioka und Yokota 2003). Ein weiterer
Biosyntheseweg ausgehend vom Cholesterol Gber Cholestanol und 6-Deoxo-28-norcastasteron
konnte in L. esculentum nachgewiesen werden (Kim et al. 2004). Nakajima et al. (2002) konnten
in A. thaliana zeigen, dass Cholestanol aus Cholesterol und Cholest-4-en-3-on, sowie aus
Campestanol biosynthetisiert werden kann. Weiterhin konnten verschiedene 22-hydroxylierte
C,7-Steroide, wie 22-Hydroxycholesterol, 22-Hydroxycholest-4-en-3-on und 22-Hydroxy-5a-
cholestan-3-on in A. thaliana identifiziert werden (Fujioka et al. 2002). Fujita et al. (2006) konnten
mit dem rekombinant exprimierten CYP90B1 (DWARF4), eine C-22 Hydroxylierung fir die
Substrate Campesterol, Campestanol, Cholesterol, Cholestanol und auch Sitosterol detektieren.
Weiterhin wurden in verschiedenen Pflanzen, z. B. Triticum aestivum und Setaria italica, die
Steroide 24-Ethylcholest-4-en-3-on, 24-Ethyl-5a-cholestan-3-on und Sitostanol nachgewiesen
(Takatsuto et al. 1999). Dies deutet darauf hin, dass in Pflanzen neben den Synthesewegen vom
Campesterol Gber Campestanol und vom Cholesterol tber Cholestanol, auch ein paralleler
Biosyntheseweg vom Sitosterol Uber Sitostanol wéhrend der BR-Biosynthese existiert.

Zahlreiche BR-Biosynthese-Gene sind mit Hilfe von BR-Biosynthese-Mutanten verschiedener
Pflanzen identifiziert oder aufgrund von Sequenzahnlichkeiten kloniert worden. In Abbildung 7

sind die in A. thaliana identifizierten Gene bzw. Enzyme angegeben.
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Im Folgenden werden einige der dargestellten Schritte erldutert:

(1-4) Far die Umwandlung des Campesterols zum Campestanol sind mehrere Schritte nétig:
Isomerisierung der Doppelbindung von A° zu A% Dehydrogenierung der 3B-Hydroxylgruppe,
5a-Reduktion der Doppelbindung und Reduktion der Carbonylgruppe am C-3. Der dargestellte
Syntheseweg beruht auf Arbeiten von Noguchi et al. (1999), die aufgrund von Fitterungs-
versuchen mit den entsprechenden ?H-markierten Intermediaten zu der Schlussfolgerung kamen,
dass Campesterol Uber ein 4-en-33-ol-Intermediat, ein 4-en-3-on-Intermediat und ein 3-on-
Intermediat zum Campestanol umgesetzt wird. Hierbei postulieren sie, im Gegensatz zu der
bisher festgestellten Reihenfolge in Mensch und Saugetier (Lachance et al. 1990), dass zuerst
die Isomerisierung der Doppelbindung erfolgt und dann die Dehydrogenierung der Hydroxyl-
gruppe am C-3. Eine Reaktionsfolge Uber ein 5-en-3-on-Intermediat und 4-en-3-on-Intermediat
(entspréche einer Dehydrogenierung vor der Isomerisierung) konnte von ihnen jedoch nicht
ausgeschlossen werden, da weder eine Fitterung noch Detektion des 5-en-3-on-Intermediats
vorgenommen wurde und nach Fitterung von [?Hg]-Campesterol kein 4-en-3-ol-Intermediat im
Wildtyp (WT) detektiert werden konnte. Auch in der Mutante det2? (deetiolated2, Chory et al.
1991) wurden nur 0,2% des Campesterols zum (24R)-24-Methylcholest-4-en-3(3-ol (Campest-4-
en-3f-ol) umgesetzt (Noguchi et al. 1999). Das Gen DET2 kodiert ein Protein, welches hohe
Sequenzéhnlichkeiten zur 5a-Reduktase der S&dugetiere zeigt und &hnliche Eigenschaften in der
Substratspezifitdt besitzt. So konnte gezeigt werden, dass DET2 neben der Funktion als
5a-Reduktase wahrend der BR-Biosynthese auch fahig zur Reduktion anderer Steroide mit
3-oxo0-A*-Struktur, wie Progesteron (Cy), Androsten-3,17-dion und Testosteron (Cyg), ist. Fur
Steroide mit einer 3B-Hydroxyl-A°-Struktur zeigt DET2 keine Aktivitat (Li et al. 1997a). Somit
mussen in Pflanzen weitere Enzyme fiir die Umsetzung von Steroiden mit einer 3B-Hydroxyl-A°-
Struktur zur 3-oxo-A*-Struktur vorhanden sein. Auf die Fragen, ob es sich dabei um ein Enzym,
ahnlich der 33-HSD/KSI des Menschen und der Saugetiere, oder zwei unterschiedliche Enzyme,
ahnlich dem System in Bakterien handelt und in welcher Reihenfolge die Umwandlung von der
3B-Hydroxyl-A°-Struktur zur 3-oxo-A*-Struktur stattfindet, kénnte die Klonierung und Expression

von 3p3-HSDs aus Arabidopsis thaliana Antwort geben.

(7-8) Die Gene DWF4 (DWARF4) und CPD (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS AND
DWARFISM) kodieren fir die Cytochrom P450-Monooxygenasen CYP90B1 und CYP90A1,
welche die C-22 und C-23 Hydroxylierung im BR-Biosyntheseweg katalysieren (Szekeres et al.
1996, Choe et al. 1998). DWF4 und CPD haben hohe Aminosduresequenz Ahnlichkeiten zu
Cytochrom P450-Enzymen der Saugetiere.

(9-10) Eine weitere Rolle kdnnten 33-HSDs wahrend der reversiblen C-3 Epimerisierung des
Teasteron Uber 3-Dehydroteasteron zu Typhasterol und der entsprechenden 6-Deoxo- bzw.
6-Deoxo-28-nor-Derivate spielen (Noguchi et al. 2000). Hong et al. (2003) vermuten, dass das
Gen D2 aus Oryza sativa (Reis), welches fur ein CYP90D2 kodiert, verantwortlich fur die

Oxidation des C-3 innerhalb der Epimerisierung ist. Diese Schlussfolgerung beruht auf Rettungs-
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versuchen der Reis-Mutante ebisu dwarf (d2) mit BR-Biosynthese-Intermediaten (Hong et al.
2003). Nach &ahnlicher Vorgehensweise wird fir CYP90D1 aus A. thaliana eine Funktion fir die
Umsetzung von Teasteron zu 3-Dehydroteasteron vermutet (Kim et al. 2005a). Aktivitatstests mit
einem rekombinant exprimierten CYP90D2 aus O. sativa oder mit dem CYP90D1 aus A. thaliana
fanden nicht statt. Ohnishi et al. (2006) hingegen beschreiben CYP90D1 und auch CYP90C1
(siehe unten) aus A. thaliana als C-23-Hydroxylasen. Wie im Abschnitt 1.3.3 schon erwéhnt,
konnten Stiindl und Schneider (2001) eine NAD -abhéngige 3B-Dehydrogenase-Aktivitat in der
cytosolischen Fraktion aus A. thaliana bei der Oxidation von 24-epi-Teasteron (33-OH) zum
3-Dehydro-24-epi-teasteron nachweisen. Fir die Oxidation des 3-Dehydro-24-epi-teasteron zum
24-epi-Typhasterol (3a-OH) konnten sie eine, ebenfalls im Cytosol lokalisierte, NADH-abhangige
Aktivitat detektieren. Somit lieken sich in A. thaliana sowohl die 3B- als auch die 3a-
Dehydrogenase-Aktivitdt im Cytosol lokalisieren (Stindl und Schneider 2001). Entsprechende

Gene aus A. thaliana wurden noch nicht kloniert.

(11-14) Die folgende 2a-Hydroxylierung von Typhasterol bzw. 6-Deoxotyphasterol zu
Castasteron bzw. 6-Deoxocastasteron wird wahrscheinlich durch ROT3 (ROTUNDIFOLIA3) ein
CYP90C1 katalysiert (Kim et al. 2005a). AtBR6ox1 (CYP85A1) und AtBR6ox2 (CYP85A2)
katalysieren vermutlich die C-6 Oxidation von 6-Deoxocastasteron, 6-Deoxo-teasteron, 6-Deoxo-
3-dehydroteasteron und 6-Deoxotyphasterol (Shimada et al. 2001). Fir CYP85A2 konnte auch
eine Katalyse der Bayer-Villiger Oxidation von Castasteron zu Brassinolid nachgewiesen werden
(Kim et al. 2005b).
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1.5 Zielstellung dieser Arbeit

Bisher ist nur wenig Uber 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen und ihre Funktion in Pflanzen
bekannt. Seit der Isolierung der Brassinosteroide als steroidale Phytohormone wird intensiv an
der Aufklarung ihrer Biosynthese gearbeitet. Fiir die meisten Schritte dieser Biosynthese konnten
die beteiligten Gene bzw. Enzyme identifiziert werden. Unter den noch nicht identifizierten
Schritten lassen sich Reaktionsablaufe finden, die aus den schon beschriebenen Griinden nahe

legen, dass sie von 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen katalysiert werden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war die Isolierung, heterologe Expression und Reinigung von
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen aus der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH..
Diese sollten hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivitdten und Substratspezifitdten charakterisiert

werden, um erste Hinweise auf ihre Funktion zu erhalten.

Ausgangspunkt war dabei die A®-38-HSD aus Digitalis lanata EHRH.. Das nativ gereinigte,
29 kDa groRe Enzym wurde hinsichtlich seiner Substratspezifitat mit verschiedenen Cqg-, Cyq-,
Co7-, Cog- und Cyo-Steroiden untersucht und teilweise sequenziert. Nach Sequenzvergleichen
wurde es der SDR-Familie zugeordnet (Finsterbusch 1999). Die isolierte cDNA-Sequenz
umfasste 780 bp, welche fiir 259 Aminosauren kodieren. Nach einer heterologen Expression in
E. coli konnte im Bakterienlysat 33-HSD-Aktivitat festgestellt werden (Teuber 2001).

Fur vergleichende Untersuchungen hinsichtlich ihrer Substratspezifitdt sollte auch diese

rekombinante 33-HSD aus Digitalis lanata (DI3BHSD) gereinigt werden.

Es sollten weitere Messungen durchgefihrt werden, die zur Kldrung der Frage nach einer

vorhanden Isomerase-Aktivitat beitragen.
Um Erkenntnisse zu mdglichen metabolischen Funktionen der Hydroxysteroid-Dehydrogenasen

in A. thaliana zu erhalten, sollte die Expression der identifizierten Gene untersucht werden und

gegebenenfalls mit der Charakterisierung von T-DNA-Insertionslinien begonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Chemikalien und Enzyme

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien waren von analytischem Reinheitsgrad
und wurden von den Firmen Biomol (Hamburg), Fluka (Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Steinheim), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) und Steraloids
(New Port, Rhode Island) bezogen. Steroide, welche als Substrate oder interner Standard fir
enzymatische Aktivitdtsmessungen eingesetzt wurden, waren von dem jeweils hdchsten
erhaltbaren Reinheitsgrad: B-Sitosterol (Sigma: ca. 60%), Stigmasterol (Sigma: 95%),
5a-Pregnan-3,20-dion, 5B-Pregnan-3,20-dion, 5a-Pregnan-33-o0l-20-on, 53-Pregnan-3[3-ol-20-on,
5B-Pregnan-3a-0l-20-on  (Sigma: ca. 95%), 17a-Hydroxypregnenolon (Sigma: 296%),
5a-Pregnan-3a-ol-20-on (Sigma: 98%), Pregnenolon, 21-Hydroxypregnenolon und 4-Androsten-
3,17-dion (Sigma: 298%), Progesteron und 5-Androsten-33-ol-17-on (Sigma: 299%), 5-Pregnen-
3,20-dion und 5-Androsten-3(3-ol-17-on (Steraloids: k. A.), Cholesterol (Sigma: 99+%),
Campesterol (Steraloids: bis zu 30 % verunreinigt mit (24S)-24-Methylcholesterol).
28-Homoteasteron’ war ein Geschenk von Lydia R. Galagovsky und Javier A. Ramirez des
Institutes fur Organische Chemie der Universitat Buenos Aires, Argentinien (Ramirez et al. 2000).
Enzyme, Puffer und Nukleotide fur molekularbiologische Arbeiten wurden von Amersham
Biosciences (Freiburg), Biomol (Hamburg), Fermentas (St. Leon-Rot), Invitrogen (Karlsruhe),
NEB (Frankfurt/Main), peqLab (Erlangen) und Promega (USA) bezogen.

21.2 Kits

Folgende Kits wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Name Hersteller

TOPO TA Cloning® pCR 2.1° Kit Invitrogen

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen

QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen

QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) Qiagen

QIAGEN® Plasmid Midi Purification Kit Qiagen
QIAGEN®Ni-NTA Spin Kit Qiagen

RevertAid[TM] H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Amersham Biosciences
Ready-To-Go™ RT-PCR Beads Amersham Biosciences
Quickprep™ Total RNA Extraction Kit Amersham Biosciences
GenomicPrepT'\’I Cells and Tissue DNA Isolation Kit Amersham Biosciences
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit Amersham Biosciences

' Bei der Bezeichnung des Steroids wurde die in der zitierten Publikation verwendete CAS-Num-
merierung (,Chemical Abstracts Service®) der Seitenkette beibehalten. Nach IUPAC Empfehlungen
wird das C-28 mit C-24" bezeichnet.
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2.1.3 Standardiésungen und Puffer

Alle verwendeten Standardlésungen und Puffer basieren auf den Vorschriften von

Sambrook et al. (1989). Weitere Angaben befinden sich in den entsprechenden Methoden.

21.4 cDNA-Bank

Fur die Gewinnung 3B-HSD-&hnlicher Sequenzen aus Arabidopsis thaliana (L.) HEYHN. mittels
PCR wurde die cDNA-Bank A ACT 2-hybrid library CD 4-22 (Kim et al. 1997) in ihrer Plasmidform
als Template verwendet (Konzentration 13 ng/pL). Die mRNA-Quelle waren 3 Tage alte etiolierte
Keimlinge von Arabidopsis thaliana, die InsertgréRen waren von 0,6 bis 2,5 kb, die
durchschnittliche InsertgréRe betrug 1 kb. Sie wurde von der Arbeitsgruppe Grimm aus dem
Institut fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben zur Verfiigung

gestellt.

2.1.5 Plasmide, Bakterienstamme

Folgende Klonierungsvektoren und Wirtsbakterienstdmme wurden verwendet:

Tabelle 2-1 Plasmide und Bakterienstamme
Plasmid-Vektor Beschreibung/Verwendung Referenz

1 ori, Kan', Amp", pUC ori, LacZa, M13 rev, MCS, T7 Invitrogen
pCR®2.1-TOPO®  promotor, M13 fwd, 3,9 kb
T/A-Klonierung, Sequenzierung

colE1 ori, B-lac, Amp', T5 promotor, lac O, 6xHis-tag, Qiagen
pQE30 MCS, 3,4 kb
Uberexpression in E. coli

Bakterienstimme  Genotyp/Charakteristika Referenz
Escherichia coli

SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac Stratagene

XL 1-Blue .
F'[proAB" lacl® lacZATn10(Tet')]

F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZ AM15 AlacX74  Invitrogen
TOP10 recA1 deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(Str®) endA1 nupG

F{laclTn10 (TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
TOP10F’ ®80/acZ AM15 AlacX74 recA1 deoR araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str) endA1 nupG

E. coli K12 nal® str® rif® thi lac” ara® gal" mtl F~ recA* uvr’  Qiagen

+

M15[pREPA4]
lon
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2.1.6 Oligonukleotide

Die eingesetzten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg) synthetisiert.

Tabelle 2-2 Primer fiir die Herstellung, Klonierung und Expression der cDNA-Konstrukte
A5-3B-HSD-éhnIicher Sequenzen aus Arabidopsis thaliana, angefiigte Restriktionsschnittstellen sind
unterstrichen und benannt. Schmelztemperatur (T,,) nach MWG Report.

Gen

At2g47130

At2g47120

At2g47140

At1952340

At3929260

At3g42960

At3g51680

At3g29250

At3g26760

At4g03140

At3g26770

At2g47150

Name

080713 FWD
080713 REV
080714 FWD
080714 REV
q94k41 FWD
q94k41 REV
q9c826 FWD
q9c826 REV
q9ls67 FWD
3929260 FWD
q91Is67 REV
q9m1k9 FWD
q9m1k9 REV
q9scu0 FWD
q9scu0 REV
3929250 FWD
3929250 REV
3926760 FWD
3926760 REV
4903140 FWD
4903140 REV
3926770 FWD
3926770 REV
2947150 FWD

2947150 REV

Primersequenz 5 > 3

GGATCC ATGTCG GGACTC AGATTG

BamH |

GTC GAC TCA AAT GGG CTT AAC GAC

Sal |

GGATCC ATGTCG GGACTCAGATTG

BamH |

GTC GAC TTAATCACGGCTTTGCTT A

Sal |

GGA TCC ATG TCT GGA AAAAGA TTG GAT GG

BamH |

GTC GAC CTACGG CTT CACCACCGAG

Sal |

GGA TCC ATGTCAACG AACACT GAATCTTC

BamH |

GTC GAC TCATCT GAAGAC TTT AAAGGA GTG
Sal |

GGA TCC ATG GAA CCG CAT GGA AG
BamH |

GGATCC ATG TCG GGA CAAAGATTG
BamH |

GTC GAC TTAATT CGATGT CAGCTT AAC G
Sal |

GGA TCC ATG GCG AAC TCA GAC AAA AG
BamH |

GTC GAC CAC CAC CAAACG AAAACT AG
Sal |

GGA TCC ATG CCT GCC CAAGTG ATC
BamH |

GTC GAC TCA CAAACCAACACAGTTTCTTG
Sal |

GGATCCATG TCG GGG CTAAGG GAAG
BamH |

GTC GAC TCA CGT GGT CAT GAG CTT AAC G
Sal |

GGA TCC ATG TAT AGA AAG TTA GAA GGA AAAGTAG

BamH |

GTC GAC TTA AGC AGA AGG GAG ATT AAGAGAC

Sal |

GCA TGC ATG ACA GGG ATATAC AAAG
Sph |

GTC GACTTACTT CACTTG GTC AGG TG
Sal |

GGA TCC ATG GCG GCC ATAGTACTG
BamH |

GTC GAC TCA TGA ATC CGA AGG AAA AGG
Sal |

GGA TCC ATG GAT GGC AAAATC GTG
BamH |

GTC GAC TCA AAT AGG CTT AAC GAC GC
Sal |

T °C

64,4
62,7
66,3
63,0
65,3
69,5
65,3
65,4
64,2
62,7
63,7
64,8
64,8
66,1
65,3
67,9
68,0
64,7
66,8
61,3
64,8
66,1
65,0
62,7

64,8
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Tabelle 2-3 Primer fiir den Nachweis der T-DNA-Insertion in den SALK-Insertionslinien von
Arabidopsis thaliana (2.1.8), Primer nach ,Salk T-DNA verification primer design“, Schmelztemperatur

(Trm) nach MWG Report.

T-DNA-Insertionslinie

SALK_008827

SALK_000277

SALK_023471

SALK_076271

SALK_133720

SALK_098352

SALK_049625

SALK_113632

SALK_049627

Name
A LP
A_RP
B LP
B RP
C_LP
C_RP
D LP
D_RP
E LP
E_RP
F_LP
F_RP
G_LP
G_RP
H_LP
H_RP
J LP
J_RP
LBa1
LBb1

Primersequenz 5> 3’

ATG CCT GGATTC ATT TCC ATC
GTTTCT GGC TTC GGATGATTC
TCC ACG CCT AAT TGG TAC AAC
CAA TCG TAT GTA CGA CCA GCG
TCA ACG AGT TAG ACC GAA CGA
GAG TCC CGA CAT TTT TGA AGG
CCC GAC AAATTC TTT GAT GTG
CAAGTTTTT ACC GTT GCG ATG
GAA ACT TCT CAATCC CCATGC
GAA AAA GGC AATTTC CTC ATC TG
AAG AGC GAC TAGATATGC TCC G
TCA ACG AGT TAG ACC GAA CGA
GAT TTA ACC AGC CCG AGA AGA
GGC AGAAGC TGC TCTGTTTTT
TTT CAA TCG GCA AAG ACA GAG
TTT TCC AGA CAT TGT TGA GAC G
ATC GTT TGC ACC ACT AGC GTC
AAT CAATTATTT TGA AAC TAT AAC GTG
TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G
GCG TTGACCGCTTGCTGC AACT

Tn °C
55,9
57,9
57,9
59,8
57,9
57,9
55,9
55,9
57,9
57,1
60,3
57,9
57,9
57,9
55,9
56,5
59,8
54,3
64,0
65,8

Tabelle 2-4 Primer fiir das ,,Housekeeping-Gene“ APT1 als Kontrolle bei der RT-PCR und Primer
fir den kodierenden Bereich der cDNA der A°-3B-HSD aus Digitalis lanata. Angefiigte
Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen und benannt. Schmelztemperatur (T,,) nach MWG Report.

Name Primersequenz 5 > 3°

APT1_FWD GAT CCC AGA ATC GCT AAGATT GCC TC

APT1_REV GCA GCC GAC TTT ACA AGA ACAAAT AGC G

3bHSD-FWD  GCA TGC ATG TCG TCA AAG CCA AGG TTG

Sph |

3pHSD-REV  AAG CTT CTA ACG CAC GAC GGT GAA GC

Hind Il

Tn °C
64,8
65,1

66,5

66,4
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2.1.7 Medien

LB-Medium (“Luria Bertani Broth”)

Hefeextrakt 0,5%
Trypton 1 %
NaCl 1 %

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt, die Sterilisation erfolgte im Autoklaven.

Fur LB-Agar-Platten wurde zusétzlich 1,5% Agar (Applichem) zugesetzt.

TB-Medium (, Terriffic Broth®)

Lésung | ( fir 900 mL): Hefeextrakt 24 g
Trypton 12 g
Glycerol 4 mL

Lésung 1I: Kaliumphosphatpuffer pH 7,5 1 mM

900 mL steriler Lésung | werden vor Gebrauch mit 100 mL steriler Lésung Il gemischt.

MS-Medium (“Murashige and Skoog”)
MS (Murashige and Skoog Basal medium), (Sigma) 0,43 %
MES (2-[N-Morpholino]ethansulfonsédure), (Sigma) 0,05 %
Sucrose 05 %
Vitaminstock (10 mg Thiamin, 50 mg Pyridoxin, 50 mg Nicotinséure, 01 %

200 mg Glycin in 100 mL Wasser, sterilisiert)
Der pH-Wert wurde auf 5,7 eingestellt, die Sterilisation erfolgte im Autoklaven.

Fir MS-Agar-Platten wurde zusétzlich 0,8% Agar (Applichem) zugesetzt.

SOC-Medium (“Super Optimal Broth with catabolite repression”)
Trypton 2 %
Hefeextrakt 05 %
NaCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSQO, 10 mM
Glucose 20 mM

Der pH-wert wurde auf 7,0 eingestellt, die Sterilisation erfolgte im Autoklaven.

2.1.8 Pflanzenlinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Experimente mit Arabidopsis thaliana, Okotyp Columbia (Col-0)
Wildtyp (WT) und verschiedenen T-DNA-Insertionslinien von Arabidopsis thaliana, Okotyp
Columbia durchgefuhrt. Die Samen, welche die segregierende T3-Generation nach der
Transformation darstellen, wurden Uber das Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
bezogen (Alonso et al. 2003). In Tabelle 2-5 sind die Pflanzenlinien aufgefiihrt, welche mit Hilfe

des SIGnAL ,T-DNA Express® Arabidopsis Gene Mapping Tools (http://signal.salk.edu/cgi-

bin/tdnaexpress) ausgewahlt und untersucht wurden.
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Eine gute Erlduterung der Ublichen Schreibweisen, Bezeichnungen und Standards in der

Arabidopsis-Genetik befindet sich in Meinke und Koornneef (1997).

Tabelle 2-5 SALK-T-DNA-Insertionslinien Arabidopsis thaliana, Okotyp Col-0 mit Angabe der
ungefahren Region der T-DNA-Insertion nach SIGnAL ,T-DNA Express*.

T-DNA-Insertionslinie interner Name Gen Region der Insertion
SALK_008827 A At2g47130 300-UTR3
SALK_000277 B At2g47130 Exon

At2g47130 1000-Promotor
SALK_023471 C

At2g47140 300-UTR3
SALK_076271 D At2g47130 Exon

At2g47130 1000-Promotor
SALK_133720 E

At2g47140 Exon

At2g47130 1000-Promotor
SALK_098352 F

At2g47140 300-UTR3

At2g47130 300-UTR5
SALK_049625 G

At2g47140 300-UTR3
SALK_113632 H At2g47140 300-UTR5

At2g47130 300-UTR5
SALK_049627 J

At2g47140 300-UTR3

2.1.9 Rekombinantes Konstrukt der A°>-33-HSD aus Digitalis lanata EHRH.

Fur die Expression der rekombinanten A°-3B-HSD aus Digitalis lanata wurde ein Konstrukt,
welches freundlicherweise in Form einer Plasmid-DNA-Praparation von Michael Teuber (Teuber
2001) Uberlassen wurde, verwendet. Bei diesem war die kodierende Sequenz der A°-3B-HSD
(EMBL: AJ345026, Abb. A-1) Uber die Restriktionsschnittstellen Sph | und Hind 1l in den
Expressionsvektor pQE30 kloniert worden (Abb. A-2, in der vorliegenden Arbeit nach der

Transformation in die Expressionszellen als Klon HSD bezeichnet).

2.1.10 Geriate und Hilfsmittel

Die wichtigsten Geréate und Hilfsmittel werden in den einzelnen Kapiteln der Methoden aufgefihrt.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

Allgemeine molekularbiologische Standardmethoden wurden, soweit keine anderen Angaben
gemacht wurden, nach Sambrook et al. (1989) oder nach den Angaben der Hersteller der

eingesetzten Kits oder Enzyme durchgefihrt.

Basierend auf der bekannten Sequenz der A°-3B-HSD aus Digitalis lanata EHRH. wurde in der
Arabidopsis-Datenbank (http://www.arabidopsis.org) mit Hilfe der WU-BLAST2 Software eine

Suche nach ahnlichen Sequenzen in Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH. auf Proteinebene
durchgefiihrt. Die Sequenzvergleiche basieren auf dem BLAST-Algorithmus (Altschul et al. 1990
und 1997, Gish und States 1993). Fir die jeweiligen kodierenden Bereiche der cDNA der ersten

zwolf sequenzéhnlichsten Proteine wurden Primer entworfen (Tab. 2-2).

2.2.1 Kilonierung und rekombinante heterologe Expression

2211 Konstrukte und Klonierung

Fir die Klonierung der 3B-HSD-ahnlichen Sequenzen aus Arabidopsis thaliana wurden die
entsprechenden kodierenden Sequenzen zunachst mit Hilfe der Standard-PCR (2.2.2.1) unter
Verwendung der Pfu-Polymerase amplifiziert. Dabei wurden die spezifischen Primer so gewahlt,
dass jeweils die entsprechend vollstdndige kodierende Sequenz (CDS) amplifiziert wurde, und
dass die resultierenden PCR-Produkte am 5 Ende Uber eine BamH |- bzw. eine Sph I-
Schnittstelle sowie am 3° Ende Uber eine Sal I-Schnittstelle verfligten, um die Amplifikate nach
Zwischenklonierung im pCR® 2.1-Vektor in den Expressionsvektor pQE30 klonieren zu kénnen.
In Tabelle 2-2 finden sich Angaben Uber Bezeichnung, Ziel-cDNA, Sequenz und angefiigte
Restriktionsschnittstellen der verwendeten Oligonukleotide. Als Template diente hierbei eine
cDNA-Bank (2.1.4) in ihrer Plasmidform.

Die Amplifikationsprodukte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.2.4.1) aufgetrennt,
sofern mehr als eine Bande erschien, ihrer Gréf3e entsprechend ausgewahlt und aus dem Gel
extrahiert (2.2.3.3). Danach wurden sie einem ,A-tailing” unterzogen, da die Pfu-Polymerase
glatte Enden produziert und fiir die TA-Klonierung in den Zwischenvektor pCR® 2.1 Adenosin-
Uberhange nétig sind.

Hierfir wurde eine Mischung aus 6 pyL des aus dem Gel extrahierten PCR-Produktes, 1 pL
10x Reaktionspuffer, 0,2 yL dATP (10 mM), 1 yL Tag-Polymerase (5 U/uL) und 2 pL steriles
bidestilliertes Wasser fiir 40 min bei 70°C inkubiert.

Die Klonierung und Transformation in die TOP10 oder TOP10F '-Zellen (Tab. 2-1) erfolgte nach
Anleitung des Herstellers des TOPO TA CIoning®-Kits (Instruction Manual, Invitrogen). Der Erfolg
der Transformation wurde mit Hilfe der Colony-PCR (2.2.2.2) tberpriift. Positive Kolonien wurden
in LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum Uber Nacht bei 37°C und Schitteln bei 140 rpm
(GFL 3032 Schittelinkubator, hilab) vermehrt und die Plasmide unter Verwendung der
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angegebenen Miniprep- oder Midiprep-Kits (2.1.2) und entsprechenden Hersteller-Anleitungen

isoliert.

Vor der Umklonierung in den Expressionsvektor pQE30 wurde die Sequenz der klonierten CDS

durch Sequenzierung im Zwischenvektor pCR 2.1 Uberpruft (2.2.7).

Der Restriktionsverdau der Plasmide und des Expressionsvektors erfolgte jeweils mit den
Restriktionsenzymen der angefiigten Schnittstellen unter Verwendung der mitgelieferten Puffer
und Herstellerhinweisen. Der Plasmidverdau wurde Uber eine DNA-Gelelektrophorese
aufgetrennt und die der jeweiligen DNA-Sequenz entsprechenden Banden aus dem Gel
extrahiert, ebenso der Verdau des Expressionsvektors.

Fir die Ligation wurde die T4-DNA-Ligase (peglab) verwendet, wobei die fiinffache Stoffmenge
an Insert mit dem Vektor kombiniert wurde. Da es sich um Uberstehende Enden handelte, reichte
meist eine Inkubation von 1h bei Raumtemperatur aus; wenn nicht, wurde Uber Nacht bei 4°C
inkubiert.

Zur langerfristigen Lagerung bei —80°C wurden von allen positiven Bakterienklonen Glycerin- und
DMSO-Stocks angelegt. Hierfir wird 1 mL Bakterienkultur entweder mit 1 mL einer
Glycerinldésung (65% (V/V) Glycerin, 0,1 M MgSQO,4, 25 mM Tris/HCI pH 8) oder 1 mL einer
DMSO-L6sung (7% (V/V) Dimethylsulfoxid) versetzt. Die entsprechenden Plasmid-Praparationen
wurden bei —20°C gelagert.

2.21.2 Herstellung kompetenter Zellen
Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte von den E. coli Stdmmen XL 1-Blue und
M15[pREP4]. Hierfir wurde konsequent nach der Vorschrift des Protokolls 2 des Handbuches

The QlAexpressionist™ (Qiagen) gearbeitet.

2213 Transformation in Bakterien

Die Ligationsansatze mit dem Expressionsvektor pQE30 wurden in XL 1-Blue-Zellen oder
M15[pREP4]-Zellen von E. coli nach der Hitzeschockmethode (Cohen et al. 1972) transformiert.
Hierfir wurden nach Inaktivierung der Ligase fir 10 min bei 65°C, 10 yL des Ligationsansatzes
mit 100 uL der chemisch kompetenten Bakterienkultur fiir 25 min auf Eis inkubiert, 90 Sekunden
im Wasserbad auf 42°C erhitzt und sofort wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 500 yL SOC-
Medium wurde der Ansatz fir 2 Stunden bei 37°C unter Schiitteln (137 rpm) inkubiert und auf LB-
Agar-Platten (100 pg/mL Ampicillin far XL 1-Blue, zuséatzlich 25 pg/mL Kanamycin fir
M15[pREP4]) ausgestrichen. Die Kultivierung erfolgte ber Nacht bei 37°C (Brutschrank B6060,
Heraeus Instruments). Um spater eine negative Kontrolle fiir die 3p-HSD-Aktivitat zu haben, bzw.
eine Kontrolle auf endogene 3B-HSD-Aktivitat der Bakterienstamme, wurde auch Leerplasmid
transformiert. Die Selektion positiver Klone erfolgte wiederum mit der Colony-PCR (2.2.2.2). Vor
der Expression wurde die Korrektheit der Vektorkonstrukte nochmals durch Sequenzieren (2.2.7)

Uberpriift.
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2214 Rekombinante Expression in E. coli

Die Expression der HSD-dhnlichen Sequenzen aus Arabidopsis thaliana, der A°-3B-HSD aus
Digitalis lanata und des Leerplasmids erfolgte in Anlehnung an das Handbuch ,The
QlAexpressionist™ (Qiagen). Zunachst wurden Stocks positiver Klone zum Animpfen einer
Ubernachtkultur (LB-Medium, 100 mg/I Ampicillin) verwendet. Diese wurden zum Ansetzen der
Expressionskulturen genutzt. Je nach Volumen der Expressionskulturen wurden 10 mL oder
20 mL in 1 L bzw. 2 L LB-Medium (100 mg/L Ampicillin) oder TB-Medium (100 mg/L Ampicillin)
Uberimpft und bis zu einer optischen Dichte von Aggonm= 0,6 bis 0,8 bei 37°C im Schittler bei
140 rpm inkubiert. Die Induktion der Proteinbiosynthese erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG,
es wurde bei 37°C, 140 rpm und unterschiedlichen Zeiten exprimiert. Die Bakterien wurden bei
4°C und 5000 g 10 min (Laborzentrifugen 3K10/3K12, Sigma) abzentrifugiert und lysiert (2.3.1).
Fir die Kontrolle des Verlaufs wurden vor der Induktion und zu verschiedenen Zeiten jeweils
1 mL Probe entnommen und fir die SDS-PAGE (2.3.3) aufgearbeitet.

222 PCR

2221 Standard-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zum Amplifizieren der cDNAs der 33-HSD-&hnlichen
Sequenzen aus Arabidopsis thaliana, zur ldentifizierung positiv transformierter Bakterienkolonien
und zum Nachweis von T-DNA-Insertionen in genomischer DNA bzw. zur Identifizierung
homozygoter und heterozygoter T-DNA-Insertionslinien genutzt.

Fur einfache bzw. Routine-PCRs wurde die Tag-Polymerase (peglab) verwendet. Um eine
geringere Fehlerrate in der Sequenz zu klonierender Produkte zu erzielen, wurde zur
Amplifikation die Pfu-Polymerase (Promega) mit Korrekturaktivitdt verwendet. Aufgrund der
geringeren Prozessivitdt wurde die Elongationszeit verlangert. Die Amplifikation der gewilinschten

Produkte erfolgte im T3 Thermocycler (Biometra) nach folgendem Protokoll.

Reaktionsansatz:

10x Reaktionspuffer (Polymerase entsprechend) 25 L
dNTPs (je 5 mM) 1 ML
Primer FWD (10 pmol/uL) 25 L
Primer REV (10 pmol/pL) 25 L
Template 05-2 ML
Polymerase (1U/uL) 1 pL
ddH,0 steril ad 25 pL
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Programme: Taq-Polymerase Pfu-Polymerase

Initiale Denaturierung 95°C 5 min 95°C 2 min
Denaturierung 95°C 0,5 min 95°C 0,5 min
Annealing 53 -60°C 0,5min [x35 55 -60°C 0,5min [x35
Elongation 72°C 1 min 72°C 2,5 min
Finale Elongation 72°C 5 min 72°C 5 min

4°C oo 4°C o0

2222 Colony-PCR

Zur Uberprifung des Transformationserfolges wurde die Colony-PCR angewendet, bei der
einzelne Kolonien von E. coli als Template dienten. Diese wurden mit sterilisierten Zahnstochern
von den LB-Agar-Platten gepickt und kurz in einen PCR-Mastermix getaucht und danach zum
Animpfen der Einzelkolonie-Ubernachtkultur in LB-Medium Uberfiihrt. Die Zusammensetzung des
Mastermix entsprach der Standard-PCR und enthielt natiirlich die entsprechenden Primer flr das
jeweilige Insert. Beim Standardprogramm wurde die initiale Denaturierung auf 10 min verlangert,
um die Bakterienzellen besser aufzuschlieBen. Die PCR wurde mit der Agarose-

Gelelektrophorese (2.2.4.1) ausgewertet.

2223 RT-PCR

RT-PCR-Analysen wurden durchgefiihrt, um die Transkriptakkumulation der 3p3-HSD-&hnlichen
Sequenzen in verschiedenen Organen von Arabidopsis thaliana zu untersuchen. Hierfir wurde
Gesamt-RNA aus ca. 8 Wochen alten Pflanzen mit der Phenol-Chloroform Methode (2.2.3.4)
isoliert. Mogliche Kontaminationen mit DNA wurden mit der RQ1 RNase-Free DNase (Promega)
und entsprechendem Protokoll verdaut. Danach erfolgte die Erststrangsynthese mit der
SuperScript™ Il RNase H Reversen Transkriptase (Invitrogen) und entsprechendem Protokoll.
Es wurden 5 ug der Gesamt-RNA und Oligo(dT)42.1g-Primer eingesetzt.

Die reverse Transkription von PolyA*-RNA und anschlieRende Amplifikation der cDNA zur
Analyse der Transkriptakkumulation in den T-DNA-Insertionslinien erfolgte aus Gesamt-RNA,
welche aus ca. 3 Wochen alten Keimlingen mit dem QuickPrep Total RNA Extraction Kit isoliert
wurde. Die reverse Transkription erfolgte mit Ready-to-Go™ RT-PCR Beads (Amersham
Biosciences) nach dem Protokoll der Erststrangsynthese. Es wurden 1 ug der Gesamt-RNA und
Oligo(dT)42.1g-Primer verwendet.

Jeweils 1 L der Erststrangsynthesen wurden zur Amplifikation von cDNA mittels PCR (2.2.2.1)
eingesetzt. Als Primer fir die Gene At2g47130 und At2g47140 dienten die in Tabelle 2-2
aufgefuhrten. Zur Kontrolle der Effizienzen wurden Primer (Tab. 2-4) fiir das ,Housekeeping-

Gene* APT1 (Adenin-Phosphoribosyl-Transferase 1) verwendet.
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2.2.3 Praparation von Nukleinsauren

2231 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzen

Schnellpraparation genomischer DNA fiir PCR

Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefthrt. Mit einem 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefall wurde eine Blattscheibe ausgestanzt, im Reaktionsgefald unter fllissigem
Stickstoff zerkleinert, mit 400 uL Extraktionspuffer (200 mM Tris-HCL pH 7,5, 250 mM NacCl,
25 mM EDTA, 0,5% SDS) versetzt und fir 5 bis 10 s homogenisiert (Labormixer VF2).
AnschlieRend wurde 1 min zentrifugiert (14 000 rpm) und 300 pL des Uberstandes wurden mit
300 uL Isopropanol versetzt und prazipitiert (5 min, 14000 rpm). Das entstandene Prézipitat
wurde einige Minuten luftgetrocknet und in 100 uL sterilem Wasser gel6ést. 1 uL dieser DNA-
Lésung war fir PCR-Ansatze ausreichend.

Das Protokoll basiert auf der Methode beschrieben bei Edwards et al. (1991).

Isolierung reiner genomischer DNA

1 g Pflanzenmaterial wurde unter flissigem Stickstoff gemérsert, in 2 mL Extraktionspuffer
(100 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 10 mM Mercaptoethanol, 1,5% (m/v)
SDS) aufgenommen und 10 min bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,6 mL 5 M
Kaliumacetatlésung und 10 min auf Eis, wurde zentrifugiert (10 min, 15000 g, 4°C). Der
Uberstand wurde mit 2 mL eines Gemisches aus Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
versetzt und zentrifugiert (5 min, 12000 g, 4°C). Dieser Schritt wurde wiederholt bis kein
Niederschlag geféllter Proteine in der Interphase mehr zu erkennen war. Die in der wassrigen
Phase enthaltene DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Volumen Isopropanol (1 h,
Raumtemperatur) prazipitiert (5 min, 15000 g, 4°C). Das Prazipitat wurde mit 70% Ethanol
gewaschen und in 100 pL sterilem bidestillierten Wasser aufgenommen. Es erfolgte eine

photometrische Konzentrationsbestimmung (2.2.5.1).

2.23.2 Praparation von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien folgt der Methode der Alkalischen Lyse (Birnboim
und Doly 1979).

Mini-Praparation

Das Prézipitat von 1,5 mL einer E. coli Ubernachtkultur wurde in 150 pL Lésung | (50 mM
Glucose, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 150 yL L&sung I
(0,2 N NaOH, 1% (m/V) SDS), Mischen bis zur Bakterienlyse, Zugabe von 150 pL L&sung Il
(3 M Kaliumacetat pH 4,8), Mischen und Zugabe einiger Tropfen Chloroform wurde 5 min bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Aus dem wassrigen Uberstand wurden die Nukleinsduren mit
1 Volumen Isopropanol prazipitiert (10 min, 4°C, 12000 x g). Das Prazipitat wurde mit 70%igem
(v/v) Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen an der Luft in 20 L sterilem bidestilliertem

Wasser resuspendiert.
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Teilweise stand auch der QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen) fiir eine Isolierung zur Verfiigung.

Midi-Praparation

Grolkere Mengen an Plasmid-DNA, die fir Sequenzierungen nétig waren, wurden mit dem
QIAGEN® Plasmid Midi Purification Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Hier wird die
alkalische Lyse mit einem chromatographischen Reinigungsschritt (Anionenaustauscher)
kombiniert.

2233 Gelextraktion von DNA-Fragmenten

Zur Extraktion der Nukleinsdurebanden aus Agarosegelen, wurden die Fragmentbanden unter
UV-Licht ausgeschnitten und die DNA mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen)
entsprechend dem Herstellerprotokoll eluiert. Das Prinzip beruht auf der Adsorption der DNA an

Silicagelmembranen.

2234 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus 3 Wochen alten Keimlingen von Arabidopsis thaliana
erfolgte mit dem Quickprep™ Total RNA Extraction Kit (Amersham Biosciences) und
Herstellerprotokoll. Es wurden 50 mg Pflanzenmaterial verwendet. Hierbei erfolgt die
Homogenisierung und Extraktion in einem Puffer, welcher Guanidiniumthiozyanat enthélt. Die
Fallung der RNA erfolgt mit Lithiumchlorid und Caesiumtrifluoracetat. Das erhaltene Prazipitat
wurde in 100 pL DEPC-Wasser geldst. Die Konzentration der RNA wurde bestimmt (2.2.5.1).

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus verschiedenen Organen 8 Wochen alter Pflanzen erfolgte
mit der Phenol-Chloroform Methode, einer modifizierten Methode nach Reinbothe et al. (1992).
Soweit mdglich, erfolgten alle Schritte auf Eis. Es wurden 0,5 bis 3 g Pflanzenmaterial in flissigen
Stickstoff gemorsert, das entstandene Pulver wurde in 6 mL NTES-Puffer (10 mM Tris-HCI pH
7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% (m/V) SDS) und 6 mL Phenol/Chloroform (1:1) mit dem
Labormixer (VF 2) mindestens 5 min homogenisiert. Nach Zentrifugation (10 min, 5000 g, 4°C)
wurde die wassrige Oberphase wiederum mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (1:1) versetzt,
mindestens 1 min homogenisiert und anschlieRend zentrifugiert (10 min, 5000 g, 4°C). Dieser
Schritt wurde wiederholt bis kein Proteinniederschlag mehr entstand. Die Fallung der
Nukleinsauren in der wassrigen Phase erfolgte ber Nacht bei —20°C durch Zusatz von
0,1 Volumen 3 M Natriumacetatlésung pH 5,2 und 3 Volumen 96% Ethanol. Die Nukleinsduren
wurden prazipitiert (30 min, 5000 g, 4°C), mit 70% Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, bei
Raumtemperatur getrocknet und in 5 mL sterilisiertem, DEPC behandeltem Wasser gelést. Die
Fallung der RNA erfolgte durch Zugabe von 5 mL 4 M LiCl-Lésung pH 5,2 bei 4°C Uber Nacht.
Nach Zentrifugation (30 min, 5000 g, 4°C), waschen mit 70% Ethanol und trocknen bei
Raumtemperatur wurde die RNA in 100 uL DEPC-Wasser gel6st. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte photometrisch (2.2.5.1). Die RNA-Proben wurden bei —80°C gelagert.
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2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

2241 Elektrophorese von DNA-Fragmenten

Es wurde mit 1,25%igen Agarosegelen (0,5 g Agarose in 40 mL TTE-Puffer) gearbeitet. Vor dem
GielRen des Geles wurden 20 pL Ethidiumbromidlésung (1 mg/mL) zugegeben. Die DNA-Proben
wurden mit 10x Probenpuffer (50% Glycerin, 200 mM EDTA pH 7,5, 0,01% Bromphenolblau)
versetzt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im TTE-Puffer (90 mM Tris, 3 mM Taurin,
1 mM EDTA) bei einer Spannung von 80 V (Electrophoresis Power Supply EPS 301, Amersham).
Als GréRenmarker wurden der 100 bp DNA Ladder oder 1 kb DNA Ladder (beide New England
Biolabs) oder der O'Range Ruler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas) verwendet. Die auf-
getrennten DNA-Fragmente wurde mit Hilfe eines UV-Transilluminators (A=254 nm, TC-312 A/F,
Spectroline) ausgewertet und gegebenenfalls mit einer Videokamera (CCD Video Camera
Module N50 und Video Copy Processor P91E) dokumentiert.

2.24.2 Elektrophorese von RNA

Fur die Auftrennung von RNA-Proben wurde ein denaturierendes Agarosegel (1,2% (m/V))
verwendet. 2,4 g Agarose, 20 mL 10xMOPS-Puffer (400 mM MOPS/NaOH pH 7, 100 mM
Natriumacetat, 10 mM EDTA) und 144 mL DEPC-Wasser wurden bis zur vollstandigen Auflésung
der Agarose erhitzt. Nach Abkihlung wurden 36 mL Formaldehyd zugegeben und das Gel
gegossen. Die RNA-Proben (20 ug RNA) wurden mit 3 Volumen RNA-Probenpuffer und
0,1 Volumen RNA-Stoppuffer versetzt, 15 min bei 65°C (Thermomixer 5437, Eppendorf)
denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Den Proben wurde vor dem Auftragen auf das Gel je 2 pL
Ethidiumbromidlésung (0,1 mg/mL) zugesetzt. Die elekrophoretische Auftrennung der Gesamt-
RNA erfolgte im 1xMOPS-Puffer bei einer Spannung von 100 V (EPS 301, Amersham

Pharmacia).

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

2.2.51 Photometrische Bestimmung

Die photometrische Konzentrationsbestimmung wurde tber die Messung der optischen Dichte
bei einer Wellenlange von 260 nm mit dem GENE QUANT II (Amersham Pharmacia Biotech)
durchgefihrt. Eine Absorption von 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm wurde einer Konzentration
von 50 pg/mL DNA bzw. 40 ug/mL RNA gleichgesetzt. Der Proteinindex (Absorption bei 260
nm/Absorption bei 280 nm) diente als Qualitdtsmerkmal. Eine proteinfreie Nukleinsaureldsung
sollte theoretisch einen Wert zwischen 1,8 — 2,0 aufweisen.

2.2.5.2 Bestimmung mittels Agarosegel
Zur groben Abschéatzung geringer Mengen von DNA wurde die Intensitat der Bande auf dem
Agarosegel mit der Intensitdt der Banden des GroéRenmarkers verglichen, dessen

Mengenverhéltnis der Banden vom Hersteller angeben ist.
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2.2.6 Identifizierung homozygoter T-DNA-Insertionsmutanten

Fir eine Funktionsanalyse der 3B-HSD-ahnlichen Sequenzen in Arabidopsis thaliana wurden
SALK-T-DNA-Insertionslinien (2.1.8) fur das Gen At2g47130 und fiir das Gen At2g47140 kauflich
erworben. Zwischen 10 bis 20 Samen jeder Pflanzenlinie wurden ausgesat und auf Erde kultiviert
(2.5.1). Von jeder einzelnen Pflanze wurde zunachst mit der Schnellpraparation (2.2.3.1)
genomische DNA extrahiert und mittels PCR untersucht, ob sie bezlglich der T-DNA-Insertion

homozygot oder heterozygot waren.

Hierfir wurden zwei PCR-Reaktionen je Pflanze mit unterschiedlicher Primer Kombination und
der genomischen DNA als Template angesetzt. Ein PCR-Ansatz enthielt ein genspezifisches
Primerpaar (LP und RP), die mit dem Programm ,SALK T-DNA verification primer design®

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.html) so konzipiert wurden, dass die Groflte des WT-Amplikons

ungefahr zwischen 900-1100 bp lag. Der andere PCR-Ansatz enthielt den genspezifischen
Primer (RP) der rechtsseitig von der T-DNA-Insertionsstelle flankierenden genomischen Sequenz
und einen Left-Border T-DNA-spezifischen Primer (LBa1 oder LBb1). Die Groflke der Amplifikate
konnte zwischen 610-910 bp (LBa1) bzw. 410-710 bp (LBb1) liegen, in einigen Fallen waren sie
jedoch groRer. In Tabelle 2-3 sind die Sequenzen aller verwendeten Primer und in Tabelle 2-5 die
zugehdrigen SALK-T-DNA-Insertionslinien angegeben. Ansonsten entsprachen Reaktionsansatz
und Programm der Standard-PCR (2.2.2.1). In Abbildung 8 ist die Vorgehensweise der
Identifizierung homozygoter T-DNA-Insertionsmutanten schematisch dargestellt. Es wurde stets
eine Kontroll-PCR mit genomischer DNA von WT-Pflanzen mitgefiihrt. Nach der Identifizierung
wurde aus der entsprechenden Pflanze reine genomische DNA (2.2.3.1) gewonnen und zur
Bestatigung des Genotyps nochmals mit der gleichen Vorgehensweise Uberprift. Die genaue
T-DNA-Insertionsstelle wurde durch Sequenzieren (2.2.7) des Produktes der PCR mit den

jeweiligen RP-Primern und LBb1 bestimmt.

T-DNA
5 —> LP \\\\\\\I l’//”” 3
3 +« 5

Abbildung 8 Schema der genotypischen Charakterisierung der T-DNA-Insertionsmutanten.

LP — linker genspezifischer Primer, RP — rechter genspezifischer Primer, BP — T-DNA Left-Border
Primer (LBa1 oder LBb1), BPos — Distanz zwischen BP und der Insertionsstelle, fur LBa1: 310 bp, fir
LBb1: 110 bp.

Eine PCR mit den Primern LP und RP liefert das WT-Amplikon, bei einer PCR mit den Primern RP
und BP wird der Bereich zwischen der Left-Border der Insertion und der flankierenden genomischen
Region amplifiziert. Eine Pflanze ist fur die jeweilige T-DNA-Insertion homozygot, wenn kein WT-Allel
amplifiziert werden kann.
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2.2.7 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen der Plasmid-DNA wurden zum Teil von Dr. A. Peterson (Biozentrum, MLU
Halle-Wittenberg) durchgefihrt. Es kamen ein ALFexpress™ DNA Sequencer (Amersham-
Pharmacia) und ein ABI Prism® 377DNA Sequencer (Perkin Elmer) zum Einsatz. Sie erfolgten
nach den Methoden von Chen und Seeburg (1985) sowie Sanger et al. (1977).

Des Weiteren wurden Sequenzierungen sowohl von Plasmid-DNA als auch von PCR-
Amplifikationsprodukten von T-DNA-Insertionen in genomischer DNA von der Firma MWG-
Biotech (Ebersberg) durchgefihrt. Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit dem
Programm OMIGA 2.0 (Oxford Molecular Ltd.).

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Bakterienlyse

Die Lyse der E. coli Expressionskulturen (2.2.1.4) erfolgte in Anlehnung an das Protokoll 9 des
Handbuches ,The QlAexpressionist’™ unter nativen Bedingungen. Zu den abzentrifugierten
Bakterienzellen wurden je g Pellet 5 mL Lysispuffer (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM
Imidazol, pH 8,0) gegeben und resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von
Lysozym (Endkonzentration 1 mg/mL Lysispuffer) und nach 30 minutiger Inkubation auf Eis durch
Ultraschall (SONOREX TK 30, Bandelin). Die Proben wurden im Ultraschallbad auf Eis 12 x 10 s,
mit je 10 s Kihlungspause auf Eis, beschallt. Fir die spatere Reinigung Uber die Nickel-
Sepharose-Sdulen (2.3.2) war eine anschlieende Behandlung mit RNAse A (10 pg/mL) und
DNAse | (5 pg/mL) fur 15-30 min auf Eis unerlasslich. Die Zellriickstdnde wurden abzentrifugiert
(30 min, 10000 g, 4°C) und der Uberstand, der die I8sliche Proteinfraktion darstellt, mdglichst
sofort zur Proteinreinigung (2.3.2), Quantifizierung (2.3.4) und fur Aktivitatstest (2.3.5) weiter
verwendet. Ansonsten wurden die Bakterienlysate fiir Enzymassays aliquotiert und bei —80°C
gelagert.

Die mit der Bradford-Methode (2.3.4) bestimmten Gesamtproteinkonzentrationen der I6slichen
Fraktionen lagen zwischen 1-1,7 mg/mL. Sie wurden mit Lysispuffer auf ca. 1 mg/mL verdinnt.
Die Konzentration der Kontrollfraktion (Leerplasmid) betrug 0,6 mg/mL. Im Assay wurden jeweils

100 pL der I8slichen Proteinfraktion eingesetzt.

2.3.2 Reinigung der heterolog exprimierten Proteine

Die rekombinant exprimierten Proteine erhielten durch die Klonierung in den Expressionsvektor
pQE30 einen 6fachen Histidin-Anhang (6xHis-tag) am N-Terminus. Dieser erlaubt eine Reinigung
Uber Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) bzw. Ni-Affinitdtschromato-
graphie. Es wurden HisTrap™HP-S&ulen (Amersham Biosciences) mit 1 oder 5 mL S&ulen-
volumen verwendet. Die Matrix der Saulen bildet eine mit Nickelionen (Ni?*) beladene

~Sepharose™ High Performance” (hochvernetzte Agarose, 6%). Histidin bildet Chelatkomplexe
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mit Nickelionen. Proteine mit einem 6xHis-tag, sollten eine héhere Affinitdt zu den Nickelionen
haben, sofern der Anhang nicht durch die Tertiarstruktur verborgen ist. Die Elution der
gebundenen Proteine erfolgt bei verschiedenen Imidazolkonzentrationen. Die notwendige H6he
der Imidazolkonzentration wurde in Vorversuchen mit dem QIAGEN® Ni-NTA Spin Kit (Qiagen)
bestimmt.

Alle Schritte der Reinigung erfolgten bei 4-12°C, mit Hilfe des AKTA™explorer Systems
(Pharmacia Biotech). Die Bakterienlysate (2.3.1) wurden nochmals mit dem Lysispuffer 1:1
verdiinnt und durch Membranfilter (Durchmesser 0,45 pm) filtriert, um einer Verstopfung der

Sé&ule vorzubeugen.

Nach der Equilibrierung mit 5 Saulenvolumen Bindungs- bzw. Waschpuffer und Aufgabe der
Proben (20-30 mL) auf die Séaule, wurden mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer (20 mM
Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,4) nicht gebundene Proteine entfernt. Der
Zusatz des Imidazols in geringer Konzentration senkt die aufgrund von Histidin-Anteilen
vorhandene Bindungskapazitat bakterieller Proteine. Die Elution gebundener Proteine erfolgte
Uber einen Imidazol-Gradienten (20-500 mM) der durch die Mischung des Waschpuffers mit dem
Elutionspuffer (20 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 500 mM Imidazol, pH 7,4) hergestellt
wurde. Die Lange des Gradienten betrug 20 Saulenvolumen. Die FlieRgeschwindigkeit betrug
1 mL/min. Die Eluate wurden in 2 mL Fraktionen gesammelt, wobei in den Auffanggefalien
jeweils 2 mL Aufbewahrungspuffer (10 mM Phosphatpuffer pH 8) vorgelegt wurden, um ein
Ausfallen der Proteine durch die hohe Imidazolkonzentration zu verhindern und um das Protein
zu stabilisieren. Die Fraktionen wurden nach der Verlaufsgrafik des UV-Spektrums bei 280 nm
ausgewdhlt. Es wurde eine Proteinquantifizierung (2.3.4) und eine Uberpriifung der Reinheit
mittels SDS-PAGE (2.3.3) vorgenommen. Die vereinigten Fraktionen reiner Proteinldsungen
wurden nochmals zu gleichen Konzentrationen mit Aufbewahrungspuffer verdiinnt. Die
Konzentration wurde durch nochmalige Messung bestétigt und unter Zusatz von 2% Glycerol zu
0,5 mL Proben aliquotiert und bis zur Weiterverwendung fiir Enzymassays (2.3.5) und kinetische

Messungen bei —80°C gelagert.

2.3.3 SDS-PAGE
Die denaturierende SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese), nach

dem diskontinuierlichen Laemmli-System (Laemmli 1970), diente der Uberpriffung und
Proteindetektion der Uberexpression und Proteinreinigung.

Fir die PAGE wurden 3,75%ige Sammelgele mit 12%igen Trenngelen kombiniert. Die Proben
wurden mit SDS-Probenpuffer (0,625 M Tris-HCI pH 6,8, 10% Glycerol, 2% (m/V) SDS, 4%
a-Mercaptoethanol, Bromphenolblau) versetzt und vor dem Auftragen 5 min bei 95°C denaturiert.
Als Grolkenmarker kamen der peqGOLD Protein-Marker | (peglab), der Prestained Protein
Marker, Broad Range (NEB), PageRuler™Prestained (Fermentas) oder der PageRuler™Protein

Ladder (Fermentas) zum Einsatz. Die Elektrophorese fand in der Mini Vertical Gel Elektrophorese
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Einheit VGT 3 (180 V, 15-30 mA) im SDS-PAGE-Laufpuffer (Tris 6,0 g/L, Glycin 28,8 g/L, SDS
1 g/L, pH 8,3) statt.

3,75 % 12 %

Sammelgel Trenngel

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 - 2,5mL
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 2,5 mL -
30% Acrylamid 1,25 mL 4.0 mL
10% SDS 0,1 mL 0,1 mL
80% Glycerol - 0,6 mL
Aqua dest. 6,15 mL 2,6 mL
10% TEMED 0,02 mL 0,1 mL
10% APS 0,08 mL 0,1 mL

Die Anfarbung der Proteinbanden erfolgte nach dem Fixieren (20 min, 50% (V/V) Methanol, 12%
(V/V) Essigsaure) mit Coomassie-Farbelésung (30 min, 50% (V/V) Ethanol, 12% (V/V)
Essigsdure, 0,2% (m/V) Coomassie Brilliant Blue R250). Der Hintergrund wurde mit einer
Entférberldsung (25% (V/V) Ethanol, 10% (V/V) Essigséure) entfernt. Zur Aufbewahrung wurden
die Gele zunachst in Trocknungslésung (1 h, 40% (V/V) Methanol, 10% (V/V) Essigsaure, 6%
(V/V) Glycerol) geschwenkt, danach in Zellophanpapier eingespannt und getrocknet.

Fur die Uberprifung der Proteinreinheit nach der Reinigung wurde eine Silberfarbung
vorgenommen. Die Gele wurden zunachst 1 h in Fixierldsung (50% (V/V) Methanol, 12% (V/V)
Essigsaure, 0,05% Formaldehyd) geschwenkt. Sie wurden 3 x 20 min mit 50%iger (V/V)
Ethanollésung gewaschen, 1 min mit 0,02%iger (m/V) Natriumthiosulfatiésung vorbehandelt und
3 x 1 min mit bidestilliertem Wasser gewaschen. Nach 30 min Inkubation in der Impragnierlésung
(0,2% (m/V) Silbernitrat, 0,075% Formaldehyd) wurde kurz mit bidestilliertem Wasser gewaschen
und bis zur Farbung der Banden in Entwicklerlésung (4% (m/V) Natriumcarbonat, 0,5%
Natriumthiosulfat, 0,05 % Formaldehyd) geschwenkt. Nach dem Abstoppen der Reaktion (50%
Methanol, 12% Essigsaure) wurden die Gele mit bidestilliertem Wasser gewaschen und

getrocknet (siehe oben).

2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinquantifizierung erfolgte mit der Bradford-Methode (Bradford 1976). Ein Volumen
Bradford-Reagenz (10 mg Serva Blue G250, 5 mL 96% Ethanol, 10 mL 85% Phosphorséure in
100 mL bidestilliertem Wasser) wurde mit 4 Volumen bidestilliertem Wasser verdiinnt. 1-10 yL
Proteinlésung wurden mit dieser Verdiinnung versetzt. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm
wurde mit dem Zweistrahlphotometer UV-160A (Shimadzu) gemessen. Die Berechnung der
Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Kalibriergeraden, die mit Rinderserumalbumin (BSA)

erstellt wurde. Lineare Abhé&ngigkeit lag im Bereich von 60 pg/mL — 150 pug/mL vor.
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2.3.5 Enzymassays und kinetische Charakterisierung

2.3.51 Spektrophotometrische Messung der Enzymaktivitidten

Die photometrischen Messungen der Enzymaktivitdten wurden mit dem Zweistrahlphotometer
UV-160A (Shimadzu) mit einem angeschlossenem Thermostaten (Haake Fisons) in auf 40°C
temperierten UV-Kivetten (Brand) mit einer Schichtdicke von 1 cm durchgefiihrt.

Fur die Messung der Dehydrogenase-Aktivitdt wurde die Anderung der Absorption bei 340 nm
(entsprechend der NADH-Zunahme) Gber 30 min verfolgt (Thomas et al. 1988, Rutherfurd et al.
1991). Ein 1 mL umfassender Enzymansatz enthielt 12 ug Enzym und 0,1 mM NAD" in 10 mM
Phosphatpuffer pH 7,5. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Substrates Pregnenolon in
Ethanol (Endkonzentration 60 pM) und kurzes Mischen durch Auf- und Abpipettieren in der
Klvette (ca. 5 s) gestartet. Als Null-Abgleich diente ein Ansatz mit 12 ug Protein und 0,1 mM
NAD" in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,5. Zur Kontrolle wurde die Anderung der Absorption von
Ansatzen ohne Enzym bzw. ohne Substrat unter gleichen Bedingungen verfolgt. Fir die
Berechnungen wurde ein molarer Extinktionskoeffizient des NADHs von €340= 6178 L mol” cm’
verwendet (Rutherfurd et al. 1991).

Fur die Messung der Isomerase-Aktivitait wurde die Anderung der Absorption bei 248 nm
(entsprechend der Zunahme von Progesteron) Gber 30 min verfolgt (Talalay und Wang 1955,
Rutherfurd et al. 1991). Allerdings musste hierbei die Kosubstratkonzentration auf 0,05 mM
reduziert werden, da NAD*/NADH ein Absorptionsmaximum bei 260 nm besitzen und aufgrund
ihres hohen Extinktionskoeffizienten bei dieser Wellenldange bei héheren Konzentrationen die
Absorption des entstehenden Progesterons bei 248 nm (berdeckten. Ein 1 mL umfassender
Enzymansatz enthielt 12 yg Enzym und 0,05 mM NAD" in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,5. Die
Reaktion wurde gestartet durch Zugabe des Substrates 5-Pregnen-3,20-dion in Ethanol
(Endkonzentration 60 pM) und kurzes Mischen. Fir die Bestimmung der spontanen
Isomerisierung von 5-Pregnen-3,20-dion zu Progesteron wurde unter gleichen Bedingungen ohne
Enzym gemessen. 5-Pregnen-3,20-dion wurde hierfir frisch in Ethanol geldst und so schnell wie
moglich vermessen. Fir die Berechnungen wurde ein molarer Extinktionskoeffizient des
Progesterons von €,45= 15500 L mol™" cm™ (Finsterbusch 1999) verwendet.

Die Bestimmung der K,-Werte der Kosubstrate NAD" und NADH erfolgte durch Messung der
Absorptionsanderung bei 340 nm (entsprechend der Zunahme bzw. Abnahme von NADH). Es
wurde eine Konzentration der Substrate 5a-Pregnan-3-ol-20-on (NAD") und 5a-Pregnan-3,20-
dion (NADH) im Uberschuss bzw. Sattigungsbereich von 0,25 mM gewahlt. Dafir war eine
Vorinkubation der Ansdtze mit 0,25 mM Substrat (5 mM in Ethanol) in 10 mM Phosphattpuffer
pH 7,5 fir 5-10 min bei 40°C und 1100 rpm (Thermomixer 5437, Eppendorf) erforderlich, um eine
vollstandige Lésung des Substrates zu gewéhrleisten. Nach Uberfiihrung eines Ansatzes in die
vortemperierte Kiivette und Zugabe der Proteinldsung (Endkonzentration 5 ug/mL) erfolgte der
Reaktionsstart durch Zugabe der NAD'/NADH-Lésung (im Reaktionspuffer). Die Messungen
erfolgten in einem Konzentrationsbereich von 1-100 yM (NAD") bzw. 5-250 yM (NADH). Es
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wurden Kontrollproben ohne Enzym bzw. ohne Kosubstrat durchgefiihrt. Es wurden

Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden berechnet.

2.3.5.2 Standardassay

Die Bestimmung der Enzymaktivitédt fur verschiedene Substrate erfolgte fir die I6sliche
Proteinfraktion der lysierten Bakterienkulturen und die gereinigten Proteine mit dem
Standardassay nach Seidel et al. (1990). Es wurden zunachst die Bedingungen, welche fir die
pflanzliche A®-3B-HSD aus Digitalis lanata optimiert waren (Finsterbusch 1999), Ubernommen.
Der Reaktionspuffer (10 mM Phosphatpuffer) wurde auf pH 8,0 eingestellt, da die kinetischen
Messungen der nativen A°-3B-HSD bei diesem pH-Wert durchgefiihrt wurden. Als Standard-
substrat fir die Oxidation wurde Pregnenolon gewéhlt, fir die Reduktion 5-Pregnen-3,20-dion.
Als Kosubstrat der Oxidation wurde NAD®, der Reduktion NADH im Uberschuss (1 mM)
verwendet. Der Assay wurde in 2 mL Reaktionsgefaf3en fir 30 min bei 50°C und 1100 rpm
(Thermomixer 5437, Eppendorf) durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe und Schitteln
im Thermomixer (10 min, 1300 rpm) mit 2 Volumen gekihltem Diethylether beendet. Zur
Phasentrennung wurde zentrifugiert (1 min, 14000 g, RT). Nach dreimaligem Ausschitteln mit
Diethylether wurden die vereinigten Diethyletherphasen bei 45°C eingedampft und die Proben in
100 pyL Methanol, welches den jeweiligen internen Standard (0,25 mg/mL) enthielt, auf-

genommen. Die Identifizierung und Quantifizierung der Produkte erfolgte mittels GC/MS (2.4.2).

Die mit der Bradford-Methode (2.3.4) bestimmten Gesamtprotein-Konzentrationen der I6slichen
Fraktionen der Bakterienlysate lagen zwischen 1-1,7 mg/mL. Sie wurden mit Lysispuffer auf ca.
1 mg/mL verdinnt. Die Konzentration der Kontrollfraktion (Leerplasmid) betrug 0,6 mg/mL. Im
Assay wurden jeweils 100 pL der I6slichen Proteinfraktion eingesetzt.

Bei Enzymassays mit gereinigten Proteinen wurde das Gesamtvolumen auf 250 pL reduziert, die

Proteinkonzentration im Assayansatz betrug 20 ug/mL (5 pg Protein).

Assayansatz: Volumen Konzentr. Oxidation Reduktion
Bakterienlysat (2.3.1) oder 100 pL
Proteinlésung (2.3.2) 40 uyL 20 pg/mL

. 5-Pregnen-
Substrat (9 mM in DMSO) 3uL  0,3mM Pregnenolon

3,20-dion

Kosubstrat (10 mM in Reaktionspuffer) 50 pL 1mM NAD* NADH
10 mM Phosphatpuffer pH 8,0 ad 500 uL
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2.3.5.3 Substrate und Abhangigkeit von der Proteinkonzentration

Die Bakterienlysate bzw. reinen Proteinlésungen wurden hingehend ihrer Substratspezifitat
untersucht. Die Bedingungen entsprachen dem Standardassay (2.3.5.2). Auf die Auswahl der
Substrate wird im Kapitel Ergebnisse 3.2.2.1 eingegangen. In Tabelle 2-6 (2.4.2) sind die
Substrate bzw. detektierten Produkte aufgefihrt.

Die Abhangigkeit der Aktivitdt von der Proteinkonzentration der gereinigten Proteine wurde

ebenfalls unter den Bedingungen des Standardassays mit dem Substrat Pregnenolon bestimmt.

2.3.54 Abhéangigkeit der Aktivitat von der Temperatur

Die Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur fir die heterolog exprimierten Proteine aus
Arabidopsis thaliana erfolgte unter den Bedingungen des Standardassays (2.3.5.2) mit reinen
Proteinldsungen und dem Substrat Campesterol (0,3 mM) bei 30°C, 40°C, 50°C und 60°C. Die
Proben wurden mit Hilfe der GC/MS (2.4.2) quantitativ ausgewertet.

2.3.5.5 Abhéangigkeit der Aktivitat vom pH-Wert

Die Bestimmung des optimalen pH-Wertes fir die heterolog exprimierten Proteine aus
Arabidopsis thaliana erfolgte unter den Bedingungen des Standardassays (2.3.5.2) mit reinen
Proteinlédsungen und dem Substrat Campesterol (0,3 mM). Als Reaktionspuffer wurde der 10 mM
Phosphatpuffer mit den pH-Werten 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 und 8,0 verwendet. Die Proben wurden
mit Hilfe der GC/MS (2.4.2) quantitativ ausgewertet.

2.3.5.6 Abhéangigkeit der Aktivitat von der Inkubationszeit

Die Ermittlung des linearen Verlaufs der Reaktionszeit fur die heterolog exprimierten Proteine aus
Arabidopsis thaliana erfolgte unter den Bedingungen des Standardassays (2.3.5.2) mit reinen
Proteinldsungen und dem Substrat Campesterol (0,3 mM). Der Enzymassay wurde jeweils nach
0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 und 60 min Inkubationszeit gestoppt. Die Proben wurden mit Hilfe der
GC/MS (2.4.2) quantitativ ausgewertet.

2.3.5.7 Abhéangigkeit der Aktivitat vom Kosubstrat

Die Abhéangigkeit der Dehydrogenase-Aktivitdt vom verwendeten Kosubstrat, wurde fir die
heterolog exprimierten Proteine aus Arabidopsis thaliana unter den Bedingungen des
Standardassays (2.3.5.2) mit reinen Proteinldsungen und dem Substrat Campesterol (0,3 mM)
getestet. Die Kosubstrate NAD" und NADH wurden jeweils im Uberschuss (1 mM) zugegeben.

Die Proben wurden mit Hilfe der GC/MS (2.4.2) quantitativ ausgewertet.

2.3.5.8 Bestimmung von K, und V
Fir die heterolog exprimierte 3-HSD aus Digitalis lanata und die heterolog exprimierten Proteine
der Gene At2g47130, At2g47140 und At1g52340 aus Arabidopsis thaliana wurden mit

verschiedenen Substraten kinetische Messungen durchgefiihrt (Tab. 2-6). Fir die Messungen
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wurde der Standardassay (2.3.5.2) mit reiner Proteinlésung (20 pug/mL im Reaktionsansatz), und
den jeweiligen Konzentrationsreihen der verschiedenen Substrate durchgefthrt. Zunachst wurde
unter den Assay-Bedingungen der pflanzlichen A°-33-HSD aus Digitalis lanata (Finsterbusch
1999) gearbeitet, um die erhaltenen Werte mit den bisher bekannten vergleichen zu kénnen.
Folgende Anderungen wurden vorgenommen: Das Gesamtvolumen eines Ansatzes wurde auf
250 pL reduziert, um weniger Protein einsetzen zu kénnen. Fir das Substrat Campesterol
(0,005-0,2 mM) und 28-Homoteasteron (0,005-0,1 mM) wurde der Assay an die optimierten
Bedingungen (pH 7,5; 37°C) angepasst. Fur jedes Substrat wurden Kontrollproben unter gleichen
Bedingungen ohne Zugabe von Protein angefertigt.

Die Vermessung und Quantifizierung der Proben erfolgte mit GC/MS (2.4.2), im Fall des
28-Homoteasteron mit dem Massenspektrometer Finnigan LCQ (2.4.4). Soweit moglich wurden
fur die jeweiligen Produkte Kalibriergeraden ermittelt (Tab. A-2). Nach Dreifachbestimmungen
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.

Die Auswertung der kinetischen Daten zur Ermittlung von K, und Vn.x erfolgte mittels
nichtlinearen Regression an die hyperbole Kurve der Michaelis-Menten-Gleichung
V =(Vimax [S)/(Km + [S]) (Michaelis und Menten 1913, Briggs und Haldane 1925) mit Hilfe des
Programms ,Enzyme Kinetic Modul 1.3 SigmaPlot 10.0“ (Systat) und dem géangigen
Linearisierungsverfahren nach Hanes-Woolf (Hanes 1932).

Die Bestimmung der K.,- und Vpo-Werte der Kosubstrate NAD* und NADH erfolgte mittels
spektrophotometrischer Messung (2.3.5.1) und Auswertung mittels nichtlinearer Regression

(siehe oben).

Die von den Hydroxysteroid-Dehydrogenasen katalysierten Reaktionen sind bei konstanter
Enzymkonzentration und konstantem pH-Wert Reaktionen zweiter Ordnung. Um trotzdem die (fur
Reaktionen erster Ordnung aufgestellte) Michaelis-Menten Beziehung benutzen zu kdénnen,
wurde jeweils einer der Reaktionspartner (Kosubstrat oder Substrat) im Uberschuss zugegeben
(im Fall der Kosubstrate 1 mM). Die Reaktion wird dadurch pseudoerster Ordnung, und lasst sich
entsprechend Reaktionen erster Ordnung auswerten. Auch bei reversiblen Reaktionen besitzt die
Michaelis-Menten Beziehung Gilltigkeit, solange die Produktkonzentration gegenlber der
Substratkonzentration vernachldssigbar bleibt (Bisswanger 2000). Bei sehr kleinen
Substratkonzentrationen (< 0,01 mM) ist dies jedoch experimentell, aufgrund der analytischen
Nachweisgrenzen fir das Produkt, kaum realisierbar. Es wurde aber in diesen Bereichen darauf
geachtet, dass die Produktkonzentration nicht mehr als 50% der Substratkonzentration erreicht.
Bei gréReren Substratkonzentrationen (= 0,02 mM), welche fur die Ermittlung von Vi
entscheidender sind, betrug die Produktkonzentration maximal 10%, meist < 5% der

Substratkonzentration. Damit wird die Wahrscheinlichkeit einer einsetzenden Rickreaktion

gering.
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2.4 Chromatographische Analysemethoden

Enzymassay-Proben die nur zur schnellen qualitativen Uberpriifung der Aktivitat dienten, wurden
mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie ausgewertet. Proben samtlicher Versuche die eine
quantitative  Aktivitdtsbestimmung erforderten wurden ({ber Gaschromatographie mit

massenspektrometrischer Detektion vermessen.

2.41 Dinnschichtchromatographie (DC)

Fur die dinnschichtchromatographische Auswertung wurden 20-40 L der in Methanol gel6sten
Enzymassay-Proben sowie Kontrollproben und entsprechende Referenzsubstanzen auf die DC-
Platten (DC-Alufolien 20x20 cm Kieselgel 60 Fys4, Merck) aufgetragen und im Laufmittel
Methylenchlorid/Ethylacetat (4:1 V/V) entwickelt. Die Detektion erfolgte mit Anisaldehyd-Reagenz
R (0,125 mL Anisaldehyd, 2,5 mL Essigsaure (98%), 21,5 mL Methanol, 1,25 mL Schwefelsdure
(96%), DAB 10) und anschlieliender Farbentwicklung bei 120°C im Trockenschrank (HST 5020,
miw). Zur Identifizierung wurden die Rf-Werte und Farben mit den Referenzsubstanzen

verglichen.

24.2 Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion (GC/MS)
Zur ldentifizierung und Quantifizierung der steroidalen Umsetzungsprodukte der Enzymassays
wurde die Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion (GC/MS) eingesetzt. Fir
die Identifizierung von Intermediaten bzw. Produkten wurden SCAN-Methoden benutzt. Hierbei
werden von samtlichen in der Probe enthaltenen Substanzen komplette Massenspektren
detektiert, die einen Vergleich mit Spektrenbibliotheken oder Referenzsubstanzen erlauben.
Haufig genutzt wurden Referenzspekiren der NIST-Bibliothek (,National Institute of
Standardisation®, USA).

Gerateparameter

Geratetyp: Gaschromatograph Hewlett Packard 5890, Serie Il Plus
Detektor: HP 5972 Quadrupolmassenspektrometer
Autosampler: HP 7673

Saule: HP-5 M.S. : 30 m x 0,25 mm ; Filmdicke 0,25 ym
Stationare Phase : crosslinked 5% Phenylmethylsilicone

Mobile Phase: Helium

Druck: 1,18 bar

Flussrate: 1 mL/min

Injektionsvolumen: 5L

Injektortemperatur: 320°C

Detektortemperatur: 320°C
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SCAN-Methoden SCAN | SCAN I SCAN Il
Temperaturprogramm

Initiale Temperatur: 230°C 230°C 180°C
Aufheizrate: 10°C/min 10°C/min 10°C/min
Finale Temperatur: 320°C 320°C 320°C
Laufzeit: 10 min 13 min 15 min

Scan-Parameter

niedrigste Masse: 50 50 50
héchste Masse: 500 550 475
Scan-Rate: 1,5 scans/s 1,5 scans/s 1,5 scans/s

Fir Quantifizierungen einzelner Steroide wurden SIM-Methoden (,selected ion monitoring®)
angewendet, die aufgrund ihrer erhéhten Empfindlichkeit besser geeignet sind. Entsprechend der
zu quantifizierenden Steroide wurden die SIM-Methoden auf die Detektion charakteristischer
Fragmentionen-Massen eingestellt. In Tabelle 2-6 sind den identifizierten Substanzen die
verwendeten Methoden und charakteristische Massen zugeordnet. Fir jede Methode und zu
quantifizierende Substanz wurden Kalibriergeraden erstellt, sofern eine Referenzsubstanz zur

Verfligung stand. Es wurde stets unter Zusatz eines internen Standards gearbeitet.

SIM-Methoden Interner Standard  m/z (M*)
smI 4-Androsten-3,17-dion 286
SIVTRE Cholesterol 386
SIM 1117 4-Androsten-3,17-dion 286
SIM IV? 4-Androsten-3,17-dion 286

Fir einen empfindlichen gaschromatographischen Nachweis und eine bessere Trennung sowie
Peaksymmetrie von Campesterol und seinen Metaboliten, sowie 28-Homoteasteron und den

entsprechenden Umsetzungsprodukten, mussten die Proben derivatisiert (2.4.3) werden.

! Temperaturprogramm: entspricht SCAN |
2 Temperaturprogramm: entspricht SCAN Il
3 Temperaturprogramm: entspricht SCAN Il
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Tabelle 2-6 Ubersicht iiber die verwendeten SCAN- und SIM-Methoden zur Identifizierung der
Steroide. Neben der Molekiilionen-Masse (M) sind weitere charakteristische Fragmentionen-Massen,
welche zur Identifizierung und teilweise zur Quantifizierung dienten. Die Retentionszeiten (Rt) stellen
Mittelwerte dar, da es mit Alterung der S&ule zu Verschiebungen kommen kann. Es ist angegeben fiir
welche Substrate Kinetiken durchgefiihrt wurden.

3-Hydroxy-Steroide
Pregnenolon
17-Hydroxypregnenolon
21-Hydroxypregnenolon
5-Androsten-33-0l-20-on
5B-Pregnan-3[3-ol-20-on
5B-Pregnan-3a-ol-20-on
5a-Pregnan-3(3-ol-20-on
5a-Pregnan-3a-ol-20-on
Cholesterol
Stigmasterol
B-Sitosterol

Campesterol-Derivat

28-Homoteasteron-Derivat

3-Keto-Steroide
Progesteron
5-Pregnen-3,20-dion
17-Hydroxyprogesteron
21-Hydroxyprogesteron
4-Androsten-3,17-dion
5-Androsten-3,17-dion
5B-Pregnan-3,20-dion
5a-Pregnan-3,20-dion

Cholesten-3-on

243-Ethyl-4-cholesten-3-on

SCAN

SCAN |
SCAN I
SCAN Il
SCAN Il
SCAN |
SCAN |
SCAN |
SCAN |
SCAN Il
SCAN Il
SCAN I
SCAN I
SCAN I

SCAN

SCAN |
SCAN |
SCAN I
SCAN I
SCAN |
SCAN |
SCAN |
SCAN |
SCAN Il
SCAN I

charakteristische
Fragmentionen-Massen
316(M"), 298, 255, 231

332(M"), 314, 271, 253, 213
332(M"), 314, 271, 253, 213
288 (M"), 255, 227, 203
318(M"), 300, 257, 233, 215
318(M"), 300, 242, 230, 215, 201
318(M"), 300, 285, 260, 233, 215

386(M"), 353, 301, 275, 231, 213

(
(
318(M"), 300, 274, 233, 215, 173
(
(

412(M"), 369, 351, 300, 271, 255
414(M"), 396, 329, 303, 255, 213
472(M"), 443, 415, 382, 343
558(M"), 543, 529, 468, 300

charakteristische
Fragmentionen-Massen
314(M*), 299, 272, 229, 124

314(M"), 299, 272, 229, 124

330(M"), 302,
330(M"), 299,
286(M"), 258,
286(M"), 258,
316(M"), 298,
316(M"), 298,
384(M"), 342,
412(M"), 370, 305, 289, 271, 229, 124 SIM IV

2.4.3 Derivatisierung von Steroiden

287,
287,
244,
244,
272,
258,
299,

269,
269,
229,
229,
246,
231,
261,

244,
244,
201,
201,

213
217

229,

229
229
124
124
, 176
, 175
124

SIM
SIM |
SIM I
SIM Il
SIM I
SIM I
SIM I
SIM I
SIM I
SIM IV
SIM IV
SIM IV
SIM IV

SIM
SIM |
SIM |
SIM I
SIM I
SIM |
SIM |
SIM I
SIMII
SIM IV

Rt
(min)
6,2

7,2
7.9
5,1
5,6
5.8
6,1
6,1
8,1
9,1
7,1
11,2
9,7

Rt
(min)
6,9

7.1
6,6
6,5
5,9
6,5
5,9
6,3
7,2
6,8

Kinetik
+

-+

+
(+)
Kinetik

Enzymassay-Proben (in 100 uL Methanol inklusive Interner Standard) der Substrate Campesterol

und 28-Homoteasteron wurden bei 40°C vollstdndig zur Trockene eingedampft und derivatisiert.

Campesterol-Proben wurden mit 20 uL BSTFA (Bis(trimethylsilyl)-trifluoracetamid, Roth) fir 30
min bei 80°C derivatisiert (Fujioka et al. 1997a, Takatsuto et al. 1999).

28-Homoteasteron-Proben wurden 30 min bei 80°C mit 100 yL wasserfreiem Pyridin behandelt,

welches Methanboronsaure (2 mg/mL) enthielt, und danach wie oben mit BSTFA umgesetzt
(Fujioka et al. 1997a, Park et al. 1999). Fir die Vermessung der Proben an der GC/MS wurden

sie bis zur Trockene eingedampft und wieder in 100 yL Methanol aufgenommen.
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244 Messungen am Massenspektrometer Finnigan LCQ

Die Quantifizierungen der Proben nach Umsetzung mit dem Substrat 28-Homoteasteron wurden
mit dem lonenfallen-Massenspektrometer Finnigan LCQ Classic (Thermo Electron, Egelsbach)
im Institutsbereich Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie unter Anleitung von Frau
Manuela Woigk (Arbeitsgruppe Biopharmazie) vermessen. Die Proben (in Methanol) wurden
ohne vorhergehende Derivatisierung tber eine Spritzenpumpe mit einer Fluf3rate von 100 pL/min
direkt injiziert. Eine Quantifizierung ist Uber das Verhdltnis charakteristischer
Molekilionenmassen des Produktes 3-Dehydro-28-homoteasteron (M 460,7 g/mol) m/z: 461
(M* +1 [H]), 483 (M" +23 [Na]), 499 (M" +39 [K]) und des Substrates 28-Homoteasteron
(molekulare Masse 462,7 g/mol) m/z: 463 (M* +1 [H]), 485 (M" +23 [Na]) und 501 (M* +39 [K])

mdglich. Auf diese Weise liel3en sich K,-Werte zumindest abschéatzen.

2.5 Kultivierung und Behandlung von Pflanzen

2.5.1 Kultivierung auf Erde

Fiur die Selektion homozygoter Pflanzen der verschiedenen T-DNA-Insertionslinien (2.1.8) von
Arabidopsis thaliana wurden die Samen der segregierenden T3-Linien auf Erde (Pflanzerde,
Gértner Spezial) ausgeséat und stratifiziert (3 Tage, 4°C), um die Keimung zu synchronisieren. Sie
wurden unter Langtag-Bedingungen (16h Tag/8h Nacht) angezogen. Die Keimlinge wurden nach
4-7 Tagen in einzelne Topfe pikiert und mit Beginn der Blitenbildung rdumlich getrennt um
Kreuz-Kontaminationen zu vermeiden. Zur Samenernte wurde das oberirdische Pflanzenmaterial
eingetitet. Die Samen wurden mit einem handelsliblichen Teesieb von den restlichen

Pflanzenteilen getrennt und im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.

2.5.2 Oberflachensterilisierung von Samen
Zur Sterilisierung wurden die Samen 2 min in 70% (V/V) Ethanol vorinkubiert. Anschlielend
10 min mit einer Sterilisationslosung (12% (V/V) Natriumhypochlorit, 0,2% Tween® 20) behandelt.

Danach wurden sie mindestens fiinfmal in sterilem Wasser gewaschen.

2.5.3 Kultivierung unter sterilen Bedingungen

Die sterilisierten Samen (2.5.2) wurden auf 0,5xMS-Agar-Platten (2.1.7) ausgelegt und 3 Tage
bei 4°C aufbewahrt. Die Kultivierung erfolgte in einem klimatisiertem Raum bei 22°C und unter
Langtag-Bedingungen (16h Tag/8h Nacht). Nach ca. 2 Wochen wurden sie in gréRere sterile

Gefale mit ebenfalls 0,5xMS-Agar gleicher Zusammensetzung umgesetzt.
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2.5.4 Behandlung mit 24-epi-Brassinolid

Pflanzen der isolierten Mutanten und des WT wurden unter Zusatz verschiedener
Konzentrationen von 24-epi-Brassinolid (in Ethanol) kultiviert (Choe et al. 2002). Hierfir wurde
24-epi-Brassinolid (EBR) vor dem Gielden der Platten zum noch fliissigen 0,5xMS-Agar gegeben.
Es wurden Platten und gréliere Gefédlle unter Zusatz von EBR in verschiedenen Konzentrationen

von 1 nM, 10 nM und 100 nM gegossen. Die weitere Kultivierung entsprach 2.5.3.

2.5.5 Messung der Wurzelldngen

Die Samen von WT Pflanzen und isolierter Mutanten wurden auf 0,5xMS-Agar-Platten ohne und
unter Zusatz von 24-epi-Brassinolid (1 nM, 10 nM, 100 nM) ausgelegt, stratifiziert (3 Tage, 4°C)
und unter sterilen Bedingungen (2.5.3) kultiviert. Nach 10, 16 und 20 Tagen wurden je Platte 20
Keimlinge zufallig ausgewahlt und ihre Wurzellange gemessen (Fujioka et al. 1997a). Die
Signifikanzprifung erfolgte mittels t-Test.

2.6 Computergestiitzte Analysen

Im Folgenden werden héufig genutzte Datenbanken bzw. Software von Datenbanken aufgefiihrt,

welche fiir Recherchen, Sequenzvergleiche und Auswertungen dienten.

Allgemein

Arabidopsis-Datenbank http://www.arabidopsis.org
EMBL-EBI http://www.ebi.ac.uk
ExPASy http://www.expasy.org

Homologiesuche

WU-BLAST?2 http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/wublast
(Altschul et al. 1990, Gish und States 1993)
BLAST2 http://www.ebi.ac.uk/blast/index.html

(Altschul et al. 1990 und 1997)

Sequenzvergleiche

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html
(Thompson et al. 1994)

MULTALIN http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_multalin.html

Proteindatenbanken und Informationen zu Proteinfamilien und Doméanen

UniProtKnowledgebase http://www.expasy.uniprot.org/database/knowledgebase.shtml
PROSITE http://www.expasy.org/prosite

Pfam http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam

PRINTS http://www.bioinf.manchester.ac.uk/cgi-bin/dbbrowser/sprint
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Subzelluldre Lokalisation und Prifung auf Signal- und Targetingpeptide

Die Vorhersage der subzelluldren Lokalisation basiert bei allen Programmen auf dem Vergleich

der Aminoséuresequenz mit bekannten Sortier- , Signal- und Targetingmotiven. Weiterhin

relevant fir die Vorhersage sind z.B. die Ladungsverhdltnisse der Aminosduren und das

Auftreten typischer Spaltungsstellen fir Signalpeptidasen. Die Zuordnung zu einzelnen

Kompartimenten erfolgt aufgrund der An- oder Abwesenheit solcher Motive und Merkmale und

wird mit einer Wahrscheinlichkeit wiedergegeben.

SUBA

SignalP 3.0

WoLF PSORT

iPSORT

LOCtree

SubLOC

MultiLoc

TargetP

http://www.plantenergy.uwa.edu.au/applications/suba/index.php

(Heazlewood et al. 2005), Arabidopsis Subcellular Localisation Database
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Bendtsen et al. 2004)

Vorhersage N-terminaler Signalpeptide und Spaltungsstellen, unterscheidet
zwischen sekretorisch und nicht-sekretorisch
http://wolfpsort.seq.cbrc.jp/ (Horton et al. 2006)

Vorhersagen fiir eukaryotische Sequenzen, unterscheidet extrazellular, Cytosol,

Chlorolasten, Mitochondrien, Plasmamembran u. a. Organellen
http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/ (Bannai et al. 2002)

Klassifizierung von eukaryotischen N-terminalen Sortiersignalen

http://cubic.bioc.columbia.edu/cgi-bin/var/nair/loctree/query (Nair und Rost 2005)

Pflanzliche, nicht-membranstindige Proteine werden als sekretorisch, intra-
zelluldr, cytoplasmatisch, nicht-cytosolisch, chloroplastidar oder mitochondrial
eingeordnet

http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/ (Hua und Sun 2001)

Unterscheidet bei eukaryotischen Proteinen zwischen cytoplasmatisch,
mitochondrial, nuclear oder extrazellular

http://www-bs.informatik.uni-tuebingen.de/Services/MultiLoc/ (Hoglund et al. 2006)

unterscheidet zwischen Cytoplasma, extrazelluldren Raum, Chloroplasten,
Mitochondrien, ER, Plasmamembran, Peroxisomen, Golgi-Apparat und Vakuole

http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ (Emanuelsson et al. 2000)

Vorhersage von N-terminalen Signalpeptiden, chloroplastidarer Transitpeptide und

mitochondrialer Targetingpeptide
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Isolierung potentieller 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen

3.1.1 Sequenzvergleiche

Der Vergleich der Aminosauresequenz der A°-3B-HSD aus Digitalis lanata (Abb. A-1) mit
Eintragen der EMBL- und UniProt-Datenbank (Tab. 3-1) =zeigte, neben sehr hohen
Sequenzhomologien zu 3p-HSDs anderer Digitalis-Arten, hohe Sequenzhomologien zu putativen
Alkoholdehydrogenasen (ADH, Pfam: PF00106, ,short chain dehydrogenase®) aus Arabidopsis
thaliana (Ackerschmalwand) und Lycopersicon esculentum (Tomate).

Tabelle 3-1 Ergebnis der Suche nach A°-3B-HSD-dhnlichen Sequenzen in der UniProt-

Datenbank (2.6) sortiert nach P-Wert. Aufgefiihrt sind die ersten zwolf Ergebnisse basierend auf
Sequenzvergleichen mit dem BLAST-Algorithmus. AS - Aminosauren

Identitit Homologie"

Bezeichng. Organismus Beschreibung/Genlocus AS 0% o P-Wert?
Qo3Y47 Digitalis lanata 3B-HSD 259 100 100 5.4e-131
Q5Q113 Digitalis thapsi 3B-HSD 259 98 99 3.8e-130
Q5Q115 Digitalis thapsi 3p-HSD 259 98 99 3.4e-129
Q5Q116 Digitalis grandifl. ~ 3B-HSD 259 96 98 3.5e-127
Q5Q112 Digitalis purpurea  33-HSD 259 95 97 1.4e-125
Q5Q114 Digitalis thapsi 3B-HSD 259 95 97 1.4e-125
Q5I18Y3 Digitalis thapsi 3p-HSD 260 95 96 4.2e-124
Q94K41 A. thaliana putative ADH / At2g47140 257 59 76 3.2e-78
QILEG3 L. esculentum putative ADH 259 62 75 5.2e-78
Q40133 L. esculentum ADH-homologes Fragment 251 61 74 4.8e-75
QILS70 A. thaliana ADH-ahnliches Protein 296 58 74 3.4e-74
080713 A. thaliana putative ADH / At2g47130 257 60 74 5.0e-73
080714 A. thaliana putative ADH / At2g47120 258 57 74 1.2e-71

Da die vollstédndige Sequenz des Genoms von Arabidopsis thaliana Wildtyp Columbia (AGI, The
Arabidopsis Genome Initiative 2000) in der Arabidopsis-Datenbank (2.6) zur Verfligung steht,
bestand das Ziel in der Isolierung von 3B-Hxdroxysteroid-Dehydrogenasen aus A. thaliana. Ein
Vergleich mit Eintrdgen in der Arabidopsis-Datenbank resultierte in einer Liste zahlreicher
putativer Mitglieder der SDR-Familie, von denen die ersten Kandidaten-Gene in Tabelle 3-2

aufgefihrt sind.

" In diesem Zusammenhang bezeichnet der Begriff Homologie die Ahnlichkeit der Aminoséuren und
bezieht sich lediglich auf die Sequenz.

2 Der P-Wert ist ein MaR der Wahrscheinlichkeit, ob ein Treffer zuféllig zustande kam oder signifikant
ist. Die Sortierung erfolgt vom Treffer mit der héchsten statistischen Signifikanz (kleinste P-Wert) zu
Treffern mit geringerer statistischer Signifikanz (grof3ere P-Werte).

43



Ergebnisse

Tabelle 3-2 Kandidaten-Gene in A. thaliana. Die abgeleiteten AS-Sequenzen besitzen hohe
Homologien zur A5—3[3—HSD aus D. lanata. Tabelle erstellt nach der Homologiesuche mit WuBlast2 in
der Arabidopsis-Datenbank (2.6), sortiert nach P-Wert. AS — Aminosauren, k.A. — bezogen auf die
gesamte Sequenz kann keine Angabe gemacht werden.

Identitit Homologie

Nr. AGI-Bezeichng Beschreibung in der Datenbank P-Wert
in % in %

1 At2g47140.1  SDR, &hnlich der 3B-HSD aus Digitalis lanata 257 59 76 2.4e-80

2 At2g47130.1  SDR, shnlich der 38-HSD aus Digitalis lanata 257 60 74 3.8e-75

3 At2g47120.1  SDR, shnlich der 38-HSD aus Digitalis lanata 258 57 74 9.0e-74

4  At3g29260.1  SDR, ahnlich der 33-HSD aus Digitalis lanata 259 56 74 9.0e-74

5 At3g29250.1  SDR, ghnlich der 33-HSD aus Digitalis lanata 379 57 73 3.5e-72
SDR, &hnlich der Short-chain ADH aus

6 At3g51680.1 303 50 64 4.1e-62
Tripsacum dactyloides
SDR, der Genlocus At1g52340 ist SDR1

7  At1g52340.1 285 47 63 1.5e-55
(ABA2/GIN2) zugeordnet

8 At3g26760.1 SDR, dhnlich TASSELSEED2 aus Zea mays 300 42 63 1.8e-52
SDR, ahnlich der Secoisolariciresinol-

9 At4g03140.1 Dehydrogenase aus Forsythia x intermedia 279 43 62 1.8e-52
und ahnlich TASSELSEED2 aus Zea mays

10 At3g26770.1  SDR, ahnlich TASSELSEED?2 aus Zea mays = 306 42 61 4.8e-52
ADH, Arabidopsis-Homologe zu

11  At3942960.1 272 46 63 6.3e-50
TASSELSEED?2 (ATA1)
SDR, &hnlich der Secoisolariciresinol-

12 At2g47150.1 200 k.A. k.A. 1.3e-42

Dehydrogenase aus Forsythia x intermedia

Die D. lanata A°-3B-HSD zeigt die héchsten Sequenzhomologien (76-73%) zu putativen SDR-
Proteinen unbekannter Funktion. Daneben weist sie 63% Homologie zu dem bekannten Enzym
SDR1 (ABA2/GIN1) auf. ABA2/GIN1 (At1g52340) konnte durch Charakterisierung der Mutanten
aba2 (abscisic acid deficient2) bzw. gin1 (glucose insensitive1) identifiziert werden. Diese
Mutanten haben einen Defekt in der Biosynthese der Abscisinsdure. Das Proteinprodukt SDR1
katalysiert die Umwandlung von Xanthoxin zu Abscisinaldehyd, und ist eine cytosolische SDR
(Gonzalez-Guzman et al. 2002). Unter den Eintrégen befinden sich Sequenzen, die Ahnlichkeiten
zu TASSELSEED2 (TS2) aus Zea mays (Mais) besitzen. Funktionell ist TS2 an der
Geschlechtsdeterminierung beteiligt und weist signifikante Ahnlichkeiten zu SDR-Enzymen, im
speziellen zu Hydroxysteroid-Dehydrogenasen auf (DeLong et al. 1993). Die Short-chain
Alkoholdehydrogenase aus Tripsacum dactyloides kodiert durch GYNOMONOECIOUS SEX
FORM1 ist funktionell ahnlich der TS2 (Li et al. 1997b). Die katalytischen Aktivitdten beider
Proteine sind noch nicht bekannt. Die Secoisolariciresinol-Dehydrogenase aus Forsythia x inter-
media ist ein 32 kDa groRes, NAD'-abhdngiges Enzym, welches die enantiospezifische
Umwandlung von (-)-Secoisolariciresinol Uber ein korrespondierendes Lactol-Intermediat zu

(-)-Matairesinol, einem zentralen Prekursor zahlreicher Lignane, katalysiert (Xia et al. 2001).

44



Ergebnisse

1 \A4 v V22
+D1 3beta-HSD MS SKPRLEGKVA IITGAASGIG
+01 _At2g47140 M SGKRLDGKIV IITGGASGIG
+02_At2g47130 M SGLRLDGKIA IITGGASGIG

04 At3g29260 M SGQRLDGKIV IITGGASGIG
05 At3g29250 NAVKFTIGKL DILFSNDGSF CVLKLLSGIK FLFCLRASKR YAIGGLSSIW SIVAMKSTSG RIRGGASGIG
03 _At2g47120 M SGLRLEGKIV IITGGASGIG
+06_At3g51680 MPAQV IAEQTTFH-- -—----- SVHD TIMEETNTTL YPKRLEGKVA IITGGAHGIG
+08 At3g26760 MWRSFARSF KLINVPNG-- —-—-—-—--- LISK PIRSTLLYST SSRKLEGKVA VITGGASGIG
+10 At3g26770 MAAI VLIRSIVRNF KRPATAAS-- ------ AAYS TGGGGGGCTC TSKKLEGKVA LITGGASGLG
09 At4g03140 MTGIYKVIC YYKKLEGKVA LITGGASGIG
+07_At1g52340 MST NTESSSYSSL PSQRLLGKVA LITGGATGIG
11 At3g42960 MAN SDKRLFEKVA IITGGARGIG
12 At2g47150 MDGKIV IITGGASGTG
23 v 89
+D1 3beta-HSD EETARLFVEH GASVVVADVQ DELGRQVVAS VNSDD---KI SYYHCDVRDE KQVAATVRYA VEKYGRLDIM
+01 At2g47140 AESVRLFTEH GARVVIVDVQ DELGQNVAVS IGED----KA SYYHCDVINE TEVENAVKFT VEKYGKLDVL
+02_At2g47130 AEAVRLFTDH GAKVVIVDFQ EELGQNVAVS VGKD----KA SFYRCDVINE KEVENAVKFT VEKYGKLDVL
04 At3g29260 AEAARLFTDH GAKVVIVDLQ EELGQNVAVS IGLD----KA SFYRCDITDE TEVENAVKFT VEKHGKLDVL
05 At3g29250 AEAVRLFTDH GAKVVIVDIQ EELGQNLAVS IGLD----KA SFYRCNVTDE TDVENAVKFT VEKHGKLDVL
03 At2g47120 ADAARLFTDH GAKVVIVDVQ EELGQNVAVL IGKD----KA SFYRCDVTNE TEVEDAVKFT VEKHGKLDVL
+06_At39g51680 KATVMLFARH GATVVIADVD NVAGSSLAKS LSSHKTSPMV AFISCDVSVE ADVENLVNVT VARYGRLDIL
+08 At3g26760 KATAEEFVSQ GAQVIIVDID EEAGHMVATE LG----- SAA HFLRCDVTEE EQIAKAVETA VTRHGKLDVM
+10_At3g26770 KATASEFLRH GARVVIADLD AETGTKTAKE LG----- SEA EFVRCDVTVE ADIAGAVEMT VERYGKLDVM
+09 _At4g03140 KATAGKFISH GAKVIIADIQ PQIGRETEQE LG----- PSC AYFPCDVTKE SDIANAVDFA VSLHTKLDIM
+07 At1g52340 ESIVRLFHKH GAKVCIVDLQ DDLGGEVCKS LLRGESKETA FFIHGDVRVE DDISNAVDFA VKNFGTLDIL
11 At3g42960 AATARLFTEN GAYVIVADIL ENEGILVAES IG------- G CYVHCDVSKE ADVEAAVELA MRRKGRLDVM
12 _At2g47150 AESARLFTDH GAQVVVVDLQ EEQGKT---- ——-—--—-—-— —————————- SPFQSAKTEQ VFTVVMLQTR
90 vvVvYy L4 L4 157
+D1 3beta-HSD LSNAGVFG-- ALMINVIDLD MVDFENVLAT NVRGVANTIK HAARAMVEGK VKGSIICTAS VSASLGGMGP
+01 At2g47140 FSNAGVIE-- PF-VSILDLN LNELDRTIAI NLRGTAAFIK HAARAMVEKG IRGSIVCTTS VAAEIAGTAP
+02_At2g47130 FSNAGVME-- QP-GSFLDLN LEQFDRTMAV NVRGAAAFIK HAARAMVEKG TRGSIVCTTS VASEIGGPGP
04_At3g29260 FSNAGVME-- PH-GSILDLD LEAFDRTMAV NVRGAAAFIK HAARSMVASG TRGSIVCTTS VTAEIGGPGP
05 At3g29250 FSNAGVLE-- AF-GSVLDLD LEAFDRTMAV NVRGAAAFIK HAARSMVASG TRGSIVCTTS IAAEIGGPGP
03 At2g47120 FSNAGVLE-- PL-ESFLDFD LERFDRIMAV NVRGAAAFIK HAARAMVEKG TRGSIVCTTS VSAEIGG-GH
+06_At39g51680 FNNAGVLGDQ KKHKSILDFD ADEFDHVMRV NVRGVGLGMK HGARAMIKRG FKGCIISTAS VAGVMGGMGP
+08_At3g26760 LNSAGISCSI SP-PSIADLD MDTYDKVMRL NVRGTVLGIK HAARAMIPAG -SGSILCLSS ISGLMGGLGP
+10 At39g26770 YNNAGIVGPM TP-ASISQLD MTEFERVMRI NVFGVVSGIK HAAKFMIPAR -SGCILCTSS VAGVIGGLAP
09 At4g03140 YNNAGIPCK- TP-PSIVDLD LNVEDKVINT NVRGVMAGIK HAARVMIPRN -SGSIICAGS VTGMMGGLAQ
+07_At1g52340 INNAGLCG-- APCPDIRNYS LSEFEMTFDV NVKGAFLSMK HAARVMIPEK -KGSIVSLCS VGGVVGGVGP
11_At3g42960 FNNAGMS--- LNEGSIMGMD VDMVNKLVSV NVNGVLHGIK HAAKAMIKGG RGGSIICTSS SSGLMGGLGG
12 At2g47150 RNQPGVLE-- -TPGSILDLN LERFHRTMAV NVRGAAVSIK HAARAMVEKG TRGSIVCTTS VTSEI-----
158 ¢ L4 v v v 218
+D1 3beta-HSD PAYTASKHAV LGLVKGACAE LGVHGIRVNS VAPYGVATPM PCSAYGMIP- -------- SQ MEEANNSRAN
+01_At2g47140 HGYTTSKHGL LGLIKSASGG LGKYGIRVNG VAPFGVATPL VCNGFKMEP- -------- NV VEQNTSASAN
+02_At2g47130 HAYTASKHAL LGLVKSACGG LGKYGIRVNG VAPYAVATAI NS-RDEETV- -------- RM VEEYSAATGI
04 At3g29260 HSYTASKHAL LGLVRSACGG LGKYGIRVNG VAPYGVATGL TS-YNEETV- -------- KM VEDYCSATAT
05 At3g29250 HSYTASKHAL LGLIRSACAG LGQYGIRVNG VAPYGVATGM TSAYNEEAV- -------- KM LEEYGEALGN
03 At2g47120 HGYTASKHGL VGLIRSACGD LGKYGIRVNG VAPYAVATPM TS-HDEVTG- -------- KQ LEDYFDAKGI
+06_At3g51680 HAYTASKHAI VGLTKNAACE LGKYGIRVNC ISPFGVATSM LVNAWRKTSG GDVEDDDVEE MEEFVRSLAN
+08 At3g26760 HAYSISKFTI PGVVKIVASE LCKHGLRINC ISPAGIPTPL TLRMFREAFA GHSIRE--EQ LLAIVNATGE
+10 At3g26770 HSYTISKFTT PGIVKSAASE LCEHGVRINC ISPGTIVATPL TLSYLQKVFP --KVSE--EK LRETVKGMGE
09 At4g03140 HTYSVSKSAV IGIVRSTASE LCKHRIRVNC ISPFAITTSF VMDEMRQIYP G--VDD--SR LIQIVQSTGV
+07_At1g52340 HSYVGSKHAV LGLTRSVAAE LGQHGIRVNC VSPYAVATKL ALAHLPEEER ---TEDAFVG FRNFAAANAN
11 At3g42960 HAYTLSKGAI NGVVRTTACE LGSHGIRVNS ISPHGVPTDI LVNAYRKFLN HDKLNVA-EV TDIIAEKGSL
12 At2g47150 -------- VV RDLMNTRRRS MGSHDEETA- ---------—- —————————— ———————— KQ TEEYCEARGI
219 259
+D1_3beta-HSD LKGVVLKAKH VAEAALFLAS DESA-YVSGQ NLAVDGGETV VR
+01 At2g47140 LKGIVLKARH VAEAALFLAS DESA-YVSGQ NLAVDGGYSV VKP
+02 At2g47130 LKGVVLKARH VAEAALFLAS DDSA-YVSGQ NLAVDGGYSV VKPI
04 At3g29260 LKGVVLKARH VADAALFLAS DDSV-YISGQ NLGVDGGYSV VKLTSN
05_At3g29250 LKGVVLKARH TIAEAALFLAS DDSV-YISGQ NLVVDGGFSV VKLMTT
03 At2g47120 LKGMVLKASH VAQVALFLAS DDSA-YISGQ NLAVDGGYTV VKPSRD
+06 At3g51680 LKGETLRAND IAEAALYLAS DESK-YVNGH NLVVDGGVTT ARNCVGL
+08 At3g26760 LKGEKCEEID VAKAALYLAS DDAK-FVTGH NLVVDGGEFTC FKSLNLPSA
+10_At3g26770 LKGAECEEAD VAKAALYLAS NDGK-YVTGH NLVVDGGMTA FKIAGFPFPS DS
09 At4g03140 LNGEVCEPTD VANAAVYLAS DDSK-YVNGH NLVVDGGFTT VKTLDFPAPD QVK
+07 At1g52340 LKGVELTVDD VANAVLFLAS DDSR-YISGD NLMIDGGEFTC TNHSFKVFR
11 At3g42960 LTGRAGTVED VAQAALFLAS QESSGFITGH NLVVDGGYTS ATSTMRFIYN
+12 At2g47150 FKGVVLKARH VAEAALFLAS DDSV-YISGQ NLAVDGGFCV VKPI

Abbildung 9 Vergleich der Aminosauresequenzen der A5—3[3—HSD aus D. lanata (DI_3betaHSD)
und der Kandidaten-Gene aus A. thaliana (Tab. 3-2). Die ersten 70 AS von At3g29250 sind nicht
dargestellt. ¥ - Konservierte Aminosauren der SDR-Familie, ¢ - AS der katalytischen Tetrade,
rot — Konsensus > 90%, blau — Konsensus > 50% (Matrix Blosum62). Mit einem + sind Sequenzen
gekennzeichnet die im Rahmen dieser Arbeit kloniert (3.1.2) und exprimiert (3.2.1) wurden. Die Num-
merierung entspricht Tabelle 3-2.
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Die aufgefihrten Eintrage werden in der Datenbank aufgrund von Sequenz- und Struktur-
ahnlichkeiten der SDR-Familie zugeordnet. Aus dem Vergleich der Aminosauresequenzen
(Abb. 9) ist ersichtlich, dass bei der Mehrzahl die typischen Motive und konservierten Amino-
sauren der SDR-Familie vorhanden sind (vgl. 1.2). So das Glycin-reiche Motiv der Kosubstrat-
Bindungsstelle Gx3GxG (Position 16-22, alle Nummerierungen in Klammern beziehen sich auf die
Sequenz der A°-3B-HSD) und die Aminoséuren Asp60’ (65), Asn179 (186) und Thr188 (195), die
direkt oder indirekt an der Bindung des Kosubstrates beteiligt sind. Mit Ausnahme von At2g47150
sind ebenfalls die Aminosduren Asn111 (118), Ser138 (147), Tyr151 (160), Lys155 (164) der
katalytischen Tetrade N-S-Y-K (Filling et al. 2002) vorhanden. Die gréf3ten Unterschiede der

Sequenzen lassen sich in dem C-terminalen Bereich von Position 196 — 208 finden.
3.1.2 Konstrukte und Klonierung

3.1.21 Primerentwurf

Fur die zwoIf kodierenden DNA-Sequenzen, die den in der Tabelle 3-2 aufgelisteten putativen
Proteinen entsprechen, wurden Primer (Tab. 2-2, 2.1.6) entworfen, um sie aus einer cDNA-Bank
(2.1.4) zu amplifizieren. Vor dem Entwurf der Primer wurden sie auf das Vorhandensein von
Signalpeptidsequenzen mit dem Programm SignalP (2.6) tberprtft, um fur die Expression nur die
kodierende Sequenz der reifen Proteine zu transformieren, da das verwendete Wirtsbakterium
E. coli nicht zu posttranslationalen Modifikationen fahig ist. Die Analyse verlief fur alle
Proteinsequenzen negativ, sie wurden von diesem Programm als nicht-sekretorische Proteine
prognostiziert. Somit wurden die Primer vom Start- bis zum Stoppkodon der cDNA-Sequenzen
abgeleitet. Weiterhin wurden alle entsprechenden kodierenden Sequenzen auf das
Vorhandensein von Restriktionsschnittstellen Gberprift, um an die Primer Restriktions-
schnittstellen der multiplen Klonierungsstelle (,multiple cloning site“ MCS) fiir die Umklonierung in
den Expressionsvektor pQE 30 anfiigen zu kénnen. Bis auf At4g03140 (Nr.9 in Tab. 3-2) wies
keine der Sequenzen eine BamH |-Schnittstelle auf, so dass fiir alle anderen an das 5° Ende
mittels Primerkonstruktion eine BamH |-Schnittstelle angefiigt werden konnte. Fir At4g03140
wurde die nachst mdgliche Sph I-Schnittstelle gewahlt, um spater die Nukleotidanzahl zwischen
dem Histidin-Anhang des Expressionsvektors und dem Insert so gering wie méglich zu halten
(Vektorkarte Abb. A-2). Fir das 3° Ende wurde eine Sal I-Schnittstelle gewéhlt, da keine der

kodierenden Sequenzen Uber diese verfugten.

3.1.2.2 Amplifikation, Klonierung in den pCR® 2.1-Vektor und Sequenzierung
Der Versuch die zwdlf kodierenden Sequenzen mit der Tag-Polymerase und den abgeleiteten
Primern unter Bedingungen der Standard-PCR (2.2.2.1) aus einer cDNA-Bank (2.1.4) zu

amplifizieren lieferte unbefriedigende Ergebnisse. Zwar konnten entsprechende PCR-Fragmente

! Nummerierung bezogen auf die 38/173-HSD aus Comamonas testosteroni, wie sie im Kapitel 1.2
verwendet wurde.
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erhalten werden und erfolgreich in den pCR® 2.1-Vektor kloniert (2.2.1.1) werden, jedoch wurde
nur fir At2g47140 (Nr.1, Nummerierung entsprechend Tab. 3-2) eine vollstandig mit der
Datenbank Ubereinstimmende 774 bp grofle Sequenz (Abb. A-1) erhalten, alle anderen wiesen
einen oder mehrere Basenaustausche auf oder waren nicht zu amplifizieren. Um die bekannt
hohe Fehlerrate der Tag-Polymerase als Ursache fir die fehlerhaften Sequenzen ausschlieen
zu koénnen, wurden die Amplifikationen mit der Pfu-Polymerase, welche eine
Korrekturleseaktivitat (3'-5° Exonuclease-Aktivitat) besitzt, wiederholt und die erhaltenen
Fragmente nach der Klonierung nochmals sequenziert. Auf diese Weise konnten mit den
Datenbankeintréagen identische kodierende Sequenzen fur At2g47130 (Nr.2, 774 bp), At3g51680
(Nr. 6, 912 bp), At1g52340 (Nr. 7, 858 bp), At3g26760 (Nr. 8, 903 bp), At3g26770 (Nr. 10, 921
bp) erhalten werden.

Mit der Kombination der Primer 3929260 FWD und q91Is67 REV, die fur die kodierende Sequenz
von At3g29260 (Nr. 4) abgeleitet wurden, konnte ein 783 bp groRRes Fragment amplifiziert
werden, dessen Sequenzierergebnisse zweier unabhangiger Klone teilweise Ubereinstimmungen
mit der Sequenz von At3g29260 (Nr. 4, 780 bp) und teilweise mit der Sequenz von At3g29250
(Nr. 5, 1140 bp) zeigten. Die Basen 1-47 und 769-783 sind identisch mit dem Anfang und dem
Ende der Sequenz von At3g29260 (Nr. 4) und die Basen 48-768 sind identisch mit einem Teil der
Sequenz von At3g29250 (Nr. 5). Nur auf At3g29660 bezogen, wiesen beide Klone im Bereich 48-
768 30 abweichende Basen auf. Trotz der Unstimmigkeiten wurde auch diese Sequenz (im
Weiteren als Sequenz 4 bezeichnet) in den Expressionsvektor umkloniert.

Far At2g47120 (Nr. 3), At3g29250 (Nr. 5), At4g03140 (Nr. 9), At3g42960 (Nr. 11), At2g47150 (Nr.
12) konnten aus der verwendeten cDNA-Bank weder mit der Tag-Polymerase noch der Pfu-
Polymerase auch nach Variation der Annealingtemperatur, Zyklenzahl, Konzentration des
Templates, Elongationszeit und MgCl,-Konzentration keine identischen Fragmente amplifiziert
werden. Die Numerierung der AGI-Bezeichnung (Tab. 3-2) wird zur Vereinfachung im weiteren
Verlauf als Sequenz-, Klon- und Proteinbezeichnung tbernommen (At2g47140.1 = Nr.1 =
Sequenz 1 (S1) = Klon 1 = Protein 1 (P1)).

3.1.23 Klonierung in den Expressionsvektor pQE30 und Sequenzierung

Die jeweiligen Plasmide mit den identischen Fragmenten (S1, S2, S6, S7, S8, S10) und auch mit
dem teilweise Ubereinstimmenden Fragment (S4) wurden mit BamH | und Sal | verdaut und die
Inserts wurden in den Expressionsvektor pQE30 subkloniert (Abb. A-2). Der Erfolg wurde nach
Plasmid-DNA-Praparation (2.2.3.2) selektionierter Klone fir jedes Fragment durch erneuten
Verdau mit BamH | und Sal | und folgender DNA-Gelelektrophorese Uberprift. Die GréRen der
Insert-Fragmente stimmten mit den erwarteten Grof3en Uberein (Abb. 10). Weiterhin wurden die
Plasmide vor einer Sequenzierung einem Eco RI- Verdau unterzogen, um im Voraus die Identitat
des pQE30-Vektors abzusichern bzw. den zuvor verwendeten pCR® 2.1-Vektor ausschlieBen zu
kénnen. Vor der Expression konnte die Identitdt der Sequenzen und ihre korrekte Insertion im
Vektor nochmals durch Sequenzierung bestétigt werden. Verschiebungen im Leserahmen

konnten dabei ebenfalls ausgeschlossen werden.
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Abbildung 10 DNA-Gelelektrophorese nach Restriktion der Expressionsplasmide mit BamH |
und Sal |. Die Bezeichnung der Bahnen entspricht den Klonen mit folgenden Inserts: 1 - At2g47140.1
(774 bp), 2 - At2g47130.1 (774 bp), 4 - At3g29260/At3929250 (783 bp), 6 - At3g51680.1 (912 bp), 7 -
At1952340.1 (858 bp), 8 - At3g26760.1 (903 bp), 10 - At3g26770.1 (921 bp), L - Leervektor, M - DNA-

Grolenmarker. Die oberen drei Banden jeder Bahn resultieren aus dem Verdau des pQE30-Vektors
(3,5 kb) und des pREP4-Vektors (3,74 kb) der M15-Expressionszellen.

Somit standen sieben Sequenzen aus Arabidopsis thaliana fur eine Expression zur Verfligung.

Des Weiteren wurden ein von Teuber (2001) erzeugtes rekombinantes Konstrukt der D. lanata
A®-3B-HSD in pQE30 (bezeichnet als Klon HSD), wobei von ihm die Klonierungsstellen Sph | und
Hind 11l (Abb. A-2) gewahlt wurden, sowie ein Leervektor als Kontrolle fur Aktivitétstest in die
E. coli Expressionszellen transformiert. Eine zusammenfassende Ubersicht tiber die Ergebnisse

der PCR, Klonierungen und Sequenzierungen befindet sich im Anhang (Tab. A-1.)
3.2 Rekombinante Expression und Enzymaktivitat

3.2.1 Rekombinante Expression

Nach der Transformation der pQE30-Vektorkonstrukte (Abb. A-2) in die E. coli Expressionszellen
(2.2.1.3) und Induktion der Uberexpression (2.2.1.4) von mindestens 4 h wurde der Erfolg mittels
SDS-Page Uberpriift. Die Expression verlief fur alle Klone positiv (Abb. 11).

Die Abweichungen zwischen den kalkulierten molekularen Massen und den in der SDS-Page
erscheinenden, resultieren aus der Konstruktion des Vektors. Hierbei werden Fusionsproteine
erzeugt, wodurch die Proteine um 12 (bzw. 14 bei HSD) Aminosduren (4 AS durch ATG und
RGS-His Epitop, 6 AS des Histidin-Anhangs, 2 bzw. 4 AS durch die Schnittstellen vor dem Insert)
am N-Terminus verlangert werden (siehe Vektorkarte Abb. A-2 im Anhang). Eine Verlangerung
am C-Terminus durch die noch vorhandenen Schnittstellen der MCS (,multiple cloning site*) nach
dem Insert ist ebenfalls mdglich aber unwahrscheinlicher, da die kodierenden Sequenzen mit
Stoppkodon kloniert wurden. Dies erklart im Falle der HSD den Unterschied von ca. 1 kDa im
Vergleich zur nativen molekularen Masse von 29 kDa, welche von Finsterbusch (1999) bestimmt
wurde. Der 6fache Histidin-Anhang (6xHis-tag) ermdglicht eine Reinigung der Proteine mittels Ni-
NTA Affinitdtschromatographie, welche sich an die Expression anschlief3en sollte. Zuvor wurden
jedoch die Enzymaktivitdten der Iéslichen Proteinfraktionen des Bakterienlysates tberprift, um
aus den mdglichen Kandidaten potentielle HSDs auswahlen zu kénnen. Die Proteine P1, P2, P4,

P6, P7, P8 und HSD waren in den I&slichen Fraktionen der lysierten Bakterienkulturen
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wiederzufinden (Abb. 11). Klon 10 zeigte auf diesem Gel nur eine sehr schwache Bande in Hhe
des exprimierten Proteins, trotz dieser geringen Expression wurden auch mit dieser I6slichen
Fraktion Aktivitatstest durchgefihrt.

Leerplasmid M1 Klon2
kDa Ni  2h 4h BL ni 2h 4h BL

g = T . Klon kalkuliert' SDS-Page AS

1 27 kDa ~30 kDa 257
2 27 kDa ~30 kDa 257
4 27 kDa ~30 kDa 259
35 6 32kDa ~35kDa 303
<« ~30 kDa 7 30kDa ~31kDa 285
25 8 32 kDa ~33 kDa 300
10 32 kDa ~35 kDa 306
HSD 29kDa? ~30kDa 259
! Referenz siehe 3.2.3
2 hative A°-3B-HSD (Finsterbusch 1999)
Klon4 Klon6 Klon8 M1 Klion1t M1
ni 4h BL ni 4h BL ni 4h BL kDa ni 2h 4h BL kDa
~35kDa _, l
~33 kDa >
~30 kDa —> ~30 kDa >
o -— 25
Klon10 KlonHSD Leerplasmid M1 Klon7 = M1
ni 4h BL ni 4h BL ni 4h BL kDa ni 2h 4h BL kDa
~35kDa > s - - 35
~30 kDa —> ' '

~31 kDa >

Abbildung 11 Proteingele nach SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) der exprimierten Klone 1, 2, 4,
6, 7, 8, 10, HSD und des Leerplasmids. M1 - peqGOLD Protein-Marker |, ni — nicht induzierte Probe
der Bakterienkultur, 2h/4h — Probe nach 2/4 stindiger Induktion mittels IPTG, BL — I8sliche
Proteinfraktion der lysierten Bakterienkultur. Im grauen Kasten sind die kalkulierten und nach SDS-
PAGE geschatzten molekularen Massen sowie die Anzahl der Aminosauren angegeben.
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3.2.2 Enzymaktivitat von 38-HSDs in den lysierten Bakterienkulturen

Die Prifung der I6slichen Proteinfraktionen der lysierten Bakterienkulturen auf Enzymaktivitat
wurde unter den Bedingungen des Standardassays (Substrat Pregnenolon, 2.3.5.2) durchgefiihrt.
Als Kontrolle der endogenen Aktivitdt bakterieller Proteine diente eine Fraktion einer
Bakterienkultur, welche mit dem Leerplasmid transformiert und ebenfalls induziert wurde.

Jede I8sliche Proteinfraktion zeigte 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Aktivitat (Abb. 13).

3.2.21 Umsetzungen von Substraten und Substratanaloga

Um Hinweise auf die Substratspezifitdt, inklusive Stereospezifitdit der Enzyme zu erhalten,
wurden neben dem Substrat der nativen AS-BB-HSD, dem Pregnenolon, weitere Substratanaloga
sowohl fir die Dehydrogenase-Aktivitdt als auch die Reduktase-Aktivitdt auf eine mdgliche
Umsetzung Uberprift (Abb. 12). Die Auswahl der Substrate orientierte sich an den von
Finsterbusch (1999) gewahlten Steroiden, mit denen auf eine Umsetzung durch die native
A°-3B-HSD aus D. lanata geprift wurde. Neben Verbindungen mit Pregnanstruktur (keine
Doppelbindung im Grundgeriist) und Pregnenstruktur (A* oder A°-Doppelbindung), welche zum
Teil Intermediate der Kardenolid-Biosynthese (Abb. 5) darstellen, wurden auch die Phytosterole
Sitosterol, Stigmasterol und Cholesterol auf eine mégliche Umsetzung geprift.

Insgesamt konnte fiir jede Proteinfraktion der exprimierten Klone bei mindestens zwei Substraten
aus der Pregnen-, Pregnan- und Phytosterolreihe eine im Vergleich zur Kontrolle hdhere Aktivitat
gemessen werden. Die beobachteten Umsetzungen werden im Folgenden noch genauer
dargestellt. Auf die Substrate Campesterol und 28-Homoteasteron wird im Kapitel 3.4.7 bzw.

3.4.8 eingegangen.

Oxidation von C;;- und C,9-Steroiden mit Pregnenstruktur

Die Umsetzung des Substrates Pregnenolon konnte fiir alle exprimierten Klone nachgewiesen
werden. Als Hauptprodukt wurde Progesteron (4-Pregnen-3,20-dion) identifiziert. In geringen
Mengen von ca. 1-3 % der Produktmenge war auch 5-Pregnen-3,20-dion detektierbar. Teilweise
konnte eine Umsetzung von 21-Hydroxypregnenolon und 17a-Hydroxypregnenolon zu den
entsprechenden 3-Dehydro-Verbindungen beobachtet werden. Die Klone 7, 8 und 10 zeigten fiir
diese Substrate nur sehr geringe bzw. keine Aktivitaten.

Fur Abbildung 13 sind beispielhaft die relativen Aktivitdten der klonierten Enzyme berechnet
wurden, wenn auch ein quantitativer Vergleich der exprimierten Klone untereinander nur begrenzt
moglich ist. Dies liegt vor allem an fehlenden Angaben zur Konzentration der exprimierten
Proteine in den lysierten Bakterienkulturen, lediglich die Gesamtproteinkonzentrationen der
Proteinfraktionen wurden gleich gehalten (2.3.1). Ein qualitativer Vergleich der Umsetzbarkeit der
Testsubstrate durch den jeweiligen Klon ist jedoch mdéglich.

Eine Oxidation von 5-Androsten-3B-ol-17-on konnte bei allen Klonen beobachtet werden. Dabei

waren sowohl 4-Androsten-3,20-dion und 5-Androsten-3,20-dion als Produkte detektierbar.

50



Ergebnisse

Pregnanstruktur
C,¢-Steroide

2 HO H HO H

5a-Pregnan-3a-ol-20-on  5a-Pregnan-33-ol-20-on 5B-Pregnan-33-ol-20-on 5@-Pregnan-3a-ol-20-on

HO" ™%

(0]
o H
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OH
(0]
Oéjﬁ% Qﬁgjﬁlo ﬁ@ﬁ%@
HO HO' HO HO'
Pregnenolon 21-Hydroxypregnenolon  17a-Hydroxypregnenolon 5-Androsten-33-ol-17-on
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5-Pregnen-3,20-dion Progesteron 5-Androsten-3,17-dion 4-Androsten-3,17-dion
Phytosterole
C,7-Steroid C,s-Steroid C,o-Steroide

Cholesterol Campesterol Sitosterol Stigmasterol

Intermediat der Brassinosteroid-Biosynthese
C,o-Steroid

28-Homoteasteron

Abbildung 12 Strukturformeln der getesteten Substrate
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Substrate der Oxidation: C,4-Steroide mit Pregnen-Struktur

160 -
B Pregnenolon

140 4 O 21-Hydroxypregnenolon
120 4 O 17-Hydroxypregnenolon
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Substrate der Oxidation: Cy¢-Steroide mit Pregnan-Struktur
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HSD 1 2

Abbildung 13 Relative Enzymaktivititen fiir Substrate der Oxidation. Die Enzymassays wurden
mit jeweils 0,3 mM Substrat unter Bedingungen des Standardassays (2.3.5.2) mit den I&slichen
Proteinfraktionen der lysierten Bakterienkulturen mehrfach durchgefiihrt. Die Aktivitdten wurden Uber
die Konzentrationen der Produkte mittels GC/MS bestimmt. Die fiir die Berechnung verwendeten
Kalibrierungen der jeweiligen Produkte sind im Anhang (Tab. A-2) aufgefiihrt. In die Berechnung der
relativen Aktivitaten fir Pregnenolon sind zwei Messungen eingeflossen, bei den anderen Substraten
wurde darauf verzichtet, da sie lediglich zur Orientierung und zur Auswahl der Substrate fur kinetische
Messungen dienten. Die Aktivitdt des Klons HSD (2.1.9/3.1.2.3) fir das Substrat Pregnenolon (n=2)
wurde gleich 100% gesetzt. Die Nummerierung der Klone entspricht der Herkunft laut Tabelle 3-2.
LP — induzierter Klon des Leerplasmids, n.d.- nicht detektierbar.
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Oxidation von C,¢-Steroiden mit Pregnanstruktur

Als Produkt der Dehydrogenierung von 5a-Pregnan-3(-ol-20-on wurde 5a-Pregnan-3,20-dion
identifiziert. Auffallig waren die deutlich héheren Aktivitdten der Klone 2, 4 und 6 fiir 5a-Pregnan-
3B-ol-20-on (siehe Abb. 13). Keine Umsetzung konnte bei den Klonen 7 und 8 beobachtet
werden. Die Dehydrogenierung von 5B-Pregnan-33-ol-20-on filhrte zum Produkt 5B-Pregnan-
3,20-dion. Fur dieses Substrat zeigten die Klone 8 und 10 keine eindeutig héhere Aktivitat als der
Klon des Leerplasmids. Eine Oxidation von 5B-Pregnan-3a-ol-20-on zu 5B-Pregnan-3,20-dion
sowie 5a-Pregnan-3a-ol-20-on zu 5a-Pregnan-3,20-dion konnte mittels GC/MS nicht nach-

gewiesen werden.

Oxidation von Phytosterolen

Bei der Oxidation von Cholesterol konnte im Vergleich zur Kontrolle eine deutlich h&here
Konzentration des 3-Dehydro-Produktes Cholesten-3-on mit einem Rf-Wert von 6,9 bei den
Klonen HSD, 1, 2, 4 und 7 beobachtet werden. Bei den anderen Klonen waren nur gering héhere
bzw. gleiche Produktkonzentrationen zu finden.

Fur Sitosterol (243-Ethyl-5-cholesten-3(3-ol) konnte nur bei dem Klon der HSD eine Umsetzung
zum korrespondierenden 3-Dehydro-Produkt 24 3-Ethyl-4-cholesten-3-on beobachtet werden. Alle
anderen Klone wiesen keine héhere Konzentration des Produktes auf als die Kontrolle. Eine
Umsetzung von Stigmasterol zur entsprechenden 3-Keto-Verbindung konnte nicht beobachtet

werden.

Reduktion von Cy;- und C,o-Steroiden mit einer A*- oder A’-Doppelbindung

5-Pregnen-3,20-dion wurde von allen exprimierten Klonen zu Pregnenolon umgesetzt. In der
Fraktion des Leerplasmids war kein Pregnenolon detektierbar. Eine Reduktion von Progesteron
(4-Pregnen-3,20-dion) zu Pregnenolon hingegen konnte nicht festgestellt werden. Ahnliche
Ergebnisse lieferten Experimente der Reduktion von 5-Androsten-3,17-dion. Aufler bei dem
exprimierten Klon HSD, konnte bei allen anderen ein Produkt mit dem Rf-Wert 4,7 detektiert
werden, welches charakteristische Massen einer korrespondierenden 3(3-Hydroxylverbindung
aufwies und nicht in der Kontrollfraktion vorhanden war. AuRerdem war ein zweites Produkt mit
einem Rf-Wert von 5 detektierbar, welches jedoch in h6heren Mengen auch in der Kontrollfraktion
erschien, und somit vermutlich auf eine bakterielle Reduktase-Aktivitdt zurlickzuflihren ist. Das
Erscheinen von 2 Produkten ist erklarbar, durch die Mdéglichkeit der Reduktion der Ketogruppen
sowohl am C-3 als auch C-17. Eine Umsetzung von 4-Androsten-3,17-dion fand nicht statt. Diese
Ergebnisse zeigen Ubereinstimmung mit denen von Finsterbusch (1999). Auch mit der nativen
A®-3B-HSD konnte eine Reduktion von A’-Ketosteroiden beobachtet werden, von A*Keto-

steroiden hingegen nicht.

Reduktion von C,;-Steroiden mit Pregnanstruktur
Bei der Reduktion von 5a-Pregnan-3,20-dion konnte neben dem Hauptprodukt 5a-Pregnan-3-ol-

20-on in geringeren Mengen auch 5a-Pregnan-3a-ol-20-on identifiziert werden. Ebenso konnte
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bei der Reduktion von 5B-Pregnan-3,20-dion neben dem 3B-konfigurierten Hauptprodukt
5B-Pregnan-3B-ol-20-on geringe Mengen 5B-Pregnan-3a-ol-20-on detektiert werden. Die Klone 1
(At2g47140) und 2 (At2g47130) zeigten fir die Reduktion von 5a-Pregnan-3,20-dion deutlich
hohere Aktivitaten als der Klon HSD. Bei der Reduktion von 53-Pregnan-3,20-dion hingegen wies
der Klon HSD eine dreifach héhere Aktivitat als die Klone 1 und 2 auf. Fir Klon 8 konnte keine
Umsetzung von 5a-Pregnan-3,20-dion und fir Klon 10 keine Umsetzung von 5B-Pregnan-3,20-

dion nachgewiesen werden.

Neben dem Klon HSD wurden die Klone 1 (At2g47140), 2 (At2g47130) und 7 (At1g52340) fir
eine anschlieRende Proteinreinigung ausgewahlt. Die Auswahl von At2g47140 und At2g47130
beruhte zum einem auf der héchsten Homologie zur D. lanata A°-3B-HSD und zum anderen
zeigten sie fur die Mehrzahl der Substrate hohe Umsatzraten. At1g52340 (ABA2, SDR1) war das
einzige sequenzédhnliche Protein mit bekannter katalytischer Funktion, welches fir vergleichende

kinetische Messungen gereinigt wurde.

3.2.3 Vorhersage von Proteineigenschaften

Der offene Leserahmen (ORF) von At2g47140 umfasst 1089 bp, wobei ein kodierender Bereich
von 774 bp ein Protein bestehend aus 257 Aminosaduren, mit einer kalkulierten molekularen
Masse (MW) von 26,85 kDa und einem kalkuliertem isoelektrischen Punkt (IP) von 6,79, kodiert.
Der offene Leserahmen von At2g47130 umfasst 855 bp, wobei ebenfalls 774 bp, ein Protein
bestehend aus 257 Aminosduren, mit einer kalkulierten molekularen Masse von 26,9 kDa und

einem kalkuliertem isoelektrischen Punkt von 7,04 (www.arabidopsis.org, MW: Bioperl 0.7, IP:

EMBOSS 2.0.1) kodieren. Beide Proteine wurden von verschiedenen Programmen als
cytosolische Proteine prognostiziert (LOCtree, SubLoc, WolFPSORT, siehe 2.6). Fir die AtSDR1
(ORF 1530 bp, kodierender Bereich 858 bp, 285 AS, MW: 30,3 kDa, IP: 6,23) ist die Lokalisation
im Cytosol nachgewiesen (Cheng et al. 2002).

Die Aminosauresequenzen von At2g47140 und At2g47130 sind zu 77% identisch und weisen
86% Sequenzhomologie auf (WU-BLAST2, 2.6). Mit der AtSDR1 verglichen, sind nur noch ca.
42% der Aminosauren identisch, die Homologie der Sequenz betragt ca. 57%.

Neben den typischen Domanen der SDR-Familie (Pfam: PF00106, PRINTS: PRO00080,
PROSITE: PS00061) sind auch Motive der Glucose/Ribitol-Dehydrogenase Familie (PRINTS:
PR00081) vorhanden.

3.3 Reinigung der heterolog exprimierten Proteine

Vorversuche mit dem QIAGEN® Ni-NTA Spin Kit ergaben erst eine spate Elution der Proteine bei
einer Imidazolkonzentration ab 500 mM. Mit einer Imidazolkonzentration von 250 mM im
Elutionspuffer konnte auch nach zweimaliger Behandlung der Spin-S&ulen keine Elution der

Proteine erreicht werden (Abb. 14).
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Klonl M1M2 Ni-NTA M1 M2 Klonl Ni-NTA M2
ni 2h 4h BL F W E1 E2 kDa 2h 4h BL F W E3 E4 E5 E6 kDa
ot 515 1
~30 kDa —> 35
- 29
25 45
- - 29
S e
Klon2 M1 Ni-NTA — -
ni 4h BL F WIW2 E1 E2 E3 p,
re e F nicht gebundene Proteine
= . - 35 W1/2 Waschfraktionen
3 E1 Elution (250 mM Imidazol)
~30kDa—> WL %, ~30kba E2  Elution (250 mM Imidazol)

(
E3  Elution (500 mM Imidazol)
E4  Elution (500 mM Imidazol)
E5  Elution (750 mM Imidazol)

. e E6 Elution (750 mM Imidazol)

Abbildung 14 SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) nach Reinigung Uber Ni-NTA-Spin S&ulen
(Qiagen) der exprimierten Proteine AtHSD1 und AtHSD2.

M1 - peqGOLD Protein-Marker I, M2 — peqGOLD prestained Protein-Marker, ni — nicht induzierte
Probe der Bakterienkultur, 2h/4h — Probe nach 2/4 stiindiger Induktion mittels IPTG, BL — I6sliche
Proteinfraktion der lysierten Bakterienkultur. Im grauen Kasten sind die Bezeichnungen der
verschiedenen Fraktionen angegeben.

Auch bei der Reinigung mittels HisTrap™HP-Saulen am AKTA™explorer System (2.3.2) wurden
die Proteine erst bei 90-100% Elutionspuffer (500 mM Imidazol) von der Saule eluiert (siehe
Abbildung 15a). Aus diesem Grund konnte ein relativ steiler Elutionsgradient Uber 20
Saulenvolumen gewahlt werden. Um eine quantitative Elution zu erreichen, wurden nach dem
Gradienten weitere 10 S&ulenvolumen Elutionspuffer Gber die Saule gegeben. Jedes Protein
wurde Uber eine separate Saule gereinigt, um Verunreinigungen untereinander zu vermeiden. Die
Eluate wurden als 2 mL Fraktionen in vorgelegtem Phosphatpuffer (10 mM, pH 8,0) aufgefangen.
Von den Fraktionen innerhalb der Peakflache (z.B. Fraktionen 6-9 in Abb. 15a) wurde die

Konzentration (2.3.4) bestimmt.

Die Prifung auf Dehydrogenase-Aktivitat mittels Standardassay (Substrat Pregnenolon) verlief
bei jedem Enzym positiv.

Die gereinigten Enzyme aus Arabidopsis thaliana werden im Weiteren als AtHSD1 (At2g47140),
AtHSD2 (At2g47130) und AtSDR1 (At1g52340) bezeichnet, die heterolog exprimierte A°-3p-HSD
aus D. lanata als DI3BHSD.

Die Elutionschromatogramme (Abb.15) zeigen neben den heterolog exprimierten Proteinen einen
Peak bei ca. 40% Elutionspuffer. Dies kbnnte zum einen durch Proteasen gespaltenes Protein
darstellen, zum anderen kénnte es sich um ein durch die Expression des Leerplasmids pQE 30

entstehendes Protein handeln. Wie man der Vektorkarte (Abb. A-2) entnehmen kann, fihrt auch
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die Translation der MCS ohne Insert vom Start- bis zum Stoppkodon zu einem Protein bestehend
aus 28 AS (ATG, RGS-His-Epitop, 6xHis-tag, MCS). Entsprechend ist auch in Proteingelen nach
einer SDS-PAGE eine ca. 3 kDa grofte Bande in den Waschfraktionen und einer Elutionsfraktion
zu erkennen (siehe Abb. 14). Eine Prufung dieser Fraktionen des ersten Peaks auf
Dehydrogenase-Aktivitat verlief negativ.
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Abbildung 15 Elutionschromatogramme der heterolog exprimierten Proteine.
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10.0

a — Gesamtchromatogramm der DI3BHSD, b — AtHSD1, ¢ — AtHSD2, d — AtSDR1. Die linke Ordinate

skaliert die Absorption bei 280 nm, die rechte Ordinate den prozentualen Anteil des
(% B). F3 — Waschfraktion ungebundener Proteine.

Elutionspuffers

Die Reinheit der Fraktionen und Grofle der Proteine wurde mittels SDS-PAGE Uberprift, es

konnte nach Coomassie-Farbung keine Verunreinigung beobachtet werden. Die GroRe der

Proteinbanden entsprach den kalkulierten molekularen Massen. Entsprechen

de Fraktionen

wurden ausgewahlt und vereinigt. Abbildung 16 zeigt ein Proteingel nach Silberfarbung der

vereinigten Fraktionen. Auch hier sind keine Verunreinigungen erkennbar. Die Konzentrationen

der vereinigten Fraktionen der einzelnen Proteine lagen zwischen 260-425

Proteinlésung wurde mit 10 mM Phosphatpuffer pH 8,0 auf 250 ug/mL verdinnt.

~kDa M 1 2 3 4

170
130

100 -
70
55

40
35 -

25

Abbildung 16 SDS-PAGE der gereinigten Proteine (Silberfarbung).

Bahn 1 — DI3BHSD, Bahn 2 — AtSDR1 (At1g52340), Bahn 3 — AtHSD2 (At2g471
AtHSD1 (At2g47140), M — Proteinmarker PageRuler™Prestained (Fermentas).

Weiterfiihrend wurde in der Arbeitsgruppe mit der Kristallisation der DI3BHSD bego

pMg/mL. Jede
30), Bahn 4 —
nnen.
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3.4 Charakterisierung und kinetische Parameter der rekombinanten
3B-HSD Enzyme

Zur Charakterisierung wurden vor der Ermittlung der K- und Vpo-Werte die Abhangigkeit der
Aktivitat von der Proteinkonzentration, dem pH-Wert, der Temperatur und der Inkubationszeit der

gereinigten heterolog exprimierten Proteine AtHSD1 und AtHSD2 bestimmt.

3.4.1 Abhidngigkeit der Aktivitat von der Proteinkonzentration

Da die kinetischen Daten durch Einpunktmessungen ermittelt werden sollten, war es erforderlich,
die Enzymkonzentration in einem Bereich zu halten, in dem die Aktivitat linear von der
Proteinmenge abhangt, jedoch ausreicht fiir die Bildung einer gut detektierbaren Produktmenge
auch bei geringer Substratkonzentration. Dieser Bereich wurde fir die gereinigten Proteine
DI3BHSD und AtHSD1 im Standardassay (2.3.5.2) mit 0,3 mM Pregnenolon ermittelt. Er betragt
fur die DI3BHSD 5-20 ug Protein/mL und fiir die AtHSD1 5-60 ug Protein/mL. (Abb. 17a). Far

samtliche weitere Messungen wurde fur alle Proteine eine Konzentration von 20 pg/mL gewahilt.

3.4.2 Abhdngigkeit der Aktivitat vom pH-Wert

Fur die AtHSD1 und AtHSD2 wurde die Aktivitdtsabhangigkeit im Bereich zwischen pH 5,5 und
pH 8,0 bei gleichbleibender lonenstdrke im Phosphatpuffer (10 mM) bei 50°C und
30minutiger Inkubation mit dem Substrat der Dehydrogenierung Campesterol (0,3 mM) bestimmt.
Bei beiden Enzymen wurde die hdchste Aktivitat bei pH 7,0 beobachtet (Abb.17b). Finsterbusch
(1999) ermittelte fiir die gereinigte A°-3B-HSD ein Optimum bei pH 9,0 im 20 mM Glycin/NaOH-
Puffer. Die kinetischen Messungen wurden von ihr im 10 mM Phosphatpuffer bei pH 8,0
durchgefiihrt. Fur die kinetischen Messungen der heterolog exprimierten DI3BHSD wurden die
von ihr gewahlten Bedingungen beibehalten. Weitere Charakterisierungen der AtHSD1 und
AtHSD2 wurden im 10 mM Phosphatpuffer pH 7,0 durchgefiihrt.

3.4.3 Abhéangigkeit der Aktivitat von der Temperatur

Die AtHSD1 und AtHSD2 =zeigten, mit dem Substrat Campesterol (0,3 mM) und einer
Inkubationsdauer von 30 min in einem Temperaturbereich von 30 bis 60°C, die héchste Aktivitat
bei 40°C (Abb. 17c). Bei der AtHSD2 waren bei 50°C noch 80% der Aktivitdt vorhanden, danach
ist ein starker Abfall der Aktivitat zu beobachten. Bei der AtHSD1 hingegen zeigt sich kein klares
Temperaturoptimum. Auch bei 60°C sind noch ca. 90% der Aktivitdt vorhanden. Das
Temperaturoptimum der nativen A°-33-HSD liegt bei 50-55°C (Finsterbusch 1999).

3.4.4 Abhangigkeit der Aktivitat von der Inkubationszeit
Die Aktivitdtsabhangigkeit wurde Uber einen Zeitraum von 0,5 bis 60 min bei 40°C mit dem
Substrat Campesterol (0,3 mM) bestimmt. Fir die AtHSD1 und AtHSD2 kann Uber diesen
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Zeitraum eine stetige Zunahme des Produktes beobachtet werden (Abb. 17d). Im Fall der
AtHSD?2 ist eine etwa lineare Abhangigkeit erkennbar. Die Aktivitat ist also im Messzeitraum
stabil und es gibt keine Anhaltspunkte fir eine etwaige Produkthemmung. Bei der AtHSD1 zeigt
die Zunahme des Produktes wahrend der ersten 15 min einen hyperbolen Verlauf, es kommt

jedoch innerhalb von 60 min nicht zum Verlust der Aktivitat.
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Abbildung 17 Kinetische Charakterisierungen.

Es wurde die Abhangigkeit der Aktivitdt von a) der Proteinkonzentration b) dem pH-Wert c) der
Temperatur und d) der Inkubationszeit bestimmt. Bei Mehrfachbestimmung (n=2) ist die
Standardabweichung in Balken angegeben.

Die Abhangigkeit von der Proteinkonzentration wurde mit dem Substrat Pregnenolon (0,3 mM)
ermittelt. Im Assayansatz wurden von der DI3BHSD 0,5-80 pg/mL, von der AtHSD1 0,5-200 ug/mL
eingesetzt. Die Aktivitdt wurde Uber die Quantifizierung des Produktes Progesteron mittels GC/MS
(2.4.2) bestimmt. Die Abhangigkeit von dem pH-Wert, der Temperatur und der Inkubationszeit wurde
mit dem Substrat Campesterol (0,3 mM) ermittelt. Da fiir das Produkt keine Referenzsubstanz zur
Verfigung stand und somit keine Kalibrierung mdoglich war, sind in diesen Fallen die
Flachenverhaltnisse des Produktes zum Internen Standard (IS) als Malf fur die Aktivitdt angegeben.
Fir die gaschromatographische Trennung war eine Substitution durch Silylierung notwendig. Hieraus
resultiert eine weitere Fehlerquelle der Quantifizierung und die z.T. groRen Standardabweichungen.
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3.4.5 Abhangigkeit der Dehydrogenase-Aktivitat vom Kosubstrat

Die Abhangigkeit der Dehydrogenase-Aktivitaten der AtHSD1 und AtHSD2 von den Kosubstraten
NAD" (1 mM) und NADP* (1 mM) wurde mit Campesterol (0,3 mM) unter den optimierten
Bedingungen bestimmt. Beide Enzyme akzeptierten sowohl NAD" als auch NADP”, wobei jeweils
mit NAD" etwas hdhere Aktivitdten zu beobachten waren (Abb. 18). Im Bezug auf das Kosubstrat
NAD" (100%), ergeben sich fiir das Kosubstrat NADP* ca. 89% (AtHSD1) bzw. 84% (AtHSD2)
relative Aktivitat.

0,09 -
A
0.08 - m AtHSD1
m AtHSD2
0,07 -

0,06 -
0,05 -

0,04 -
0,03 A
0,02 -
0,01 -

Flachenverhaltnis Produkt/IS

NAD+ NADP+

Abbildung 18 Abhingigkeit der Dehydrogenase-Aktivitdt vom Kosubstrat der AtHSD1 (n=2)
und AtHSD2. Standardabweichung in Balken.

3.4.6 Bestimmung von K, und Vax

Aufgrund der beobachteten Aktivitidten der Bakterienlysate wurden die Substrate Pregnenolon,
21-Hydroxypregnenolon, 5a-Pregnan-3f3-ol-20-on und 5B-Pregnan-3p-ol-20-on fir enzym-
kinetische Messungen (2.3.5.8) der Dehydrogenase-Aktivitdt und 5a-Pregnan-3,20-dion und
5B-Pregnan-3,20-dion der Reduktase-Aktivitdt ausgewahlt (Strukturformeln siehe Abb. 12). Die
kinetischen Messungen wurden bei Substratkonzentrationen in einem Bereich zwischen 0,2 pM
und 1000 uM vorgenommen, in Abhangigkeit von der Sattigung der Umsatzrate. Bei héheren
Konzentrationen ist die Loslichkeit des Substrates im Phosphatpuffer nicht mehr gegeben.

In den Tabellen A6-A8 im Anhang sind die erhaltenen K- und Va-Werte aller Substrate nach

nichtlinearer Regression und linearer Auswertung (2.3.5.8) gegenulbergestellt.

Den niedrigsten K,-Wert der hier getesteten Substrate weist die DI3SBHSD fur das Substrat
Pregnenolon auf, die AtHSD1 fur das Substrat der Reduktion 5a-Pregnan-3,20-dion und die
AtHSD2 fiir das Substrat der Dehydrogenierung 5a-Pregnan-3p-ol-20-on. Abbildung 19 zeigt die

zugehdrigen graphischen Darstellungen.
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Abbildung 19 Michaelis-Menten-Kinetiken fiir die jeweils geringsten K,-Werte der DI3BHSD
(Substrat Pregnenolon), der AtHSD1 (Substrat 5a-Pregnan-3,20-dion) und der AtHSD2 (Substrat 5a-
Pregnan-3[3-ol-20-on). Auswertung mittels nichtlinearer Regression (schwarz) und Linearisierung nach
Hanes-Woolf (grau). Standardabweichungen in Balken (n=3).
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In folgender Tabelle 3-3 sind die ermittelten K- und Vnax-Werte aller eingesetzten Substrate
nach der Auswertung mittels nichtlinearer Regression aufgefiihrt. Ebenfalls sind die berechneten

Werte fir Via/Kn, als Mal fur die katalytische Effizienz angegeben.

Tabelle 3-3 Ermittelte Werte fiir K, Vinax und V,,,,/K,, der DI3BHSD, AtHSD1, AtHSD2 und
AtSDR1 nach nichtlinearer Regression an die Kurve der Michaelis-Menten-Gleichung. V. /Ky, ist in
der Einheit pkat-kg'1-|JM'1 angegeben. STF — Standardfehler, n.b. — nicht bestimmt. Die aufgefiihrten
Geschwindigkeiten des Substrates Campesterol und 21-Hydroxypregnenolon gelten nur unter der
Annahme, dass die Kalibriergerade des Produktes die Gleichung y=1x besitzt. Aus diesem Grund ist
ein Vergleich der Vo und V,./K,-Werte des Campesterols mit denen der anderen Substrate nur
sehr begrenzt moéglich. Auf die Detektion, Quantifizierung und Kinetiken von Campesterol wird im
Kapitel 3.4.7 eingegangen.

Protein

DI3BHSD AtHSD1 AtHSD2 AtSDR1
Substrat (£ STF) (£ STF) (£STF) (£ STF)
Km (M) 37 (6) 50 (15) 43 (9) 1205 (997)

Vmax
Pregnenolon (ukat/kg) 143 (6) 239 (22) 109 (6) 160 (97)
Vmax/Km 3,86 4,78 2,53 0,13
K (UM) 390 (154) 288 (68) n.b. n.b.

21-Hydroxy- Vinax
A Fe e (Ukat/kg) 614 (106) 739 (69) n.b. n.b.
Vmax/Km 1,57 2,57 - -
Km (UM) 69 (14) 159 (47) 4,2 (0,8) n.b.
5“'Pre§g‘_z'r‘]'3p'°" Vimax (Hkat/kg) 1181 (68) 914 (111) 624 (27) n.b.
Vmax/Km 17,12 5,75 148,57 -
Km (UM) 147 (39) 98 (16) 48 (7) n.b.

5B-Pregnan-3-ol- Vv

L max (UKat/kg) 3262 (409) 1566 (89) 975 (42) n.b.
Vmax/Km 22,19 15,98 20,31 -
Km (UM) 397 (77) 30 (7) 37 (4) n.b.

5a-Pregnan-3,20- V.
dion (Ukat/kg) 8469 (880) 1441 (84) 1772 (737) n.b.
Vmax/Km 21,33 48,03 47,89 -
Kmn (M) 298 (100) 92 (69) 149 (41) n.b.
53"’”3;?\"'3’20' Viax (Ukatlkg) 11030 (1816) 2384 (888) 1780 (256) n.b.
Vmax/Km 37,01 25,91 11,95 -
Kmn (UM) 239 (34) 306 (56) 87 (19) n.b.

Vmax
Campesterol (ukat/kg) 18,6 (1,8) 82 (11) 26 (3) n.b.
Vmax/Km 0,08 0,27 0,3 -
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Bei der Betrachtung des graphischen Vergleichs (Abb. 20) der ermittelten kinetischen Werte ist
erkennbar, dass sich die maximalen Geschwindigkeiten der Enzyme DI3BHSD, AtHSD1 und
AtHSD2 beziglich jeden Substrates in gleichen Dimensionen bewegen. Die geringsten
Geschwindigkeiten zwischen 109 und 243 pkat/kg wurden fiir das Substrat Pregnenolon (mit
einer A5-Doppelbindung) ermittelt, wobei sich die K,,-Werte fir die drei genannten Enzyme mit
37 uM, 50 uM und 43 puM ebenfalls nicht wesentlich unterscheiden. Sie liegen in der gleichen
GroRenordnung wie der ermittelte K,-Wert der nativen A°-3B-HSD mit 20 pM (Finsterbusch
1999). Die AtSDR1 weist einen mit ca. 1200 uM deutlich grofkeren K.,-Wert fir Pregnenolon auf.

Km (uM) Vmax (ukat/kg)
10000 1000 100 10 1 1 10 100 1000 10000 100000
| 5 oD
Pregnenolon m AtHSD1
T I | =1 O AtHSD2
21-Hydroxy- O AtSDR1

Pregnenolon

ﬁ 5alpha-Pregnan-
3beta-ol-20-on

5beta-Pregnan-
3beta-ol-20-on

5alpha-Pregnan-
3,20-dion

5beta-Pregnan-
L 3,20-dion

Abbildung 20 Vergleich der ermittelten K,,-Werte (links) und der V,..-Werte (rechts) nach
nichtlinearer Regression (Tab. 3-3).

Es wurde eine logarithmische Skalierung gewahlt, um alle Werte in einem Diagramm darstellen zu
kénnen. Standardfehler in Balken.

Fur das 21-hydroxylierte Pregnenolon wurden, im Vergleich zum nicht substituierten
Pregnenolon, héhere maximale Umsetzungsgeschwindigkeiten bestimmt. Die ermittelten K-
Werte mit 390 yM (DI3BHSD) und 288 uM (AtHSD1) sprechen jedoch fiir eine Abnahme der
Bindungsaffinitat durch eine Hydroxylierung am C-21.

Die maximalen Geschwindigkeiten fiir die Pregnanderivate sind im Vergleich zum Pregnenolon
deutlich hoéher. Aufféllig ist dabei die durchschnittlich 5fach gréRere V.« der DI3BHSD fiir
5a- und 5B-Pregnandion im Vergleich zur AtHSD1 und AtHSD2. Auch der Vergleich der K-
Werte fir die Pregnanderivate zeigt groliere Unterschiede. So besitzt die AtHSD2 fir das

5a-Pregnan-3p-ol-20-on mit ca. 4 yM den geringsten und in mindestens einer Zehnerpotenz
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kleineren K,-Wert als die DI3BHSD (ca. 70 uM) und AtHSD1 (ca. 160 uyM). Die maximale
Geschwindigkeit der AtHSD2 ist zwar etwas geringer, aber bewegt sich noch in der gleichen
Grélenordnung. Hier zeichnet sich eine héhere Substrataffinitdt der AtHSD2 fur 5a-Pregnan-3[3-
ol-20-on ab. Fir das Substrat der Reduktion 5a-Pregnandion wurden fir die aus A. thaliana
stammenden HSDs um eine Zehnerpotenz kleinere K-Werte mit 30 bzw. 37 uM ermittelt als fir
die aus D. lanata stammende DI3BHSD mit ca. 400 yM.

160 0 21-Hydroxypregnenolon 148,6
] H Pregnenolon

140 | O 5a-Pregnan-3B-ol-20-on
1 m5a-Pregnan-3,20-dion
1 O 5B-Pregnan-33-ol-20-on

120 ] m 5B-Pregnan-3,20-dion

100

Vmax/Km (pkat-kg™-puM-1)
o ®
3 S

EN
o
|

20 1

DI3BHSD AtHSD1 AtHSD2

Abbildung 21 Vergleich der katalytischen Effizienzen.

Als Maf dienen die Via/Km-Werte in pkatkg™-uM™” (Tab. 3-3). Die Werte wurden bis auf eine Komma-
stelle gerundet.

Die katalytischen Effizienzen aller drei Enzyme sind fiir die Pregnanderivate gréflier als fur die
Pregnene Pregnenolon und 21-Hydroxypregnenolon (Abb. 21).

Die DI3BHSD besitzt die héchste Effizienz fur die Reduktion des 5B-Pregnandions. Auch bei der
Dehydrogenierung liegt sie fiir das 5B-Pregnan-33-ol-20-on etwas hoher als fir das 5a-Isomer.
Die AtHSD1 und AtHSD2 hingegen zeigen fiir die Reduktion der 5a-konfigurierten Pregnandione
hohere katalytische Effizienzen.

Bei der AtHSD1 lasst sich eine Bevorzugung der Reduktionsreaktion gegeniiber der
Oxidationsreaktion beobachten. Die katalytischen Effizienzen sowohl fir das 5a-Pregnandion
gegenlber dem 5a-Pregnan-3(-ol-20-on als auch fur 5B-Pregnandione gegeniber 53-Pregnan-
3[B-0l-20-on sind groéRer. Sie besitzt fir 5a-Pregnandion die héchste Effizienz und den kleinsten
Kn-Wert.

Die AtHSD2 hingegen ist effizienter bei der Oxidation der 5a/B-Pregnan-33-ol-20-one jeweils im
Vergleich zur Reduktion der entsprechenden 5a/B-Pregnandione. Die Effizienz fiir die Reduktion

des 5a-Pregnandion ist gleich der der AtHSD1, jedoch liegt sie fiir die Dehydrogenierung des
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5a-Pregnan-3B-0l-20-ons noch 3fach héher. In diesem Fall kann von einer eindeutig héheren
Substrataffinitdt der AtHSD2 fiir 5a-Pregnan-33-ol-20-on gesprochen werden.

Aufgrund der beobachteten héheren Affinitdt der AtHSD1 und AtHSD2 fur 5a-konfigurierte
3B-Hydroxysteroide, wurde auch 28-Homoteasteron getestet (3.4.8). Es handelt sich dabei um
ein Analogon des Intermediates Teasteron der Brassinosteroid-Biosynthese (vgl. Abb. 7/Abb. 12).
Andere mégliche Substrate, welche Intermediate der Brassinosteroid-Biosynthese darstellen, wie

Teasteron, 6-Deoxoteasteron und 6-Deoxo-28-norteasteron, standen leider nicht zur Verfligung.

3.4.7 Umsetzung von Cholesterol, Sitosterol, Stigmasterol und Campesterol

Da sich zwischen der Herzglykosid-Biosynthese und der Brassinosteroid-Biosynthese parallele
Reaktionsabfolgen finden lassen (vgl. Abb. 6/Abb. 7) und da bei einigen Messungen der Enzym-
aktivitdten aus den Bakterienlysaten (3.2.2) teilweise auch eine Umsetzung von Cholesterol und
Sitosterol beobachtet werden konnte, wurden die Sterole Cholesterol, Sitosterol, Stigmasterol
und Campesterol auf eine Umsetzung durch die gereinigten AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD
geprift. Nach der Umsetzung von Cholesterol (m/z 386 [M+]) konnte bei allen drei Enzymen ein
Produktpeak beobachtet werden, dessen Massenspektrum charakteristische Massen des
3-Dehydroproduktes Cholesten-3-on (m/z 384 [M+], 342, 299, 261, 229, 124) besal’ und nicht in
der Kontrolle vorhanden war. Hierbei zeigte die AtHSD1 die hdchste Aktivitat, gefolgt von der
AtHSD2. Die DI3BHSD wies nur eine geringe Aktivitdt auf (siehe Tab. 3-4). Bei den
chromatographischen Auswertungen der Umsetzungen des Sitosterols und Stigmasterols waren
auch in der Kontrollprobe Signale mit identischen Retentionszeiten vorhanden, welche
Ubereinstimmung mit den Massenspektren der dehydrogenierten Produkte zeigten. Aus diesem

Grund kann keine klare Aussage zur Umsetzung dieser Phytosterole gemacht werden.

Tabelle 3-4 Relative Aktivititen in % der Umsetzung von Cholesterol, Sitosterol und
Stigmasterol. Es wurden jeweils 0,2 mM Substrat eingesetzt. Die Enzymassays wurden bei 37°C,
pH 7,5 im Phosphatpuffer (10 mM), NAD*-Uberschuss (1 mM) durchgefiihrt. Die Kontrollproben
enthielten kein Enzym. Die Reinheit der Sterole betrug nach Herstellerangaben (Sigma) fir
Cholesterol 99+%, fir Sitosterol 60% und fir Stigmasterol 95%.

Substrat DI3BHSD AtHSD1 AtHSD2 Kontrolle
Cholesterol 13 100 67 0

Sitosterol 65 100 69 67
Stigmasterol 100 49 67 72

Campesterol ((24R)-24-Methylcholesterol) wurde von der Firma STERALOIDS (Newport, Rhode
Island) synthetisiert und ist nach Herstellerangaben bis zu 30% mit (24 S)-24-Methylcholesterol
verunreinigt. Bei der gaschromatographischen Trennung zeigte Campesterol (m/z 400 [M*]) einen
sehr breiten Peak mit Tailing, was eine Detektion des vermuteten dehydrogenierten Produktes
(m/z 398 [M"]) erschwerte. Durch Silylierung (2.4.3) der 3B-Hydroxylgruppe des Campesterols

konnte das Tailing verhindert und die Trennung deutlich verbessert werden. Bei der
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Derivatisierung mit BSTFA [N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid] wird das Wasserstoffatom der
Hydroxylgruppe durch eine Trimethylsilylgruppe (TMS) ersetzt. Das dehydrogenierte Produkt und
der verwendete interne Standard 4-Androsten-3,20-dion bleiben underivatisiert.

In den erhaltenen Gesamtspektren im SCAN-Modus nach enzymatischer Umsetzung konnten
zwei neue Signale mit den Retentionszeiten (Rt) 13,4 (m/z 398 [M']) und 13,6 (m/z 396 [M'])
beobachtet werden. Diese konnten bei jedem der drei Enzyme beobachtet werden und waren
nicht in der Kontrolle ohne Enzym vorhanden. In den Abbildungen 22a+b sind Gesamtspektren
der Kontrollprobe und der AtHSD2 dargestellt. Vor dem Signal des TMS-Derivates des
Campesterols (m/z 472 [M*]) mit Rt 11,2 wurden stets drei weitere Signale mit Rt 10,7 (m/z 400
[M™]); 10,9 (m/z 400 [M™]) und 11,05 (m/z 474 [M']) beobachtet. Aufgrund der Massenspektren
handelt es sich hierbei wahrscheinlich um nichtsilyliertes Campesterol bzw. nichtsilyliertes und
silyliertes (24S)-24-Methylcholesterol. Die Peaks mit Rt 7,2 und Rt 9,2 sind Verunreinigung und
besitzen Massenspektren typisch fir Phthalate. Der Peak mit Rt 8,9 zeigte ebenfalls einen
Molekilionenpeak m/z: 398, welcher der Molekiilmasse des Produktes entsprache, jedoch kann
er keiner Substanz eindeutig zugeordnet werden. Abgesehen davon war er stets auch in der
Kontrollprobe vorhanden.
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Abbildung 22 GC/MS-Analyse nach Umsetzung mit Campesterol (0,2 mM).

at+b) Gesamtspektren nach Silylierung. a) Kontrollprobe ohne Enzym, b) AtHSD2. ISTD — Interner
Standard 4-Androsten-3,20-dion 1 — TMS-Derivat des Campesterols (m/z: 472 [M']) Rt 11,2 , 2 —
(24R)-24-Methylcholesten-3-on (m/z: 398 [M*]) Rt 13,4. Die Ordinate stellt die absolute Intensitét dar.
c+d) Massenspektren von c¢) Campesterol (Referenzspektrum der NIST-Bibliothek) d) Rt 13,4,
welches als 24-Methylcholest-4-en-3-on identifiziert wurde. Die Ordinate stellt die relative Intensitét in
% dar, die Abszisse m/z das Masse/Ladungsverhaltnis.
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Leider standen keine Referenzsubstanzen fiir die zu erwartenden Produkte (24R)-24-
Methylcholest-4-en-3-on und/oder (24 R)-24-Methylcholest-5-en-3-on zur Verfiigung.

Das erhaltene Massenspektrum von Rt 13,4 (Abb. 22d) zeigte charakteristische Fragmentionen-
Peaks (m/z: 398 [M+], 383, 356, 341, 313, 275, 274, 229 ,124) des (24R)-24-Methylcholest-4-en-
3-on (Takatsuto et al. 1999, Noguchi et al. 1999) und besitzt charakteristische Massen M-2 (2H)
(m/z: 398 [M+], 313) des Campesterols (m/z: 400 [M+], 315) (vgl. Abb. 22c+d). Aufgrund dieser
Ubereinstimmungen und der Tatsache, dass dieses Signal nicht in der Kontrolle vorhanden war,
wurde es als das Produkt der Dehydrogenierung des Campesterols identifiziert. Ein
Referenzspektrum fir (24R)-24-Methylcholest-5-en-3-on stand nicht zur Verfigung. Jedoch lasst
sich aus der relativen Intensitdt des Fragmentions m/z (relative Intensitat in %): 124 (100)
vermuten, dass es sich um das A*-en Produkt handelt. Zum Vergleich sind im Anhang (Abb. A-7)
Referenzspektren des Progesterons (A*-en) und des 5-Pregnen-3,20-dions dargestellt. Aus
diesen ist ersichtlich, dass das Massenspektrum des Progesterons eine hohe relative Intensitét
des Fragmentions m/z: 124 (85) besitzt, wohingegen im Massenspektrum des 5-Pregnen-3,20-
dions dieses Fragmention mit einer wesentlich geringeren relativen Intensitat erscheint (m/z: 124
[10]).

Das Signal mit Rt 13,6 besal den Molekiilionen-Peak m/z: 396 (M*). Hierbei kénnte es sich um
ein Steroid mit einer Dien-Struktur handeln, welches vermutlich ein Artefakt des Produktes nach

der Aufarbeitung der Proben darstellt.

Die kinetischen Messungen wurden im Konzentrationsbereich 0,005 — 0,2 mM durchgefihrt.
Hierbei wurden immer gleiche Verhaltnisse der Signale mit Rt 13,4 und 13,6 beobachtet. Da fir
das dehydrogenierte Produkt des Campesterols keine Kalibrierung méglich war, wurde das
Flachenverhaltniss des Produktes mit Rt 13,4 zum Internen Standard fir die Berechnung der
Aktivitdt zugrunde gelegt. Fur die Berechnung der V,.«—Werte wurde eine Kalibriergerade y=1x
angenommen. Aus diesem Grund ist zwar ein Vergleich der V.-Werte der drei Enzyme
untereinander moglich, jedoch kein Vergleich mit den ermittelten Vp.x-Werten der anderen

Substrate.

Der kleinste K-Wert fir das Produkt (Rt 13,4) wurde fir die AtHSD2 mit 87 uM erhalten. Die K-
Werte der DI3BHSD (239 pM) und AtHSD1 (306 uM) liegen in einer &hnlichen Grélkenordnung.
Die groRte maximale Geschwindigkeit wurde fir die AtHSD1 (82 pkat/kg) erhalten, die
maximalen Geschwindigkeiten der DI3BHSD (19 pkat/kg) und AtHSD2 (26 pkat/kg) sind ungefahr
gleich. Die katalytischen Effizienzen (Vmax/Km) der AtHSD1 (0,27 pkat-kg™-uM™) und AtHSD2
(0,3 pkat-kg™-uM™) sind gleich, die der DI3BHSD (0,08 pkat-kg'-uM™) ist geringer (Abb. 23).
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Abbildung 23 Michaelis-Menten-Kinetiken der DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2 mit dem
Substrat Campesterol. Es wurden drei unabhangige Messungen durchgefiihrt. Die Auswertung
erfolgte mittels nichtlinearer Regression. Standardfehler in Klammern.

3.4.8 Umsetzung von 28-Homoteasteron

28-Homoteasteron wurde von Lydia R. Galagovsky und Javier A. Ramirez (Institut fiir Organische
Chemie der Universitdt Buenos Aires, Argentinien) synthetisiert (Ramirez et al. 2000) und
freundlicher Weise als Geschenk Uberlassen. Es ist ein strukturelles Analogon des
biosynthetischen Brassinosteroid-Prekursors Teasteron (Abb.7 und Abb.12), welches auch selbst
in Pflanzen nachgewiesen wurde (Schmidt et al. 1993). Die Enzymassays wurden unter den
gleichen Bedingungen durchgefiihrt wie mit Campesterol (3.4.7). FlUr eine gaschromato-
graphische Trennung war eine Derivatisierung mit Methanboronsdure und BSTFA (2.4.3)
erforderlich (Fujioka et al. 1997a, Park et al. 1999). Das Substrat bildet hierbei ein
Methanboronat-TMS-Ether-Derivat (m/z: 558 [M+]); das dehydrogenierte Produkt bildet ein
Methanboronat-Derivat (m/z: 484 [M+]) (Abb. 24). Bei jedem der drei Enzyme konnte ein Produkt
mit Rt 12,2 beobachtet werden. In der Kontrollprobe ohne Enzym war kein Signal mit Rt 12,2

vorhanden (Abb. 24a+b). In den Massenspektren mit Rt 12,2 waren neben dem Molekilionen-
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Peak des Methanboronat-Derivates des 3-Dehydroproduktes m/z: 484 [M+] (34 % relative
Intensitat) auch weitere Fragmentionen-Peaks m/z: 407 (17), 306 (65), 253 (69), 169 (100), 124
(95) vorhanden (Abb. 24d), welche nach einem Vergleich mit Literaturangaben theoretisch in dem
Methanboronat-Derivat des 3-Dehydro-28-homoteasteron zu finden sein sollten. In der Literatur
lieBen sich folgende Massenspektren fir das Methanboronat-Derivat des Deuterium-markierten
[*Hg]3-Dehydroteasterons finden: m/z: 476 (M+, 14), 399 (3), 316 (14), 245 (15), 161 (100)
(Noguchi et al. 2000) und m/z: 476 (M+, 53), 399 (7), 357 (7), 316 (17), 298 (8), 285 (10), 245
(13), 161 (100) (Park et al. 1999). Das Methanboronat-Derivat des 3-Dehydro-28-homoteasterons
sollte einige Fragmentionen-Peaks M-6 (*Hg) +14 (CH,) aufweisen, was bei Rt 12,2 mit m/z: 484
(M%), 407, 306, 253, 169 der Fall ist. Aufgrund dessen wurde Rt 12,2 als das dehydrogenierte
Produkt des 28-Homoteasterons identifiziert.
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Abbildung 24 GC/MS-Analyse nach Umsetzung mit 28-Homoteasteron (0,1 mM).

atb) Gesamtspektren nach Derivatisierung (Methanboronsdure und BSTFA). a) Kontrollprobe ohne
Enzym, b) DI3BHSD, das dehydrogenierte Produkt mit Rt 12,2 ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Der
Interne Standard befindet sich bei Rt 8,0. Die Ordinate stellt die absolute Intensitat dar, die Abszisse
die Retentionszeit in min.

c+d) erhaltene Massenspekiren von ¢) Methanboronat-TMS-Ether-Derivat des 28-Homoteasterons
(m/z: 558 [M™]), Rt 9,7 d) Methanboronat-Derivat des 3-Dehydro-28-homoteasterons (m/z: 484 [M+]).
Die Ordinate stellt die relative Intensitéat in % dar, die Abszisse m/z das Masse/Ladungsverhaltnis.

Die Methanboronat-Derivate besalien keine befriedigende Stabilitdt. Schon nach 30 min waren
im Spektrum der Proben Verdnderungen zu beobachten. AulRerdem waren die Qualitat der
gaschromatographischen Trennung und die Qualitdt der Signale fiir eine Quantifizierung
unzureichend. Um dennoch eine Quantifizierung vornehmen zu kénnen, wurden die Proben ohne
vorhergehende Derivatisierung an einem lonenfallen-Massenspektrometer Finnigan LCQ Classic

(Thermo Electron, Egelsbach) vermessen (2.4.4). Fir die Quantifizierungen wurde das Verhaltnis
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der Molekiilionenmasse des Produktes 3-Dehydro-28-homoteasteron m/z: 461 (M* +1 [H]) zu der

des Substrates 28-Homoteasteron m/z: 463 (M* +1 [H]) berechnet und mittels internen Standard

und Kontrollproben korrigiert. Entsprechende Diagramme sind in Abbildung 25 dargestellt.

200+ 100+

AtHSD1 AtHSD2
150 } } 801
2 } } g o] ;
% 100 %
N } i > 40+ s { % }
50 : *
20+
o] : . ol . :
0,00 0,05 0,10 0,00 0,05 0,10
[Substrat] (mM) [Substrat] (mM)

Abbildung 25 Spezifische Aktivitaten (V in pkat/kg) der AtHSD1 und AtHSD2 in Abhidngigkeit
von der Konzentration des 28-Homoteasterons (mM). Die Proben wurden mittels LCQ-
Massenspektrometer quantifiziert. Es sind die Mittelwerte von 2 Messungen und die
Standardabweichungen in Balken dargestellt.

Aus den erhaltenen Quantifizierungen lassen sich K.-Werte allenfalls abschéatzen. Fur die
AtHSD1 und AtHSD2 liegen sie vermutlich in einem Bereich zwischen 50-100 yM. Anhand der
Diagramme (Abb. 25) lasst sich erkennen, dass die maximale spezifische Aktivitat bei der
AtHSD1 bei geringeren Substratkonzentrationen erreicht sein wird, und wahrscheinlich einen

kleineren K,-Wert fir 28-Homoteasteron besitzen wird, als die AtHSD1.

3.49 Kp-Werte fiir die Kosubstrate NAD* und NADH

Die Bestimmung der K,,- und Vax-Werte fiir die Kosubstrate NAD* und NADH fiir das Enzym
AtHSD1 erfolgte spektrophotometrisch (2.3.5.1) mit den Substraten 5a-Pregnan-33-ol-20-on
(NAD™) und 5a-Pregnan-3,20-dion (NADH).

Fir NAD" wurde mit 7 uM ein kleinerer K,-Wert als fiur NADH mit 21 uM ermittelt (Tab. 3-5). Sie
liegen aber in einer gleichen GréRenordnung. Abbildung 26 zeigt die zugehdérigen graphischen

Darstellungen.

Tabelle 3-5 Ermittelte K,,- und V,,..-Werte fiir die Kosubstrate NAD* und NADH der AtHSD1. Die
Auswertung erfolgte mittels nichtlinearer Regression. Die Standardfehler (STF) sind in Klammern
angegeben.

Kn in uM Vmax in pkat/kg
Kosubstrat Vimax/Km
(£ STF) (£ STF)
NAD" 7,1(0,87) 6095 (214) 858
NADH 20,9 (2,6) 4097 (119) 196
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Abbildung 26 Michaelis-Menten-Kinetiken der Kosubstrate NAD* und NADH der AtHSD1. Die
Auswertung erfolgte mittels nichtlinearer Regression. Es wurden jeweils drei Messungen
vorgenommen, dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehlern (in Balken).

3.4.10 Messung der Isomerase-Aktivitat

Die Umwandlung von Pregnenolon zu Progesteron erfordert zum einen die Dehydrogenierung
der Hydroxylgruppe in Position 3 und zum anderen eine Verschiebung der Doppelbindung von
Position 5 zu Position 4 (Abb. 4). Wie in der Einleitung (1.3.3) beschrieben, konnte bisher fir die
native A°-3B-HSD nicht eindeutig geklart werden, ob dieses pflanzliche Enzym die Isomerisierung
der Doppelbindung katalysieren kann oder ob es sich lediglich um einen spontanen Ablauf
handelt. Zwar konnte spektrophotometrisch eine Isomerase-Aktivitdt gemessen werden, jedoch
konnte eine Verunreinigung der Enzympréparation mit einer Isomerase nicht ausgeschlossen
werden (Finsterbusch et al. 1999). Aus diesem Grund sollte hier ermittelt werden, ob die
heterolog exprimierten und gereinigten AtHSDs eine Isomerase-Aktivitat besitzen.

Hierflr wurden spektrophotometrische Messungen der Dehydrogenase-Aktivitat mit dem Substrat
Pregnenolon und der Isomerase-Aktivitdt mit dem Substrat 5-Pregnen-3,20-dion der AtHSD1 und
der spontanen Isomerisierung von 5-Pregnen-3,20-dion zu Progesteron durchgefiihrt (2.3.5.1).
Die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen der Dreifachbestimmungen wurden
berechnet und sind in einem Diagramm (Abb. 27) dargestellt.

Aus den Steigungen der Tangenten an den linearen Anfangsbereich der Zeit-Umsatz-Kurven
ergibt sich fur die Dehydrogenase-Aktivitat eine Geschwindigkeit von 14,9 nmol-L"-s™”, bzw. eine
spezifische Aktivitat 1,24 mkatkg'. Fur die Isomerase-Aktivitit (abziiglich der spontanen
Isomerisierung) ergibt sich eine Geschwindigkeit von 107,2 nmol-L"s” bzw. eine spezifische
Aktivitat von 8,93 mkat-kg'1. Damit ergibt sich ein klarer Hinweis fiir eine Isomerase-Aktivitat der
AtHSD1. Unter dem Einfluss dieses Enzyms steigt die Rate der Isomerisierung gegeniiber dem
spontanen Ablauf um das ca. 52fache und ist ca. 7,2fach hoher als die Rate der

Dehydrogenierung.
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Abbildung 27 Vergleich der Dehydrogenase- und Isomerase-Aktivitaten der AtHSD1

Die Steigung einer Tangente an den linearen Anfangsbereich der Zeit-Umsatz-Kurve (entspricht dem
Bereich in welchem die Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes konstant bleibt [,steady-state®,
FlieRgleichgewicht] und in welchem die Produktkonzentration [P] linear zunimmt) entspricht v =d[P]/t
und hat die Einheit pM-s’1. Sie stellt somit die Umsatzgeschwindigkeit im linearen Bereich dar, was bei
dieser Substratkonzentration der maximalen Geschwindigkeit entspricht.
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3.5 Transkriptionsanalyse der AtHSD1 und AtHSD2

Die Expression der Gene AtHSD1 und AtHSD2 wurde mittels RT-PCR analysiert (2.2.2.3). Die
Gesamt-RNA wurde aus Wurzeln, Stangeln, Blattern, Bliten und Schoten 8 Wochen alter
Arabidopsis thaliana Pflanzen Wildtyp Columbia isoliert (2.2.3.4). Die Qualitdt der RNA wurde
mittels Formaldehyd-Agarose-Gel (2.2.4.2) Gberprift und die Konzentration bestimmt (2.2.5.1).
Des Weiteren erfolgte ein DNA-Verdau mit RNase freier DNase. Die cDNA-Erststrangsynthese
mittels reverser Transkription (2.2.2.3) und die Amplifikation der Transkripte wurden separat
durchgefihrt.

AtHSD1

AtHSD2

APT1

Abbildung 28 Transkriptionsanalyse der AtHSD7 und AtHSD2 mittels RT-PCR.

Es wurden 5 pg der isolierten Gesamt-RNA fiir die Reverse Transkription und 1 pL der cDNA-Erst-
strangsynthese fiir die weitere Amplifikation eingesetzt. Die verwendeten Primer und PCR-
Bedingungen sind im Kapitel 2.2.2.3 aufgefuhrt. Als Kontrolle der Effizienz der reversen Transkription
diente die Adenin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (APT1, At1g27450).

Beide Gene zeigen innerhalb der Pflanze eine ubiquitdre Expression, wenn auch in
unterschiedlichen Expressionsstarken. Fir die AtHSD1 konnte die stérkste Transkription in den
Wurzeln festgestellt werden. Die Expression in den Stdngeln, Blattern, Bliten und Schoten war
nur sehr gering (Abb. 28). Da vor der reversen-Transkription ein DNA-Verdau der Gesamt-RNA
Proben erfolgte und in der Negativkontrolle keine Amplifikate vorhanden waren, kann eine
Amplifikation noch vorhandener DNA in den Proben ausgeschlossen werden.

Die Transkripte der AtHSD2 waren in allen Pflanzenteilen nachweisbar, wobei auch hier die
hochsten Transkriptmengen in der Wurzel erscheinen. Die AtHSD?2 zeigt insgesamt eine starkere
Expression als die AtHSD1.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit normalisierten cDNA Microarray Daten, welche in der

Genevestigator Datenbank (https://www.genevestigator.ethz.ch, Zimmermann et al. 2004)

zuganglich sind. Aus diesen Daten (Array-Typ: ATH1:22k Array, ,high quality“) ist ersichtlich,
dass sie beide in der Wurzel dhnlich hoch exprimiert sind, wahrend in anderen Pflanzenorganen
und Geweben die AtHSD2 (266761 _at) zwei- bis vierfach stérker exprimiert ist als die AtHSD1
(266737 _at).
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3.6 Analyse von T-DNA-Insertionsmutanten der AtHSD1 und AtHSD2

Durch eine Analyse der Veranderungen des Phanotyps bzw. Transkriptoms einer T-DNA-Mutante
kénnen Rickschlisse auf mégliche Funktionen von Genen gezogen werden. Auf diese Art sollten
erste Hinweise auf die méglichen metabolischen Funktionen der ATHSD1 und AtHSD2 erhalten

werden.

3.6.1 Genotypische Analyse der T-DNA-Insertionslinien
Die transgenen Pflanzenlinien (2.1.8, Tab. 2-5) mit T-DNA-Insertionen im Bereich der Genloci der
AtHSD1 (At2g47140) und AtHSD2 (At2g47130) wurden genotypisch beziiglich homo- oder
heterozygoter T-DNA-Insertion charakterisiert. Von jeder der 9 SALK-Insertionslinien wurde aus
10 bis 20 Pflanzen der T3-Generation genomische DNA (2.2.3.1) isoliert und mit einem T-DNA-
bzw. genspezifischen Primern mittels PCR untersucht (2.2.6).
Aus der Linie Salk_023471 (C) und Salk_133720 (E), mit Insertionen im Bereich des Genlocus
der AtHSD1, konnten die Pflanzen C5 (Abb. 29b) und E2 (Abb. 29c-d) genotypisch als
homozygote Insertionsmutanten identifiziert werden. Die Untersuchungen wurden mit Pflanzen
der T4-Generation wiederholt.

B5 B10 B15 B21 . Wt-Allel Mt-Allel

kb M1 Wt Mt Wt Mt Wt Mt Wt Mt kb M2 C2 C5 C10C11C12 WT C2 C5 C10C11 C12
1,5

a 1o b 10
05
Wt-Allel Mt-Allel Wt-Allel Mt-Allel
ko E1 E2 E3 WT M1 E1 E2 E3 WT ko M3 E2-1  bis  E2-5 WT E2-1 _ bis E2-5

Abbildung 29 Genotypische Untersuchung der T-DNA-Insertionlinien mittels PCR (2.2.6).

Fur die PCR wurden zwischen 0,3—1 pL der isolierten genomischen DNA (2.2.3.1) eingesetzt. Die
Amplifikation des Wildtyp-Allels (Wt) und des Mutanten-Allels (Mt) erfolgte in separaten Ansatzen. Die
Sequenzen der Primer sind in Tabelle 2-3 aufgelistet.

M1 — 1 kb DNA-Ladder (NEB), M2/M3 — O'RangeRuler 50 bp/100 bp (Fermentas)

a) Linie B: Amplikon Wt-Allel 1119 bp (B_RP, B_LP), Amplikon des Mt-Allels 582 bp (B_RP, Lba1)

b) Linie C: Amplikon Wt-Allel 1184 bp (C_RP, C_LP), Amplikon des Mt-Allels 651 bp (C_RP, Lba1)

c) Linie E: Amplikon Wt-Allel 1194 bp (E_RP, E_LP), Amplikon des Mt-Allels 1162 bp (E_RP, Lba1)

d) 5 Pflanzen (E2-1 bis E2-5) der T4-Generation der Pflanze E2 (T3).

Aus der Linie Salk_000277 (B), mit einer Insertion im Bereich des Genlocus der AtHSD2 konnten
in einem ersten ,Screening” die Pflanzen B9 (ohne Abb.) und B15 (Abb. 29a) als genotypisch
homozygote Insertionsmutanten identifiziert werden. Beide Pflanzen starben noch vor der
Entwicklung von Schoten ab. In einem zweiten ,Screening“ unter sterilen Bedingungen konnten

die Pflanzen B108 und B113 als homozygote Insertionsmutanten isoliert werden, aber auch bei
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diesen blieb die Entwicklung von Schoten aus. Aus diesem Grund wurden weitere Experimente
mit Samen (T4-Generation) der heterozygoten Pflanze B21 durchgefihrt (Abb. 29a).

Aus den Linien Salk_008827 (A), Salk 076271 (D), Salk_098352 (F), Salk_113632 (H) und
Salk_049627 (J) konnten beim Durchmustern von jeweils 10 Pflanzen keine homozygoten

Mutanten isoliert werden.

3.6.2 Lokalisierung der Insertionen

Die genaue Lokalisierung der Insertionsstellen erfolgte durch Sequenzierung der erhaltenen
PCR-Produkte mit der Kombination des T-DNA-spezifischen Primers LBb1 und dem jeweiligen
genspezifischen RP-Primer (Tab. 2-3).

Durch Sequenzieranalysen der Amplifikate des Mutanten-Allels der Pflanzen B15 und B21 wurde
die T-DNA-Insertionsstelle 766 bp stromaufwarts des Startkodons im zweiten Exon der AtHSD2
lokalisiert (im Weiteren als hsd2-1 bezeichnet). In der Linie C5 (hsd1-2) inseriert die T-DNA
revers 1249 bp stromaufwarts des Startkodons in der 3'-UTR (untranslatierte Bereiche) der
AtHSD1 und 329 bp stromabwarts des Startkodons, moglicherweise Teil der Promotorregion, der
ATHSD2. In der Linie E2 (hsd1-1) inseriert die T-DNA 859 bp stromaufwarts des Startkodons im
dritten Exon der AtHSD1 (Abb. 30).

+859 +1249
+1 E2 (hsd1-1)  +1090 C5 (hsd1-2)
ATG TAG
(AtHSD1)
+766
B15/ B21 (hsd2-1) +855 = UTR
ATG TGA M Exon
Intron
(AtHSD2)
Chromosom 2 Forward Strand >
At2g47120 At2g47130 At2g47140 At2g47150
< < < «——
) 44
B15/B21 C5 E2
(hsd2-1) (hsd1-2) (hsd1-1)

Abbildung 30 T-DNA-Insertionsstellen in den Linien B15/B21, C5 und E2 nach Sequenzierung
und chromosomale Orientierung.

Die Insertionsstelle der Pflanzen B15/B21 ist im Gen der AtHSD2 lokalisiert. Dieses besteht aus 2
Exons und einem Intron. Die Insertionsstellen der Pflanzen E2 und C5 sind im Gen der AtHSD1
lokalisiert. Dieses besteht aus 3 Exons und 2 Introns. In Klammern hinter der Pflanzenbezeichnung ist
die im Folgenden gewahlte Mutanten-Bezeichnung angegeben. Die Positionsangaben beziehen sich
stromaufwarts zum Startkodon. Die Skalierung ist relativ korrespondierend zur GréRe.

Die AtHSD1 und AtHSD2 liegen zusammen mit den putativen SDRs At2g47150 und At2g47120 in
reverser Orientierung auf Chromosom 2.
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3.6.3 Analyse des Transkriptoms und Untersuchungen zum Phéanotyp

Abhangig von der T-DNA-Insertionsstelle ergeben sich auch in genotypisch homozygoten
Insertionsmutanten unterschiedliche Konsequenzen fir die Transkription eines Genes (Krysan et
al. 1999). Um zu ermitteln ob es sich bei den als genotypisch homozygoten bestimmten
Insertionsmutanten hsd7-1 (E2) und hsd7-2 (C5) um ,knock-out‘, ,knock-down® oder ,knock-

about*’

Mutanten handelt, wurde eine Analyse des Transkriptoms mittels RT-PCR (2.2.2.3)
durchgefiihrt. Die Gesamt-RNA wurde aus 21 Tage alten Keimlingen (inklusive Wurzel) des
Wildtyps und der T4-Generation der Insertionsmutanten, welche unter sterilen Bedingungen
kultiviert wurden, isoliert (2.2.3.4). Die Transkriptakkumulation der heterozygoten hsd2-1 (B21)

wurde ebenfalls untersucht.

Wie in Abbildung 31 ersichtlich, lieR3 sich in der Mutante hsd7-1 (Insertion im Exon der AtHSD1)
kein Transkript der AtHSD1 detektieren, die AtHSDZ2 zeigt erwartungsgemal eine dem WT
ahnliche Expression. Die hsd1-1 stellt somit eine ,knock-out Mutante der AtHSD1 dar. Bei der
Beobachtung des oberirdischen Ph&notyps konnten unter den hier angewendeten Bedingungen
jedoch keine Unterschiede zum WT beobachtet werden (Abb. 32a).

In der Mutante hsd7-2 (Insertion in der 3-UTR der AtHSD1 und méglicher Promotorregion der
AtHSD2, Abb. 30) waren nur noch geringe Transkriptmengen sowohl der AtHSD1 als auch der
AtHSDZ2 nachweisbar. Im Vergleich zum WT ist vor allem die Expression der AtHSD2 reduziert.
Sie stellt somit eine ,knock-down“ Mutante, mdéglicherweise beider Gene, dar. Phanotypisch
zeigten hsd71-2 Pflanzen im Vergleich zum WT eine verzogerte Keimung und verlangsamtes
Wachstum (Abb. 32b+c).

In heterozygoten Pflanzen der Mutante hsd2-1 (Insertion im Exon der AtHSDZ2) lieflen sich
erwartungsgemal’ Transkripte der AtHSD2 detektieren. Bei den heterozygoten Pflanzen konnte,
ahnlich der Mutante hsd1-2, eine verzégerte Keimung und verlangsamtes Wachstum beobachtet
werden. Die homozygoten Pflanzen der hsd2-1 zeigten noch deutlichere Unterschiede im
Erscheinungsbild zum WT. Sie waren durch eine noch stérker verzdgerte Keimung, extrem
verlangsamtes Wachstum, eine kleinere Wuchsform gekennzeichnet und bildeten erst nach drei
Monaten ein bis zwei Bliten. Da es bei diesen Pflanzen zu keiner Schotenbildung kam,
vermutlich aufgrund fehlender Fertilitdt, und somit keine Nachfolger-Generation erhalten werden
konnte, wurde versucht aus der T4-Generation der heterozygoten Pflanze B21 homozygote
Mutanten zu isolieren. Die sterilisierten Samen wurden unter sterilen Bedingungen und unter
Zusatz von 1 nM 24-epi-Brassinolid (EBR) im Medium kultiviert. Aus 10 analysierten Pflanzen

wurden 5 heterozygote, 3 homozygote bezlglich Wt-Allel und 2 homozygote bezliglich Mt-Allel

! sknock-out: T-DNA-Insertion in der kodierenden Region oder dem Promotor des Genes lokalisiert; es findet
keine Expression des Genes mehr statt.

sknock-down“: T-DNA-Insertion in der 3"-UTR oder dem Promotor des Genes lokalisiert; die Expression ist
reduziert.

-knock-about“: T-DNA-Insertion in der kodierenden Region des Genes lokalisiert; eine Expression ist aber noch
vorhanden. (Bezeichnungen aus Krysan et al. 1999)
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isoliert. Allerdings konnte unter den hier angewendeten sterilen Bedingungen keine

Schotenbildung erreicht werden.

NK WT E2 C5 B2

+10nM +1nM 0 hsdl-1 hsdl-2 hsd2-1

AtHSD1

AtHSD2

APT1

Abbildung 31 RT-PCR-Analyse der Transkriptome von WT-Pflanzen und Insertionsmutanten.

Die Keimlinge (T4-Generation) des WT und der homozygoten Mutanten hsd1-1 und hsd1-2, sowie
heterozygote Pflanzen der Mutante hsd2-1 wurden unter sterilen Bedingungen (2.5.3) angezogen. Es
wurden WT-Pflanzen verglichen, die 7 Tage ohne und unter Zusatz von 1 und 10 nM 24-epi-
Brassinolid kultiviert wurden (2.5.4). 1 ug der Gesamt-RNA wurde fir die reverse Transkription
eingesetzt. 1 pL der Erststrangsynthese wurde fiir die Amplifikation mit einer Annealingtemperatur von
56°C und 40 Zyklen verwendet. Als Kontrolle der Effizienz der reversen Transkription diente die
Adenin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (APT1, At1g27450). Die verwendeten Primer sind in Tabelle
2-2 (At2g47140 und At2g47130) bzw. in Tabelle 2-4 (APT1) aufgefihrt. NK — Negativkontrolle
(Inaktivierung der reversen Transkriptase durch 10 min Inkubation bei 95°C).

Abbildung 32 Vergleich der Phanotypen des WT und der Mutanten hsd1-1, hsd1-2 und hsd2-1.

a) WT und homozygote hsd1-2 (T3-Generation), 6 Wochen (6W)

b) WT, homozygote hsd2-1 (zweite von rechts) und heterozygote hsd2-1 (rechts)(T3-Generation), 6 W
¢) WT und homozygote hsd1-1 (T4-Generation), 5 Wochen

d) WT und homozygote hsd1-2 (T4-Generation) unter sterilen Bedingungen, 8 Wochen

e) wie d) unter Zusatz von 1 nM 24-epi-Brassinolid (EBR).
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Aufgrund der katalytischen Aktivitdten der AtHSD1 und AtHSD2 lief3 sich u. a. eine Funktion in
der Brassinosteroid-Biosynthese vermuten. Da die meisten BR-Biosynthese-Mutanten unter
Zusatz von BRs wéahrend der Kultivierung einen normalen bzw. dem WT entsprechenden
Phanotyp entwickeln (Kauschmann et al. 1996, Li et al. 1996, Szekeres et al. 1996), wurden
Pflanzen (T4-Generation) der homozygoten Mutante hsd7-2 unter Zusatz von 1 nM 24-epi-
Brassinolid (EBR) unter sterilen Bedingungen kultiviert (2.5.4), um den Effekt der Behandlung auf
die Entwicklung zu beobachten. Wie in Abbildung 32e erkennbar, zeigen hsd7-2 Pflanzen ein
retardiertes Wachstum, wohingegen hsd7-2 Pflanzen unter Zusatz von EBR ein dem WT
entsprechendes Erscheinungsbild besitzen.

Bei dieser Gelegenheit wurde auch der Einfluss der EBR-Applikation auf die Transkription der
AtHSD1 und AtHSDZ2 in WT-Pflanzen untersucht. In Abbildung 31 ist unter Zusatz von 1 nM EBR
eine geringe Reduzierung der Transkriptmengen erkennbar, unter Zusatz von 10 nM EBR
hingegen scheint die Expressionsstiarke eher dem WT zu entsprechen. Davon abgesehen
bestatigte sich hierbei das Ergebnis der Transkriptionsanalyse (3.5). Die AtHSD?2 ist deutlich
starker exprimiert ist als die AtHSD1.

Da fur beide Gene die héchste Expression in der Wurzel festgestellt wurde, folgten weitere
Untersuchungen der Phanotypen durch Messungen der Wurzelldangen des WT, der hsd1-1,
hsd1-2 und hsd2-1. Bei 16 Tage alten Keimlingen konnte bei den Mutanten hsd7-1 und hsd2-1
eine Reduzierung der Wurzelldnge von ca. 23% bzw. 30% festgestellt werden (Abb. 33a). Die
hsd1-2 zeigte keine signifikanten Unterschiede zum WT. Darauf folgten weitere Analysen
homozygoter Pflanzen von 10 und 20 Tage alten Keimlingen, welche ebenfalls unter sterilen
Bedingungen ohne oder unter Zusatz von 1 und 10 nM EBR kultiviert wurden (2.5.5). Eine
weitere Analyse der Mutante hsd2-1 wurde nicht durchgefiihrt, da jeder einzelne Keimling auf
homo- oder heterozygoten Genotyp hin untersucht hatte werden miissen.

Nach 10 Tagen konnte fur die Mutante hsd7-1 nur eine schwache, nicht signifikante Reduzierung
der Wurzelldnge festgestellt werden (Abb. 33b), die nach 20 Tagen signifikant wurde (Abb.
33c+d).

Die Applikation von 1 nM EBR fiihrte nach 10 Tagen beim WT, der hsd7-1 und hsd1-2 zu einer
gesteigerten Elongation der Wurzel. Im Gegensatz dazu ist ein signifikanter Unterschied von WT
und der hsd7-1 unter Zusatz von 10 nM EBR zu beobachten. Wahrend die Elongation der Wurzel
des WT reduziert wird, zeigt die Erhéhung der EBR-Konzentration auf die hsd7-1 keine
veranderte Beeinflussung (Abb. 33b). Nach 20 Tagen war schon bei einer 1 nM EBR-
Konzentration eine negative Beeinflussung der Wurzelelongation des WT zu beobachten,
wahrend bei der Mutante hsd7-1 ein positiver Effekt vorlag (Abb. 33c).

Bei der Mutante hsd7-2 waren im Vergleich zum WT keine Unterschiede der Wurzelldngen
festzustellen.
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Abbildung 33 Wurzellingen-Assays der Mutanten hsd7-1, hsd1-2 und hsd2-1 und des WT.

Je Genotyp wurde die Wurzel von 20 zufallig ausgewahlten Keimlingen gemessen.

a bis ¢) Darstellung der Ergebnisse mittels Box-Plot. Der Teilungsstrich innerhalb der Box stellt den
Median dar, die obere Begrenzung das 75%-Quartil, die untere Begrenzung das 25%-Quartil. Die
Balken représentieren den oberen bzw. unteren ,Whisker” und enden im Maximum bzw. Minimum der
gemessenen Werte. Weiterhin angegeben ist das arithmetische Mittel (-). Fur die Signifikanzprifung
wurden t-Tests (zweiseitig, Varianz entsprechend F-Test) durchgefiihrt. Mit Sternen sind signifikante
Unterschiede jeweils im Vergleich zum WT bei gleicher Konzentration von 24-epi-Brassinolid (EBR)
gekennzeichnet (* - signifikant, ** - hochsignifikant).

a) 16 Tage alte Keimlinge, hsd1-1* (P = 0,017258), hsd2-1 ** (P = 0,00196037).

b) 10 Tage alte Keimlinge kultiviert ohne Applikation von EBR (Kontrolle K), unter Zusatz von 1 nM,
bzw. 10 nM EBR im Medium. hsd7-1 10 nM * (P = 0,01758)

c) 20 Tage alte Keimlinge ohne (K), unter Zusatz von 1 nM bzw. 10 nM EBR.

hsd1-1 K** (P =0,00092), 1 nM * (P = 0,03603)

d) representative Wurzellangen 20 Tage alter Keimlinge des WT und der hsd7-1, Balken = 1 cm.
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Bemerkungen zur Vorgehensweise

Zur ldentifizierung neuer Gene anhand der Funktion ihrer Genprodukte gibt es generell zwei
Strategien: Eine klassische Methode (,forward genetics“) besteht in der Erzeugung zufélliger
Mutanten, z. B. durch chemische Mutagenese, und der Isolierung einer Mutante mit einem
bestimmten Phanotyp aus diesem Pool und der anschlieBenden Suche nach der genotypischen
Ursache fiir diesen verénderten Phanotyp, z.B. durch ,map-based cloning“ des mutierten Genes.
Ein alternativer Weg eréffnete sich durch Genom Sequenzierungsprojekte von Modellorganismen
wie der ,Arabidopsis Genom Initiative* (AGI), wodurch die Méglichkeit besteht ein Gen aufgrund
seiner Struktur-Homologie zu Genen mit bekannter Funktion zu isolieren, es gezielt zu mutieren
und anschlieflend zu prifen, welche phanotypischen Veranderungen aus der Mutation dieses
Genes resultieren (,reverse genetics®). Die Funktionsanalyse von Genen wird dabei durch die
Erzeugung von T-DNA-Insertionslinien durch verschiedene Institute und die Bereitstellung der
Samen dieser Linien erleichtert.

Die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen konnten sowohl in eukaryotischen als auch
prokaryotischen Spezies als Mitglieder der SDR-Familie nachgewiesen werden. Vor allem im
menschlichen und tierischen Organismus sind diese, an der Biosynthese von Steroidhormonen
beteiligten Enzyme, gut untersucht, wobei auch gewebespezifische Isoformen identifiziert
wurden. Uber die Existenz und Funktion dieser Enzyme im Pflanzenreich sind weitaus weniger

Daten verfigbar.

4.2 Isolierung putativer HSDs aus Arabidopsis thaliana

Im Genom von A. thaliana lieRen sich zahlreiche putative SDR-Enzyme (> 50) finden.
Hydroxysteroid-Dehydrogenasen aus dieser Familie waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit in
A. thaliana nicht bekannt.

Die Sequenzvergleiche in der Arabidopsis-Datenbank ergaben hohe Sequenzhomologien der
D. lanata A®-3B-HSD zu zahlreichen putativen Alkoholdehydrogenasen bzw. putativen Enzymen
der SDR-Familie. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht zwéIf dieser dhnlichen Sequenzen
(Homologie > 60 %) zu klonieren, welche aufgrund der unter 3.1.1 beschriebenen vorhanden
typischen Motive in ihrer Aminosduresequenz der SDR-Familie zugeordnet werden konnten
(Abb. 9). Von diesen zwo¢lf Kandidaten konnten sieben kodierende Sequenzen aus einer cDNA-
Bank amplifiziert, erfolgreich kloniert und in E. coli heterolog exprimiert werden (3.2.1). In jeder
der |6slichen Proteinfraktionen der jeweiligen Bakterienlysate konnte eine 3B-HSD-Aktivitat

nachgewiesen werden (3.2.2).
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421 AtHSD1 und AtHSD2

Die Kandidaten At2g47140 (AtHSD1) und At2g47130 (AtHSD2) mit den héchsten Aktivitaten fur
die Mehrzahl der getesteten Substrate, sowie auch die heterolog exprimierte A°-38-HSD
(DI3BHSD), wurden Uber den N-terminalen Histidin-Anhang gereinigt (3.3, Abb. 16). Die AtHSD1
und AtHSD2 waren zudem die Kandidaten mit der héchsten Aminosauresequenz-ldentitat von 59
bzw. 60 % und 76 bzw. 74 % Homologie zur DI3BHSD. Untereinander besitzen sie 77% Identitat
und 86% Homologie bezogen auf ihre Aminosauresequenzen. Aufgrund dieser hohen Identitaten
und Homologien sowohl auf Aminosduresequenz- und cDNA-Ebene (Daten nicht gezeigt) und
der sehr ahnlichen Substratspezifititen der AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD, kann davon
ausgegangen werden, dass die AtHSD1 und AtHSD2 zur A°-3B-HSD homologe Proteine aus

A. thaliana darstellen.

4.2.2 AtSDR1

Unter den potentiellen Kandidaten befand sich nur ein Enzym mit einer bekannten katalytischen
Funktion - die SDR1 (kodiert durch ABA2 ABSCISIC ACID DEFICIENT2, Synonym GIN1
GLUCOSE INSENSITIVE1) - welche zur A°-3B-HSD D. lanata 47 % Identitit und 63 %
Homologie aufweist. Durch die Charakterisierung der Abscisinsdure-defizienten Mutante aba2
(Léon-Kloosterziel et al. 1996) konnte fir die SDR1 eine katalytische Funktion bei der
Umwandlung von Xanthoxin zu Abscisinaldehyd (Abb. A-6) wahrend der Biosynthese des
Phytohormons Abscisinsdure nachgewiesen werden (Schwartz et al. 1997). Diese Reaktion
erfordert drei Modifikationen des Xanthoxin-Rings: Dehydrogenierung der Hydroxylgruppe,
Einfuhrung einer Doppelbindung und Offnung der Epoxid-Struktur. Mittels der rekombinant
exprimierten SDR1 konnte gezeigt werden, dass diese Mehrschrittreaktion allein durch die SDR1
(Km 20,2 uM) in Abhéngigkeit des Kosubstrates NAD" katalysiert wird (Cheng et al. 2002). Das
Phytohormon Abscisinsaure ist von Bedeutung flir die Stresstoleranz und Stressadaption, iber
die Beeinflussung der Schliel3zellen der Stomata fiir den Wasserhaushalt und fiir die Induktion
der Samenruhe. Die SDR1 spielt damit eine Rolle fir Wachstum, Entwicklung, Stress-Antwort
und in der Glucose-Signalkaskade (Cheng et al. 2002).

Die kodierende Sequenz der SDR1 (At1g52340, hier bezeichnet als AtSDR1) wurde im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls kloniert, exprimiert, gereinigt und fiir vergleichende kinetische Messungen
herangezogen. In den Lysaten der AtSDR1 exprimierenden Bakterien (Klon 7, 3.2.2) konnten
auch geringe 3B-HSD-Aktivitdten festgestellt werden. Der fir das Substrat Pregnenolon
bestimmte K-Wert des gereinigten Enzyms AtSDR1 ist allerdings 30fach gréler als die Ky-
Werte der AtHSD1 und AtHSD2 (Tab. 3-3) und 60fach gréRer als der K.,-Werte der SDR1 fiir das
Substrat Xanthoxin. Diese sehr geringe Substrataffinitat war zu erwarten, da die Molekilstruktur
von Steroiden wesentlich grolker ist, als die des beschriebenen Substrates Xanthoxin
(Strukturformel im Anhang Abb. A-6). Sie weist jedoch auf eine Verwandschaft von SDR1 und
3B-HSDs hin.
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4.2.3 Weitere SDR-Enzyme

Das erste klonierte pflanzliche SDR-Gen war TS2 aus Zea mays, welches durch Kontrolle des
Zelltods an der Geschlechtsdeterminierung beteiligt ist. Der Mechanismus ist bisher unbekannt,
es wird jedoch aufgrund von Sequenzhomologien zu prokaryotischen HSDs eine Kontrolle des
pflanzlichen Steroid-Metabolismus vermutet (DeLong et al. 1993). Drei ahnliche kodierende
Sequenzen At3g51680 (Klon 6), At3g26760 (Klon 8) und At3g26770 (Klon 10) zu TS2 konnten
hier kloniert und heterolog exprimiert werden (3.2.1, Abb. 11). In den I6slichen Proteinfraktionen
der Bakterienlysate konnten 33-HSD-Aktivitdten festgestellt werden (3.2.2). Da sie in den meisten
Fallen nur schwache Aktivitaten besalien, wurde auf die Reinigung der Enzyme verzichtet.
Weitere Kandidaten zeigten Ahnlichkeiten zur Secoisolariciresinol-Dehydrogenase aus
Forsythia x intermedia, welche an der Biosynthese eines Prekursors von Lignanen beteiligt ist
(Xia et al. 2001). Diese, At4g03140 und At2g47150, sowie auch At2g47120, At3g29250 und
At3g42960 waren aus der verwendeten cDNA-Bank nicht amplifizierbar, vermutlich weil
entsprechende Transkripte zum Zeitpunkt der Erstellung der Bank nicht ausreichend hoch
exprimiert waren.

Der Vollsténdigkeit halber sei noch das SDR-Gen SAG13 (SENESCENCE-ASSOCIATED GENE,
At2g29350) aus A. thaliana erwéhnt, welches ahnlich einer putativen Tropinon-Reduktase
(At2g29290) ist, dessen katalytische Funktion jedoch noch nicht bekannt ist (Miller et al. 1999).
Nebenbei bemerkt ergab die Homologiesuche der D. lanata A*-3B-HSD auch Ahnlichkeiten zu
putativen Tropinon-Reduktasen (z.B. At1g07450, 28% Identitdt, 47% Homologie, Daten nicht

gezeigt) in A. thaliana.

Erst kurzlich wurden zwei 3p3-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen/C-4 Decarboxylasen At3HSD/D1
(At1g47290) und At3BHSD/D2 (At2g26260) aus Arabidopsis thaliana identifiziert, die Mitglieder
der SDR-Familie sind. Beide At3BHSD/D Enzyme sind hoch spezifisch fiir 3B-Hydroxy-4a-
Carboxyl-Steroide. Substrate ohne eine C-4-Carboxylgruppe, wie Pregnenolon, wurden nicht
akzeptiert (Rahier et al. 2006).

4.2.4 Eigenschaften und Struktur der DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2

Fir die AtHSD1 und AtHSD2 wurde von allen verwendeten Programmen (siehe 2.6) aufgrund
nicht vorhandener Signal- oder Targetingmotive eine Lokalisation im Cytosol prognostiziert.
Ebenso wurde eine subzelluldre Lokalisation im Cytosol fiir die A°>-38-HSD D. /anata und AtSDR1
beschrieben (Finsterbusch et al. 1999, Cheng et al. 2002). Die heterolog exprimierten DI3BHSD
(259 AS), AtHSD1 (257 AS) und AtHSD2 (257 AS) sowie auch die AtSDR1 (285 AS) waren in
den I6slichen Proteinfraktionen der Bakterienlysate zu finden und konnten erfolgreich Uber einen
Histidin-Anhang bis zur Homogenitat gereinigt werden (Abb. 16). Im SDS-Gel erschienen die
Proteinbanden der DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2 bei ca. 30 kDa (Abb. 14). Das pH-Optimum
der AtHSD1 und AtHSD2 wurde im neutralen Bereich pH 7 ermittelt. Jedes der drei Enzyme
besitzt die typischen Charakteristika der SDR-Familie (Abb. 9). Sie weisen ber grofe Bereiche
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der Aminosauresequenzen hohe Homologien auf, wobei sich die gréten Unterschiede im
C-terminalen Bereich (198-208) finden lassen. Dieser C-terminale Bereich ist allgemein innerhalb
der SDR-Familie am geringsten konserviert und wird in der Literatur als die Substratbindungs-
region beschrieben, welche die Substratspezifitdt determiniert und bei der Erkennung und
Orientierung der Substrate involviert ist (Krozowski 1992, Benach et al. 2002). Wie im Folgenden
noch genauer erldutert wird, akzeptierten die drei Enzyme die gleichen Substrate, jedoch mit

teilweise unterschiedlichen Affinitaten zu diesen.

4.3 Katalytische Aktivitaten und kinetische Charakterisierung

4.3.1 Substratspezifitaten

Wie schon in der Einleitung beschrieben, ist die A®-3B-HSD in Digitalis lanata an der Kardenolid-
Biosynthese beteiligt (Seidel et al. 1990, Lindemann und Luckner 1997). Neben der Umwandlung
von Pregnenolon zu Progesteron konnte fir sie auch eine Umsetzung von 5B-Pregnanen, welche
biosynthetische Vorstufen der Kardenolide sind, und auch von 5a-Pregnanen nachgewiesen
werden (Finsterbusch et al. 1999). Die 5a-Pregnan-Derivate sind in Digitalis-Arten an der Bildung
der Herzglykoside jedoch nicht beteiligt (Furuya et al. 1973, Luckner und Wichtl 2000), weshalb
spekulativ weitere physiologische bzw. metabolische Funktionen angenommen werden kdnnen.
Im Pflanzenreich weit verbreitete Steroide, mit strukturellen Ahnlichkeiten zu Herzglykosid-
Vorstufen sind z.B. die Brassinosteroide. Gemeinsamkeiten bestehen hierbei im steroidalen
Grundgerist und den moglichen biosynthetischen Vorstufen Campesterol, Sitosterol sowie
Cholesterol (Fujioka und Sakurai 1997b, Nakajima et al. 2002, Fujita et al. 2006, Takatsuto et al.
1999, Milek et al. 1997), welche eine 3B-Hydroxylgruppe und eine A°-Doppelbindung im Ring B
besitzen, wie sie auch im Pregnenolon vorhanden sind. Fir die DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2
konnte eine Dehydrogenase-Aktivitdt sowohl fir die Cy4-Steroide Pregnenolon, 21-Hydroxy-
pregnenolon und 17-Hydroxypregnenolon, das C4g-Steroid 5-Androsten-33-ol-17-on (3.2.2) als
auch fir das Cys-Steroid Campesterol und das C,7-Steroid Cholesterol nachgewiesen werden
(3.4.7). Ob auch eine Umsetzung der Cyg-Steroide Sitosterol und Stigmasterol durch die
DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2 mdglich ist, konnte aufgrund der Verunreinigung der Substrate
nicht geklart werden (3.4.7). Die bestimmten K,-Werte fiir das Substrat Pregnenolon der
DI3BHSD (37 pM), der AtHSD1 (50 pM) und der AtHSD2 (43 pM) sind nicht wesentlich
unterschiedlich, zeigen Ubereinstimmung mit dem Kq-Wert der nativen A°-3B-HSD (20 pM,
Finsterbusch et al. 1999) und sprechen fir gleiche Affinitidten der drei Enzyme zu Pregnenolon
(Tab. 3-3). Fur das Substrat Campesterol zeigen die K,-Werte hingegen deutliche Unterschiede:
die AtHSD2 besitzt mit 87 uM eine hohere Affinitdt als die DI3BHSD (239 pM) und AtHSD1
(306 pM). Zudem sind die Affinitdten der drei Enzyme zu Campesterol geringer als zu
Pregnenolon. Als Erklarung fir die herabgesetzte Affinitat wére eine sterische Behinderung durch

die Seitenkette des Campesterols denkbar.
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Ein wesentlicher Unterschied im Steroidgrundgeriist von Herzglykosiden (HG) und
Brassinosteroiden besteht in der Konfiguration am C-5. Wé&hrend bei der HG-Biosynthese die
A*-Doppelbindung unter Einfilhrung eines p-stindigen Wasserstoffatoms durch die
5B-Progesteron-Reduktase reduziert wird (Gartner et al. 1994) und somit die Ringe A/B-cis
konfiguriert sind, fihrt bei der BR-Biosynthese eine 5a-Steroid-Reduktase-Aktivitat (DET2, Li et
al. 1997a) zu einer A/B-trans Konfiguration (Abb. 34).

M»?‘& j’v’

5a-Steroid (A/B-trans) 5B-Steroid (A/B-cis)

Abbildung 34 Konfiguration (oben) und Konformation (unten) von 5a- und 53-Steroiden.
Im Gegensatz zur BR-Biosynthese entsteht wahrend der HG-Biosynthese die fir Kardenolide
charakteristische cis-Verknipfung der Ringe A und B.

Fur die nativ gereinigte A°-3B-HSD und auch die hier heterolog exprimierten DI3BHSD, AtHSD1
und AtHSD2 konnte eine Dehydrogenase- und auch Reduktase-Aktivitat fir Substrate sowohl mit
5B-Pregnan- als auch 5a-Pregnan-Struktur nachgewiesen werden (3.2.2). Sie sind in Bezug auf
die Konfiguration des Wasserstoffatoms am C-5 nicht selektiv.

Aus der Bestimmung der kinetischen Parameter der Substrate 5a/B-Pregnan-3p-ol-20-on und
5a/B-Pregnan-3,20-dion liel3 sich erkennen, dass die AtHSD1 und AtHSD2 fiir 5a-konfigurierte
Pregnane hoéhere Affinitdten bzw. Effizienzen besitzen als fur 5B-konfigurierte (Tab. 3-3). Die
héchste Effizienz der AtHSD2 wurde fir die Dehydrogenierung (Oxidation) des 5a-Pregnan-3(3-
ol-20-ons festgestellt (Abb. 21). Aufgrund dessen kdénnte auch eine Dehydrogenierung der BR-
Biosynthese-Intermediate Teasteron bzw. 6-Deoxoteasteron/ 6-Deoxo-28-nor-teasteron, welche
einen 5a-Gonan-Grundkérper besitzen, zu den entsprechenden 3-Dehydroprodukten mdéglich
sein. Fur 28-Homoteasteron konnte eine Umsetzung gezeigt werden, wobei erkennbar war, dass
die AtHSD2 wahrscheinlich eine hdhere Substrataffinitdt zu diesem Steroid besitzt, als die
AtHSD1 (3.4.8). Vermutlich wirden die 6-Deoxo- bzw. 6-Deoxo-28-nor-Derivate des Teasterons
aufgrund der nicht vorhandenen Ketofunktion am C-6 noch bessere Substrate darstellen.

Beim Vergleich der katalytischen Effizienzen von Substraten mit einer A°-Doppelbindung
(Pregnenolon, 21-Hydroxypregnenolon, Campesterol) im Ring B und Substraten ohne eine
solche (Pregnane) fiel auf, dass die Dehydrogenierung von Pregnanen effizienter ist. Ahnliches
konnte fir die 3B-HSD/KSI der Ratte (Nebenniere) festgestellt werden, auch hier stellten
3B-Hydroxy-5-an-Steroide bessere Substrate dar, als 33-Hydroxy-5-en-Steroide (Ishii-Ohba et al.
1986).
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Im Rahmen der hier getesteten Steroide kristallisierte sich als wesentliches Kriterium eines
Substrates das Vorhandensein einer 3B-Hydroxylgruppe heraus. Eine Akzeptanz von
3a-Hydroxysteroiden als Substrate konnte, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir die
native A°-3B-HSD (Finsterbusch et al. 1999), nicht festgestellt werden. Sie scheinen eine
Gruppenspezifitat fur 3p-hydroxylierte Steroide zu besitzen. Dies war jedoch Kkein
Uberraschendes Ergebnis, denn im Gegensatz zu den 3B-HSD/KSI-Enzymen der Saugetiere,
welche der SDR-Familie zugeordnet werden, gehéren 3a-HSDs der Saugetiere zur AKR-Familie
(Penning et al. 1997, Penning 1997b). Fur diese konnte zwar auch eine 3B-HSD-Aktivitat
nachgewiesen werden (Steckelbroeck et al. 2004), aber Uber den umgekehrten Fall, dass eine
3B-HSD eine wesentliche 3a-HSD-Aktivitat besitzt, lieRen sich keine Hinweise in der Literatur
finden. Es liegt nahe, dass entsprechende 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen, welche die
reversible Reaktion vom 3-Dehydroteasteron zum Typhasterol (3a-OH) und entsprechender
6-Deoxo/6-Deoxo-28-nor-Derivate katalysieren (Abb. 7), vermutlich in der AKR-Familie zu finden
sein werden. Ebenfalls in Ubereinstimmung mit Finsterbusch (1999) konnte eine Reduktase-
Aktivitat fur A°-Ketosteroide beobachtet werden, fiir A*-Ketosteroide hingegen nicht (3.2.2).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Finsterbusch (1999), welche keine Oxidation von
17a-Hydroxypregnenolon, Cholesterol und Campesterol beobachten konnte, wurden im Rahmen
dieser Arbeit auch diese Substrate akzeptiert. Eine Erklarung kénnte in der Qualitdt und der
Enzymkonzentration in den Enzympréaparationen liegen. Finsterbusch (1999) verwendete flr
Enzymtests 500 pL eines Proteinextraktes aus Acetontrockenpulver, wohingegen hier durch
heterologe Expression konzentriertere Enzympréparationen bzw. gereinigte Enzyme zum Einsatz

kamen.

Tabelle 4-1 Akzeptierte Substrate der DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2. Die Strukturformeln der
Substrate sind in Abbildung 12 dargestellt.

Oxidation Reduktion
Cio-Steroide 5-Androsten-33-0l-17-on 5-Androsten-3,17-dion
Pregnenolon 5-Pregnen-3,20-dion

21-Hydroxypregnenolon
C,1-Steroide 17a-Hydroxypregnenolon

5a-Pregnan-33-ol-20-on 5a-Pregnan-3,20-dion

5B-Pregnan-3[3-ol-20-on 5B-Pregnan-3,20-dion
C,7-Steroide Cholesterol -
C,s-Steroide Campesterol -
C,9-Steroide 28-Homoteasteron -

Es lasst sich zusammenfassen, dass die DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2 ein breites Spektrum
von steroidalen Substraten akzeptieren (Tab. 4-1), was allgemein fir SDR-Enzyme bekannt ist
(Oppermann und Maser 1996). Sie besitzen sehr dhnliche Substratspezifitaten fiir 3p-Hydroxy-
steroide. Es konnte eine Akzeptanz von Cig-, Co4-, Co7-, und C,s-Steroiden sowie des Coyo-
Steroids 28-Homoteasteron festgestellt werden. Auszuschlielen ist auch nicht, dass eine

Umsetzung von 17B-Hydroxysteroiden maéglich ist, wie es fiir die native A°-38-HSD (Finsterbusch
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1999), 3B-HSDs der Saugetiere (De Launoit et al. 1992) oder auch die 3p/173-HSD aus

Comamonas testosteroni beschrieben wird (Benach et al. 2002).

Aufgrund der breiten Substratspezifitdt und den beobachteten 33-HSD-Aktivitaten fur 5p-konfi-
gurierte Steroide waren auch Ecdysteroide als Substrate denkbar. Diese konnten in Pflanzen
nachgewiesen werden und sind 3B-Hydroxyl-5B3-konfigurierte Steroide (Galbraith und Horn 1966,
Lafont 1997).

Weiterhin lieen sich in der Literatur Hinweise auf eine Reduktion von Glucose und Fructose
durch Oxidoreduktasen der AKR-Familie in Digitalis pupurea finden (Gavidia et al. 2002).

Auch ist nicht auszuschlieRen, dass eine Dehydrogenierung von Xanthoxin mdglich wére, da
umgekehrt auch die AtSDR1 geringe Aktivitdten fir Steroide aufwies. Allerdings ist eine
Hauptfunktion der AtHSD1 wund AtHSD2 wahrend der Abscisinsdure-Biosynthese
unwahrscheinlich, da Abscisinsdure-defiziente Mutanten wie abaZ2 eine héhere Germinations-
Rate besitzen als Wildtyp-Pflanzen (Léon-Kloosterziel et al. 1996). Bei den in dieser Arbeit

isolierten Mutanten wurde jedoch eine verzégerte Keimung beobachtet.

4.3.2 Bevorzugung einer Reaktionsrichtung

Der Vergleich der Ky-Werte und katalytischen Effizienzen der AtHSD1 und AtHSD2 fir die
Dehydrogenierung von 5a-Pregnan-33-ol-20-on und die Rickreaktion (Reduktion von
5a-Pregnan-3,20-dion) lasst vermuten, dass die Enzyme unterschiedliche Reaktionsrichtungen
praferieren. Denn fir die AtHSD2 wurde der kleinste K,-Wert mit 4 uM und die hdéchste
katalytische Effizienz fir die Dehydrogenierung von 5a-Pregnan-3f3-ol-20-on bestimmt,
wohingegen die AtHSD1 fur dieses Substrat einen K,-Wert von 160 yM und eine 25fach
geringere katalytische Effizienz besitzt. Bei der Reduktion von 5a-Pregnan-3,20-dions sind die
katalytischen Effizienzen gleich (Tab. 3-3). Auch der Vergleich der katalytischen Effizienzen der
Oxidation und der Reduktion der 5B-Pregnane ergab Ahnliches (Abb. 21). Die AtHSD2 fungierte
effizienter als Oxidase, die AtHSD1 als Reduktase.

In vivo ist die Richtung von reversiblen Redoxreaktionen nicht nur abhdngig von der
Verflugbarkeit der Substrate und jeweiliger Affinitdt der Enzyme zu diesen, sondern wird auch
wesentlich vom Redoxstatus des umgebenden Milieus bestimmt. Die cytoplasmatische
Konzentration von freien Nicotinamid-Kofaktoren (ca. 1 mM) Ubertrifft mehrfach die von
Steroidhormonen (Agarwal und Auchus 2005). Im Cytosol von eukaryotischen Zellen der
S4ugetiere ist NADPH der dominierende reduzierende Kofaktor; das [NADPH]/[NADP?]
Verhéltnis betragt ca. 100:1, und NAD® ist der dominierende oxidierende Kofaktor, das
[NADH]/[NAD'] Verhaltnis betragt ca. 1:1000 (Williamson et al. 1967, Veech et al. 1969,
Steckelbroeck et al. 2004). In A. thaliana wird ein &hnliches [NADH]/[NAD"] Verhéltnis der freien
cytosolischen  Konzentration, mit 1,2:10°, beschrieben (Shen et al. 2006). Die

Gesamtkonzentration des NAD(H)-Systems (ca. 0,6 mM) im Cytosol in Zellen von Spinat- und
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Gerste-Blattern ist héher als die des NADP(H)-Systems (ca. 0,2 mM), wobei das NAD(H)-System
ebenfalls hauptséchlich in oxidierter Form (NAD" ca. 0,6 mM, NADH ca. 1 uM) vorliegt (Heineke
et al. 1991, Wigge et al. 1993). Das NADP(H)-System liegt liberwiegend in reduzierter Form vor
(NADPH ca. 0,15 mM, NADP" ca. 0,05 mM).

Die AtHSD1 und AtHSD2 akzeptierten bei der Oxidationsreaktion sowohl NAD" als auch NADP”,
wobei eine leichte Praferenz von NAD" festgestellt wurde (3.4.5). Bei der Reduktionsreaktion
wurde NADH akzeptiert. Ein Vergleich von NADH und NADPH wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefiihrt. Fur die native A>-3B-HSD aus D. /anata konnte jedoch eine leichte Praferenz
von NADPH wahrend der Reduktion gezeigt werden (Finsterbusch 1999). Unter Einbeziehung
dieser Ergebnisse zeigen die Kosubstrat-Praferenzen der A°-3p-HSD Ubereinstimmungen mit
den jeweiligen dominierenden oxidierenden/reduzierenden Kosubstraten. Die Reaktionsrichtung
kénnte auch durch gegenseitige Hemmeffekte der Kosubstrate bestimmt werden, wie es z.B. fir
die 30/B(17B)-HSDs (AKR-Familie) des Menschen vermutet wird. In vitro konnte eine Hemmung
der NAD"-abhangigen 3a-HSD-Aktivitat durch geringe Konzentrationen von NADPH festgestellt
werden (Steckelbroeck et al. 2004). Die NADPH-abhangige Reduktion wurde hingegen durch
NAD" nicht beeinflusst (Laniznik-RiZner et al. 2003). Aus diesem Grund wird fur diese Enzyme
geschlussfolgert, dass in vivo bei einer intakten zelluldren Redoxbalance die Reduktase-Aktivitat
vorherrschend sein wird (Steckelbroeck et al. 2004). Allerdings weisen Enzyme der AKR-Familie
und SDR-Familie strukturelle Unterschiede auf, wobei AKR-Enzyme keine Rossmann-Falte als
Kosubstrat-Bindungsstelle besitzen (siehe 1.1 und 1.2). Interessant ware an dieser Stelle, ob sich
Parallelen in der Beeinflussung der Aktivitit finden lassen, z.B. durch weitere
Aktivitditsmessungen der AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD unter Zusatz verschiedener

Kombinationen der Kosubstrate.

4.3.3 A°-3-Ketosteroid-lsomerase-Aktivitit (KSI)

Die enzymatische Umwandlung von A°-3p-Hydroxysteroiden zu A*-3-Ketosteroiden, als
Teilreaktionen z.B. bei Steroidhormon-Biosynthesen des Menschen, der Kardenolid-Biosynthese
und der BR-Biosynthese, erfordert zum einen die Oxidation der 33-Hydroxylgruppe durch eine
stereospezifische NAD(P)*-abhingige 3B-Hydroxy-A°-Steroid-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.145)
und zum anderen die Umlagerung der Doppelbindung von A®° nach A* durch eine A°-Steroid-
Isomerase (EC 5.3.3.1) (Talalay und Wang 1955). Wie schon in der Einleitung (1.3) erwahnt, sind
beim Menschen und Saugetier beide Aktivitdten auf einem Enzym lokalisiert (Thomas et al. 1988,
Luu-The et al. 1989, Lachance et al. 1990), bei Bakterien hingegen auf unterschiedlichen
Enzymen (Talalay und Wang 1955). Schon fiir die native A°-38-HSD aus Digitalis lanata stellte
sich die Frage, ob sie auch eine Isomerase-Aktivitat besitzt. Zwar konnte spektrophotometrisch
eine Umwandlung von 5-Pregnen-3,20-dion zu Progesteron (4-Pregnen-3,20-dion) und damit
eine Isomerase-Aktivitdt (mit ca. 6facher Geschwindigkeit verglichen mit der Dehydrogenierung)
beobachtet werden, jedoch konnte eine Verunreinigung der nativen Enzympréparation mit einer

Isomerase nicht ausgeschlossen werden (Finsterbusch 1999). Eine sichere Aussage war somit
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nicht mdglich. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte Enzymassays mit dem Substrat
Pregnenolon lieferten als Hauptprodukt Progesteron. 5-Pregnen-3,20-dion als Produkt war dabei
nur in geringen Mengen (ca. 1-3% der Gesamtproduktkonzentration) detektierbar. Da aber auch
die spontane Isomerisierung von 5-Pregnen-3,20-dion zu Progesteron bekannt ist (Thomas et al.
1995, Finsterbusch et al. 1999), wurden die Geschwindigkeiten der spontanen und
enzymatischen Isomerisierung sowie der Dehydrogenierung spektrophotometrisch verglichen
(3.4.10). Fur die rekombinant exprimierte und gereinigte AtHSD1 wurde eine 52fach héhere
Geschwindigkeit der katalysierten Isomerisierung im Vergleich zur spontanen Isomerisierung
ermittelt. Die spezifische Isomerase-Aktivitdt war 7,2fach hoher als die spezifische
Dehydrogenase-Aktivitat. Dieses Ergebnis zeigt Ubereinstimmung mit dem von Finsterbusch
(1999) ermitteltem Verhaltnis dieser Aktivitaten fir die A>-3B-HSD und auch den Verhaltnissen,
wie sie bei 3B3-HSD/KSI Enzymen von Mensch und Saugetier zu finden sind (Tab. 4-2). Eine
Verunreinigung des rekombinanten, gereinigten Proteins AtHSD1 mit einer Isomerase kann
ausgeschlossen werden (3.3, Abb.16). Somit scheint auch die AtHSD1 ein bifunktionales Enzym
darzustellen, mit 3p-Hydroxy-A°-Steroid-Dehydrogenase- und A°-Steroid-Isomerase-Aktivitaten.
Fur die DI3BHSD sowie die AtHSD2 lasst sich eine solche Bifunktionalitdt nur vermuten, wird
aber ebenfalls angenommen, da auch bei diesen Enzymen hauptséchlich Progesteron als
Produkt nachweisbar war. Auch die massenspektrometrischen Daten des Produktes der
Oxidation des Campesterols lieRen auf eine Entstehung des A*-3-Dehydro-Produktes schlieRen
(3.4.7).

Tabelle 4-2 Vergleich der spezifischen 3B-HSD-Aktivititen und der A°-Steroid-lsomerase-
Aktivititen (KSI). Die ermittelten und referierten 3-HSD- und KSI-Aktivitdten wurden (sofern keine
Fussnote vorhanden) spektrophotometrisch (analog 2.3.5.1) mit dem Substrat Pregenenolon
(3B-HSD) bzw. 5-Pregnen-3,20-dion (KSI) ermittelt.

Spezifische Aktivitat L
Enzym (mkat kg™ Y(Eg:}a'g‘l'; Referenz
3B-HSD KSI

AtHSD1  (Arabidopsis thaliana) 1,24 8,93 7,2 -
A°-3B-HSD (Digitalis lanata) 0,63' 3,89 6,2 Finsterbusch 1999
3B-HSD/KSI (Mensch, Placenta) S’ggz 111’2323 L Thomas et al. 1988
3B-HSD/KSI (Rind, Nebenniere) 1,257 8,97 7,2 Rutherfurd et al. 1991
3B-HSD/KSI (Ratte, Nebenniere) 0,637 7,73 12,3 Ishii-Ohba et al. 1986
A°-3B-HSD (C. testosteroni) 1 ;388883_ - Marcus und Talalay 1956

. 120500* Talalay und Wang 1955
Isomerase (C. testosteroni) 1052000* - Kawahara et al. 1962

' Bestimmung mit entsprechendem Standardenzymtest und GC/MS (analog 2.3.5.2)
2 Substrat 5-Androsten-3B-ol-17-on (Dehydroepiandrosteron, DHEA)

® Substrat Testosteron

* Substrat 5-Androsten-3,17-dion
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Wie man den spezifischen Aktivitaten in Tabelle 4-2 entnehmen kann, ist bei der AtHSD1, wie
auch bei den anderen aufgefihrten Enzymen, die Dehydrogenase-Reaktion langsamer als die
Isomerase-Reaktion. Aufgrund dessen scheint die Dehydrogenierung den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt darzustellen (Thomas et al. 1988, Lachance et al. 1990). Ein Vergleich mit
einer bifunktionalen pflanzlichen Dehydrogenase/lsomerase ist nicht mdglich, da bisher keine
Publikation existiert. Weitere Ubereinstimmungen lassen sich fiir die Irreversibilitdt der
Isomerase-Reaktion finden (Thomas et al. 1988, Lachance et al. 1990). Wé&hrend die
Dehydrogenase-Reaktion reversibel ist, also eine Reduktion von AS-3-Ketosteroiden moglich ist,
scheint auch bei der AtHSD1 die Isomerase-Reaktion irreversibel zu sein, da A*-3-Ketosteroide

nicht reduziert wurden.

4.3.3.1 Beziehungen zwischen Enzym-Struktur und Isomerase-Aktivitat

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit isolierten pflanzlichen SDR-Enzymen, die von
verschiedenen Programmen Uberwiegend als cytosolische Enzyme prognostiziert wurden,
handelt es sich, wie zuvor schon beschrieben, bei den humanen 33-HSD/KSI Enzymen um
membrangebundene SDRs mit 372/371 AS (Penning 1997b, Simard et al. 2005). Fiur diese
Enzyme existiert die Hypothese, dass das reduzierte Kosubstrat (NADH) eine
Konformationsanderung des Enzyms rund um die Doppelbindung des 3-Oxo-A°-Produktes zu
induzieren vermag und so die Ketosteroid-lsomerase-Aktivitat (KSI) ermdglicht (Thomas et al.
1995, Thomas et al. 2003). Ishii-Ohba et al. (1986) konnten auch mit 100 uM NAD" eine &hnlich
hohe Isomerase-Aktivitdt messen, wie mit NADH. In der vorliegenden Arbeit konnte unter Zusatz
von 50 yM NAD® (7fache des K.-Wertes der AtHSD1, Tab. 3-5) eine Isomerase-Aktivitat
nachgewiesen werden.

Mittels Deletionsmutanten konnte eine katalytische Rolle der Aminosauren Tyr253 (Thomas et al.
1995), Asp257 und Asp258 (Nummerierung bezogen auf die humane 3B-HSD/KSI)
nachgewiesen werden (Thomas et al. 2003). Abbildung A-5 im Anhang zeigt ein Alignment der
Aminosauresequenzen der 33-HSD/KSI Typ | des Menschen und der DI3BHSD, AtHSD1 und
AtHSD2. Asp257 ist bei jedem der Enzyme vorhanden. Asp258 ist in der Sequenz der AtHSD2
vorhanden, in der DI3BHSD und AtHSD1 ist an dieser Position anstelle der Asparaginsaure, die
ebenfalls mit einer Carboxylgruppe in der Seitenkette substituierte, Glutaminsdure zu finden.
Tyr253 lasst sich in dieser Position bei keinem der drei Enzyme finden, jedoch ist bei allen ein
Tyrosin 4 Positionen abwérts von Asp257 vorhanden. Kinetische Analysen mit heterolog
exprimierten Deletionsmutanten der AtHSD1/2 bzw. DI3BHSD koénnten Aufschluss Uber die
Struktur-Funktionsbeziehungen des pflanzlichen 3p-HSD/KSI Enzyms geben.
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4.3.4 Vergleich von kinetischen Parametern der rekombinanten Enzyme

Es wurden zahlreiche enzymkinetische Messungen mit verschiedenen Substraten durchgefiihrt
(Tab. 3-3). Der Konzentrationsbereich der Messungen erstreckte sich bis zur Substratsattigung.
Die ermittelten K-Werte der DI3BHSD, AtHSD1 und AtHSD2 liegen in einem Bereich zwischen
4 bis 400 pM. In der Literatur zu findende Ky-Werte von bekannten 3B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen des Menschen, der Prokaryonten und auch der erst kirzlich beschriebenen
3BHSD/D1 und D2 aus A. thaliana liegen in einem vergleichbaren Bereich. Sie sind in Tabelle 4-3
gegeniibergestellt. Beim Vergleich der rekombinanten DI3BHSD und der nativen A°-3-HSD sind
die ermittelten K,-Werte sehr &hnlich, die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten weisen
groRere Unterschiede auf. Die Ursache hierfir koénnte einerseits in der schon erwdhnten
Differenz der Reinheit und Konzentration der Enzympraparation liegen, andererseits kénnte die
Aktivitat durch den Histidin-Anhang beeinflusst sein. Es sei auch darauf hingewiesen, dass die
berechneten Vo-Werte von der jeweiligen Kalibrierung des Produktes abhéngig sind. Diese sind
bei Finsterbusch (1999) nicht angegeben.

Tabelle 4-3 Vergleich von K, und V,,.x verschiedener Substrate mit bekannten 33-HSDs und
Enzymen der BR-Biosynthese.

Enzym Kn o Referenz
Substrat uM ukat/kg
Pregnenolon 50 239
AtHSD1 (A.thaliana) 5a-Pregnan-3,20-dion 30 1441 Tab. 3-3
Campesterol 306 82
Pregnenolon 43 109
AtHSD2 (A. thaliana) 5a-Pregnan-3[3-ol-20-on 42 624 Tab. 3-3
Campesterol 87 26
Pregnenolon 37 143
5B-Pregnan-33-ol-20-on 147 3262
DI3BHSD (D. fanata) 5 preonan-3p-ol-20-on 69 1181 Tab. 3-3
Campesterol 239 19
Pregnenolon 20 770
A°-3B-HSD (D. lanata) = 5B-Pregnan-3p-o0l-20-on 110 610 Finsterbusch et al. 1999
5a-Pregnan-33-ol-20-on 120 690
3B-HSD/KSI Typ | Pregnenolon 1,9 543" Thomas et al. 1988
ensch, Placenta ehydroepiandrosteron , omas et al.
M h, PI t Dehyd iandrost 3,7 717" Th t al. 2001
3B-HSD/KSI Typ II . 1
(Mensch, Nebenniere) Dehydroepiandrosteron 47 1347 Thomas et al. 2001
3B/M7B-HSD Dehydroepiandrosteron 11,4 - Benach et al. 2002
(C. testosteroni) 5a- Dihydrotestosteron 16,1 - Oppermann et al. 1997
3B-HSD/D1 2
3-HSD/D2 4“'Carb°"%’é°_2|‘"e‘°'t'7'e”' P o Rahier et al. 2006
(A. thaliana)
DET2 (5a-Reduktase, Progesteron 0,4 8,3’ .
A. thaliana) Testosteron 2,5 3,3 Lietal. 1997a

1 Diese Vna-Werte waren in nmoI-min'1-mg'1 angegeben. Sie wurden mit dem Faktor 0,06'1 in pkat/kg umgerechnet.
2 Diese Vmax-Werte waren in nmoI-mg'“h'1 angegeben. Sie wurden mit dem Faktor 3,6"in pkat/kg umgerechnet.

Die fir das Substrat Campesterol ermittelten K,-Werte (87-306 pM) sind ein bis zwei

Zehnerpotenzen grofer als apparente Werte die sich fiir die bekannten BR-Biosynthese-Enzyme
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DET2 (Tab. 4-3) oder auch CYP90C1/CYP90D1 (C-23-Hydroxylasen), welche Kp-Werte fir
verschiedene Substrate zwischen 0,7 und 36 uM besitzen (Ohnishi et al. 2006), finden lassen.
Allerdings wurden die kinetischen Messungen der DET2 mit den naturlichen Substraten der
5a-Steroidreduktase des Menschen nur in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,2 und 2 yM
durchgefiihrt; die Messungen der C-23-Hydroxylasen in einem Bereich von 0,5 — 48 uM. Die
Auswertung wurde von den Autoren mit der linearen Regression nach Lineweaver-Burk (d.h.
einer sehr fehleranfélligen Methode, Lineweaver und Burk 1934) vorgenommen. Die maximalen
Geschwindigkeiten fiir das Substrat Campesterol sind, obwohl ein Vergleich nur begrenzt méglich
ist, in einer gleichen GréRenordnung wie die referierten der DET2 und auch der 33-HSD/D1/2
aus A. thaliana.

Fir das Substrat 28-Homoteasteron lieRen sich K.,,-Werte fiur die AtHSD1 und AtHSD2
abschatzen und liegen vermutlich zwischen 50 bis 100 uM (Abb. 25). Sowohl zu Campesterol als
auch zu 28-Homoteasteron besitzt die AtHSD2 eine hdhere Substrataffinitat als die AtHSD1 und
DI3BHSD.

Mittels spektrophotometrischer Messungen wurden fir die AtHSD1 die K-Werte des
Kosubstrates der Oxidation NAD™ mit 7,1 uM und des Kosubstrates der Reduktion NADH mit
20,9 pyM ermittelt. Diese sind vergleichbar mit den ermittelten Werten der A°-38-HSD aus
D. lanata mit 32 uM fir NAD" (Finsterbusch 1999), der 3B-HSD/KSI des Menschen mit 34 uM fir
NAD" (Thomas et al. 2001) sowie der 38-HSD/D1 und D2 aus A. thaliana mit 8 uM bzw. 3,1 uM
fur NAD" (Rahier et al. 2006). Ein K,-Wert von 3B-HSDs fiir das Kosubstrat NADH lieR sich in

der Literatur nicht finden.

4.3.5 Verfiigbarkeit der Substrate in vivo

Da Uber die Existenz von Pregnanen oder Pregnenen in A. thaliana bisher nichts bekannt ist,
werden im folgenden Abschnitt die Phytosterole und BR-Biosynthese-Intermediate Teasteron
sowie entsprechende 6-Deoxo- und 6-Deoxo-28-nor-Derivate als natlrliche Substrate der
AtHSD1 und AtHSD2 diskutiert.

Sterole haben unterschiedliche essentielle Funktionen in allen eukaryotischen Zellen. Pflanzliche
Sterole wie Campesterol, sind nicht nur biosynthetische Vorstufen der Brassinosteroide, sondern
sind als so genannte Bulk-Sterole integrale Membrankomponenten, die zusammen mit
Phospholipiden eine wesentliche Rolle fir die Fluiditdt und Permeabilitdt der Membranen spielen
und indirekt die Aktivitdt von membranassoziierten Proteinen, Enzymen, lonenkanalen und
Komponenten von Signaltransduktionswegen beeinflussen (Hartmann 1998). Sie kdnnen als freie
Sterole mit einer freien 3B-Hydroxylgruppe, als Sterylester oder Sterylglykoside vorliegen
(Piironen et al. 2000, Benveniste 2004). In Arabidopsis thaliana ist bezogen auf den
Gesamtsterolgehalt Sitosterol mit 50% das dominierende Phytosterol, gefolgt von Campesterol
mit 20% und Cholesterol mit 10% (Fujioka et al. 1997a, Patterson et al. 1993). Die AtHSD1 und
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AtHSD2 akzeptierten neben Campesterol auch Cholesterol als Substrat (3.4.7). Zur Umsetzung
von Sitosterol konnte aufgrund der Verunreinigung des Substrates keine eindeutige Aussage
getroffen werden. Eine Akzeptanz von Stigmasterol konnte nicht beobachtet werden (3.4.7).
Sowohl Campesterol als auch Cholesterol und Sitosterol werden als Vorstufen von
Brassinosteroiden in der Literatur diskutiert (Fujioka und Sakurai 1997b, Nakajima et al. 2002,
Fujita et al. 2006, Takatsuto et al. 1999). Der Gehalt an Campesterol in WT-Pflanzen betragt
durchschnittlich 40 ug/g Frischmasse (entspricht 100 nmol/g, ca. 100 uM) (Shimada et al. 2003,
Fujioka et al. 1997a). Welcher Anteil des Campesterols frei verfiigbar im Cytosol vorliegt ist nicht
bekannt. Der K,-Wert der AtHSD2 fiir Campesterol liegt mit 87 uM im Bereich des
Gesamtgehaltes des Campesterols.

Der Gehalt der BR-Biosynthese-Intermediate Teasteron und 6-Deoxoteasteron (ca. 0,3 ng/g) ist
um ein Vielfaches geringer, wobei die 6-Deoxo-Derivate dominieren (Shimada et al. 2003). Auch
bei diesen wird die Mdglichkeit der Konjugation tber die 3B-Hydroxylgruppe beschrieben. So
z. B. liegt in Zellsuspensionskulturen von L. esculentum der (berwiegende Teil des 24-epi-
Teasterons (3B) vorwiegend als Carbohydrat-Konjugat bzw. glykosidiert vor, wohingegen eine
Konjugation des 3a-Epimers 24-epi-Thyphasterol (3a) nicht beobachtet wurde (Kolbe et al. 1997
und 1998). Die Md&glichkeit der 3B-Konjugation beeinflusst zum einen das Verhéltnis zwischen
dem 3B-Epimer und dem 3a-Epimer - innerhalb dieser reversiblen Epimerisierung - und auch die
Verflugbarkeit der Substrate der 3p-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen.

4.4 Expression der AtHSD1 und AtHSD2 in vivo

Die Genexpression der AfHSD1 und AtHSDZ2 wurde in verschiedenen Pflanzenorganen
untersucht (3.5). Beide Gene werden ubiquitar exprimiert, wenn auch Transkripte der AtHSD1 nur
in sehr geringen Mengen in den Schoten, Bliten, Blattern und Stangeln nachweisbar waren. Sie
besitzen beide die gleiche organspezifische Expression, wobei die AtHSD2 insgesamt eine
héhere Expression in allen untersuchten Organen aufweist. Am Auffalligsten war, dass sowohl fiir
die AfHSD1 als auch fur die AtHSD2 die hoéchsten Transkriptmengen in den Wurzeln
nachweisbar waren, was mit Ergebnissen von cDNA Microarray Analysen im Einklang stand.

Dies deutet auf &hnliche physiologische Funktionen hin.

Shimada et al. (2003) untersuchten sowohl die organspezifische Expression der BR-Biosynthese
Gene BR6ox1, BR6ox2, CPD, DWF4, ROT3 und CYP90D (Funktionen siehe 1.4 und Abb. 7),
sowie BAST (putative 26-Hydroxylase, inaktiviert BRs) und BRI/1 (Komponente des BR-
Rezeptors) als auch die organspezifische Verteilung endogener Brassinosteroide in A. thaliana.
Sie konnten endogene Brassinosteroide bzw. Biosynthese-Intermediate und eine Expression der
genannten Gene in allen Organen detektieren, was eine ubiquitdre BR-Biosynthese in allen
Organen vermuten ldsst. Beim Vergleich von Wurzel und Spross, fanden sie eine hohere
Expression von BR6ox1, ROT3, CYP90D und BAS1 in den Wurzeln. Die héchste Expression in
der Wurzel ist fir ROT3 (Hydroxylierung von Typhasterol zu Castasteron, Abb. 7) beschrieben.
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AuRerdem enthielten die Wurzeln hoéhere Anteile der mittleren Biosynthese-Intermediate
6-Deoxocathasteron, 6-Deoxoteasteron und 6-Deoxotyphasterol. Im Gegensatz dazu war der
Gehalt an spéateren Biosynthese-Produkten (6-Deoxocastasteron und Castasteron) in den
Sprossen héher. Ubereinstimmende Ergebnisse fanden Bancos et al. (2002) in A. thaliana und
Yokota et al. (2001) in L. esculentum. Auch hier waren der Anteil mittlerer BR-Biosynthese-
Intermediate (6-Deoxo-28-nor-Derivate und 6-Deoxo-Derivate von Cathasteron, Teasteron,
3-Dehydro-teasteron und Typhasterol) in den Wurzeln héher als in den Sprossen und spétere
Produkte (Castasteron und entsprechende 6-Deoxo-(28-nor)-Derivate) kamen in grofieren
Mengen in den Sprossen vor. Dies lasst die Hypothese zu, dass die BR-Biosynthese zwar in
allen Organen stattfindet, in den Wurzeln aber aktiver ist (Shimada et al. 2003).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass die AtHSD1 und AtHSD2 an der BR-
Biosynthese beteiligt sein kénnten. Denn fiir beide Gene konnte eine ubiquitdre Expression mit
hohen Transkriptmengen in der Wurzel detektiert werden und fiir beide Enzyme konnte eine
Umsetzung des mittleren BR-Analogon 28-Homoteasteron gezeigt werden (3.4.8).

Die A°-3B-HSD aus Digitalis lanata zeigte ebenfalls eine bevorzugte Expression in der Wurzel
(Lindemann, persénliche Mitteilung Dr. P. Lindemann).

Im Zusammenhang mit den Rettungsversuchen unter Zusatz von 1 nM und 10 nM 24-epi-
Brassinolid im Medium, wurde mittels RT-PCR ein mdglicher Einfluss des exogen applizierten
24-epi-Brassinolids auf die Transkription beider Gene analysiert. Hierbei wurde nur eine geringe
Reduzierung der nachweisbaren Transkriptmengen in WT-Pflanzen festgestellt (Abb. 31). Fir
vier BR-Biosynthese-Gene (DWF4, CPD, BR6ox1 und ROT3) wird eine reduzierte Expression
nach Behandlung mit 0,1 pM Brassinolid beschrieben, wahrend DET2 (5a-Steroid-
Dehydrogenase) keine veranderte Expression zeigt (Mathur et al. 1998, Tanaka et al. 2005).

Dies sollte jedoch lediglich als Hinweis gewertet werden, da sich die vorliegende Arbeit nicht
ausdricklich der Regulation der Genexpression widmete. Es sollten weitere quantifizierende

Analysen erfolgen und eine mdgliche zeitliche Abhangigkeit untersucht werden.

4.5 Charakterisierung der T-DNA-Mutanten hsd7-1, hsd1-2 und

hsd2-1
Da fir die AtHSD1 und AtHSD2 eine Umsetzung der BR-Prekursor Campesterol und 28-Homo-

teasteron gezeigt werden konnte, wurde eine Beteiligung beider Enzyme an der Brassinosteroid-
Biosynthese vermutet. Die essentielle Rolle von Brassinosteroiden wéahrend des
Pflanzenwachstums und der Entwicklung konnte durch BR-defiziente (z. Bsp. det2, cpd, dwf4)
oder BR—insensitive (bri1, bes1) Mutanten, welche Defekte in der BR-Biosynthese oder der BR-
Signaltransduktion aufweisen, gezeigt werden. Diese Mutanten besitzen meist einen
charakteristischen dwarf- oder semidwarf-Phénotyp, der sich bei Licht-kultivierten Pflanzen z. B.
in einer kleinen kompakten Statur, reduzierter Elongation des Sprosses, dunkelgriinen runden
Blattern, einem verldngertem Lebenszyklus bzw. einer verldngerten vegetativen

Wachstumsphase, reduzierter apikaler Dominanz und reduzierter Fertilitat duf3ert (Chory et al.
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1991, Fujioka et al. 1997a, Azpiroz et al. 1998, Choe et al. 1999a und 2002). BR-defiziente
Mutanten lassen sich durch exogene Applikation von Brassinolid retten (Kauschmann et al. 1996,
Li et al. 1996, Szekeres et al. 1996). Eine Gegenlberstellung verschiedener BR-dwarf Mutanten
befindet sich in Clouse (2002).

Um die Hypothese einer Beteiligung der AtHSD1 und AtHSD2 an der BR-Biosynthese zu
bestatigen, wurden die T-DNA-Insertionsmutanten hsd7-1, hsd7-2 und hsd2-1 isoliert (3.6) und
mit ihrer phanotypischen Charakterisierung begonnen. Wahrend die Mutante hsd7-1 der sonst
insgesamt geringer exprimierten AtHSD1, bis auf eine reduzierte Elongation der Wurzel (3.6.3),
keinen auffélligen Phanotyp im Vergleich zum WT besitzt, wurde bei den Mutanten hsd7-2 und
hsd2-1 eine verzbgerte Keimung und ein verlangsamtes Wachstum bzw. ein verldngerter
Lebenszyklus beobachtet. Der Keimungsprozess wird von verschiedenen Phytohormonen
beeinflusst. So spielen Abscisinsdure (ABA) und Giberelline eine antagonistische Rolle.
Abscisinsaure induziert die Samenruhe wéahrend der embryonalen Reifung, wohingegen
Giberelline, wie auch Ethylen die Germination stimulieren (Koornneef und Karssen 1994). Fir
Brassinosteroide wird ebenfalls eine ABA-antagonisierende Rolle beschrieben, in dem sie zur
Stimulierung der Samenkeimung beitragen (Steber und McCourt 2001).

Erstaunlicherweise ist die hsd7-2 nur eine ,knock-down“-Mutante, bei der die Expression
wahrscheinlich beider Gene lediglich reduziert ist (Abb. 31), und bei der hsd2-1 ist ein
heterozygoter Genotyp fiir eine phanotypische Unterscheidbarkeit vom WT ausreichend.
Homozygote hsd2-1 Pflanzen wiesen einen noch deutlicheren Phanotyp auf und waren infertil.
Waéhrend also bei der AtHSD2 schon die Reduktion der Expression zu einem eindeutigen
Phanotyp fuhrt, bewirkt der ,knock-out* der AtHSD1 in der Mutante hsd7-1 keine wesentlichen
phanotypischen Veranderungen. Unter Berlicksichtung der Ergebnisse der Transkriptionsanalyse
(3.5), die eine stérkere Expression der AtHSDZ2 ergab, lasst sich vermuten, dass die AtHSDZ2 von
groRerer funktionaler Bedeutung ist und die fehlende Expression der AtHSD17 in der Mutante
hsd1-1 durch die AtHSD2 kompensiert werden kann. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir CYP85A1
und CYP85A2 (BR-C-6-Oxidasen), welche 83% Identitdt besitzen und deren Proteinprodukte
unterschiedliche Substratspezifitaiten fir C,7- und C,s-BRs besitzen, erhalten. Wahrend die
cyp85a1 Null-Mutante keine signifikanten Verdnderungen in der Entwicklung zeigt, ist die
cyp85a2 Mutante durch einen milden abnormalen Phanotyp gekennzeichnet. Die Autoren
schlussfolgern, dass das CYP85A2 eine effizientere BR-C-6-Oxidase und von gréRerer
Bedeutung fiir Wachstum und Differenzierung ist (Kim et al. 2005b). Auch fur DET2, deren
Expressionsverlust zu einer 90%igen Verminderung der Aktivitat in vivo fuhrt, wird die Existenz
einer weiteren 5a-Steroid-lsomerase mit geringerer funktionaler Bedeutung in der BR-
Biosynthese angenommen (Fujioka et al. 1997a).

Obwohl die beobachteten Erscheinungsbilder der in dieser Arbeit isolierten Mutanten keinen
charakteristischen dwarf-Phanotyp besitzen, schlie3t dies eine Rolle in der BR-Biosynthese nicht
aus. Ohnishi et al. (2006) charakterisierten T-DNA-Mutanten der Gene CYP90C1 und CYP90D1,
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fur welche von den Autoren eine Funktion als C-23-Hydroxylasen beschrieben wird (u.a.
Umsetzung von Cathasterone und 6-Deoxocathasterone zu Teasteron und 6-Deoxoteasterone).
Im Gegensatz zu den schwachen Phanotypen der cyp90c7 und cyp90d1, wird ein eindeutiger
dwarf-Phanotyp der Doppelmutante cyp90c1 cyp90d1 beschrieben. Ahnliche Ergebnisse lieferte
der Vergleich der Phanotypen der Mutanten cyp85a7 und cyp85a2 mit der Doppelmutante
cyp85a1 cyp85a2 (Nomura et al. 2005). Vermutlich kdnnte auch eine hsd1 hsd2 Doppelmutante,
sowie Rettungsversuche mit entsprechenden BR-Intermediaten weiteren Aufschluss bzw. den
Beweis der Beteiligung der AtHSD2 und der AtHSD1 an der BR-Biosynthese geben. Denkbar ist
auch das Vorhandensein weiterer Hydroxysteroid-Dehydrogenasen, wie z. Bsp. At2g47120 und
At2g47150, welche ebenfalls charakteristische Motive von SDR-Enzymen aufweisen (Abb. 9) und
zusammen mit der AtHSD1 und AtHSD2 hintereinander auf Chromosom zwei liegen (Abb. 30).

4.5.1 Wurzelliangen und der Effekt des 24-epi-Brassinolids auf die Wurzelelon-

gation

Der Vergleich der Elongation der Wurzeln der Mutanten hsd7-1, hsd7-2 und hsd2-1 mit dem WT
ergab fur die hsd71-1 und hsd2-1 ein reduziertes Wurzelwachstum (Abb. 33). Da diese
phanotypische Veranderung durch zahlreiche Defekte oder Einflisse ausgelost werden kann,
wurde der Effekt von 24-epi-Brassinolid auf die Elongation der Wurzeln der Mutanten, fir welche
homozygote Pflanzen zur Verfiigung standen, untersucht und mit dem WT verglichen. 24-epi-
Brassinolid (EBR) und auch 24-epi-Castasteron (ECS) kénnen abhéangig von der Konzentration
das Wurzelwachstum stimulieren bzw. die Wurzelelongation von BR-Biosynthese-Mutanten
normalisieren (Clouse und Sasse 1998, Missig et al. 2003).

Hierbei konnte beobachtet werden, dass der Effekt des exogen applizierten 24-epi-Brassinolids
abhangig von der Konzentration war und auch das Alter der Keimlinge eine Rolle spielte
(Abb. 33). Dies zeigt Ubereinstimmungen mit Ergebnissen von Missig et al. (2003). Sie stellten
ebenfalls in Abhédngigkeit von der Konzentration einen positiven oder negativen Effekt von
Brassinosteroiden auf das Wurzelwachstum fest. Niedrige Konzentrationen von exogen
applizierten Brassinosteroiden férdern das Wurzelwachstum des WT und normalisieren die
Wurzellange von BR-defizienten Mutanten, wohingegen ho&here Konzentrationen einen
inhibitorischen Effekt besitzen. Der Schwellenwert dieser Konzentrationen ist abhdngig von der
biologischen Aktivitdt der Brassinosteroide. Aulerdem ist dieser Schwellenwert in den BR-
defizienten Mutanten dwf71-6 (dwarf1-6) und cbb3 (cabbage3) hoher. Sie tolerieren,
wahrscheinlich aufgrund des geringeren Gehalts an endogenen Brassinosteroiden, héhere
Konzentrationen, bis ein hemmender Effekt eintritt (Missig et al. 2003). Wahrend das
Wurzelwachstum des WT und der hsd7-2 nach 10 Tagen durch 10 nM EBR eindeutig inhibiert
wurde, ist bei der hsd7-1 noch ein positiver Effekt vorhanden (Abb. 33). Nach 20 Tagen fiihrte
schon 1 nM EBR zu einer Inhibitierung beim WT, wohingegen das Wurzelwachstum der hsd1-1

noch stimuliert wurde. Mussig et al. (2003) stellten bei WT-Pflanzen eine Inhibitierung ab einer
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Konzentration = 1 nM nach 20 Tagen fest, wohingegen 1 nM noch zu einer Stimulierung in der
BR-defizienten Mutante cbb3 filhrte und erst = 10 nM ein negativer Effekt auftrat.

Dies deutet darauf hin, dass es sich bei der hsd71-1 um eine BR-defiziente Mutante handeln
kénnte, da sie ebenso wie cbb3 héhere EBR-Konzentrationen toleriert, bis eine Hemmung des
Wurzelwachstums eintrat und die aufgrund der hauptsachlichen Expression der AtHSD1 in der
Wurzel, nur phanotypische Verdnderungen im Wurzelwachstum zeigt.

Bei der Mutante hsd7-2 waren keine Veranderungen der Wurzelldnge zu beobachten, obwohl
beide Gene eine reduzierte Expression zeigten. Der eindeutige oberirdische Phanotyp der hsd71-2
muss demzufolge hauptsachlich auf der reduzierten Expression der AtHSD2 resultieren. In der
Wurzel hingegen scheinen die Transkriptmengen der AtHSD1 und AtHSDZ2 fur eine normale
Elongation noch ausreichend zu sein. Weiterfiihrend wéaren quantitative Analysen des endogenen

Brassinosteroid- bzw. Intermediatgehaltes erforderlich.

4.6 Beteiligung der 3-HSD Enzyme an der Brassinosteroid-
Biosynthese

Die Notwendigkeit der Existenz von Enzymen welche die Fahigkeit besitzen die 3B-Hydroxyl-A°-
Struktur des Campesterols in eine 3-Oxo-A*-Struktur zu uberfilhren wurde schon von
Fujioka et al. (1997a) beschrieben, da nur 3-Oxo-A*-Steroide direkte Substrate von DET2
(50-Steroid-Reduktase) sind und in vitro 3B-Hydroxyl-A>-Steroide nicht als Substrate erkannt
werden (Li et al. 1997a). Die Autoren vermuten, dass ein orthologes Enzym zur 3HSD/KSI des
Menschen in A. thaliana existieren muss, und die notwendige Dehydrogenierung und
Isomerisierung katalysiert (Fujioka et al. 1997a). Im Arabidopsis-Genom lassen sich auch
entsprechende Gene finden, die hohe Homologien (ca. 50%) zu den 3p3-HSD/KSI| Genen des
Menschen besitzen, so z. B. At1g47290, At2g26260, At2g33630, At2g43420. T-DNA ,knock-out*
Mutanten dieser Gene zeigen keinen BR-dwarf Phanotyp (Choe 2006). Zwei dieser Gene
kodieren die schon erwahnten At3BHSD/D1 (At1g47290) und At3BHSD/D2 (At2g26260), fur

welche eine Funktion in der friihen Sterol-Biosynthese vermutet wird (Rahier et al. 2006).
In der hier vorliegenden Arbeit wurden die AtHSD1 und AtHSD2 als homologe 3B-Hydroxy-

steroid-Dehydrogenasen mit hohen lIdentitdten der Aminosduresequenz (ca. 60 %) zu der
pflanzlichen A°-38-HSD aus D. lanata isoliert. Sowohl die DI3BHSD als auch die AtHSD1 und
AtHSD2 akzeptierten Campesterol und Cholesterol als Substrat. GC/MS-Analysen wiesen darauf
hin, dass hauptsachlich die isomerisierten 3-Oxo-A*-Produkte entstanden. Fir die AtHSDA
konnte eine A®-A*-lsomerase-Aktivitat nachgewiesen werden. Die in der vorliegenden Arbeit
isolierten und schon beschriebenen T-DNA-Mutanten zeigen z. T. ein retardiertes Wachstum
und/oder eine reduzierte Elongation der Wurzel. Diese Phanotypen lassen sich unter Zusatz von
24-epi-Brassinolid normalisieren. Sie besitzen aber keinen charakteristischen dwarf-Phénotyp,
was in der gegenseitigen Kompensation oder der Existenz redundanter Gene begriindet sein

kénnte.
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Die sax71-Mutante (hypersensitiv zu Abscisinsdure und Auxin), welche aufgrund der
Hypersensitivitat zu Auxin isoliert wurde, besitzt einen dwarf-Phanotyp und kann durch exogen
applizierte BR-Intermediate gerettet werden (Ephritikhine et al. 1999a). Aufgrund von
Futterungsversuchen wurde ein Defekt in der Oxidation und Isomerisierung von 3@-Hydroxy-A°-
Prekursorn zu 3-Keto-A*-Steroiden wahrend des frilhen C-22 Oxidationsweges vermutet
(Ephritikhine et al. 1999b). Der genaue Genlocus wurde bisher jedoch nicht identifiziert; eine

Klonierung des Genes fand ebenfalls noch nicht statt.

Weiterhin ist eine funktionale Beteiligung bei der Epimerisierung der 3B-Hydroxylgruppe des
Teasteron (bzw. 6-Deoxo- und 6-Deoxo-28-norteasterons) zur 3a-Hydroxylgruppe des
Typhasterols (bzw. 6-Deoxo- und 6-Deoxo-28-nortyphasterols) denkbar. Dass solche
Epimerisierungen, wie sie auch in anderen Steroid-Biosynthesen zu finden sind, in Pflanzen tber
3-Dehydro-Intermediate ablaufen und reversibel sind wurde mehrfach beschrieben (Suzuki et al.
1994, Hai et al. 1996, Finsterbusch et al. 1999), so auch in A. thaliana (Noguchi et al. 2000,
Stiindl und Schneider 2001). In dieser Arbeit konnte eine Dehydrogenierung der 3B-Hydroxyl-
gruppe des 28-Homoteasterons durch die AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD in vitro beobachtet
werden. Interessant wéare an dieser Stelle ob die AtHSD1 und AtHSD2 auch beziiglich dieser
Brassinosteroide unterschiedliche Reaktionsrichtungen bevorzugen, wie es hier fir die
5a-Pregnane beobachtet wurde.

Die meisten der identifizierten Brassinosteroid-Biosynthese-Reaktionen werden von Cytochrom
P450-Monooxygenasen katalysiert, welche aufgrund des Mechanismus irreversibel sind (Agarwal
und Auchus 2005). Auch fiir die Reduzierung der A*-Doppelbindung durch DET2 ist keine
Reversibilitdt beschrieben. Die reversiblen Dehydrogenierungen/Reduzierungen kdénnten unter
Bertcksichtung der stereoselektiven Glykosidierung der 33-Hydroxylgruppe (Kolbe et al. 1998)
einen Einfluss auf die quantitative Regulation der BR-Biosynthese haben.

Wie in der Einleitung schon erwahnt, wird fir CYP90D1 aus A. thaliana und auch CYP90D2 aus
Oryza sativa eine katalytische Funktion fiir die Umsetzung von Teasteron zu 3-Dehydroteasteron
vermutet (Kim et al. 2005a, Hong et al. 2003). Eine Beteiligung an der Dehydrogenierung
innnerhalb dieser Reaktionsabfolge erscheint allerdings abwegig, da es sich um Cytochrom
P450-Enzyme handelt, die in der Regel unter Einfilhrung eines Sauerstoff-Atoms das Substrat
oxidieren. Fir diese Enzyme kénnte die Beteiligung an einem alternativen Biosyntheseweg - Uiber
ein 2,3-Epoxy-Derivat - in Betracht gezogen werden, wie er z.B. in Secale cereale beschrieben
wird (Antonchick et al. 2003 und 2005).

Auch die als Ausgangspunkt dieser Arbeit dienende A°-3B-HSD aus Digitalis lanata (Finsterbusch
1999) und DI3BHSD zeigten katalytische Aktivitaten fiir 5a-Pregnane und Campesterol. Dies
erdffnet die Frage, ob neben der Beteiligung an der Herzglykosid-Biosynthese auch fiir dieses
Enzym - oder Isoformen dieses Enzyms - eine weitere physiologische Funktion innerhalb der

Brassinosteroid-Biosynthese relevant sein kénnte.
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4.7 Ansatzpunkte fiir weiterfiihrende Untersuchungen

Die kodierenden Sequenzen der AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD stehen in Expressions-
plasmiden zur Verfigung und lassen sich ohne grélRere Probleme Uber den Histidin-Anhang
reinigen. Damit kdnnten die Kristallisationsversuche, wie sie schon fir die DI3BHSD begonnen
wurden, fortgesetzt werden.

Weiterfiihrende Arbeiten sollten sich der genaueren Untersuchung der metabolischen Funktionen
und der katalytischen Fahigkeiten der AtHSD1 und AtHSD2 widmen, da die bisherigen
Experimente lediglich Hinweise auf eine Funktion in der Brassinosteroid-Biosynthese geben.
Hilfreich wéren an dieser Stelle weitere Aktivitatstests mit in Frage kommenden Substraten wie
6-Deoxoteasteron und 6-Deoxo-28-norteasteron, welche bessere Substrate darstellen kénnten
und in A. thaliana dominierender sind als das 6-Oxo-Derivat (Choe et al. 1999b und 2000).
Interessant waéaren Aktivitatsanalysen hinsichtlich Hemmbarkeit und Bevorzugung der
Reaktionsrichtung in Anwesenheit unterschiedlicher Kombinationen der Kosubstrate.
Deletionsmutanten kénnten einen Aufschluss (ber die Struktur-Funktionsbeziehungen der
Isomerase-Aktivitdt geben. Diese sollte in analogen Experimenten noch einmal explizit fur die
AtHSD2 und auch DI3BHSD nachgewiesen werden.

Die isolierten T-DNA-Mutanten hsd71-1, hsd1-2 und hsd2-1 sollten phéanotypisch und
molekularbiologisch weiter charakterisiert werden. Um unerwiinschte Nebeneffekte im
genetischen Hintergrund ausschlieBen zu kénnen, sollte zun&chst Uberprift werden, ob eine
singulére T-DNA-Insertion vorliegt, z.B. durch Analysen der genomischen DNA mittels Southern-
Plot und einer T-DNA-spezifischen Sonde. Notwendig wére auch die Isolierung einer zweiten
unabhangigen Mutante der AtHSDZ2, sowie Komplementationstests mit der Linie hsd2-1 und der
hsd1-1 mit der hsd7-2. Durch Kreuzungen sollte versucht werden Doppelmutanten zu erzeugen,
was voraussichtlich aufgrund der rdumlichen Nahe der Genloci nicht ganz unproblematisch wird.
Fur den Funktionsnachweis wéaren quantitative Analysen des endogenen Brassinosteroid- und

Intermediatgehaltes in den Mutanten von grofdter Bedeutung.
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5 Zusammenfassung

Hydroxysteroid-Dehydrogenasen katalysieren reversible Redoxreaktionen. Im Menschen und in
Sadugetieren sind zahlreiche gut charakterisierte Enzyme mit einer zentralen Rolle im
Steroidmetabolismus bekannt. Zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit existierte nur wenig
Wissen Uber pflanzliche Hydroxysteroid-Dehydrogenasen. Das einzige nativ gereinigte Enzym
war die A°-3B-HSD aus Digitalis lanata, mit beschriebenen Funktionen wahrend der Herzglykosid-

Biosynthese.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Isolierung und Charakterisierung von
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen aus Arabidopsis thaliana.

Ausgehend von der Sequenz der A°-3B-HSD aus Digitalis lanata konnten sieben ahnliche
Sequenzen aus einer Arabidopsis thaliana cDNA-Bank amplifiziert, kloniert und erfolgreich in
E. coli exprimiert werden. Fir jede der I6slichen Proteinfraktionen konnte eine, wenn auch in
einigen Fallen nur geringe, 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Von diesen potentiellen HSD-Kandidaten wurden die AtHSD1 und die AtHSD2, welche bei der
Mehrzahl der getesteten Substrate die hdochste Aktivitdt besalRen, sowie die AtSDR1, ein Enzym
mit der bekannten katalytischen Funktion in der Abscisinsdure-Biosynthese, sowie die heterolog
exprimierte DI3BHSD fir katalytische Charakterisierungen und vergleichende kinetische
Analysen Uber einen N-terminalen Histidin-Anhang mittels Affinititschromatographie bis zur
Homogenitét gereinigt. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
= Der offene Leserahmen der AtHSD1 umfasst 1089 bp, der der AtHSD2 855 bp, davon
gehdren bei beiden 774 bp zum kodierenden Bereich. Die abgeleiteten Proteine bestehen
aus 257 Aminosduren und haben eine kalkulierte molekulare Masse von ca. 27 kDa.
Nach der Reinigung der Fusionsproteine zeigten sich im SDS-Gel homogene Banden der
AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD bei ca. 30 kDa, ca. 1 kDa grofl3er als die molekulare
Masse der nativen A°-38-HSD mit 29 kDa. Die AtSDR1 erschien bei ca. 31 kDa.
= Strukturell konnten sie aufgrund der typischen Motive der SDR-Familie zugeordnet
werden. Sie wurden als cytosolische Proteine prognostiziert. Sie weisen eine hohe
Identitat und Homologie der Aminosauresequenzen auf, wobei die grofiten Unterschiede
im C-terminalen Bereich zu finden waren.
= Das pH-Optimum der AtHSD1 und AtHSD2 lag bei pH 7. Bei einer Temperatur von 40°C
wurde die hoéchste Aktivitdt beobachtet. Bei der Dehydrogenierung wurden die
Kosubstrate NAD* und NADP™ akzeptiert, wobei eine NAD"-Praferenz festgestellt wurde.
Fir die AtHSD1 wurde ein K,-Wert fir NAD" von 7 uM, fiir das Kosubstrat der Reduktion
NADH von 21 yM bestimmt.
= Die AtHSD1, AtHSD2 und DI3BHSD besitzen eine breite Substratspezifitdt fir
3B-Hydroxysteroide. Es wurden Cqg-, C21-, C27-, C2s- und Cog- Steroide, sowohl mit einer
A5-Doppelbindung im Ring B als auch ohne eine Doppelbindung akzeptiert. Eine
Umsetzung von 3a-Hydroxysteroiden konnte nicht beobachtet werden. Weiterhin konnte
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eine Reduktion von 5a- und 5B-Pregnan-3,20-dion sowie A°-3-Ketosteroiden festgestellt
werden. A*-3-Ketosteroide wurden, vermutlich aufgrund der Irreversibilitit der
Isomerisierung, nicht reduziert.

= Mittels spektrophotometrischer Messungen konnte fir die AtHSD1 eindeutig eine
A°-A*-Steroid-Isomerase-Aktivitat nachgewiesen werden. Ein Vergleich der Anfangs-
geschwindigkeiten der Dehydrogenase-Aktivitat und Isomerase-Aktivitat lie den Schluss
zu, dass die Dehydrogenierung den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Die
beobachtete Irreversibilitdt der Isomerisierung ist analog zur katalytischen Funktionalitat
der 3B-HSD/KSI Enzyme des Menschen (Thomas et al. 1988, Lachance et al. 1990).
Damit gelang der Nachweis, dass diese pflanzliche SDR eine bifunktionale
3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/A°-A*-Isomerase darstellt.

= Aus den Bestimmungen der K,- und Vp.Werte mit den Substraten Pregnenolon,
21-Hydroxypregnenolon, 5a-Pregnan-3B-ol-20-on, 5B-Pregnan-3B-ol-20-on, 5a-Pregnan-
3,20-dion und 5B-Pregnan-3,20-dion sowie daraus resultierenden katalytischen
Effizienzen lielken sich unterschiedliche Substrataffinitdten erkennen. Die DI3BHSD
katalysierte am effizientesten die Reduktion des 5B-Pregnan-3,20-dions, wohingegen die
AtHSD1 und AtHSD2 hoéhere Effizienzen fir 5a-Pregnane besitzen. Dabei konnte eine
unterschiedliche Bevorzugung der Reaktionsrichtung beobachtet werden. Die AtHSD1
fungierte effizienter als Reduktase, die AtHSD2 als Oxidase. Die AtSDR1 besal} zu dem
Substrat Pregnenolon eine deutlich geringere Affinitat als die AtHSD1, AtHSD2 und
DI3BHSD.

= Es konnten erstmalig pflanzliche 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen der SDR-Familie
isoliert werden, welche die Dehydrogenierung der Brassinosteroid-Vorstufen
Campesterol und 28-Homoteasteron katalysieren kénnen. Aus den kinetischen Analysen
und der Bestimmung der K,-Werte war erkennbar, dass die AtHSD2 zu diesen beiden
Substraten eine héhere Affinitat besitzt, als die AtHSD1 und DI3BHSD.

Um erste Hinweise auf die physiologische Funktionalitat der AtHSD1 und AtHSD2 in vivo zu
erhalten, wurde ihre Genexpression mittels RT-PCR untersucht sowie mit der genotypischen
und phanotypischen Charakterisierung von T-DNA-Insertionsmutanten begonnen.

= Aus der Transkriptionsanalyse war eine héhere Transkriptakkumulation der AtHSDZ2 als
der AtHSD1 in allen untersuchten Organen ersichtlich. Beide Gene zeigten die starkste
Expression in der Wurzel.

= In der hsd71-1 wurde die T-DNA-Insertion im Exon der AtHSD1 lokalisiert, in genotypisch
homozygoten Pflanzen dieser Linie waren keine Transkripte nachweisbar. Bei dieser
.knock-out® Mutante konnte eine reduzierte Elongation der Wurzel festgestellt werden.
Unter dem Einfluss von exogen applizierten 24-epi-Brassinolid lie3 sich die Wurzelldnge
normalisieren. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass sie, wie es auch fir BR-
defiziente Mutanten beschrieben ist (Missig et al. 2003), héhere Konzentrationen an
24-epi-Brassinolid tolerierte bis ein hemmender Effekt auf die Wurzelldnge auftrat.
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Zusammenfassung

Ansonsten waren keine auffélligen Unterschiede des Phanotyps im Vergleich zum
Wildtyp erkennbar.

= Eine zweite Mutante wurde aufgrund der Insertion der T-DNA in der 3’ -UTR der AtHSD1
als hsd1-2 bezeichnet. Die Analyse des Transkriptoms homozygoter Pflanzen zeigte eine
Reduktion der Transkripte der AtHSD1 und der AfHSD2. Bei dieser ,knock-down®
Mutante konnte eine verzégerte Keimung, ein retardiertes Wachstum und ein verlangerter
Lebenszyklus beobachtet werden.

= In der hsd2-1 wurde die T-DNA-Insertion im Exon der AtHSDZ2 lokalisiert, allerdings
waren Pflanzen, die als genotypisch homozygote Mutanten identifiziert wurden, infertil.
Aber auch bei heterozygoten Pflanzen dieser Linie konnte ein, der hsd7-2 &hnlicher
Phanotyp, beobachtet werden. Bei den homozygoten Pflanzen war dieser Ph&notyp noch
verstarkt.

Aufgrund dieser Ergebnisse und Beobachtungen ist eine Beteiligung der AtHSD1 und AtHSD2 an
der Brassinosteroid-Biosynthese denkbar. Weiterhin scheint die AtHSD2 aufgrund der starkeren
Genexpression, der besseren Substrataffinitdt zu Campesterol und 28-Homoteasteron und des
eindeutigeren Phanotyps der hsd2-1 Mutante von grof3erer funktionaler Bedeutung zu sein.
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Anhang

Tabelle A-1 Ubersicht der Klonierungs-, Sequenzierungs- und Expressionsergebnisse. Es sind
nur Klone angegeben fir welche Sequenzierungen erfolgten. Diese lagern alle in Form einer DNA-
Plasmidpraparation bei —20°C. Stocks flr die Inserts im Vektor pQE 30 in den M15-Expressionszellen
lagern bei —80°C. BA — Basenaustausch, n.s. — nicht sequenziert, (+) — sehr geringe Aktivitat.

AGI-
Bezeichnung

At2g47140.1

At2g47130.1

At2g47120.1

At3929260.1

At3929250.1

At3g51680.1

At1952340.1

At3926760.1

At4g03140.1

At3g26770.1

At3g42960.1

At2g47150.1

A°-3B-HSD

Leerplasmid

S

10

Klon

1.1
1.2
22
23
2.10
213
3.1
3.1
3.13
4.1
4.2
4.1
4.13
5.11
5.13
6.1
6.3
6.11
6.12
71
7.12
7.13
8.1
8.13
9.11
9.12
10.13

11.11
11.12
121
12.11
12.13
HSD

pQE30

Stocks

Ergebnis der Sequenzierung neert in &Qhﬁff’o 5;((;3_ A;Itisv?t-ﬁt ';i':é
Tag/pcR 21 PfulpcR21 pQE 30 Zellen sion des BL
BA - -
identisch - korrekt + + + +
BA - -
BA - -
2BA - -
- identisch korrekt + + + +
falsch - -
- falsch -
- falsch -
falsch - -
falsch - -
- At3929260/50 -
- wie 4.11 wie 4.11 + + (+)
- falsch -
- falsch -
falsch - -
falsch - -
- identisch korrekt + + (+)
- identisch n.s. +
BA - -
- identisch korrekt + + + +
- identisch n.s. +
BA - -
- identisch korrekt + + (+)
- ? - +
- falsch -
- identisch korrekt + + (+)
falsch - -
- falsch -
- falsch
falsch - -
- falsch -
- falsch -
- - korrekt + + + +
- - - + + -
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1 A°-3B-HSD Digitalis lanata

ATGTCGTCAAAGCCAAGGTTGGAGGGTAAAGTGGCAATCATCACCGGAGCCGCTAGCGGC
M s S K p R L E G K Vv A I I T G A A S G
ATCGGCGAGGAGACGGCAAGATTGTTCGTGGAGCATGGCGCCTCAGTGGTGGTGGCGGAC
I G E £ T A R L F V EH G A S V V V A D
GTCCAGGACGAATTGGGGCGCCAGGTCGTCGCTTCCGTAAACTCTGACGACAAGATAAGT
v ¢ b E L G R Q V V A S V N S D D K I s
TACTACCACTGCGATGTCAGAGATGAAAAACAAGTGGCGGCCACCGTCCGCTACGCGGTG
Yy Yy #H ¢ bV R D E K 0 vV A A T V R Y A V
GAGAAATACGGGCGCCTCGACATCATGCTGAGCAACGCCGGAGTCTTCGGGGCCTTGATG
E K Yy 66 R LD I ML S N A GV F G A L M
ACGAACGTAATCGATCTCGACATGGTTGACTTTGAAAATGTATTGGCGACTAACGTGCGC
T N Vv I D L D M V D F E N V L A T N V R
GGAGTTGCCAACACTATAAAGCACGCGGCACGAGCCATGGTGGAGGGGAAGGTCAAGGGG
G v A N T I K HA A RA MV E G K V K G
TCCATCATTTGCACCGCCAGCGTGTCGGCTAGCCTTGGAGGCATGGGCCCGCCCGCTTAC
s 1 1 ¢ T A S V S A S L G G M G P P A Y
ACGGCTTCCAAACACGCCGTCCTGGGCCTAGTCAAGGGCGCTTGCGCCGAGTTGGGGGTG
T A S K H A VvV L 6 L V K G A C A E L G V
CACGGGATCCGAGTCAACTCGGTGGCGCCGTACGGTGTGGCGACCCCGATGCCGTGCAGT
H G I R V N S V A P Y G V A T P M P C S
GCTTACGGAATGACACCGAGTCAGATGGAGGAGGCCAATAACTCCAGGGCTAACTTGAAG
A Y G M TP S Q0 M E E A NN S R A N L K
GGGGTGGTTTTGAAGGCTAAGCATGTAGCTGAGGCGGCTCTCTTCTTGGCTTCCGATGAG
G vv L K A K HV A E A AL F L A S D E
TCGGCTTATGTCAGTGGGCAAAACTTGGCTGTCGACGGCGGCTTCACCGTCGTGCGTTAG
S A Y VS G o N L AV D G G F T V V R *

2 At2g47140.1

ATGTCTGGAAAAAGATTGGATGGCAAAATCGTAATTATTACTGGCGGAGCAAGCGGGATT
M s 6 K R L D G K I v I I T G G A S G I
GGGGCTGAGTCCGTTCGATTATTTACCGAACACGGCGCTCGAGTCGTGATCGTTGATGTA
G A E S V R L F T E H G A R V V I V D V
CAGGATGAGCTCGGTCAAAACGTTGCAGTTTCGATCGGTGAAGACAAAGCGAGTTACTAT
o b E L GO NV AV § I G E D K A S Y Y
CATTGCGATGTCACGAACGAGACGGAAGTTGAAAACGCCGTTAAGTTCACCGTCGAAAAA
H ¢C DV TN E T E V E N A V K F T V E K
TATGGGAAGCTTGACGTTCTGTTTAGTAACGCCGGCGTAATAGAGCCGTTTGTGAGCATC
Yy 6 K L. b v L F S NA G V I E P F V S I
CTCGACTTAAACCTCAACGAGTTAGACCGAACGATCGCCATTAACCTCCGCGGCACAGCC
L b L N L N E L DR T I A I N L R G T A
GCATTCATCAAGCATGCTGCACGTGCCATGGTGGAGAAAGGCATCCGCGGCTCCATCGTT
A F I K H A A RAMV E K G IR G s I V
TGCACCACTAGCGTCGCGGCTGAGATCGCTGGCACGGCACCACACGGGTACACGACGTCG
c T T s VvV A A E I A G T A P H G Y T T S
AAGCATGGGCTGTTGGGTTTGATCAAATCGGCTTCTGGTGGATTAGGAAAATATGGTATA
K H 66 L LGL I K S A S G G L G K Y G I
AGAGTAAACGGCGTTGCTCCATTTGGTGTCGCAACACCGTTAGTTTGTAATGGTTTCAAG
R vN GV A P F GV A T P L V CN G F K
ATGGAACCAAACGTGGTGGAGCAGAACACGTCAGCTTCGGCGAATCTAAAGGGCATTGTA
M E P NV V E Q N T S A S A N L K G I V
TTGAAAGCTCGTCACGTGGCAGAAGCTGCTCTGTTTTTAGCGTCCGATGAGTCGGCTTAC
L. K A R H VvV A EA AL F L A S D E S A Y
GTTAGCGGACAGAACCTGGCTGTTGACGGTGGTTACTCGGTGGTGAAGCCGTAG

v $ 6 9 N L AV D GG G Y S VvV V K p *
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3 At2947130.1

ATGTCGGGACTCAGATTGGATGGCAAAATCGCAATAATAACAGGCGGAGCTAGCGGGATT
M S 66 L R L D G K I A I I T G G A s G I
GGAGCCGAAGCGGTTAGGCTGTTCACGGACCACGGAGCTAAGGTGGTCATCGTTGACTTT
G A E AV R L F T DHGAI KV V I V D F
CAAGAAGAACTTGGTCAAAACGTTGCCGTTTCTGTCGGGAAAGACAAAGCAAGTTTTTAC
 EE L G O NV AV S V G K D K A S F Y
CGTTGCGATGTTACAAACGAAAAGGAGGTAGAAAACGCCGTTAAGTTCACCGTCGAAAAG
R ¢ bv TN E K E V EN AV K F T V E K
TACGGGAAGCTTGACGTTCTCTTTAGTAACGCCGGCGTTATGGAACAGCCGGGAAGCTTT
Yy 6 K L. b v L F S NAGV ME Q P G S F
CTCGACTTGAATCTGGAACAGTTTGACCGAACCATGGCGGTCAACGTTCGTGGTGCGGCT
r b L N L EQF D RTMAV N V R G A A
GCGTTTATCAAACACGCTGCACGAGCCATGGTGGAGAAAGGCACGCGTGGGTCAATCGTA
A F I K H A A R A MV E K G T R G S I V
TGTACGACCAGCGTCGCGTCGGAGATCGGTGGTCCAGGACCTCACGCGTACACGGCGTCT
c T T s v A S E I G G P G P H A Y T A S
AAGCACGCTCTTCTCGGGCTGGTTAAATCGGCTTGTGGCGGGCTAGGGAAGTACGGGATT
K H A L L G L V K S A C G GG L G K Y G I
AGAGTCAACGGCGTTGCACCATACGCGGTGGCGACGGCGATAAATAGCCGTGACGAGGAA
R v N GV A P Y A V A T A I N S R D E E
ACGGTGAGGATGGTGGAGGAATATAGCGCAGCCACGGGGATTCTCAAAGGTGTGGTGCTT
T v R MV E E ¥ § A A T G I L K G V V L
AAGGCTCGCCATGTGGCAGAGGCGGCTTTGTTTCTGGCTTCGGATGATTCGGCTTACGTT
K A R HV A E A AL F L A S D D S A Y V
AGCGGTCAGAATCTGGCTGTTGACGGGGGTTATAGCGTCGTTAAGCCCATTTGA

s 6 o N L AV D G G Y S V V K Pp I *

Abbildung A-1 Kodierende Sequenzen mit korrespondierenden Aminosauresequenzen.
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1) A°-3B-HSD aus Digitalis lanata (DI3BHSD) aus Teuber (2001), zuganglich in der EMBL-Datenbank

unter der Nummer AJ345026.

2) AtHSD1 (At2g47140.1) zugénglich unter www.arabidopsis.org,
3) AtHSD2 (At2g47130.1) zugénglich unter www.arabidopsis.org.
Start- und Stoppkodon sind unterstrichen.

Die klonierten Sequenzen waren identisch mit den Datenbankeintragen.
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a | BamHISphl  cds-3BHSD Hind Il

b BamHI cds-AtHSD Sal | Pst | Hind Il

C BamHI Sph | Sac | Kpn | Sma | Xma | Sal | Pst | Hind 1l

[ATG]AGAGGATCG 6xHid-| MCS

PQE30
3.4 kb

Ampicillin

N

Abbildung A-2 pQE30 Vektorkonstrukte (Qiagen), a — fir die kodierende Sequenz (cds) der
DI3BHSD, welche Uber die Schnittstellen Sph | und Hind Il kloniert wurde (Teuber 2001), b — fir die
kodierenden Sequenzen der potentiellen HSDs aus A. thaliana (AtHSD) entsprechend den
Sequenzen S1 S2 S4 S6 S7 S8 S10, welche Uber die Schnittstellen BamHI und Sal | kloniert wurden,
c - fur die ,multiple cloning site“ (MCS) ohne Insert, rot — der N-terminale 6xHistidin-Anhang.

Col E1

Tabelle A-2 Ermittelte Kalibriergeraden. Es wurden 10-13 Konzentrationswerte von 1- 500 uyM
gemessen. Linearitit lag in allen Fallen von mindestens 1-100 uM vor. R® — linearer
Regressionskoeffizient.

Steroid Kalibriergerade R? Methode IS
Pregnenolon 4-Androsten-3,17-dion
- y=1,2061x-0,0039  0,9940 '
I:)Verunremlgung y=0.0128x+0,0007 0.9951 GC/MS SIMI 0,25 mg/ml
rogesteron
Progesteron 4-Androsten-3,17-dion
L y=1,3828x+0,0013 | 0,9984 ’
Verunreinigung y=0.3541x+0.0001 09971 GC/MS SIMI 0,25 mg/ml

5-Pregnen-3,20-dion
5a-Pregnan-3p-ol-20-on  y=0,5431x-0,0031 0,9938 GC/MS SIM | Cholesterol 0,25 mg/mi

5B-Pregnan-3p-ol-20-on  y=0,4121x-0,0001  0,9806 GC/MS SIM ||  Cholesterol 0,25 mg/mi
5a-Pregnan-3,20-dion y=0,4841x-0,0008 0,9887 GC/MS SIM |  Cholesterol 0,25 mg/mi
5@-Pregnan-3,20-dion y=0,5631x-0,00008 0,9927 GC/MS SIM |  Cholesterol 0,25 mg/mi
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Tabelle A-3  Werte der relativen Aktivitdten in % der Enzymassays der I6slichen
Proteinfraktionen der lysierten Bakterienkulturen fir Substrate der Oxidationsreaktion. Die
angegebenen Standardabweichungen (STA) fur das Substrat Pregnenolon beziehen sich auf den
Mittelwert (n=2) der Aktivitdten, welche fiir die prozentuale Berechnung herangezogen wurden.

relative Aktivitat in %

Klon Pregnenolon 21-Hydroxy- 17-Hydroxy- 5a-Pregnan- 5B-Pregnan-
(£ STA) pregnenolon pregnenolon 3(3-ol-20-on  3p-0l-20-on

HSD 100 (+4,93) 27,24 36,02 67,79 118,76
1 97,87 (+2,69) 71,37 33,11 107,42 93,11

2 111,78 (£ 0,71) 37,04 18,42 181,88 93,46

4 54,98 (+4,22) 39,75 15,01 171,09 74,65

6 58,51 (¢ 8,54) 38,27 11,22 150,17 44,35

7 19,56 (+4,34) 3,15 11,34 0 52,71

8 36,09 (+4,26) 0 1,11 0 9,79

10 29,12 (£5,78) 1,64 2,36 58,21 6,69

LP 0 0 4,17 1,88 3,81

Tabelle A-4  Werte der Aktivitatsabhangigkeit von der Proteinkonzentration. Es wurden
Einfachbestimmungen durchgefihrt.

AtHSD1 DI3BHSD
kor|:zr:r:$::tion CLHTL A konzg::ﬁ'lantion Aktivitat
(ug/ml) (nkat) (ug/ml) (nkat)
1 4,22 1 1,82
5 7,99 5 3,46
10 10,27 10 10,67
20 13,56 20 18,87
40 19,74 40 27,86
60 25,24 60 33’53
80 28,81 80 34,36
100 32,49
120 36,52
150 39,52
170 40,69
200 42,37
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Tabellen A-5 Werte der Aktivititsabhdngigkeit von dem pH-Wert, der Temperatur, der
Inkubationszeit und dem Kosubstrat. Sofern Standardabweichungen (STA) angegeben sind, stellen
die Werte Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen dar. AUC — integrierte Flache des Peaks, IS —
interner Standard.

AUC Produkt/AUC IS (+STA)

pH AtHSD1 AtHSD2
55 0,0297 (0,0136) 0,0319
6,0 0,0398 (0,0055) 0,0348
6,5 0,0479 (0,0099) 0,0308
7,0 0,0681 (0,0011) 0,0515
7,5 0,0482 (0,0006) 0,0443
8,0 0,0451 (0,0085) 0,0391

AUC Produkt/AUC IS (+STA)

Tem["jg;at“’ AtHSD1 AtHSD2
30 0,0557 (0,0006) 0,0462
40 0,0698 (0,0024) 0,0588
50 0,0614 (0,0106) 0,0474
60 0,0623 (0,0076) 0,0176

AUC Produkt/AUC IS (+STA)

Zeit [min] AtHSD1 AtHSD2
0,5 0,0223 (0,0055) 0
2,5 0,0311 (-) 0,0116

5 0,0419 (0,0086) -

10 0,0508 (0,0024) 0,0221
15 0,0553 (0,0022) 0,0146
20 0,0452 (0,0111) 0,0276
25 0,0569 (0,0056) 0,0301
30 0,0676 (0,0152) 0,0418
40 0,0699 (0,0115) 0,0437
60 0,0925 (0,0023) 0,0732

AUC Produkt/AUC IS (+STA)

Kosubstrat AtHSD1 AtHSD2

NAD" 1 mM 0,0755 (0,0013) 0,0546
NADP" 1 mM 0,0671 (0,0051) 0,0457
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Tabelle A-6
Regression (Hanes-Woolf)

Anhang

K- und V..-Werte der DI3BHSD nach den Auswertungsverfahren der linearen
und der nichtlinearen Regression (Michaelis-Menten). Es wurden

Dreifachbestimmungen vorgenommen, Standardabweichungen (STA) wurden berechnet. Bei der
nichtlinearen Regression gibt das Programm die Standardfehler (STF) an.

DI3BHSD

Pregnenolon

21-Hydroxy-pregnenolon

5a-Pregnan-3$-ol-20-on

5B-Pregnan-3$-ol-20-on

5a-Pregnan-3,20-dion

5B-Pregnan-3,20-dion

Campesterol

Km
(MM)
Vmax
(ukat/kg)
R2
Km
(HM)
Vmax
(ukat/kg)
RZ
Km
(MM)
vmax
(Mkat/kg)
R2
Km
(LM)
Vmax
(ukat/kg)
R2
Km
(HM)
Vmax
(ukat/kg)
R2
Km
(HM)
vmax
(ukat/kg)
R2
Km
(HM)
Vmax
(ukat/kg)
R2

Hanes-Woolf
(£ STA)

48 (4)
150 (3)
0,9957
410 (41)
750 (78)
0,8513
53 (14)
1299 (155)
0,9548
179 (35)
3525 (274)
0,9162
209 (20)
7320 (1670)
0,9914
438 (121)

12804 (1503)
0,7661

Michaelis-Menten

(+ STF)
37 (6)

143 (6,4)

390 (154)

614 (106)

69 (14)

1181 (68)

147 (39)

3262 (409)

397 (77)

8469 (880)

298 (100)

11030 (1816)

239 (34)

18,6 (1,8)

VI 95%
25-50

130-157

67-714

392-836

40-97

1036-1327

52-242

2260-4262

237-558

6627-10310

62-533

6735-15325

163-315

14,7-22,6
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Tabelle A-7

Regression (Hanes-Woolf)

Anhang

Kn- und V..-Werte der AtHSD1 nach den Auswertungsverfahren der linearen
und der nichtlinearen Regression (Michaelis-Menten). Es wurden

Dreifachbestimmungen vorgenommen, Standardabweichungen (STA) wurden berechnet. Bei der
nichtlinearen Regression gibt das Programm die Standardfehler (STF) an.

AtHSD1

Pregnenolon

21-Hydroxy-pregnenolon

5a-Pregnan-3$-ol-20-on

5B-Pregnan-3-ol-20-on

5a-Pregnan-3,20-dion

5B-Pregnan-3,20-dion

Campesterol

Km
(M)
Vmax
(pkat/kg)
R2

K
(MM)
Vmax
(pkat/kg)
RZ
Km
(HM)
Vmax
(ukat/kg)
R2
Km
(M)
Vmax
(pkat/kg)
R2
Km
(M)
Vmax
(ukat/kg)
R2
K
(MM)
Vmax
(mukat/kg)
R2
Km
(M)
Vmax
(ukat/kg)

R2

Hanes-Woolf

(+ STA)
54 (22)
194 (109)
0,9812
236 (40)
1245 (656)
0,9313
123 (24)
859 (119)
0,9249
99 (6)
1583 (62)
0,9941
34 (4)
1486 (153)
0,9992
84 (45)
2240 (736)
0,7668

Michaelis-Menten

(£ STF)
50 (15)

239 (22)

288 (68)

739 (69)

159 (47)

914 (111)

98 (16)

1566 (89)

30 (7)

1441 (84)

92 (69)

2384 (888)

306 (56)

82 (11)

V1 95%
17-83

192-286

142-434

592-886

63-254

686-1142

65-131

1377-1756

15-45

1262-1620

-87-270

102-4665

186-427

59-106
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Tabelle A-8

Regression (Hanes-Wolf)

Anhang

Kn- und V..-Werte der AtHSD2 nach den Auswertungsverfahren der linearen

und der nichtlinearen Regression (Michaelis-Menten). Es wurden

Dreifachbestimmungen vorgenommen, Standardabweichungen (STA) wurden berechnet. Bei der
nichtlinearen Regression gibt das Programm die Standardfehler (STF) an.

AtHSD2

Pregnenolon

5a-Pregnan-33-ol-20-on

5B-Pregnan-3f3-ol-20-on

5a-Pregnan-3,20-dion

5B-Pregnan-3,20-dion

Campesterol

Km
(MM)
Vimax (Mkat/kg)
R2
Km
(MM)
Vax (Mkat/kg)
RZ
Km
(HM)
Vmax (Mkat/kg)
R2
Km
(MM)
Vimax (Hkat/kg)
R2
Km
(MM)
Vmax (Mkat/kg)
RZ
Km
(M)
Vimax (Mkat/kg)
R2

Hanes-Woolf
(x STA)

111 (10)

152 (91)
0,9062

4,9 (0,9)

656 (47)
0,9982

73 (23)

1112 (145)
0,9553

72 (8)
7108 (4129)

167 (75)

1867 (588)
0,9285

Michaelis-Menten

(+ STF)
43 (9)
109 (6)

4,2 (0,8)
624 (27)

48 (7)
975 (42)

37 (4)
1772 (737)

149 (41)
1780 (256)

87 (19)
26 (3)
0,933

VI 95%

23-63
97-121

2,5-5,8
568-680

33-63
888-1063

29-45
72-3473

59-240
1223-2337

47-127
19-32
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Tabelle A-9  Wertetabellen der Michaelis-Menten Kinetiken der jeweiligen Substrate, fir welche
der kleinste K,-Wert ermittelt wurde. DI3BHSD — Pregnenolon; AtHSD1 — 5a-Pregnan-3,20-dion;
AtHSD2 - 5a-Pregnan-3B-ol-20-on. Sofern die Standardfehler (STF) angegeben sind, stellen die
spezifischen Aktivitdten Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen dar.

DI3BHSD AtHSD1 AtHSD2
(oubSTA  Spezif, AKtivitat | SooolaC  Spezif, Akfivitat | _ouooar  Spezif. Aktivitat
[mM] [ukat/kg] (£STF) [mM] [ukat/kg] (£STF) [mM] [ukat/kg] (+STF)
0,01 41,06 (67) 0,01 450,88 (5927)  0,0002 43,16 ()
0,02 4818 (499) 0,02 626,37 (141,07)  0,0004 4159 ()
0,03 5589 (1,73) 0,04 82144 (171.81)  0,0006 8649 ()
0,04 66,01 (1,84) 0,06 903,89 (176,72)  0,0008 12469 ()
0,05 7142 (514) 0,08 990,7 (127,64) 0,001 187,92 (34,32)
0,06 91,27 (19,84) 0,1 1062,56 (128,61) 0,002 208,73 (12,57)
0,08 97,93 (21.72) 0,2 1262,37 (13821) 0,004 281,93 (19.91)
0.1 104,13 (20,62) 0.4 1377,87 (131,55) 0,006 382,82 (58.13)
0,2 111,88 (23,06) 0.6 1409,44 (167,09) 0,008 421,68 (70.71)
0,3 117,3 (21,58) 0,01 413,12 (388)
0,4 137,66 (14,13) 0,02 422,48 (2856)
0,5 144,46 (15,73) 0,04 547,66 (103,36)
0,6 130,82 (1,49) 0,06 605,58 (150,08)
0,8 14524 (0,55) 0,08 609,96 (100,53)
0,01 648,71 (50,64)
0,02 639,62 (95,71)

Tabelle A-10 Wertetabellen der Michaelis-Menten Kinetiken mit dem Substrat Campesterol.
Es wurden drei unabhangige Messungen durchgefihrt. Standardfehler (STF) in Klammern.

DI3BHSD AtHSD1 AtHSD2
koﬁ‘zjgrfg::i'on Spezif. Aktivitat koﬁ;gﬁg::i'on Spezif. Aktivitat koﬁ‘zjgrfg::i'on Spezif. Aktivitat
[mM] [ukat/kg] (£STF) [mM] [ukat/kg] (£STF) [mM] [ukat/kg] (£STF)
0,03 249 (012) 0,005 2,87 (045) 0,005 3,52 (0,16)
0,04 227 (043) 0,01 248 (012) 0,01 329 (0.17)
0,05 297 (045) 0,015 334 (017) 0,015 3,24 (0.16)
0,06 386 (019) 0,02 406 (023) 0,02 4,99 (0.25)
0,07 416 (0.35) 0,025 569 (028) 0,025 513 (0.24)
0,08 463 (010) 0,03 6,61 (108) 0,03 6,75 (0.38)
0,1 540 (027) 0,035 7.94 (041) 0,035 6,25 (0.31)
0,125 6,81 (033) 0,04 764 (038) 0,04 7.74 (0,92)
0,15 748 (037) 0,05 1075 (0,56) 0,05 8,93 (0,09)
0,2 817 (042) 0,08 20,09 (1,01) 0,06 10,84 (0,54)
0.1 1982 (107) 0,07 10,88 (0,61)
0,125 26,06 (1,31) 0,08 14,65 (1,02)
0,15 28,22 (142) 0.1 16,42 (0,82)
0.2 30,50 (153) 0,125 1173 (0,77)
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Abbildung A-3 LCQ-Massenspektren nach Umsetzung mit 28-Homoteasteron (0,1 mM)
a) Kontrollprobe b) ATHSD2. Die Ordinate stellt die relative Intensitat in % dar. Die Abszisse das
Masse/Ladungsverhaltnis m/z.

Tabelle A-11  Wertetabellen der kinetischen Messungen mit dem Substrat 28-Homoteasteron.
Es sind die Mittelwerte von zwei Messungen aufgefiihrt. Standardabweichungen (STA) in Klammern.

Substrat-

konzentration

[mM]
0
0,03
0,04
0,05
0,06
0,07
0,08
0,09
0,1

AtHSD1

Spezif. Aktivitat
[ukat/kg] (xSTA)

12,7
85,9
51,6
126,1
93,8
65,5
140,1
110,1
155,9

(11,9)
(17.6)

(52)
(17,3)
(28,8)

(9,5)
(25,1)
(27.3)
(12,5)

Substrat-
konzentration

[mM]
0
0,03
0,04
0,07
0,08
0,09
0,1

AtHSD2

Spezif. Aktivitat
[ukat/kg] (£STA)

6,3
28,5
36,1
433
57,3
41,4
39,1
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Abbildung A-4 Phénotyp der Mutante hsd2-1 im Alter von 6 Wochen und 14 Wochen

a) Wildtyp-Pflanze (WT) und hsd2-1 Pflanzen gleichen Alters ( 6 Wochen),
b) homozygote hsd2-1 Pflanze (14 Wochen). Die Rosettenblatter zeigen eine beginnende

Seneszenz und die einzige Blite fuhrte zu keiner Schotenbildung. Der Lebenszyklus von WT-
Pflanzen diesen Alters ist zum gréfiten Teil schon beendet.
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Abbildung A-5

—————— MTGWSCLVTGAGGFLGQRIIRLLVKEKELKEIRVLDKAFGPELREEFSKLON-K

MSSKPRLEGKVATIITGAASGIGEETARLFVEHGA-—--SVVVADVQDELGRQVVASVNSD

MSGK-RLDGKIVIITGGASGIGAESVRLFTEHGA-—--RVVIVDVQDELGONVAVSIG-E

MSGL-RLDGKIATITGGASGIGAEAVRLFTDHGA-—--KVVIVDFQEELGONVAVSVG-K
* * ok

TKLTVLEGDILDEPFLKRACQ---——-—- DVSVITHTACTIIDVEGV--—-—=~ THRESTMN

DKISYYHCDVRDEKQVAATVRYAVEKYGRLDIMLSNAGVFGALMTNVIDLDMVDFENVLA
DKASYYHCDVTNETEVENAVKFTVEKYGKLDVLFSNAGVIEPFVS-ILDLNLNELDRTIA
DKASFYRCDVTNEKEVENAVKFTVEKYGKLDVLESNAGVMEQPGS-FLDLNLEQFDRTMA

VNVKGTQLLLEACVQASVPVFIYTSSIEVAGPNSYKEI IQNGHEEEPLENTWPAPYPHSK

TNVRGVANTIKHAARAMVE-—---—-—--————-— GKVKGSIICTASVSASLGGMGPPAYTASK
INLRGTAAFIKHAARAMVE-—--—-———————— KGIRGSIVCTITSVAAEIAGTAPHGYTTSK
VNVRGAAAFIKHAARAMVE-—-—-—=-———-———— KGTRGSIVCTTSVASEIGGPGPHAYTASK

* *

KLAEKAVLAANGWNLKNGGTLYTCALRPMYIYGEGSRFLSASINEALNNNGILSSVGKES

HAVLGLVKGACA-—---- ELGVHGIRVNSVAPYGVATPMPCSAYGMTPS——-———— OMEEAN
HGLLGLIKSASG-—-—-—- GLGKYGIRVNGVAPFGVATPLVCNGFKMEPN-—-—-—-—-— VVEQNT
HALLGLVKSACG-—-—--- GLGKYGIRVNGVAPYAVATAINSRD-EETVR---—--- MVEEYS
v vy
TVNPVYVGNVAWAHILALRALQDPKKAPSIRGQFYYISDDTPHQSYDNL----NYTLSKE
NSRANLKGVVLKAKHVAEAAL-—-————-—-—————— FLASDESAYVSGQNLAVDGGFTVVR-
SASANLKGIVLKARHVAEAAL-—-—-—-————————— FLASDESAYVSGQONLAVDGGYSVVKP
AATGILKGVVLKARHVAEAAL-—-————-=-=————— FLASDDSAYVSGQNLAVDGGYSVVKP

FGLRLDSRWSFPLSLMYWIGFLLEIVSFLLRPIYTYRPPFNRHIVTLSNSVEFTEFSYKKAQ

Anhang

Alignment (ClustlW, Matrix Blosum62) der Aminosauresequenzen der
3B-HSD/KSI Typ | des Menschen (human3bHSDI), der A°-3B-HSD D. lanata (DI3bHSD), der
AtHSD1 und AtHSD2.

Mit einem Stern * sind die Aminosauren charakteristischer Motive der SDR-Familie gekennzeichnet.
Die human3bHSDI (P14060 UniProt) besitzt anstelle des GxxxGxG Motives ein GxxGxxG Motiv
(Simard et al. 2005). Mit einem Dreieck v sind die AminosdurenTyr253, Asp257 und/oder Asp258
(Nummerierung bezogen auf die human3bHSDI), fir welche mittels Deletionsmutanten eine
katalytische Rolle fiir die Isomerase-Aktivitat festgestellt wurde (Thomas et al. 1995 und 2003).

Die Farben spiegeln die Eigenschaften der AS durch die jeweilige Seitenkette wieder. rot: hydrophob;
rosa: basisch; grin: neutral, polar; blau: sauer.
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Anhang

AtSDR1
(ABA2/GIN1)

////, 1,
1,

Xanthoxin Abscisinaldehvd

Abbildung A-6 Katalytische Funktion der SDR1 wahrend der Abscisinsdure-Biosynthese.
SDR1 katalysiert in Abhangigkeit von NAD" die Umwandlung von Xanthoxin zu Abscisinaldehyd
(Cheng et al. 2002). Abbildung aus Schwartz et al. (1997).
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Abbildung A-7 Massenspektren des Progesterons (a) und des 5-Pregnen-3,20-dions (b), (NIST-
Bibliothek, National Institute of Standardisation, USA). Die Ordinate stellt die relative Intensitat in %
dar. Die Abszisse das Masse/Ladungsverhéltnis m/z.

Ein sehr charakteristisches Fragmention mit einer hohen relativen Intensitat im Massenspektrum des
Progesterons, und auch anderer Steroide mit A*-3-Keto-Struktur ist m/z: 124 (Hammerum und
Djerassi 1975). Das Massenspekirum des 5-Pregnen-3,20-dions hingegen, weist nur eine geringe
relative Intensitat dieses Fragmentions auf.

129



Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde am Institutsbereich Pharmazeutische Biologie und Pharmakologie
des Instituts fur Pharmazie der Naturwissenschaftlichen Fakultat | der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg in Halle (Saale) angefertigt.

Ich méchte mich herzlich bei den Mitarbeitern des Institutsbereiches bedanken, die mich bei der
Anfertigung dieser Arbeit unterstitzt haben, mich fir die freundliche und zum Teil
freundschaftliche Atmosphare bedanken.

Prof. Dr. Beate Diettrich danke ich fiir die Uberlassung des Themas und die Bereitstellung der
Stelle als wissenschaftlicher Mitarbeiter sowie fir ihr Interesse am Fortgang der Arbeit.

Prof. Dr. Werner Roos danke ich fir das sehr kritische Lesen der vorliegenden Arbeit, die
hilfreichen Anregungen und Hinweise sowie fachlichen Gesprache.

Prof. Dr. Birgit Drager danke ich fiir die fruchtbaren fachlichen Diskussionen, Gesprache und
wertvollen Hinweise zur Auswertung der Daten, sowie das kritische Lesen der vorliegenden
Arbeit.

Dr. Peter Lindemann als Leiter der Arbeitsgruppe sei fir die Betreuung der Arbeit, die Anregung
zum selbststandigen Arbeiten und die Unterstlitzung bei der Vermessung der GC/MS-Proben und
der Proben am LCQ-Massenspetrometer gedankt. In diesem Zusammenhang mdchte ich mich
auch bei Frau Manuela Woigk des Institutsbereichs Pharmazeutische Technologie und
Biopharmazie bedanken.

Dr. Bettina Rahfeld danke ich fur die zahlreichen Gespréache und Ratschlage die wesentlich zur
Motivation und damit zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben und auch fir die gute
Atmosphare wahrend der Betreuung der Praktika.

Michael Teuber danke ich fur die Uberlassung des rekombinanten Konstruktes der A°-3p-HSD
sowie fur Tipps und Ratschldge bei experimentellen Arbeiten, vor allem fir die Unterstlitzung
wahrend der Proteinreinigung.

Dr. Andrea Peterson danke ich fiir die gute Zusammenarbeit in Bezug auf die allzu zahlreichen
DNA-Sequenzierungen.

Prof. Lydia R. Galagovsky und Dr. Javier A. Ramirez des Institutes fiir Organische Chemie der
Universitat Buenos Aires danke ich firr die Uberlassung des 28-Homoteasterons.

Nina Hildebrandt danke ich fur die experimentellen Beitrdge der Transkriptionsanalysen, die sie
im Rahmen einer Diplomarbeit geleistet hat.

Stefan Biastoff und Charlotte Harnisch sei fir das aufmerksame Lesen der Arbeit, die
Aufmunterung und jegliche Unterstiitzung gedankt.



Fur die Unterstitzung bei tausend kleinen Dingen des Laboralltags mdchte ich mich vor allem bei
Frau Beate Schéne und Frau D. Watzka und fir die Vermessung zahlloser GC/MS-Proben bei
Frau Brigitte Marx bedanken.

Stefan Strauss, Heike Kaiser, Yvonne Sichhardt, Lisa, Ute Richter, Ulrike Miller und allen nicht
namentlich genannten Mitarbeitern des Institutes danke ich fiir ein gutes Arbeitsklima, den
Erfahrungsaustausch und die gute Laune in den Kaffeepausen.

Mein besonderer personlicher Dank gilt meinen Grofeltern fir die umsorgende Betreuung meiner
lieben Elise.



Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig und nur unter der
Benutzung der angegebenen Hilfsmittel und Quellen erstellt habe, wobei die aus anderen

Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche gekennzeichnet wurden.

Die Dissertation wurde keiner anderen Hochschule oder Universitét vorgelegt.

Halle (Saale), Oktober 2007 (Melanie Witt)



Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Melanie Witt

Geburtsdatum: 03.12.1975

Geburtsort: Halle/Saale

Nationalitat: deutsch

Familienstand: ledig

Schulbildung

09/82 — 08/90 Erste Polytechnischen Oberschule Halle-Neustadt in Halle

09/90 — 08/91 Erweiterte August-Hermann-Francke-Oberschule in Halle

09/91 — 02/93 Gymnasium Alte Landesschule Korbach in Korbach, Hessen

03/93 — 09/95 Landesgymnasium LATINA August-Hermann-Franke in Halle

Studium

10/95 — 09/99 Hochschulstudium der Pharmazie an der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg

10/99 — 03/00 Diplomarbeit am Institut fir Pharmazeutische Biologie der Martin-Luther-

Universitdt Halle-Wittenberg zum Thema: ,Aufnahme, Transport und
Transformation von 14C4-Cholesterol in Pflanzen von Digitalis lanata

EHRH.*
04/00 — 09/00 Praktikum in der ,Apotheke am Bergmannstrost®, Halle
11/00 Erteilung der Approbation als Apothekerin
12/00 Erlangung des Diploms

Beruf und Promotion

10/00 — 09/01 Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie
IPB Halle, Abteilung ,Stress- und Entwicklungsbiologie*

09/01 — 10/02 Elternzeit

11/02 — 04/07 Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut fiir pharmazeutische Biologie
und Pharmakologie der Martin-Luther-Universitat Halle Wittenberg

05/07 — 07/07 Apothekerin in der Filialapotheke ,Stadtgut-Apotheke®, Lébejin

11/07 Apothekerin in der ,Schlosspark Apotheke®, Berlin

Berlin, 9.10.2007



	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Hydroxysteroid-Dehydrogenasen
	1.2 Short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen
	1.3 3beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen
	1.3.1 3beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen der Säugetiere
	1.3.2 3beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen in Prokaryonten
	1.3.3 3beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen in Pflanzen

	1.4 Brassinosteroide und deren Biosynthese
	1.5 Zielstellung dieser Arbeit

	2 Material und Methoden
	2.1 Material
	2.1.1 Chemikalien und Enzyme
	2.1.2 Kits
	2.1.3 Standardlösungen und Puffer
	2.1.4 cDNA-Bank
	2.1.5 Plasmide, Bakterienstämme
	2.1.6 Oligonukleotide
	2.1.7 Medien
	2.1.8 Pflanzenlinien
	2.1.9 Rekombinantes Konstrukt der  Deltab-3beta-HSD aus Digitalis lanata EHRH.
	2.1.10 Geräte und Hilfsmittel

	2.2 Molekularbiologische Methoden
	2.2.1 Klonierung und rekombinante heterologe Expression
	2.2.1.1 Konstrukte und Klonierung
	2.2.1.2 Herstellung kompetenter Zellen
	2.2.1.3 Transformation in Bakterien
	2.2.1.4 Rekombinante Expression in E. coli

	2.2.2 PCR
	2.2.2.1 Standard-PCR
	2.2.2.2 Colony-PCR
	2.2.2.3 RT-PCR

	2.2.3 Präparation von Nukleinsäuren
	2.2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzen
	2.2.3.2 Präparation von Plasmid-DNA
	2.2.3.3 Gelextraktion von DNA-Fragmenten
	2.2.3.4 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

	2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese
	2.2.4.1 Elektrophorese von DNA-Fragmenten
	2.2.4.2 Elektrophorese von RNA

	2.2.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
	2.2.5.1 Photometrische Bestimmung
	2.2.5.2 Bestimmung mittels Agarosegel

	2.2.6 Identifizierung homozygoter T-DNA-Insertionsmutanten
	2.2.7 Sequenzierung von DNA

	2.3 Proteinbiochemische Methoden
	2.3.1 Bakterienlyse
	2.3.2 Reinigung der heterolog exprimierten Proteine
	2.3.3 SDS-PAGE
	2.3.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
	2.3.5 Enzymassays und kinetische Charakterisierung
	2.3.5.1 Spektrophotometrische Messung der Enzymaktivitäten
	2.3.5.2 Standardassay
	2.3.5.3 Substrate und Abhängigkeit von der Proteinkonzentration
	2.3.5.4 Abhängigkeit der Aktivität von der Temperatur
	2.3.5.5 Abhängigkeit der Aktivität vom pH-Wert
	2.3.5.6 Abhängigkeit der Aktivität von der Inkubationszeit
	2.3.5.7 Abhängigkeit der Aktivität vom Kosubstrat
	2.3.5.8 Bestimmung von Km und Vmax


	2.4 Chromatographische Analysemethoden
	2.4.1 Dünnschichtchromatographie (DC)
	2.4.2 Gaschromatographie mit massenspektrometrischer Detektion (GC/MS)
	2.4.3 Derivatisierung von Steroiden
	2.4.4 Messungen am Massenspektrometer Finnigan LCQ

	2.5 Kultivierung und Behandlung von Pflanzen
	2.5.1 Kultivierung auf Erde
	2.5.2 Oberflächensterilisierung von Samen
	2.5.3 Kultivierung unter sterilen Bedingungen
	2.5.4 Behandlung mit 24-epi-Brassinolid
	2.5.5 Messung der Wurzellängen

	2.6 Computergestützte Analysen

	3 Ergebnisse
	3.1 Isolierung potentieller 3beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen
	3.1.1 Sequenzvergleiche
	3.1.2 Konstrukte und Klonierung
	3.1.2.1 Primerentwurf
	3.1.2.2 Amplifikation, Klonierung in den pCR® 2.1-Vektor und Sequenzierung
	3.1.2.3 Klonierung in den Expressionsvektor pQE30 und Sequenzierung


	3.2 Rekombinante Expression und Enzymaktivität
	3.2.1 Rekombinante Expression
	3.2.2 Enzymaktivität von 3beta-HSDs in den lysierten Bakterienkulturen
	3.2.2.1 Umsetzungen von Substraten und Substratanaloga

	3.2.3 Vorhersage von Proteineigenschaften

	3.3 Reinigung der heterolog exprimierten Proteine
	3.4 Charakterisierung und kinetische Parameter der rekombinanten 3beta-HSD Enzyme
	3.4.1 Abhängigkeit der Aktivität von der Proteinkonzentration
	3.4.2 Abhängigkeit der Aktivität vom pH-Wert
	3.4.3 Abhängigkeit der Aktivität von der Temperatur
	3.4.4 Abhängigkeit der Aktivität von der Inkubationszeit
	3.4.5 Abhängigkeit der Dehydrogenase-Aktivität vom Kosubstrat
	3.4.6 Bestimmung von Km und Vmax
	3.4.7 Umsetzung von Cholesterol, Sitosterol, Stigmasterol und Campesterol
	3.4.8 Umsetzung von 28-Homoteasteron
	3.4.9 Km-Werte für die Kosubstrate NAD+ und NADH
	3.4.10 Messung der Isomerase-Aktivität

	3.5 Transkriptionsanalyse der AtHSD1 und AtHSD2
	3.6 Analyse von T-DNA-Insertionsmutanten der AtHSD1 und AtHSD2
	3.6.1 Genotypische Analyse der T-DNA-Insertionslinien
	3.6.2 Lokalisierung der Insertionen
	3.6.3 Analyse des Transkriptoms und Untersuchungen zum Phänotyp


	4 Diskussion
	4.1 Allgemeine Bemerkungen zur Vorgehensweise
	4.2 Isolierung putativer HSDs aus Arabidopsis thaliana
	4.2.1 AtHSD1 und AtHSD2
	4.2.2 AtSDR1
	4.2.3 Weitere SDR-Enzyme
	4.2.4 Eigenschaften und Struktur der Dl3betaHSD, AtHSD1 und AtHSD2

	4.3 Katalytische Aktivitäten und kinetische Charakterisierung
	4.3.1 Substratspezifitäten
	4.3.2 Bevorzugung einer Reaktionsrichtung
	4.3.3 Delta5-3-Ketosteroid-Isomerase-Aktivität (KSI)
	4.3.3.1 Beziehungen zwischen Enzym-Struktur und Isomerase-Aktivität

	4.3.4 Vergleich von kinetischen Parametern der rekombinanten Enzyme
	4.3.5 Verfügbarkeit der Substrate in vivo

	4.4 Expression der AtHSD1 und AtHSD2 in vivo
	4.5 Charakterisierung der T-DNA-Mutanten hsd1-1, hsd1-2 und hsd2-1
	4.5.1 Wurzellängen und der Effekt des 24-epi-Brassinolids auf die Wurzelelongation

	4.6 Beteiligung der 3beta-HSD Enzyme an der Brassinosteroid- Biosynthese
	4.7 Ansatzpunkte für weiterführende Untersuchungen

	5 Zusammenfassung
	6 Literaturverzeichnis
	Anhang


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 900
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.05556
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 900
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.05556
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [1200 1200]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


