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1 Einleitung 

1.1 Enzyme als Biokatalysatoren in der Wirkstoffherstellung 

Die chemische Synthese organischer Moleküle stellt seit jeher eine große Herausforderung 

dar. Besonders in der Wirkstoffherstellung ist es aufgrund der meist sehr komplexen Struktu-

ren und dem hohen Anspruch an die Reinheit wichtig, gut funktionierende Syntheserouten zu 

entwickeln. Um dieses Ziel zu erreichen, werden seit einigen Jahren verstärkt Enzyme als 

Biokatalysatoren genutzt. Vor allem Ketoreduktasen, Transaminasen, Hydrolasen und Aldola-

sen finden Anwendung in der Synthese von pharmazeutisch wirksamen Verbindungen. Ihr 

Vorteil gegenüber den traditionellen Metallo- und Organokatalysatoren besteht in dem ausge-

prägten Kontakt zwischen Enzym und Substrat innerhalb der Substratbindetasche. Dadurch 

ergeben sich eine hohe Substratspezifität und eine Produktbildung mit starker Stereo-, 

Chemo- und Regiokontrolle. Der Einsatz von Biokatalysatoren anstelle chemischer Reagenzi-

en ist zudem wirtschaftlich und ökologisch vorteilhaft. So können Syntheserouten verkürzt 

werden, weil z. B. auf Schutzgruppen verzichtet werden kann. Außerdem ist die Reaktions-

aufarbeitung meist einfacher und die Prozesse sind sicherer, da die Reaktionen bei Temperatu-

ren um die 30 °C, Atmosphärendruck und moderatem pH-Wert durchgeführt werden. Aus 

ökologischer Sicht fällt der Einsatz von Biokatalysatoren in den Bereich der sogenannten 

„Green Chemistry“, da sie aus erneuerbaren Rohstoffen hergestellt werden und biologisch 

abbaubar sind. Zudem sind sie nicht giftig und der Einsatz von organischen Lösungsmitteln 

kann reduziert werden. Die in der chemischen Synthese häufig eingesetzten Schwermetalle 

entfallen und somit auch die aufwendige Entsorgung von Schwermetallrückständen (Born-

scheuer et al., 2012; Clouthier et al., 2011). 

1.2 Ketoreduktasen in der chemischen Synthese 

Durch die häufige Prochiralität von Carbonylgruppen stellt die Reduktion dieser funktionellen 

Gruppe bei der Kontrolle der Stereochemie in der Wirkstoffherstellung eine besondere Her-

ausforderung dar. Die Kontrolle der Stereochemie ist aus biologischer Sicht unabdingbar, da 

sowohl Diastereomere als auch Enantiomere eine völlig unterschiedliche Wirkung auf den 

Organismus haben können. Bei pharmazeutisch wirksamen Substanzen kann dieses unter 

Umständen verheerende Folgen haben, wie das Beispiel des Thalidomids (Contergan) gezeigt 

hat. Das (R)-Enantiomer des Thalidomids wirkt sedativ, wohingegen das (S)-Enantiomer die 

bekannte embryotoxische Wirkung aufweist (Blaschke et al., 1979). In der chemischen Syn-

these wird die Stereochemie während der Reduktion der Carbonylgruppe entweder durch sub-
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strat- oder reagenzkontrollierte Reaktionen gesteuert. Ein Beispiel für eine substratkontrollier-

te Reduktion ist die Herstellung von syn-1,3-Diolen ausgehend von einem -Hydroxyketon 

mittels NaBH4/Et2BOMe über einen sesselförmigen Übergangszustand (Chen et al., 1987). 

Ein wichtiges Beispiel für eine reagenzkontrollierte Reaktion ist die CBS-Reduktion (Corey, 

Bakshi, Shibata). Dabei wird das achirale Reduktionsmittel (BH3) zusammen mit einem chira-

len Hilfsreagenz, einem Prolin-Derivat, eingesetzt (Corey et al., 1987a-b, 1988). Die stereose-

lektive Reduktion von Carbonylverbindungen wird umso schwieriger, je komplexer eine Ver-

bindung aufgebaut ist. Befinden sich zudem mehrere funktionelle Gruppen im Molekül müs-

sen zusätzlich Chemo- und Regioselektivitäten, z.B. durch den Einsatz von Schutzgruppen, 

kontrolliert werden. Für die stereospezifische Reduktion von einfachen bis komplexen Mole-

külen bietet sich daher die Verwendung von Enzymen an. Im Folgenden sind Auszüge der 

Wirkstoffsynthesen von Atorvastatin, Atazanavir und Montelukast (Abb. 1.1a-c) als Beispiele 

für den industriellen Einsatz von Ketoreduktasen (KRED) dargestellt (Bornscheuer et al., 

2012; Clouthier et al., 2011).  

 

Abb. 1.1: Beispiele für die industrielle Anwendung von Ketoreduktasen (KRED) in Wirkstoffsynthesen 

(Bornscheuer et al., 2012; Clouthier et al., 2011). a) Atorvastatin; b) Atazanavir; c) Montelukast. 

Bei der Synthese des Cholesterinsenkers Atorvastatin kommen gleich zwei Ketoreduktasen 

zum Aufbau der syn-Diol-Struktur der Seitenkette zum Einsatz (Morikawa et al, 2005; Ma et 
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al., 2010b; US 7879585 B2). In der Syntheseroute des antiretroviralen Atazanavirs wird das 

zentrale Stereozentrum durch eine Ketoreduktase zu einem frühen Zeitpunkt der Synthese 

eingefügt (Patel et al., 2003; WO 2011005527 A2). Die Verwendung einer Ketoreduktase in 

der Synthese des Antiasthmatikums Montelukast zeigt hingegen die Reduktion eines komple-

xen Intermediats (Liang et al., 2010; WO 2009042984 A1).  

Um den Einsatz von Enzymen in der Synthese zu vereinfachen, bieten verschiedene biotech-

nologische Unternehmen inzwischen kommerziell erhältliche Screening Kits mit der Option 

auf problemorientierte Optimierung an (Tab. 1.1). 

Tab. 1.1: Kommerziell erhältliche KRED-Screening Kits (Stand: Dezember 2016). 

Unternehmen Kit und Anzahl enthaltener Reduktasen Preis 

Codexis  Codex® Ketoreductase 
(KRED) Screening Kits 

24 $3000 

SyncoZyms Kit(KRED-1), Kit(KRED-2) 94, 56 $1299, $1199 

PROZOMIX Aldo-Keto Reductase Panel 203 £1990 
 

Ein wichtiger Aspekt bei der Verwendung von Ketoreduktasen im industriellen Maßstab ist 

das benötigte Cosubstrat. Viele Ketoreduktasen nutzen für die Reduktion von Carbonylver-

bindungen äquimolare Mengen der Nicotinamidadenindinukleotide NADPH und NADH als 

Reduktionsmittel. Dabei ist aus ökonomischer Sicht nicht unerheblich welches Cosubstrat 

benötigt wird, da der Einsatz von NADPH (524,95 €/g, Applichem, Dezember 2016) mit hö-

heren Kosten verbunden ist als der von NADH (45,51 €/g, Applichem, Dezember 2016). Um 

die Kosten zu senken, wurden Cosubstrat-Recycling-Systeme entwickelt. In Abbildung 1.2 

sind verschiedene Systeme aufgezeigt. Ein Beispiel ist die Glukose Dehydrogenase (GDH) in 

Verbindung mit Glukose (Morikawa et al, 2005). Durch den Einsatz der GDH läuft parallel 

zur Reduktion der Carbonylverbindung die Oxidation von Glukose zum Glukonat ab, 

wodurch NAD(P)+ reduziert und somit NAD(P)H regeneriert wird. Eine andere Variante ist 

der Einsatz einer weiteren Alkoholdehydrogenase (ADH), die Isopropanol zu Aceton oxidiert 

(Bradshaw et al., 1992). Einige KRED wurden inzwischen soweit optimiert, dass keine weite-

ren ADH eingesetzt werden müssen. Die KRED reduzieren dann nicht nur das Substrat zum 

gewünschten Produkt, sondern regenerieren zusätzlich NAD(P)+ unter Oxidation von Isopro-

panol. 19 der 24 Ketoreduktasen im KRED Screening Kit von Codexis (Tab. 1.1) sind dazu in 

der Lage, wodurch kein zusätzliches Enzym eingesetzt werden muss (Codexis KRED Scree-

ning Kit, Screening Protokoll, Oktober 2015). Zwei weitere Systeme beinhalten zum einen 

Formatdehydrogenasen (FDH) mit Ameisensäure (Morikawa et al., 2005; Hoelsch et al., 

https://de.wikipedia.org/wiki/Leukotrienrezeptor-Antagonist
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2013) und zum anderen Phosphitdehydrogenasen (PTDH) mit Phosphit (Johannes et al., 

2007).  

 

Abb. 1.2: Beispiele für Cosubstrat-Recycling-Systeme bei der Anwendung von Ketoreduktasen (KRED). 
a) Einsatz einer Glukose Dehydrogenase (GDH) mit Glukose; b) Einsatz einer Alkoholdehydrogenase (ADH) 
mit Isopropanol; c) Einsatz einer Formatdehydrogenase (FDH) mit Ameisensäure; d) Einsatz einer Phosphit-
dehydrogenase (PTDH) mit Phosphit. 

Voraussetzung für den Einsatz von Cosubstrat-Recycling-Systemen ist, dass die Ketoredukta-

sen nicht negativ durch die zusätzlichen Substrate, die resultierenden Produkte oder die zu-

sätzlich eingesetzten Enzyme beeinflusst werden. Nachteile des Cosubstrat-Recyclings sind 

der zusätzliche Materialaufwand, die damit verbundenen Kosten und die aufwendigere Aufar-

beitung. Ob mit oder ohne Cosubstrat-Recycling-System bleibt es auf Grund der höheren 

Kosten für NADPH weithin von großem Interesse, mit NADH aktive Ketoreduktasen für den 

Einsatz als Biokatalysatoren zu finden oder diese durch gezielte Optimierung zu erhalten. 

1.3 Kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen 

Vertreter der Superfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehyd-

rogenases/reductases, SDR) sind in allen Organismen zu finden. In der UniprotKB-

Datenbank (www.uniprot.org) sind aktuell (Stand: Dezember 2016) fast 428.300 Einträge 

unter der Zuordnung SDR zu finden. Aufgrund der hohen Anzahl an Mitgliedern war es not-

wendig eine systematische Nomenklatur für die SDR zu entwickeln. Anhand von Sequenzmo-

tiven, Länge und Aktivität wurden die SDR in sieben Familien unterteilt (Abb. 1.3; Kallberg 

et al., 2002; Persson et al., 2009; Kallberg et al., 2010; Persson et al., 2013). Die klassischen 

SDR (Classic, (C)) bilden dabei die größte Gruppe, gefolgt von den verlängerten (Extended, 

(E)), den unbekannten (Unassigned, (U)), den komplexen (Complex, (C)), den abweichenden 

(Divergent, (D)), den intermediären (Intermediär, (I)) sowie den atypischen (Atypical, (A)) 

SDR. Die sieben Gruppen sind noch weiter in Unterfamilien aufgegliedert und die Zuordnung 

http://www.uniprot.org/
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wird durch die laufende Einbeziehung neuer Sequenzen und experimenteller Daten stetig wei-

terentwickelt (www.sdr-enzymes.org). 

 

Abb. 1.3: Systematische Einteilung der Enzymfamilie der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen 

(SDR). Für die Gruppen der bekannten SDR (C-X) sind jeweils ein charakteristischer Vertreter sowie die wich-
tigsten konservierten Sequenzmotive (Glycin-reiches (a) und katalytisches Motiv (b)) angegeben. Nmr A: Stick-
stoff Metabolit Repression Protein A; ADH: Alkoholdehydrogenase. Abbildung modifiziert nach Persson et al. 
(2013). 

Die SDR haben eine durchschnittliche Länge von 250 (klassische SDR) bis 350 (verlängerte 

SDR) Aminosäuren und weisen im direkten Vergleich eine Proteinsequenzidentität von 15-

30% auf. Trotz dieser geringen Übereinstimmung zeichnen sich SDR durch eine sehr konser-

vierte dreidimensionale Struktur aus, deren Kern durch die sogenannte Rossmann-Faltung 

gebildet wird. Die Rossmann-Faltung besteht aus einem zentralen 7-gliedrigen--Faltblatt 

flankiert von jeweils zwei bis drei Helices auf beiden Seiten und ist charakteristisch für ver-

schiedene dinukleotidbindende Enzyme (Rossmann et al., 1974). 

Ein Vertreter der klassischen SDR ist Tropinonreduktase II aus Datura stramonium (DsTRII). 

DsTRII katalysiert die Umsetzung von Tropinon zu Tropin unter Verbrauch von NADPH als 

Cosubstrat. Abbildung 1.4 zeigt die Tertiärstruktur eines Monomers von DsTRII (PDB-Code: 

1IPF; im Komplex mit NADPH und Tropinon; Yamashita et al., 2003). Das 7-gliedrige--

Faltblatt (A-G) bildet zusammen mit den sechs Helices (αB-αG) die Rossmann-Faltung. In 

Kombination mit den beiden, von der Rossmann-Faltung unabhängigen, Helices αG´´ und 

αG´, bildet sich ein Spalt in der Proteinstruktur, in dem die Cosubstrat- und die Substrat-

bindetasche liegen. Für die Cosubstratbindung (NADPH) ist vor allem der N-terminale Be-

reich der Struktur entscheidend, wohingegen der C-terminale Bereich maßgeblich für die 

Substratbindung (Tropinon) ist. Der Teil des C-terminalen Bereichs, der nicht zur Rossmann-
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Faltung gehört und die Loop-Strukturen im Substratbindebereich sind zwischen den einzelnen 

SDR sehr variabel und führen zu einem breiten Substratspektrum innerhalb der SDR-Super-

familie (Kavanagh et al., 2008). 

 

Abb. 1.4: Tertiärstruktur der Kette A von Tropinonreduktase II aus D. stramonium. PDB-Eintrag: 1IPF; 

Liganden: orange: NADPH; pink: Tropinon. a) Sekundärstruktur: gelb: zentrales -Faltblatt aus A-G; rot: 

Helices αB-αG der Rossmann-Faltung sowie αG´ und αG´´ der Substratbindetasche; grün: Loop-Strukturen; b) 
hellblau: katalytische Tetrade; grün: basische Aminosäuren zur Bindung von NADPH. 

Ein häufiger Reaktionsmechanismus für die klassischen SDR ist ein geordneter bi-bi Mecha-

nismus (Beispiele: Nakanishi et al., 1997; Sahni-Arya et al., 2007).  

 

Abb. 1.5: Schematische Darstellung des geordneten bi-bi-Mechanismus klassischer SDR. Modifiziert nach 
Sahni-Arya et al. (2007). E = Enzym, S = Substrat, P = Produkt. 

Dabei wird zuerst das Cosubstrat vom Enzym gebunden und es entsteht ein binärer Komplex 

(Abb. 1.5). Als zweites wird das Substrat gebunden, wodurch ein ternärer Komplex gebildet 
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wird. Nach der Reaktion liegt ein ternärer Komplex aus Enzym, umgesetztem Cosubstrat und 

Produkt vor. Aus diesem Komplex wird zuerst das Produkt freigesetzt, wodurch ein zweiter 

binärer Komplex entsteht. Zuletzt verlässt das umgesetzte Cosubstrat das Enzym. 

Bei den klassischen SDR wird die eigentliche Reaktion (Reduktion bzw. Oxidation) in der 

Substratbindetasche durch vier Aminosäuren (S, Y, K, N) katalysiert (vergl. Abb. 1.4b). Der 

Mechanismus dieser katalytischen Tetrade ist am Beispiel der Reduktion von 5α-Androstan-3-

on-17-ol durch die NADH-abhängige 3/17-Hydroxysteroid Dehydrogenase (3/17-HSD) 

aus dem Bakterium Comamonas testosteroni aufgezeigt (Abb. 1.6; Filling et al., 2002). Das 

Substrat wird über eine Wasserstoffbrücke zu S138 gebunden und somit in unmittelbarer Nä-

he zum Nicotinamidring des Cosubstrats positioniert, wodurch die Übertragung des 4 pro-S-

Hydrids auf das Carbonylkohlenstoffatom des Substrats erleichtert wird. Y151 fungiert als 

katalytische Säure, deren Proton durch den Carbonylsauerstoff nukleophil abgefangen wird. 

Der pKa-Wert des Tyrosins wird über mehrere Wasserstoffbrücken (Protonen-Relay-System) 

herabgesetzt, wodurch der Protonenübergang auf die Carbonylgruppe erleichtert wird. Maß-

geblich an dem Protonen-Relay-System beteiligt sind die Nicotinamidribose und K155. Zu-

sätzlich wird ein Wassermolekül über die Peptidcarbonylfunktion von N111 in räumlicher 

Nähe zu K155 gebunden, wodurch sich das Protonen-Relay-System fortsetzt und formal ein 

Proton ausgehend vom protonierten Lösungsmittel übertragen wird. 

 

Abb. 1.6: Mechanismus der Reduktion von 5α-Androstan-3-on-17-ol mit NADH. Katalytische Tetrade: 
S138, Y151, K155, N111. Abbildung modifiziert nach Filling et al. (2002). 

Abbildung 1.7 zeigt das Alignment der Aminosäuresequenzen von zwei Enzymen aus der 

Gruppe der klassischen SDR; TRII aus D. stramonium und 3/17-HSD aus C. testosteroni. 

Neben der katalytischen Tetrade (N-S-Y-K) liegen noch drei weitere, hoch konservierte Se-
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quenzmotive und Aminosäuren in den klassischen SDR vor. Zum einen das Motiv NNAG, 

welches an der Stabilisierung des zentralen -Faltblattes beteiligt ist und zum anderen ein 

Asparatat im N-terminalen Bereich der Sequenz (DsTRII: D66, 3/17-HSD: D60), welches 

das Cosubstrat über den Adeninring bindet (Oppermann et al., 2002). Das dritte konservierte 

Motiv ist das Glycin-reiche Motiv TGxxxGxG im N-terminalen Bereich der Sequenz. Sowohl 

das katalytische als auch das Glycin-reiche Motiv sind elementar für die Einordnung der SDR 

in die sieben Familien (vergl. Abb. 1.3). Die Sequenzen der beiden Enzyme zeigen zudem im 

Vergleich die drei Aminosäuren, die maßgeblich die Cosubstratspezifität der klassichen SDR 

bestimmen (Kallberg et al., 2002). Liegt im Glycin-reichen Motiv eine basische Aminosäure 

(Position a, DsTRII  R) und/oder nach dem zweiten -Faltblatt (Position c, DsTRII  R) 

vor, akzeptiert das Protein mit hoher Wahrscheinlichkeit NADP(H) als Cosubstrat wie 

DsTRII (vergl. Abb. 1.4b). Besitzt das Protein hingegen eine saure Aminosäure am Ende des 

zweiten -Faltblattes (Position b, 3/17-HSD  D) ist es mit hoher Wahrscheinlichkeit mit 

NAD(H) aktiv wie 3/17-HSD.  

 

Abb. 1.7: Sequenzalignment (EMBL-EBI/Clustal Omega) von Tropinonreduktase II aus D. stramonium 

(DsTRII) mit der 3/17-Hydroxysteroid Dehydrogenase aus C. testosteroni (3/17-HSD, 3b/17b-HSD). 

Grau: Glycin-reiches Motiv der klassischen SDR; dunkelblau: konserviertes D; gelb: Motiv zur Stabilisierung 

des zentralen -Faltblattes; grün: basische Aminosäuren für die NADP(H)-Bindung; pink: saure Aminosäure für 

die NAD(H)-Bindung; hellblau: katalytische Tetrade. a-d: Aminosäurepositionen mit Bedeutung für die Cosub-
stratspezifität (Tab. 1.2; Kallberg et al., 2002) 

Anhand der für die Cosubstratbindung verantwortlichen Aminosäuren wurden die klassischen 

SDR in sieben Unterfamilien gegliedert (Tab. 1.2; Kallberg et al., 2002). Neben der Position b 

können sich die sauren Aminosäuren (D oder E) zudem auch in den Positionen c oder d befin-

den (Abb. 1.7; Tab. 1.2). 

 

Position:                      a                    bcd 

DsTRII       MAGRWNLEGCTALVTGGSRGIGYGIVEELASLGASVYTCSRNQKELNDCLTQWRSKGFKV 60 

3b/17b-HSD   --MTNRLQGKVALVTGGASGVGLEVVKLLLGEGAKVAFSDINEAAGQQLAAELGERSMFV 58 

                  .*:* .******: *:*  :*: * . **.*  .. *:   ::  ::  .:.: * 

 

DsTRII       EASVCDLSSRSERQELMNTVANHFHGKLNILVNNAGIVIYKEAKDYTVEDYSLIMSINFE 120 

3b/17b-HSD   ---RHDVSSEADW-TLVMAAVQRRLGTLNVLVNNAGILLPGDMETGRLEDFSRLLKINTE 114 

                  *:**.::   *: :..::  *.**:*******::  : :   :**:* ::.** * 

 

DsTRII       AAYHLSVLAHPFLKASERGNVVFISSVSGALAVPYEAVYGATKGAMDQLTRCLAFEWAKD 180 

3b/17b-HSD   SVFIGCQQGIAAMK-ETGGSIINMASVSSWLPIEQYAGYSASKAAVSALTRAAALSCRKQ 173 

             :.:  .  .   :* .  *.:: ::***. * :   * *.*:*.*:. ***. *:.  *: 

 

DsTRII       --NIRVNGVGPGVIATSLVEMTIQDPEQKENLNKLIDRCALRRMGEPKELAAMVAFLCFP 238 

3b/17b-HSD   GYAIRVNSIHPDGIYTPMMQASLPKGVSKEMVLHDPKLNRAGRAYMPERIAQLVLFLASD 233 

                ****.: *  * * ::: :: .  .** : :  .     *   *:.:* :* **.   

 

DsTRII       AASYVTGQIIYVDGGLMANCGF  260 

3b/17b-HSD   ESSVMSGSELHADNSILG-MGL  254 

             :* ::*. ::.* .::.  *: 
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Tab. 1.2: Gliederung der klassischen SDR in Unterfamilien anhand ihrer Cosubstratspezifität und der 

Position der relevanten Aminosäuren. Modifiziert nach Kallberg et al. (2002). 

Unterfamilie Cosubstratspezifität 
Position/Aminosäure 

a b c d 

cD1d NAD(H)  D   

cD1e NAD(H)  E   

cD2 NAD(H)   D/E  

cD3 NAD(H)    D/E 

cP1 NADP(H) K/R    

cP2 NADP(H)   K/R  

cP3 NADP(H) K/R  K/R  
 

Die SDR weisen in ihrer Quartärstruktur entweder Homodimere oder Homotetramere auf. So 

liegt die Alkohol Dehydrogenase aus Drosophila melanogaster (DADH; PDB-Code: 1MG5, 

Benach et al., 2005) als Homodimer vor, wohingegen 3/17-HSD (PDB-Code: 1HXH; Be-

nach et al., 2002) als Homotetramer vorliegt. Die Homodimere werden aus zwei Monomeren 

über ein Bündel aus vier Helices gebildet. Zwei Helices (αE und αF) des einen Monomers 

interagieren mit den entsprechenden Helices des anderen Monomers, gedreht um 180°. Die 

Dimerisierungsachse wird auch als Q-Achse bezeichnet. Die Homotetramere werden durch 

die Dimerisierung von zwei Homodimeren entlang der sogenannten P-Achse erhalten (Ghosh 

et al., 1991). Für die Ausbildung der Homotetramere sind Wechselwirkungen zwischen den 

C-terminalen Sequenzen (αG, G und Loop-Bereiche) der Monomere verantwortlich. In Spe-

zialfällen sind für die SDR auch reine Monomere (Ghosh et al., 2001) bekannt. Für die 

Oxidoreduktase Gox2253 aus Gluconobacter oxydans, einer erweiterten SDR, wurde zudem 

die Kristallstruktur eines Trimers erhalten, jedoch stellt dieses Ergebnis eine Ausnahmen dar 

und kann wahrscheinlich auf die Packung bzw. Anordnung im Kristall zurückgeführt werden 

(Yin et al., 2014). 

1.4 Tropinonreduktasen und Tropinonreduktase-ähnliche Enzyme  

Tropinonreduktasen werden in die Familie der klassischen SDR und in die Unterfamilie 

SDR65C eingeordnet. Die Enzyme werden vor allem in diversen Solanaceen-Arten (z. B. D. 

stramonium und Atropa belladona) gefunden und katalysieren die stereospezifische Reduk-

tion von Tropinon zu entweder Tropin oder Pseudotropin (Abb. 1.8). Damit sind sie für die 

wichtigste Verzweigung innerhalb des Biosynthesewegs von Tropanalkaloiden von Bedeutung 

(Dräger, 2006). Das Enzym, das für die Reduktion von Tropinon zu Tropin verantwortlich ist, 

wird als Tropinonreduktase I (TRI) bezeichnet. TRI ist zudem in der Lage Tropin zu Tropinon 
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zu oxidieren. Aus dem Zwischenprodukt Tropin werden die bioaktiven und pharmazeutisch 

genutzten Tropanalkaloide Atropin (racemisches Gemisch aus (S)- und (R)-Hyoscyamin) und 

Scopolamin gebildet. Tropinonreduktase II (TRII) hingegen katalysiert die Reduktion von 

Tropinon zu Pseudotropin, nicht jedoch die Rückreaktion. Folgeprodukte ausgehend von 

Pseudotropin sind die Calystegine, die auf Grund ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu Monosac-

chariden als Glykosidase Inhibitoren fungieren (Asano et al., 2000). 

 

Abb. 1.8: Ausschnitt aus der Biosynthese der Tropanalkaloide. TRI = Tropinonreduktase I, TRII = Tropinon-
reduktase II, CoTR = Tropinonreduktase aus Cochlearia officinalis. 

Aus der Brassicaceae Cochlearia officinalis wurde eine klassische SDR isoliert, die eine 

Aminosäuresequenzidentität von 51% zur TRI und zur TRII aus D. stramonium aufweist 

(Brock et al., 2008; Brock, 2008). Dieses Enzym, auch als CoTR bezeichnet, ist in der Lage 

Tropinon unspezifisch sowohl zu Tropin als auch zu Pseudotropin zu reduzieren und zusätz-

lich die entsprechenden Rückreaktionen zu katalysieren (Abb. 1.8). CoTR ist bisher die einzi-

ge SDR, welche aus einer Brassicaceae isoliert wurde und eine klare TR-Funktionalität auf-

weist. 

Im Genom der Modellpflanze Arabidopsis thaliana, ebenfalls eine Brassicaceae, konnten 16 

Gene gefunden werden, die eine Sequenzidentität ≥50% zu den bekannten Tropinon-

reduktasen aufweisen. Die resultierenden Proteine werden aus diesem Grund als Tropinon-

reduktase-ähnliche Enzyme (Tropinone reductase-like = TRL) bezeichnet und ebenfalls der 

SDR-Unterfamilie SDR65C zugeordnet (Navarro-Quezada, 2007; Reinhardt et al., 2014; 
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Reinhardt, 2014). Im Gegensatz zu C. officinalis, die sowohl das Tropanalkaloid Cochlearin 

(Liebisch et al., 1973) als auch verschiedene Calystegine beinhaltet (Brock et al., 2006), 

konnten für A. thaliana keine Tropanalkaloide (Brock et al., 2006) nachgewiesen werden. Es 

stellte sich also die Frage nach der Aktivität und den potenziellen Substraten dieser Enzyme. 

Dieser Frage wurde in zwei kooperativen Dissertationen an der Martin-Luther-Universität und 

am Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie in Halle nachgegangen (Reinhardt, 2014; Fischer, 

2015). N. REINHARDT untersuchte in ihrer Arbeit sieben der 16 potenziellen TRL-Enzyme aus 

A. thaliana, die durch folgende Gene codiert werden: At5g06060, At2g29260, At2g29150, 

At2g29170, At2g29360, At2g29350 und At2g29330. Die Bezeichnung der einzelnen Enzyme 

erfolgte analog den entsprechenden Genloci. Die Untersuchung erfolgte im Vergleich zu 

CoTR (Brock et al., 2008; Brock, 2008). Die Enzyme aus A. thaliana sind in der Uniprot-

Datenbank als homologe Tropinonreduktasen beschrieben. Das Protein At2g29350 trägt zu-

sätzlich die Bezeichnung SAG 13 (Senescence-associated protein 13), da es an der Seneszenz 

der Pflanze beteiligt ist (Weaver at al., 1998; Schippers et al., 2008). Die Proteine wurden auf 

ihre Cosubstratspezifität sowie auf ihre katalytischen Eigenschaften gegenüber potenziellen 

natürlichen Substraten untersucht. Parallel zu dieser Arbeit erstellte J. FISCHER Homologie-

modelle für die drei Proteine At2g29150, At2g29350 und At2g29330 und optimierte das Mo-

dell von CoTR aus der Arbeit von A. BROCK (2008). Die Modelle gründen allgemein auf ei-

nem auf Homologie basierenden Strukturmodelling unter Verwendung von Kristallstrukturen. 

Die Homologiemodelle der TRL und CoTR beruhen auf der Kristallstruktur von DsTRII 

(PDB-Code: 1IPF; Yamashita et al., 2003) und sind in Abbildung 6.12 im Anhang gezeigt. 

Aus den Modellstrukturen und ersten Erkenntnissen über als Substrate akzeptierte Verbin-

dungen wurden Pharmacophore abgeleitet und ermöglichten ein virtuelles Screening von 

kleinen Molekülen, um weitere potenzielle Substrate für die Enzyme zu finden (Reinhardt et 

al., 2014; Fischer, 2015). Die untersuchten TRL-Enzyme aus A. thaliana sowie CoTR ließen 

sich in guten Ausbeuten rekombinant herstellen und zeigten breite Substratspektren. Diese 

umfassten kleine lipophile und zyklische Carbonylverbindungen sowie Monoterpene und Ste-

roidverbindungen. Neben der Reduktion wurde zudem die Oxidation untersucht. Für ver-

schiedene Umsetzungen konnten hohe Stereoselektivitäten ermittelt werden. Die Cosub-

stratspezifitäten der Enzyme entsprachen weitestgehend den aus der Sequenzinformation re-

sultierenden Erwartungen (Kallberg et al., 2002).   
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 

At2g29350 und CoTR zeichneten sich in den vorhergehenden Arbeiten durch besonders breite 

Substratspektren und hohe katalytische Aktivitäten aus (Reinhardt, 2014; Fischer, 2015). In 

Kombination mit der guten Ausbeute als rekombinante Proteine in E. coli besitzen diese bei-

den Enzyme ein hohes Potenzial als Biokatalysatoren für industrielle Anwendungen und ste-

hen im Fokus dieser Arbeit. Auf Basis der Vorarbeiten war es die Zielsetzung der vorliegen-

den Arbeit, molekulare und biochemische Grundlagen für einen Einsatz der beiden Enzyme 

als Biokatalysatoren zu erarbeiten. Dabei wurden folgende, für eine künftige Anwendung es-

senzielle Aspekte bearbeitet: 

1) Optimierung der Cosubstratpräferenz 

At2g29350 zeigte in den vorherigen Studien eine strikte Cosubstratspezifität für NADPH. 

CoTR hingegen wies eine Aktivität mit NADPH und NADH auf, jedoch mit einer höheren 

Affinität zu NADPH (Reinhardt, 2014). Ziel der Optimierung war es aus At2g29350 ein mit 

NADH aktives bzw. NADH/NADPH-abhängiges Enzym zu erhalten und die NADH-

Affinität von CoTR zu erhöhen. Aufgrund der hohen Konservierung der Rossmann-Faltung 

innerhalb der SDR sollten die Untersuchungen zur Cosubstratpräferenz durch ein modell-

gesteuertes Proteindesign mit den vorhandenen Homologiemodellen (Fischer, 2015; Abb. 

6.12, Anhang) für At2g29350 und CoTR erfolgen. Praktisch sollten sowohl Mutagenese-

studien als auch chimäre Proteine zum Einsatz kommen. Das Tropinon-Analogon 3-Methyl-

cyclohexanon (3MCH) und sein Reduktionsprodukt 3-Methylcyclohexanol (3MCHol) dien-

ten als Substrate bei der Charakterisierung der Enzymvarianten und Chimären (Abb. 1.9). 

 

Abb. 1.9: Schematische Darstellung der Reduktion von 3-Methylcyclohexanon (3MCH) und der Rück-

reaktion ausgehend vom 3-Methylcyclohexanol (3MCHol). 
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2) Identifizierung anwendungsrelevanter Substrate  

Das Augenmerk bei den Substraten für die SDR lag in den vorherigen Arbeiten (Reinhardt, 

2014; Fischer, 2015) auf natürlich vorkommenden Verbindungen. Für die vorliegende Arbeit 

sollten jedoch Substrate gefunden werden, die eine unmittelbare Bedeutung in der chemischen 

Synthese haben. Für die Identifizierung von anwendungsrelevanten Substraten wurden Ver-

bindungen aus dem Pharmacophoren-Screening basierend auf dem Homologiemodell von 

At2g29350 erneut analysiert. 

3) Mechanismen von Substratbindung und Produktbildung 

Mit den anwendungsrelevanten Substraten sollten dann die Mechanismen der Substratbindung 

und der Produktbildung untersucht werden. Für diese Untersuchungen waren die Homologie-

modelle der TRL und von CoTR nicht ausreichend, da zum einen die Substratbindetasche 

innerhalb der SDR der Bereich der geringsten Konservierung ist, zum anderen weisen die 

TRL und CoTR im Vergleich zu der Sequenz von DsTRII (Template für Modelle) genau in 

dem wichtigen Bereich der Helix αG´ (Abb. 1.4; Abb. 6.11, Anhang) einen Gap von vier 

Aminosäuren auf. Folglich sollte in dieser Arbeit für die Untersuchung der Substratbindeta-

sche versucht werden, Kristallstrukturen der beiden Enzyme At2g29350 und CoTR zu erhal-

ten. Auf Basis der Kristallstrukturen könnten zudem Strategien zur Optimierung der Produkt-

bildung entwickelt und weitere potenzielle Anwendungen gefunden werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Escherichia coli Stämme 

Tab. 2.1: Verwendete Bakterienstämme. 

Bakterienstamm 
(Hersteller) 

Genotyp Verwendung 

XL1-Blue          
(Stratagene) 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 
proAB lacI

q
ZΔM15 Tn10 (TetR)] 

Plasmid-
Amplifikation 

XL2-Blue          
(Stratagene) 

endA1 supE44 thi-1 hsdR17recA1 gyrA96 relA1 lac [F  ́
proABlacI

q
ZΔM15Tn10(TetR)Amy CamR] 

Plasmid-
Amplifikation 

M15[pREP4]        
(QIAGEN) 

NaIS, StrS, RifS, Thi–, Lac–, Ara+, Gal+, Mtl–, F–, RecA+, 
Uvr+, Lon+; (KanR) [pREP4] 

Heterologe    
Proteinproduk-
tion 

Rosetta-gami (DE3) 
(Novagen) 

Δ(ara–leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII phoR araD139 
ahpC galE galK rpsL (DE3) F’[lac+ lacl

q
 pro] 

gor522::Tn10 trxB pRARE (CamR, KanR, StrR, TetR) 

Heterologe    
Proteinproduk-
tion 

 

2.1.2 Klonierungsvektoren 

Tab. 2.2: Leerplasmide und verwendete E. coli Stämme. (N) = N-terminal, (C) = C-terminal 

Plasmid (Hersteller) Eigenschaften E. coli Stämme 
pQE30                          
(QIAGEN) 

Expressionsplasmid,  3461 bp, His-Tag (N),          
Ampicillinresistenz 

XL1, XL2, M15 

pET21d(+)                     
(Novagen) 

Expressionsplasmid, 5440 bp, T7-Tag (N),     
His-Tag (C), Ampicillinresistenz 

XL1, XL2,         
Rosetta-gami 

pGEM®-T Easy           
(Promega) 

T-Überhang-Klonierungsvektor für PCR-
Fragmente, 3015 bp, Ampicillinresistenz 

XL2 

 

2.1.3 Rekombinante Plasmide 

Tab. 2.3: Rekombinante Plasmide aus der Arbeit von N. REINHARDT (2014). 

UniProt Plasmid Protein Restriktionsstellen Anmerkung 
Q9ZW18 pQE30-

At2g29350  
At2g29350 N-terminal: SphI    

C-terminal: PstI 
erstes N-terminales ATG 
durch SphI ersetzt 

Q9ZW19 pQE30-
At2g29360  

At2g29360 N-terminal: BamHI 
C-terminal: SalI 

erstes N-terminales ATG 
durch BamHI ersetzt 

A7DY56 pET21d(+)-
CoTR     

CoTR N-terminal: NcoI    
C-terminal: XhoI 

erstes N-terminales ATG(G) 
zu NcoI erweitert, Stopp-
Codon durch XhoI ersetzt 
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2.1.4 Oligonukleotid-Primer 

Tab. 2.4: Oligonukleotid-Primer für die Mutagenese-PCR (1.-12.) zur Darstellung der Enzymvarianten. 
Die Primer wurden lyophilisiert von Eurofins MWG Operon bezogen und mit DEPC-Wasser 0,1% (V/V) auf 
eine Stammkonzentration von 100 pmol/µL eingestellt. (*) Primer auch für die entsprechenden Chimären-
varianten verwendet. 

 Primer Nukleotidsequenz 
1. M350A48Dfor 

M350A48Drev 
5'-gtccacacgtgtgacagagacgaaactcagc-3'               
5'-gctgagtttcgtctctgtcacacgtgtggac-3' 

2. M350K27Sfor 
M350K27Srev 

5'-gtcactggtggctctagcggcatcggggaagc-3'              
5'-gcttccccgatgccgctagagccaccagtgac-3' 

3. M350S26AK27Sfor 
M350S26AK27Srev 

5'-gtcactggtggcgctagcggcatcgggg-3' 
5'-ccccgatgccgctagcgccaccagtgac-3' 

4. M350S26Afor 
M350S26Arev 

5'-cttgtcactggtggcgctaaaggcatcgggg-3'              
5'-ccccgatgcctttagcgccaccagtgacaag-3' 

5. M350R49Ifor 
M350R49Irev 

5'-gtccacacgtgtgacatagacgaaactcagcttc-3'            
5'-gaagctgagtttcgtctatgtcacacgtgtggac-3' 

6. M350A48DD50Afor 
M350A48DD50Arev  

5'-ccacacgtgtgacagagccgaaactcagcttcaag-3'          
5'-cttgaagctgagtttcggctctgtcacacgtgtgg-3' 

7. M350V103Afor 
M350V103Arev 

5'-catcctcgtcaacaatgcgggaacgtcaatattc-3'            
5'-gaatattgacgttcccgcattgttgacgaggatg-3' 

8.* MCoTRA49Dfor  
MCoTRA49Drev 

5'-gcaagagtccacacatgtgacagagacgaaactcagcttc-3'       
5'-gaagctgagtttcgtctctgtcacatgtgtggactcttgc-3' 

9.* MCoTRS27Afor 
MCoTRS27Arev 

5'-cttgttactggtggcgccaaaggcatcggag-3'              
5'-ctccgatgcctttggcgccaccagtaacaag-3'  

10. MCoTRA206Sfor 
MCoTRA206Srev 

5'-gtgtccagggttcatatcaactcctttatcttccaattattttag-3'  
5'-ctaaaataattggaagataaaggagttgatatgaaccctggacac-3' 

11. M360A49Dfor 
M360A49Drev   

5'-ggcaagaatccacacatgtgacagagacgaaactcagc-3'        
5'-gctgagtttcgtctctgtcacatgtgtggattcttgcc-3' 

12. M360S27Afor 
M360S27Arev  

5'-cttgtcaccggtggcgcaaaaggcatcggag-3'              
5'-ctccgatgccttttgcgccaccggtgacaag-3' 

 

Tab. 2.5: Oligonukleotid-Primer für die Mutagenese-PCR (13.-18.) und die PCR unter Verwendung der 
MyFiTM-Taq-DNA Polymerase (19.-20.) zur Darstellung der chimären SDR-Enzyme. Die Primer wurden 
lyophillisiert von Eurofins MWG Operon bezogen und mit DEPC-Wasser 0,1% (V/V) auf eine Stammkonzent-
ration von 100 pmol/µL eingestellt. 

 Primer Nukleotidsequenz 
13. M350P110Sfor 

M350P110Srev  
5'-gggaacgtcaatattcaagtcgaccacagagtatacag-3'       
5'-ctgtatactctgtggtcgacttgaatattgacgttccc-3' 

14. M350V161Afor 
M350V161Arev 

5'-gctggagtcgtgcatgccaatgttggatccatc-3'            
5'-gatggatccaacattggcatgcacgactccagc-3' 

15. MCG1S111Pfor 
MCG1S111Prev 

5'-cgggaacatgtataacaaagccgaccacagagtatac-3'        
5'-gtatactctgtggtcggctttgttatacatgttcccg-3' 
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Fortsetzung Tab. 2.5 
 Primer Nukleotidsequenz 
16. MCG1T109FS111Pf 

MCG1T109FS111Pr 

5'-gtgaacaatgcgggaacatgtatattcaagccgaccacagagtatac-3'  
5'-gtatactctgtggtcggcttgaatatacatgttcccgcattgttcac-3' 

17. MCG2A162Vfor  
MCG2A162Vrev 

5'-gttgctagtgttgtgcatgtcaatgttggatccatc-3'         
5'-gatggatccaacattgacatgcacaacactagcaac-3' 

18. MCG2T109Ffor 
MCG2T109Frev 

5'-gtgaacaatgcgggaacatgtatattcaagccgaccatagac-3'   
5'-gtctatggtcggcttgaatatacatgttcccgcattgttcac-3' 

19. CoTR_SphI_+1b 
CoTR_SalI_rev 

5'-gtagcatgcgctaatttaagagagagctc-3'                
5'-gtagtcgactttgttatacatgttcc-3' 

20. CoTR_SphI_vorn 
CoTR_SphI_mitte 

5'-gtagcatgcgctaatttaagagagagctcgagagac-3'          
5'-gtagcatgcacaacactagcaacggaaga-3' 

 

2.1.5 Kultivierungsmedien für E. coli 

Tab. 2.6: Verwendete Kultivierungsmedien für E. coli. 

LB-Medium 
(Luria-Bertani-Medium) 

TB-Medium 
(Terrific Broth-Medium) 

SOC-Medium 

1,0% Trypton                      
0,5% Hefeextrakt                
1,0% NaCl                               
~ pH 7,0 

Für festes Nährmedium:      
zusätzlich 1,5% Agar 

1,2% Trypton                      
2,4% Hefeextrakt                
0,4% Glycerol                           
~ pH 7,0 

 

2,0% Trypton         
0,5% Hefeextrakt       
10 mM NaCl            
2,5 mM KCl               
10 mM MgCl2             
10 mM MgSO4           
20 mM Glukose 

 

2.1.6 Chemikalien 

Alle Chemikalien stammen überwiegend von den Firmen ABCR, ACROS, ALFA AESAR, APPLI-

CHEM, SIGMA-ALDRICH (FLUKA), MERCK und ROTH. Eine detaillierte Auflistung der Feinche-

mikalien mit Hersteller und Reinheitsgrad befindet sich im Anhang (Tab. 6.1). 

2.1.7 Geräte und Software 

Die verwendeten Analysegeräte und Software-Pakete sind bei den jeweiligen Methoden ange-

geben und die verwendeten Standardgeräte sind in Tabelle 6.2 im Anhang aufgelistet. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Transformation und Kultivierung von Bakterien 

2.2.1.1 Transformation kompetenter Zellen 

Chemisch kompetente Zellen von E. coli wurden durch Behandlung mit Salzen nach dem 

Protokoll von NewEnglandBioδabs für die Herstellung von DH5αTM kompetenten Zellen 

erzeugt. Die kompetenten Zellen wurden nach der Vorschift im TA Cloning Kit-Manual (In-

vitrogen) transformiert. Dafür wurden die Zellen entweder mit 3 µl PCR-Ansatz oder Plas-

midpräparation für 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Ansätze für 30 s auf 

42 °C erwärmt und dann wieder auf Eis gekühlt. Nach Zugabe von 250 µL SOC-Medium 

wurden die Ansätze für 1-2 h bei 37 °C und unter sanftem Schütteln (700 rpm) inkubiert. 50-

150 µL der Ansätze wurden anschließend auf antibiotikahaltige LB-Agar-Platten (25 µg/mL 

Kanamycin und/oder 50 µg/mL Ampicillin) ausgestrichen und bei 37 °C im Brutschrank über 

Nacht inkubiert.  

2.2.1.2 Kultivierung von Bakterien 

Für die Herstellung der Flüssigkulturen für die Isolierung von Plasmid-DNA und das Animp-

fen von Expressionsansätzen wurden 3 mL bzw. 50 mL LB-Medium mit 25 µg/mL Ka-

namycin und/oder 50 µg/mL Ampicillin versetzt und mit der entsprechenden Bakterienkolo-

nie oder Glycerolkultur angeimpft. Die Flüssigkulturen wurden über Nacht bei 37 °C und 

200 rpm inkubiert. Zur Lagerung von neu hergestellten Transformanden wurden Erhaltungs-

kulturen angesetzt. Dazu wurden 20% steriles Glycerol zu den Flüssigkulturen gegeben und 

die Kulturen anschließend bei -80 °C gelagert. 

2.2.2 Isolation, Trennung und Reinigung von DNA 

2.2.2.1 Trennung von DNA-Fragmenten über Agarosegelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese diente zur Kontrolle und zur Auftrennung von Fragmenten aus 

PCR-, Restriktions- und Ligationsansätzen. Dafür wurden 1,5%-Agarose-Gele (w/V) in TAE-

Puffer (40 mM Tris-Base, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, pH 7,6) hergestellt und mit 

0,1-0,2 µg/mL EtBr (1% wässrige Lösung (10 mg/mL) von Roth, 1:10 verdünnt) versetzt. 

Unter Zugabe von 1-2 µL Ladepuffer (200 mM EDTA, 50% Glycerol, 0,2% Bromphenol-

blau) wurden die Proben auf die Gele geladen und die Fragmente nach ihrem Molekularge-

wicht im elektrischen Feld bei einer Spannung von 70 V aufgetrennt. Die Detektion der Ban-
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den erfolgt durch die Interkalation des EtBr in die DNA und die sichtbare Fluoreszenz bei 

312 nm. Als Größenmarker diente der GeneRulerTM DNA Ladder Mix (100-10000 bp, Ther-

mo Fisher Scientific). 

2.2.2.2 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und aus Lösungen 

Nach Auftrennung über die Agarosegelelektrophorese wurden die DNA-Banden anhand ihrer 

Fluoreszenz aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem MinElute Gel Extraktion Kit (Qiagen) 

oder dem QlAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) entsprechend der Herstellerangaben extra-

hiert und gereinigt. 

Über PCR amplifizierte DNA-Fragmente wurden mit dem MinElute® Purification Kit (Qi-

agen) entsprechend der Herstellerangaben gereinigt. 

2.2.2.3 Plasmidpräparation aus E. coli 

Von angezogenen Flüssigkulturen wurden 2 mL abgenommen, in ein 2 mL Eppendorfgefäß 

überführt und 15 min bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde aus 

dem Zellpellet nach alkalischem Aufschluss durch selektive Adsorption an eine Silica-Matrix 

gereinigt (GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit, Thermo Fisher Scientific). Die Plasmid-DNA 

wurde in 30 µL Wasser oder mit dem Elutionspuffer des Miniprep Kits eluiert. 

2.2.2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit 

Die Bestimmung der Konzentration der doppelsträngigen Plasmid-DNA erfolgte photomet-

risch mit einem Einstrahlphotometer unter Verwendung der Eppendorf µCuvette® G1.0. Dazu 

wurden zuerst 3 µL des verwendeten Lösungsmittels als Blankprobe vermessen und anschlie-

ßend 3 µL der entsprechenden DNA-Lösung. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte bei 

260 nm. Die DNA-Konzentration wurde direkt durch das Gerät über die Gleichung c = A ·  F 

errechnet (c = Konzentration, A = Absorption, F = Faktor). Der Faktor für doppelsträngige 

DNA beträgt 50 µg/mL (entspricht: A = 1).  Zusätzlich wurde die Proteinkonzentration bei 

280 nm ermittelt und durch die Erhebung des Quotienten A260nm/A280nm die Reinheit der Plas-

mid-DNA bestimmt (Soll-Wert: 1,5-2).  
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2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA 

2.2.3.1 Mutagenese-Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

Die Mutagenese-PCR wurde für die Mutagenese-Studien und den damit verbundenen ortsge-

richteten Austausch von Nukleotiden in verschiedenen rekombinanten Plasmiden eingesetzt. 

Zudem wurden über Mutationen gezielt Restriktionsschnittstellen in die Wildtypsequenzen für 

die Darstellung der Chimären eingeführt. Für die Mutagenese-Studien und die Darstellung der 

Chimären standen die rekombinanten Plasmide aus der Arbeit von N.REINHARDT (2014) als 

Templates zur Verfügung (Tab. 2.3). Für die Planung der Oligonukleotid-Primer und die 

Durchführung der Mutagenese-PCR wurde nach dem Protokoll des QuikChange® II Site-

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) gearbeitet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2.4 

und 2.5 (1.-18.) aufgelistet. 25 ng des jeweiligen Templates wurden mit 1,25 U Pfu DNA Po-

lymerase (native, 2,5 U/µL, Thermo Fisher Scientific), 0,2 µM des jeweiligen Primers 

(for/rev), 0,25 mM von dATP, dTTP, dGTP und dCTP und 2,5 µL Pfu Puffer (10x, mit 

MgSO4) in einem Gesamtvolumen von 25 µL (DEPC-Wasser 0,1% (V/V)) zusammengefügt. 

Nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C für 30 s, erfolgten 16 Zyklen mit einer Denatu-

rierung bei 95 °C für 30 s, einer Annealing Phase bei 55 °C für 1 min und einer anschließen-

den Elongation bei 68 °C für 6 min. Danach wurde die Reaktion bei 0 °C gekühlt. Da die er-

haltene Doppelstrang-DNA durch die Mutagenese-PCR unter Einführung der gewünschten 

Mutation vollständig amplifiziert, aber nicht methyliert wurde, konnte durch einen anschlie-

ßenden Verdau der methylierten Template-DNA mit 5 U DpnI (10 U/µL, Thermo Fisher Sci-

entific) für 3 h bei 37 °C die mutierte DNA von der Template-DNA getrennt werden. 

2.2.3.2 Herstellung der chimären Gene 

Die chimären Gene 1 und 2 (CG1 und CG2) und die dafür benötigten Oligonukleotid-Primer 

(Tab. 2.5) wurden mit dem Programm Clone Manager (Scientific & Educational Software) 

geplant. Die benötigten Restriktionsschnittstellen in der Nukleotidsequenz des Wildtyp-

Enzyms At2g29350 wurden über Mutagenese-PCR eingefügt (Primerpaare 13. und 14.; Tab. 

2.5). 

Die Genfragmente Insert-CoTR(CG1) und Insert-CoTR(CG2) wurden unter Verwendung der 

MyFiTM-Taq-DNA Polymerase (Bioline) zusammen mit Primern mit Sequenzüberhang so 

amplifiziert, dass die Genfragmente sowohl am N- als auch am C-terminalen Ende, die für 

den Einbau in die Sequenz von At2g29350 benötigten, Restriktionsschnittstellen aufwiesen. 

Die MyFiTM-Taq-DNA Polymerase ist zudem in der Lage an den Enden der amplifizierten 
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Genfragmente zusätzlich das für ein TA-Kloning benötigte Nukleotid A anzuhängen. Die Zu-

sammensetzung der PCR-Ansätze entspricht dem Bioline-Protokoll. Für die PCR-Ansätze 

wurden 200 ng des Templates (pET21d(+)-CoTR; Tab. 2.3) mit 4 U der MyFiTM-Taq-DNA 

Polymerase (2 U/µL), 20 µM des jeweiligen Primers (Primerpaare: CG1: 19.; CG2: 20.) und 

10 µL MyFiTM-Reaktionspuffer (5x) in einem Gesamtvolumen von 50 µL (DEPC-Wasser 

0,1% (V/V)) zusammengefügt. Nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C für 1 min, erfolg-

ten 30 Zyklen mit einer Denaturierung bei 95 °C für 15 s, einer Annealing Phase bei 49 °C 

(Primerpaar 19.) bzw. 56 °C (Primerpaar 20.) für 15 s und einer anschließenden Elongation 

bei 72 °C für 15 s. Anschließend wurde die Reaktion 5 min bei 72 °C inkubiert und dann auf 

12 °C gekühlt. Zuletzt wurden die Genfragmente gereinigt.  

Das Zwischenklonieren der amplifizierten Genfragmente von CoTR (Insert-CoTR(CG1) und 

Insert-CoTR(CG2)) erfolgte über TA-Kloning in den pGEM®-T Easy Vektor unter Verwen-

dung des pGEM®-T Easy Kits (Promega). Im Kit enthalten sind der offene pGEM®-T Easy 

Vektor sowie die T4 DNA Ligase (3 U/µL). Das molare Insert:Vektor-Verhältnis wurde ent-

sprechend dem Promega-Protokoll ermittelt. Die Ligationansätze des TA-Klonings beinhalte-

ten 50 ng des pGEM®-T Easy Vektors, ca. 17 ng des Insert-CoTR(CG1) bzw. ca. 24,5 ng des 

Insert-CoTR(CG2), 3 U T4 DNA Ligase (3 U/µL) und 5 µL Rapid Ligation Puffer (2x) in 

einem Gesamtvolumen von 10 µL. Die Ligationsansätze wurden über Nacht bei 14 °C inku-

biert und bei 65 °C (15 min) gestoppt. Das TA-Kloning wurde über einen Testverdau kontrol-

liert. Die Restriktionsansätze bestanden aus 200-300 ng Plasmid, 5 U EcoRI (10 U/µL, Ther-

mo Fisher Scientific) und 2 µL Tango-Puffer (10x, mit BSA, Thermo Fisher Scientific) in 

einem Gesamtvolumen von 10 µL (DEPC-Wasser 0,1% (V/V)). Die Ansätze wurden bei 

37 °C für 2 h inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze über Agarosegelelektrophorese 

kontrolliert und positive Plasmide sequenziert. 

Für die Herstellung der chimären Genkonstrukte mittels Ligation mussten die entsprechenden 

Vektor- und Insert-Fragmente über Restriktion hergestellt werden. Der Restriktionsverdau für 

CG1 wurde mit dem DoubleDigest Calculator von Thermo Fisher Scientific geplant. Zuerst 

wurden jeweils 1,5 µg der Konstrukte At2g29350(P110S)/pQE30 und Insert-CoTR(CG1)-

/pGEM®-T Easy zusammen mit 5 U SphI (10 U/µL, Thermo Fisher Scientific) und 1 µL Tan-

go-Puffer (10x mit BSA, Thermo Fisher Scientific) in einem Volumen von 10 µL (DEPC-

Wasser 0,1% (V/V)) 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze mit 10 U SalI 

(10 U/µL, Thermo Fisher Scientific), 3 µL Tango-Puffer und DEPC-Wasser auf 20 µL erwei-

tert und für 1,5 h bei 37 °C inkubiert. Für den Restriktionsverdau für CG2 wurden 3 µg des 
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Konstruktes At2g29350(V161A)/pQE30 und 6 µg des Konstruktes Insert-CoTR(CG1)-

/pGEM®-T Easy mit 30 U bzw. 60 U des Enzyms SphI (10 U/µL, Thermo Fisher Scientific) 

mit jeweils 4 µL von Puffer B (10x mit BSA, Thermo Fisher Scientific) in einem Gesamtvo-

lumen von 40 µL über 2 h bei 37 °C inkubiert. Die Restriktionsansätze wurden anschließend 

über Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und gereinigt. 

Um während der Ligation zusätzliche Verknüpfungen zu vermindern, wurden die At2g29350-

(P110S)/pQE30- und At2g29350(V161A)/pQE30-Fragmente dephosphoryliert. Dazu wurde 

die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP, 1 U/µL, Thermo Fisher Scientific) eingesetzt. 15 µL 

Plasmid-Extrakt wurden mit 1,9 µL SAP-Puffer (10x) versetzt und 1,9 U SAP hinzugegeben. 

Die Ansätze wurden 30 min bei 37 °C inkubiert und im Anschluss bei 65 °C (15 min) abge-

stoppt. 

Die Ligationen der Konstrukt-Fragmente für die Herstellung der Chimären wurden in Anleh-

nung an das TA-Kloning mit dem pGEM®-T Easy Kit (Promega) durchgeführt. Als Vektor 

(50 ng) dienten die, über Restriktion und Despohorylierung erhaltenen At2g29350(P110S)-

/pQE30- und At2g29350(V161A)/pQE30-Fragmente und als Insert, die über die Restriktion 

erhaltenen Insert-CoTR(CG1)- und Insert-CoTR(CG1)-Fragmente (ca. 5 ng und 20 ng). 

Im Anschluss an die Ligation wurde durch Kolonie-PCR überprüft, ob bei der Herstellung 

von CG2 das Insert-CoTR(CG2)-Fragment in Leserichtung in das At2g29350(V161A)-

/pQE30-Fragment ligiert worden war. Für die Kolonie-PCR wurde zuerst aus mehreren Kolo-

nien eine Sektorplatte angesetzt und diese über Nacht bei 37 °C inkubiert. Von der Sektor-

platte wurde dann für jede Kolonie etwas abgenommen und in jeweils 15 µL entionisiertem 

Wasser suspendiert. Für die Lyse wurden die Suspensionen 5 min bei 95 °C inkubiert. Für die 

eigentliche Kolonie-PCR wurde der MangoMixTM von Bioline eingesetzt. Dieser enthält ne-

ben der MangoTaqTM-DNA Polymerase alle nötigen Komponenten für die PCR (u.a. Puffer 

und dNTP). Als Primer dienten zum einen der Vorwärts-Primer zur Amplifizierung des CoTR-

Inserts (Primer: CoTR_SphI_ vorn; Tab. 2.5, 20.) sowie der Rückwärstprimer für die Ampli-

fizierung des Gens von At2g29350 aus der Arbeit von N.REINHARDT (At2g29350REV, 2014). 

War das Insert-CoTR(CG2)-Fragment in Leserichtung im At2g29350(V161A)/pQE30-Frag-

ment ligiert, resultierte mit diesen Primern das vollständige chimäre Gen. Für die Kolonie-

PCR-Ansätze wurden 4 µL der lysierten Kolonielösungen mit 10 µL MangoMixTM und 

10 µM des jeweiligen Primers in einem Gesamtvolumen von 20 µL (DEPC-Wasser 0,1% 

(V/V)) zusammengefügt. Nach einer initialen Denaturierung bei 95 °C für 2 min, erfolgten 30 

Zyklen mit einer Denaturierung bei 95 °C für 15 s, einer Annealing Phase bei 59 °C für 30 s 
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und einer anschließenden Elongation bei 72 °C für 40 s. Anschließend wurde die Reaktion 

5 min bei 72 °C inkubiert und danach auf 12 °C gekühlt. Die Kolonie-PCR-Produkte wurden 

anschließend über Agarosegelelektrophorese analysiert. 

Zuletzt wurden über Mutagenese-PCR die eingefügten Restriktionsschnittstellen aus den chi-

mären Genen entfernt (Primerpaare 15. und 17.; Tab. 2.5). 

2.2.3.3 Sequenzanalyse zur Überprüfung der Plasmid-DNA 

Um den korrekten Einbau von Mutationsstellen und die Sequenzen der Chimären zu überprü-

fen, wurden die Gene sequenziert. Dazu wurde der Service von Eurofins MWG Operon 

(Ebersberg) nach Herstellerangaben in Anspruch genommen. Die Auswertung der Sequenzie-

rungen erfolgte mittels Alignment der erhaltenen Nukleinsäure-Sequenzen über das Clust-

alW2-Tool von EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) mit den benötigten Ziel-

Sequenzen.  

2.2.4 Biochemische Methoden 

2.2.4.1 Heterologe Proteinproduktion in E. coli 

Die Proteinproduktion der Wildtyp-Enzyme und Enzymvarianten erfolgte in TB-Medium. 

Zum Kultivierungsmedium wurden 50 µg/mL Ampicillin und 4% der Füllmenge an Flüssig-

kultur gegeben. Anschließend wurde bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Nach 4 h (E. coli Ro-

setta-gami) bzw. 2,5 h (E. coli M15) wurde die optische Dichte bei 600 nm (OD600) überprüft. 

War die logarithmische Wachstumsphase (OD600 = 0,6-1,0) erreicht, wurde durch Zusatz von 

IPTG (1 mM) induziert. Die Kolben wurden 4,5 h bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Die Zell-

pellets (ein Pellet aus je 250 mL Bakterienkultur) wurden durch Zentrifugation bei 4 °C und 

5.000 rpm für 10 min gewonnen und bis zur Proteinaufreinigung bei -80°C gelagert. 

2.2.4.2 Proteinreinigung mittels immobilisierter Metallionenaffinitätschromatographie 

Für die Zelllyse wurden die Bakterienpellets in Lysepuffer (10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 

50 mM NaH2PO4 x 2 H2O, pH 8,0; filtriert (Membranfilter OE67, CA, 0,45 µm, Whatman)) 

resuspendiert. Pro Pellet wurden 10 mL Lysepuffer eingesetzt (Ausnahme: Enzymvarianten 

von At2g29350  20 mL). Pro 10 mL Lysepuffer wurden dann 75 µL Protease-Inhibitor-

Cocktail (Sigma Aldrich) hinzugefügt. Der Zellaufschluss erfolgte mit Lysozymlösung (10 mg 

Lysozym/mL Lysepuffer; Lysozym: Molecular biology grade, 22770 U/mg, Applichem). Zu 

jedem resuspendiertem Pellet wurde 1 mL Lysozymlösung gegeben (Ausnahme: Enzymvari-



2 Material und Methoden 

23 
 

anten von At2g29350  2 mL) und die Lyselösung für 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie-

ßend wurde die Lyselösung mit Ultraschall behandelt (pro resuspendiertem Pellet 90 s auf 

Eis). Danach wurden 50 µL DNAse I (1 mg/ml, 5098,3 U/µL, Applichem; Lagerpuffer: 

20 mM Tris/HCl pH 7,5, 50% Glycerol, 1 mM MgCl2) pro resuspendiertem Pellet hinzugege-

ben (Ausnahme: Enzymvarianten von At2g29350  100 µL DNAse I) und die Lösung für 

8 min bei RT inkubiert. Die Zellbestandteile wurden bei 0 °C mit 13.000 rpm für 45 min ab-

zentrifugiert und das Lysat partikelfrei filtriert (Whatman® Puradisc FP 30/0,45 CA-S). Die 

genauen Angaben für die einzelnen Aufreinigungen sind in Tabelle 6.3 im Anhang aufgeführt. 

Die Aufreinigung erfolgte über selektive Adsorption 6xHis-fusionierter Proteine an Ni2+-

Sepharose und nachfolgende Elution durch Imidazol. Um die Reinheit der Zielproteine zu 

erhöhen, wurde während der Elution ein Gradient mit ansteigender Imidazolkonzentration 

(10-500 mM) eingesetzt, wodurch unspezifisch und somit weniger festgebundene Bakterien-

proteine zuerst von der Säule verdrängt werden, bevor bei höherer Imidazolkonzentration die 

rekombinanten Proteine eluiert werden. Für die Metallionenaffinitätschromatographie stand 

das Proteinchromatografie-System ÄKTA explorer 100 (Pharmacia) mit der Software 

UnicornTM 5.31 (GE Healthcare) zur Verfügung. In Tabelle 2.7 sind die Bedingungen und 

Parameter der Reinigungsläufe zusammengefasst.  

Tab.  2.7: Bedingungen und Parameter der Metallionenaffinitätschromatographie. 

Säule His-Trap HP-Säule (GE Healthcare), Säulenvolumen 5 mL (1 mL), Di-
mension 16 x 25 mm (7 x 25 mm), stationäre Phase Ni-Sepharose, Metal-
lion Ni2+, Partikelgröße 34 µm, Bindekapazität min. 40 mg His-Tag Pro-
tein 

Flussrate 1 mL/min 

Temperatur 20 °C 

Equilibrierung Bindepuffer  

Probenaufgabe 50 mL Probenreservoir, 20-40 mL Probenvolumen (Tab. 6.4, Anhang) 

Detektion UV-Absorption bei 280 nm 

Elution linearer Gradient 10-500 mM Imidazol über 5-20 Säulenvolumen (SV)  
(Tab. 6.4, Anhang) durch Mischung von Binde- und Elutionspuffer  

Fraktionierung 2 mL ab Gradientenbeginn, auf Eis 
 

Als Säulen wurden 5 mL His-Trap HP-Säulen (GE Healthcare) eingesetzt (Ausnahme: 

At2g29360 und At2g29330  1 mL Säule). Der verwendete Bindepuffer entsprach dem Ly-

sepuffer. Der Elutionspuffer beinhaltete eine 50x höhere Imidazolkonzentration als der Bin-

depuffer (500 mM Imidazol, 300 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4 x 2 H2O, pH 8,0; filtriert 

(Membranfilter OE67, CA, 0,45 µm, Whatman)) und die Elution erfolgte standardmäßig über 
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einen Gradienten von 5 Säulenvolumen (SV). Für einige Ansätze wurden zudem Gradienten 

von 10-15 SV verwendet. Bei der 1 mL Säule erfolgte die Elution über 20 SV. Das Probenvo-

lumen betrug zwischen 20 und 40 mL. Die genauen Angaben für jede Reinigung sind in Ta-

belle 6.4 im Anhang angeben.  

Da ein negativer Einfluss des Imidazols auf die Proteinaktivität nicht ausgeschlossen werden 

konnte, wurde der imidazolhaltige Puffer anschließend gegen den Standardlagerpuffer 

(20 mM KPP pH 7,0, 100 mM NaCl, 1 mM DTT (Zusatz vor Gebrauch), 22% Glycerol) aus-

getauscht. Danach wurden Proteinfraktionen gleicher Reinheit vereint und die Proteine zur 

Lagerung bei -80 °C aliquotiert (250-500 µL). 

2.2.4.3 Umpufferung und Aufkonzentrieren von Proteinlösungen 

Für das Umpuffern von Proteinlösungen wurden PD-10-Säulen (SephadexTM G-25, Pharma-

cia) verwendet, die nach dem Prinzip der Größenausschlusschromatographie arbeiten. Die 

Säulen wurden bei 4 °C mit ca. 25 mL des Lagerpuffers (ohne Glycerol) equilibriert, mit 

2,5 mL Proteinlösung beladen und das Protein mit 3,5 mL Lagerpuffer eluiert. 

Für einige Anwendungen mussten die Proteinlösungen aufkonzentriert werden. Dafür wurden 

Amicon Ultra-15 Zentrifugen-Filtereinheiten (30.000 NMGG) der Firma Merck verwendet. 

Die Proteinlösungen wurden in die Filteraufsätze gefüllt und für ca. 15-20 min bei 4 °C zent-

rifugiert bis die gewünschte Konzentration erreicht war. 

2.2.4.4 Konzentrationsbestimmung von Proteinlösungen 

Für die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden zwei verschiedene Methoden ange-

wandt. Enthielt der Lagerpuffer der Proteine kein DTT, wurde die Konzentration über die Ab-

sorption bei 280 nm bestimmt. War hingegen das bei 280 nm absorbierende DTT im Lager-

puffer enthalten, wurde die Methode nach Bradford genutzt.  

Die Konzentrationsbestimmung bei 280 nm beruht auf der Absorption der aromatischen Ami-

nosäuren bei 280 nm. Für jedes Protein wurde unter Verwendung des ProtParam-Tools von 

ExPASy (web.expasy.org/protparam/) der proteinspezifische Extinktionskoeffizient ( ) an-

hand der Aminosäuresequenz ermittelt. Zusammen mit dem Molekulargewicht (M) der Pro-

teine, kann über das Lambert-Beersche Gesetz (c = (ΔA/(  · d)) · ε) aus der gemessenen Ab-

sorption (ΔA) direkt die Proteinkonzentration (c) ermittelt werden. Für die Messung wurden 

zuerst 150-200 µL des Lagerpuffers als Referenz vermessen und anschließend dasselbe Vo-

lumen an Proteinlösung. Als Einmalküvetten wurde die UVette® (Schichtdicke d = 1 cm, Ep-
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pendorf) verwendet. Hochkonzentrierte Proteinlösungen wurden vor der Messung verdünnt, 

sodass die Absorption zwischen 0,5-0,9 lag. 

Bei der Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976) wird die Proteinkonzentration nicht 

direkt vermessen, sondern indirekt über eine Farbreaktion mit dem Farbstoff Coomassie-

Brilliant-Blau. Durch die Bindung des Proteins über die basischen Amiosäuren Arginin und 

Lysin an den Farbstoff ändert sich das Absorptionsmaximum von 465 nm der protonierten 

braunroten und kationischen Form zu 595 nm der unprotonierten blauen und anionischen 

Form. Die benötigte Bradford-Lösung wurde als 4x Stammlösung hergestellt (400 mg 

Coomassie-Brilliant-Blau G-250, 400 mL Phosphorsäure 85%, 200 mL Ethanol 96%, 400 mL 

deionisiertes Wasser). Für die Messungen wurde die Lösung 1:4 mit deionisiertem Wasser 

verdünnt und jeweils 1 mL der Lösung in den Semi-Mikro-Küvetten (1,5 mL, Diagonal) vor-

gelegt. Für die Referenz wurden 50 µL des entsprechenden Lagerpuffers hinzugegeben und 

für die Probe 50 µL Proteinlösung. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden die Proben photo-

metrisch vermessen. Die Auswertung erfolgte anhand einer mit BSA erstellten Kalibriergera-

den über den Bereich von 0-250 µg/mL. Die Proteinkonzentration wurde über die gemessene 

Absoption berechnet und als Mittelwert aus einer Dreifachbestimmung angegeben. 

2.2.4.5 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) 

Mittels denaturierender SDS-PAGE (Laemmli, 1970) werden Proteine anhand ihres Moleku-

largewichts aufgetrennt. Diese Methode wurde zur Beurteilung der heterologen Proteinpro-

duktion, der Proteinreinigung und der Gelfiltration eingesetzt. Dafür wurden die Proteinpro-

ben mit 2x-Probenpuffer (90 mM Tris/HCl pH 6,8, 20% (m/V) Glycerol, 2% (m/V) SDS, 

0,02% (m/V) Bromphenolblau, 100 mM DTT) versetzt. Der Probenpuffer enthält Natrium-

dodecylsulfat (Sodium dodecyl sulfate, SDS), welches als anionisches Detergenz die Eigenla-

dung der Proteine überdeckt. Zudem kommt es durch Aufkochen der Proben im Probenpuffer 

bei 95 °C für 10 min zur Denaturierung der Proteine, wodurch die Proteine nur noch nach 

ihrem monomeren Molekulargewicht im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Als Größen-

marker wurde der Unstained Protein Molecular Weight Marker von Thermo Fisher Scientific 

verwendet. Die verwendeten Gele enthielten 6,6% (V/V) Acrylamid im Sammelgel und 20% 

(V/V) Acrylamid im Trenngel (Tab. 2.8). Als Laufpuffer diente ein 1x Tris/Glycin-Puffer 

pH 8,3 (10x Laufpuffer: 30,2 g/L Tris-Base, 144,0 g/L Glycin, 10,0 g/L SDS; 1:10 mit deioni-

siertem Wasser verdünnt). Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstärke von 25 mA (Sam-

melgel) bzw. bei 40 mA (Trenngel) durchgeführt. Die Proteine wurden anschließend durch 

Coomassie-Färbung detektiert (Tab. 2.9).  
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Tab. 2.8: Zusammensetzung der SDS-Gele. 

 Sammelgel Trenngel  
Acrylamid 

N,N’-Methylen-Bisacrylamid 

Tris/HCl pH 6,8 

Tris/HCl pH 8,8 

SDS 

TEMED 

APS 

6,6% 

0,177% 

125 mM 

- 

0,1% 

0,1% 

0,05% 

20% 

0,54% 

- 

376 mM 

0,1% 

0,3% 

0,1% 
 

Tab. 2.9: Coomassie-Färbung: Lösungen und Ablauf. 

Schritt Zusammensetzung der Lösungen Zeit 
1. Fixierung 50% Methanol, 1% Essigsäure 20 min 

2. Färben 2 g Coomassie-Brilliant-Blau R-250,                           
425 ml Ethanol (96%), 50 ml Methanol                              
100 ml Essigsäure, 425 ml deionisiertes Wasser 

30 min 

3. Entfärben 2% Ethanol (96%), 10% Essigsäure                             
40% Methanol, 10% Essigsäure, 6% Glycerol 

nach Bedarf  
15 min 

 

2.2.4.6 Massenspektrometrie/Proteomik 

Die beiden Banden zwischen 25 kDa und 35 kDa auf dem SDS-Page-Gel von CoTR nach der 

Affinitätschromatographie wurden mittels LC-MS basierter Proteomik untersucht. Die Mes-

sungen wurden von Dr. W. Hoehenwarter (Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie, Halle, 

Abteilung Proteomanalytik) durchgeführt und ausgewertet. Dafür wurden ca. 3,34 µg der Pro-

teinlösung über SDS-Page aufgetrennt und die beiden Banden ausgeschnitten. Nach einem 

Trypsin-Verdau wurden die Proben mit einem Orbitrap Velos Pro Massenspektrometer 

(Thermo Fisher Scientific) vermessen. Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit der Sequenz 

von CoTR und mit E. coli-Sequenzen (SwissProt) verglichen. 

2.2.4.7 Analytische Ultrazentrifugation und Analytische Gelfiltration 

Für die analytische Ultrazentrifugation und analytische Gelfiltration wurden Puffer benötigt, 

in welchen die Proteine über mehrere Stunden bei 20 °C stabil sind und die kein DTT enthal-

ten, da dieses zum einen bei 280 nm absorbiert und zum anderen bei RT nicht stabil ist. Für 

At2g29350, At2g29350(S26A,A48D), At2g29360(S27A,A49D), CoTR, CG1 und CG2 wurde 

ein Kaliumphosphatpuffer (25 mM KPP pH 7,0, 125 mM NaCl, 0,5 mM TCEP) und für 

CoTR und CG2 zusätzlich ein Tris-Puffer (20 mM Tris/HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM 
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TCEP) getestet. Die Proteinlösungen wurden auf eine Konzentration von 0,3 mg/mL einge-

stellt. Es wurde eine t0-Probe genommen und die Proteine dann bei 20 °C über 6 h inkubiert. 

Alle 2 h wurde Protein entnommen und im jeweiligen Standardassay (Tab. 2.15) auf seine 

Aktivität überprüft.  

Die analytische Ultrazentrifugation diente dazu das native Molekulargewicht (M) der Proteine 

bei unterschiedlichen Enzymkonzentrationen zu bestimmen. Die Messung beruht auf der un-

terschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeit und der unterschiedlichen Einstellung der 

Sedimentationsgleichgewichte von Proteinen abhängig von ihrem Molekulargewicht (Schus-

ter and Toedt, 1996). Die Messungen an der Ultrazentrifuge wurden von Priv.-Doz. Dr. H. 

Lilie (MLU, Institut für Biochemie und Biotechnologie, Abteilung Technische Biochemie) 

durchgeführt und ausgewertet. Die Bedingungen und Parameter der Messungen sind in Tabel-

le 2.10 zusammengefasst. Die Proteinproben waren über den Zeitraum der Messungen stabil 

und zeigten keine Aggregation. 

Tab. 2.10: Bedingungen und Parameter der analytischen Ultrazentrifugation. 

Gerät Ultrazentrifuge Optima XL-A (Beckmann), Doppelsektorzellen,       
AnTi 50 Rotor 

Messpuffer At2g29350 und Varianten, At2g29360(S27A,A49D), Chimären und 
Varianten: 25 mM KPP pH 7,0, 125 mM NaCl, 0,5 mM TCEP;            
CoTR und Varianten: 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM 
TCEP 

Proteinkonzentration 0,3 und 0,04 mg/mL 

Referenzlösung entsprechend Messpuffer 

Messungen Sedimentationsgeschwindigkeit: 40.000 rpm, 3 h, 20 °C   s           
Sedimentationsgleichgewicht: 10.000 rpm, 20 °C  M(app) 

Detektion Aufzeichnung der Proteinabsorption bei 280 nm oder 230 nm 

Auswertung Berechnung der apparenten Sedimentationskonstante (s) und des appa-
renten Molekulargewichts (M(app)) mit Software Sedfit (Schuck, 
2000) 

 

Die analytische Gelfiltration wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, das native Molekularge-

wicht unter verschiedenen (Co-)Substratbedingungen zu ermitteln. Allgemein beruht die Gel-

filtration auf dem Prinzip der Größenausschlusschromatographie. Für oligomere Proteine be-

deutet dies, dass Proteine mit einem höheren nativen Molekulargewicht (z.B. ein Tetramer) 

schneller durch die Säule gelangen als Proteine mit einem geringeren nativen Molekularge-

wicht (z.B. ein Dimer), da die kleineren Proteine stärker mit dem Säulenmaterial interagieren. 

Für die Gelfiltration stand das Proteinchromatografie-System ÄKTA explorer 100 (Pharma-

cia) mit der Software UnicornTM 5.31 (GE Healthcare) zur Verfügung. Die verwendeten Pa-
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rameter sind in Tabelle 2.11 aufgelistet. Die Gelfitration wurde mit At2g29350 und 

At2g29350(S26A,A48D) durchgeführt.  

Der Puffer wurde für jeden Lauf mit der entsprechenden Substrat- und Cosubstrat-

konzentration frisch hergestellt (Tab. 2.12), filtriert (Membranfilter OE67, CA, 0,45 µm, 

Whatman) und entgast. Im Anschluss wurde die Säule mit dem jeweiligen Puffer equilibriert. 

Die gelagerten Proteine im Standardlagerpuffer wurden vor jedem Lauf in den Kaliumphos-

phatpuffer (Tab 2.11) umgepuffert und auf die gewünschte Konzentration eingestellt. Vor Be-

füllung der Probenschleife wurde entsprechend der Ansätze 3MCH zu der Proteinlösung ge-

geben (Tab. 2.12). 

Tab. 2.11: Verwendete Parameter und Bedingungen für die analytische Gelfiltration. 

Säule XK16/60 mit Sephacryl® S-200 HR (Betthöhe 59 cm, Bettvolumen 119 ml) 

Flussrate 0,5 mL/min 

Temperatur 20 °C 

Equilibrierung Kaliumphosphatpuffer (25 mM KPP pH 7,0, 125 mM NaCl, 0,5 mM TCEP) 
mit entsprechenden Substrat und Cosubstratkonzentrationen (Tab. 2.12) 

Probenaufgabe 0,5 mL (Verwendung einer 0,5 mL Probenschleife) 

Elution isokratisch 

Fraktionierung 2 mL Fraktionen, Start: 35 mL nach Probenauftrag 

Detektion UV-Absorption bei 280 nm und indirekt über SDS-Page 
 

Tab. 2.12: Protein- sowie Cosubstrat- und Substratkonzentrationen für die Ansätze der analytischen Gel-
filtration. 

 Protein 
c (Cosubstrat) [mM] c (3MCH) 

[mM] 
c (Protein) 
[mg/mL] NADPH NADH 

1. At2g29350 - - - 0,9 

2. At2g29350 0,3 - - 0,9 

3. At2g29350 0,15 - 9 0,9 

4. At2g29350 0,9 - 9 0,9 

1. At2g29350(S26A,A48D) - - - 1,44 

2. At2g29350(S26A,A48D) - 3,5 - 1,44 

3. At2g29350(S26A,A48D) - 0,4 13 1,44 

4. At2g29350(S26A,A48D) - 0,8 13 1,44 

5. At2g29350(S26A,A48D) - 3,5 25 1,44 
 

Zur Auswertung wurde eine Kalibriergerade mit bekannten Standardproteinen erstellt. Dazu 

wurde das MW-GF-200-Kit von Sigma Aldrich verwendet. Die Kalibrierung wurde entspre-

chend dem Sigma-Protokoll durchgeführt. Als Puffer wurde der Kaliumphosphatpuffer (Tab. 
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2.11) verwendet. Das Ausschlussvolumen V0 wurde mittels Dextranblau (2000 kDa) be-

stimmt. Für die Kalibriergerade wurde in den erhaltenen Chromatogrammen am Maximum 

der Proteinpeaks das Elutionsvolumen VE ermittelt. Die dekadischen Logarithmen der Mole-

kulargewichte wurden gegen den Quotienten aus VE und V0 für die Standardproteine aufge-

tragen. Die Kalibriergerade ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Die BSA-Messung wich sehr 

stark von der Geraden ab und wurde aus diesem Grund nicht für die Kalibrierung berücksich-

tigt. Da NAD(P)H und 3MCH wie die Proteine eine Absoption bei 280 nm zeigen, erfolgte 

die Auswertung der Probenläufe nicht über die Auswertung der UV-Chromatogramme son-

dern über das Auftragen der Fraktionen auf SDS-Page-Gele. Dafür wurden jeweils 50 µL der 

einzelnen Fraktionen mit 50 µL 2x Probenpuffer versetzt und erhitzt (95 °C, 10 min). Anhand 

der Intensität der Banden auf den SDS-Page-Gelen wurden die Elutionsmaxima ermittelt und 

über die Kalibriergerade in das native Molekulargewicht umgerechnet. 

 

Abb. 2.1: Kalibriergerade der analytischen Gelfiltration. 1. Cytochrom C; 2. Carboanhydrase; 3. Alkohol-
dehydrogenase; 4. β-Amylase. 

2.2.5 Messung der Enzymaktivität 

2.2.5.1 Prinzip der Messung 

Die Enzymaktivität der Proteine sowie die Reaktionskinetiken wurden photometrisch über die 

Änderung der Cosubstratkonzentration gemessen. Die Messung beruht darauf, dass die SDR 

als Oxidoreduktasen bei der Reduktion von Ketonen die Cosubstrate NADPH und NADH zu 

NADP+ und NAD+ oxidieren und bei der Oxidation von Alkoholen NADP+ und NAD+ zu 

NADPH und NADH reduzieren. NADPH und NADH zeigen ein Absorptionsmaximum bei 

259 und 340 nm. Im Vergleich dazu weisen NADP+ und NAD+ nur bei 259 nm ein Absorp-

tionsmaximum auf. Über die lineare Abnahme bzw. die Zunahme der Absoption bei 340 nm 

über die Zeit kann so die katalytische Aktivität der SDR bestimmt werden. Die Kontrolle der 

Linearität erfolgt über den Regressionskoeffizienten (Norm: R2 ≥0,98) und die Auswertung 
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über die mittlere Absorptionsänderung pro Minute 
∆�� . Wird die Aktivität mit dem Lam-

bert-Beerschen Gesetz in Beziehung gesetzt, so ergibt sich Gleichung (1) für die Volumenak-

tivität. Dabei entspricht das Produkt aus � ∙  der Steigung � einer Geradengleichung aus dem 

Verhältnis von Cosubstratkonzentration und Absorption. Aus diesem Grund wurden für die 

beiden Cosubstrate NADPH und NADH Kalibriergeraden (1-800 ε, 200 l pro Karvität, 

30 °C) erstellt. Durch das Ermitteln der Steigung und das Einsetzen in die Gleichung (1) 

konnte ein Faktor erhalten werden, mit dem die gemessene Absorptionsänderung pro Minute 

direkt in die Volumenaktivität [pkat/mL = pmol/(mL·s)] umgerechnet werden kann. 

=  � ∙ ∙ ∆�� =  � ∙ ∆�� =  9 � ∙ 3 ∙ ∆� = � [  ∙ ]  ∙ ∆�              = � � � � ä , � = � � � ��� , = � ℎ� ℎ � , � = � �   �  

  =  9 , ∙ 3 ∙ ∆� = [  ∙ ]  ∙ ∆�  
Abb. 2.2: Beispiel für die Kalibrierung mit NADH. Kalibrierung Infinite F200PRO, Dezember 2014. 

Die Kalibrierung erfolgte für jede neue Stammlösung von NADPH und NADH (Beispiel Abb. 

2.2). Der Faktor lag dabei immer zwischen 4500 und 4900. Für die Auswertung der Oxidati-

onsreaktionen wurde ein fester Faktor von -4600 angenommen. Für die vollständige Auswer-

tung wurde die Volumenaktivität mit der eingesetzten Enzymkonzentration [mg/mL] in die 

spezifische Aktivität [nkat/mg] umgerechnet.  

2.2.5.2 Konzipierung der Messung 

Für die photometrischen Messungen stand der Mikroplattenleser Infinite® F200PRO von Te-

can (Software MagellanTM 7, Tecan) mit einer automatischen Injektionsvorrichtung zur Verfü-

gung. Verwendet wurden 96-Well Platten (Diagonal). Die Ansätze wurden so geplant, dass 
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jeweils 140 µL des Probenvolumes in die Karvitäten vorgelegt wurden (enthalten: Puffer, En-

zym sowie Substrat oder Cosubstrat) und die Messung dann durch die automatische Zugabe 

von 60 µL Substrat oder Cosubstrat gestartet wurde. In Tabelle 2.13 sind der Ablauf und die 

Parameter der Messmethode aufgelistet. Die Messzeit variierte abhängig von der Aktivität des 

Proteins. 

Tab. 2.13: Ablauf der Messmethode mit dem Mikroplattenleser Infinite® F200PRO (MagellanTM 7). 

Schritt Parameter 
1. Injektion Vpro Well = 60 µL, Geschwindigkeit 300 µL/s 

2. Schütteln t = 20 s, Amplitude = 5 mm 

3. Inkubieren t = 30 s, Kontrolle der Platte auf Luftblasen 

4. Schütteln t = 30 s, Amplitude = 1 mm 

5. Messung t Messzeit = X min, Intervall = 20 s 
 

Bei der Durchführung der Standardassays wurde in zwei Wiederholungen jede Probe (vier 

technische Replikate, n = 4) zusammen mit einer Referenz ohne Substrat (drei technische 

Replikate, n = 3) vermessen. Die Kinetiken wurden in vier Wiederholungen mit jeweils vier 

technischen Replikaten (n = 4) für die Referenz und die Proben durchgeführt. Die Referenzen 

enthielten entweder kein Cosubstrat oder kein Substrat. 

2.2.5.3 Lösungen 

Die Cosubstrate wurden in 10 mM wässrigen Stammlösungen angesetzt, bei -20 °C gelagert 

und für die Messungen entsprechend mit Wasser verdünnt. Da die beiden reduzierten Cosubs-

trate NADPH und NADH in Lösung über längere Zeit nicht stabil sind, wurden die Stammlö-

sungen vor jeder Messung kontrolliert und die aktuellen Konzentrationen bestimmt. Die Kon-

zentration der NADH- und NADPH-Lösungen wurde photometrisch bei 340 nm gegen Was-

ser vermessen (UVette®, Eppendorf). Über das Lambert-Beersche Gesetz konnte aus der er-

haltenen Absorption die Konzentration ermittelt werden (Extinktionskoeffizient 6,22 [1/(mM 

· cm)]).  

Die Stammlösungen und Verdünnungsreihen der Substrate für die Kinetikmessungen mit 

3MCH und 3MCHol wurden als wässrige 100 mM Stammlösungen hergestellt und in den 

Assays entsprechend verdünnt. Die Substratlösungen der Diketone und der Hydroxyketone 

wurden als 100 mM methanolische Stammlösungen angesetzt und für die Assays so verdünnt, 

dass der Gehalt an Methanol im Assay bei 5% lag.  
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Der pH-Bereich von 4,5 bis 10,0 wurde mit vier verschiedenen Pufferlösungen abgedeckt 

(Tab. 2.14). Die Puffer wurden als 1 M-Stammlösungen hergestellt (Tab. 6.5, Anhang) und im 

Assay auf 100 mM verdünnt. 

Tab. 2.14: Verwendete Assaypuffer und pH-Werte. 

Puffer pH-Werte 
Citrat/Phosphat-Puffer (CPP)  4,5/5,0/5,5 

Kaliumphosphatpuffer (KPP) 5,5/6,0/6,4/6,5/7,0/7,5 

Tris/HCl-Puffer (THP) 7,5/8,0/8,5/9,0 

Glycin/NaOH-Puffer (GNP)  9,0/9,5/10,0 

 

2.2.5.4 Bestimmung der Enyzmaktivität in Abhängigkeit von der Substrat- und Cosubs-

tratkonzentration 

Die Messungen der Enyzmaktivität in Abhängigkeit von der Substrat- und Cosubstratkonzen-

tration wurden für das Enzym At2g29350(S26A,A48D) mit 5, 20, 50 und 100 µg/mL Protein 

und KPP pH 7,5 bei 30 °C über 6 min durchgeführt. Die 3MCH-Konzentration betrug 5 bzw. 

10 mM und die NAD(P)H-Konzentration 0,2 bzw. 0,4 mM. 

Die Messungen der Enyzmaktivität in Abhängigkeit von der Substrat- und Cosubstratkonzen-

tration wurden für die chimären Proteine CG1, CG2 und CG1(S27A,A49D,T109F) bei den 

jeweiligen pH-Optima der Enzyme durchgeführt (Tab. 3.7). Für CG1 betrug die Proteinkon-

zentrationen 10 µg/mL, für CG2 20 µg/mL und für CG1(S27A,A49D,T109F) 25 µg/mL. Die 

Messungen wurden bei 30 °C über 6 min durchgeführt. Für CG1 und CG2 wurde NADPH als 

Cosubstrat und für CG1(S27A,A49D,T109F) NADH eingesetzt. In Kombination wurden 

3MCH-Konzentrationen von 1, 5 und 15 mM mit NAD(P)H-Konzentrationen von 0,2, 0,4 

und 0,8 mM getestet. 

2.2.5.5 Standardassays für die Aktivitätsmessungen  

Unter Verwendung von vier Standardassays (Tab. 2.15) wurden die Wildtyp-Enzyme und En-

zymvarianten auf ihre Aktivität, pH-Optima und Temperaturabhängigkeit getestet. Die Assays 

wurden standardmäßig bei einer Pufferkonzentration von 0,1 M im Assay und einer Tempera-

tur von 30 °C durchgeführt. Die Enzymkonzentrationen lagen zwischen 1-50 µg/mL und die 

Messzeit zwischen 0-10 min. Die detaillierten Angaben der Enzymkonzentrationen und Mess-

zeiten sind in den Tabellen 6.6-6.9 im Anhang aufgelistet.  
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Tab. 2.15: Substrat- und Cosubstratkonzentrationen der Standardassays für Reduktion und Oxidation. 

TRL-Wildtyp-Enzyme, mit NADPH aktive TRL-Varianten und Chimären               
(modifiziert nach Reinhardt, 2014) 

Reduktion: 
 

- 5 mM 3MCH 
- 0,2 mM NAD(P)H 

Oxidation: 
 

- 5 mM 3MCHol 
- 0,4 mM NAD(P)+ 

mit NADH aktive TRL-Varianten (alle Varianten von At2g29350 mit der                  
Mutation A48D und von At2g29360 mit der Mutation A49D) 

Reduktion: 
 

- 10 mM 3MCH 
- 0,4 mM NAD(P)H 

Oxidation: 
 

- 10 mM 3MCHol  
- 0,6 mM NAD(P)+

 

CoTR und CoTR(A206S) 
Reduktion: 
 

- 1 mM 3MCH 
- 0,2 mM NAD(P)H 

Oxidation: 
 

- 2 mM 3MCHol 
- 0,2 mM oder 0,4 mM NAD(P)+

 

CoTR-Varianten mit Mutationsstelle A49D 

Reduktion: 
 

- 1 mM und 5 mM 3MCH 
- 0,25 mM NAD(P)H 

Oxidation: 
 

- 2 mM 3MCHol  
- 0,25 mM NAD(P)+

 
 

2.2.5.6 Aktivitätsmessung der Enzymvarianten 

Um die Enzymvarianten auf ihre Aktivität mit den Cosubstraten NAD(P)H zu testen, wurden 

sie in ihren jeweiligen Standardassays (Tab. 2.15) vermessen. Die Enzymvarianten von 

At2g29350 und At2g29360 wurden bei verschiedenen pH-Werten (CPP pH 5,0/KPP pH 6,0/ 

KPP pH 7,0) getestet. Die CoTR-Varianten wurden bei pH 6,0 (KPP) vermessen. 

2.2.5.7 Ermittlung der pH- und der Temperaturabhängigkeit 

Die Abhängigkeit der Enzymaktivität vom pH-Wert wurde unter den Bedingungen der Stan-

dardassays (Tab. 2.15) ermittelt. Für die Reduktion wurde ein pH-Bereich von pH 4,5 (CPP) 

bis 9,0 (THP) untersucht und für die Oxidation ein Bereich von pH 5,5 (KPP) bis 10,0 (GNP). 

Für die Ermittlung der Abhängigkeit der Enzymaktivität von der Temperatur wurde die spezi-

fische Aktivität unter den jeweiligen Standardassaybedingungen (Tab. 2.15) gemessen. Die 

Messungen erfolgten bei den jeweiligen pH-Optima der Proteine (Abschnitt 3.1.4.1 und 

Tab. 3.7). Die Temperatur wurde über einen Bereich von 20 °C variiert (20, 25, 30, 35 und 

40 °C).  

2.2.5.8 Messung der Aktivität mit den Diketonen 

Für die Messung der Aktivität mit den Diketonen wurde eine Substratkonzentration von 5 mM 

(Ausnahmen: At2g29350(S26A,A48D) und At2g29360(S27A,A49D) 10 mM) im Assay 

gewählt. Gemessen wurde bei den jeweiligen pH-Optima für die Reduktion (Abschnitt 

3.1.4.1; At2g29330: pH 5,0 (CPP); Reinhardt, 2014). Für die Wildtyp-Enzyme wurde das ent-
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sprechende Cosubstrat in einer Konzentration von 0,2 mM und für die Enzymvarianten in 

einer Konzentration von 0,4 mM eingesetzt. Die Enzymkonzentrationen lagen zwischen 5-

20 µg/mL und die Messzeit zwischen 0-6 min. Detailierte Angaben zu Enzymkonzentrationen 

und Messzeiten sind in Tabelle 6.10 im Anhang angegeben.  

2.2.5.9 Ermittlung der enzymkinetischen Parameter 

Für die Ermittlung der kinetischen Parameter anhand verschiedener Cosubstratkonzentra-

tionen und konstanter Substratkonzentration wurden Cosubstratkonzentrationen zwischen 

0,01-0,8 mM (bei NAD+ bis 3 mM) eingesetzt. Für die Ermittlung der kinetischen Parameter 

anhand verschiedener Substratkonzentrationen und konstanter Cosubstratkonzentration wur-

den Substratkonzentrationen zwischen 0,1-20 mM gewählt. Die Enzymkonzentrationen lagen 

zwischen 1-30 µg/mL und die Messzeit zwischen 0-10 min. Die Messungen erfolgten beim 

jeweiligen pH-Optimum der Proteine (Abschnitt 3.1.4.1). Detailierte Angaben zu Enzymkon-

zentration und Messzeit sowie der verwendeten Substrat- und Cosubstratverdünnungen sind 

in Tabelle 6.11 im Anhang angegeben.  

Die Auswertung erfolgte über die Auftragung der erhaltenen spezifischen Aktivitäten gegen 

die (Co-)Substratkonzentrationen und die Ermittlung der kinetischen Daten über lineare Re-

gression mit dem Programm SigmaPlot 10 (Modul: Enzyme Kinetics 1.3) nach dem Modell 

von Michaelis und Menten (1913) oder entsprechend einer unkompetitiven Substratinhibition. 

Die Berechnung der optimalen Geschwindigkeit vopt erfolgt unter Verwendung der folgenden 

Gleichung (Ziegler et al., 2009): 

� = � �� +  √ �   
Vmax = Maximalgeschwindigkeit; vopt = optimale Geschwindigkeit; Km = Michaelis-Menten Konstante; Ki = 
Dissoziationskonstante des ESS-Komplexes; ESS = Enzym-Substrat-Subtrat. 

2.2.6 Stabilitätstest für NADH und NADPH 

Um den Einfluss von Temperatur und pH-Wert auf die Cosubstrate zu untersuchen, wurden 

Stabilitätstests mit NADH und NADPH durchgeführt. Dafür wurden Kaliumphosphatpuffer 

(25 mM KPP, 125 mM NaCl, 1 mM DTT) mit den pH-Werten 5,5, 7,0 und 7,5 gewählt. Mit 

den Cosubstraten wurden in den drei Puffern ca. 2 mM-Lösungen hergestellt. Die 2 mM-

Lösungen wurden dann zum einen 1:10 mit dem entsprechenden Puffer und zum anderen mit 

deionisiertem Wasser verdünnt. Von den erhaltenen Lösungen wurden photometrisch bei 
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340 nm die Absorptionen bestimmt und die genauen Konzentrationen über das Lambert-

Beersche Gesetz ermittelt (Extinktionskoeffizient 6,22 [1/(mM · cm)]). Die Lösungen wurden 

anschließend aufgeteilt und zusammen mit den entsprechenden Puffern als Referenz bei 20 °C 

und 30 °C über 8 h inkubiert. Alle 2 h wurde die Konzentration bestimmt. 

2.2.7 Chemische und biokatalytische Synthese der Referenzsubstanzen 

2.2.7.1 Säulen- und Dünnschichtchromatographie (DC) 

Säulenchromatographie wurde mit Kieselgel der Firmen ROTH und APPLICHEM (Kieselgel 60, 

63-200 m) bei leichtem Überdruck mit den angegebenen Lösungsmitteln (Abschnitt 2.2.7.4) 

durchgeführt. 

Der Verlauf der Reaktionen, die Produktbildung und die säulenchromatographische Reini-

gung wurden mit qualitativer Dünnschichtchromatographie kontrolliert. Eingesetzt wurden 

kieselgelbeschichtete Aluminiumfolien (TLC Silica gel 60 F254) der Firma MERCK. Der Nach-

weis der Substanzen erfolgte durch Fluoreszenzdetektion mittels UV-Licht der Wellenlänge 

 = 254 nm. Für nicht UV-aktive Substanzen wurden die DC-Platten mit einem Kaliumper-

manganat/Phosphorsäure-Tauchreagenz (Europäisches Arzneibuch, 7. Ausgabe, 2011) ange-

färbt und im Anschluss wärmebehandelt. Zur Charakterisierung der Verbindungen werden die 

Rf-Werte mit dem entsprechenden Laufmittel und der Detektionsmethode angegeben (Ab-

schnitt 6.5, Anhang).  

2.2.7.2 NMR-Spektroskopie und hochauflösende Massenspektrometrie (HRMS) 

Die 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren wurden mit den Geräten DD2 400 NMR und VNMRS 

600 NMR von Agilent aufgenommen. Als Lösungsmittel wurde Deuterochloroform verwen-

det. Die Kalibration erfolgte auf das durch den Restprotonengehalt des Lösungsmittels verur-

sachte Signal (Gottlieb et al., 1997) und wird zusammen mit den experimentellen Daten der 

Substanzen angegeben (Abschnitt 6.5, Anhang). Die Angabe der chemischen Verschiebung  

erfolgt in ppm und die der Kopplungskonstanten J in Hertz (Hz). Für die Signale werden fol-

gende Abkürzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, dd = doppeltes Dublett, t = 

Triplett, dt = doppeltes Triplett, q = Quartett, m = Multiplett. Die Messungen wurden von 

Priv.-Doz. Dr. A. Porzel und R. Patzschke (Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie, Halle, 

Abteilung Wirk- und Naturstoffchemie) durchgeführt. Die Auswertung der Spektren erfolgte 

mit dem Programm MestReNova 8. Um die Zuordnung der Signale und die Strukturaufklä-

rung zu erleichtern, wurden für die unbekannten Verbindungen zusätzlich zu den entspre-
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chend eindimensionalen Spektren zweidimensionale NMR-Spektren gemessen. HSQC-

Spektren (Heteronuclear Single Quantum Coherence-Experiment) dienten dabei zur Zuord-

nung der Wasserstoffatome zu ihren entsprechenden Kohlenstoffatomen und COSY-Spektren 

(Correlated Spectroscopy-Experiment) für die Ermittlung benachbarter Wasserstoffatome. 

Hochaufgelöste Massenspektren wurden mit einem Orbitrap Elite Massenspektrometer 

(Thermo Fisher Scientific) ausgestattet mit einer HESI-Elektronenspray Ionenquelle (Span-

nung 4.0 kV, Säulentemperatur 275 °C, Source heater-Temperatur 40 °C, FTMS Auflösung 

30.000) gemessen. Als Schutzgas diente Stickstoff. Die Probenauftragung erfolgte kontinuier-

lich mit einer 500 δ Hamilton Spritzenpumpe (Flussrate 5 δ/min). Die Kalibrierung des 

Geräts erfolgte extern mit einer Standardlösung (Pierce® LTQ Velos ESI positive ion calibra-

tion solution, Produktnummer 88323, Thermo Fisher Scientific). Die Datenauswertung wurde 

mit der Software Xcalibur software 2.7 SP1 durch die Mittelung von 25 scans durchgeführt. 

Es werden jeweils die berechneten und die gemessenen Massen angegeben. Die Messungen 

und die Auswertung (Abschnitt 6.5, Anhang) wurden von Dr. A. Frolov (Leibniz-Institut für 

Pflanzenbiochemie, Halle, Abteilung Wirk- und Naturstoffchemie) durchgeführt. 

2.2.7.3 Festlegung der Nummerierung 

Um eine Charakterisierung der Substanzen zu erleichtern, wurde für das Kohlenstoffgerüst 

der Diketone folgende Nummerierung unabhängig der IUPAC-Nomenklatur festgelegt. Die 

Wasserstoffatome werden entsprechend den benachbarten Kohlenstoffatomen beziffert. 

 

Abbildung 2.3: Festlegung der Nummerierung des Kohlenstoffgerüsts des Wieland-Mischer- und des 
Hajos-Parrish-Ketons. 

2.2.7.4 Chemische Synthese der Referenzsubstanzen 

Die Strukturaufklärung der hergestellten Referenzen erfolgte im Anschluss an jede Reaktion 

mittels NMR, HRMS und GCMS. Die erhaltenen analytischen Daten sind zusammen mit den 

Rf-Werten und den NMR- und EI-Spektren im Anhang (Abschnitt 6.5-6.6) angegeben. 
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(1R,7aR)-1-Hydroxy-7a-methyl-2,3,7,7a-tetrahydro-1H-inden-5(6H)-on (4R,5R)-1 und                     

(1S,7aS)-1-Hydroxy-7a-methyl-2,3,7,7a-tetrahydro-1H-inden-5(6H)-on (4S,5S)-1 

 

(R)-HPK (250 mg, 1,52 mmol, 1 Äq.) wurde in EtOH (6,5 mL) gelöst und die Lösung auf 

-10 °C bis -15 °C gekühlt. NaBH4 (14,4 mg, 0,38 mmol, 0,25 Äq.) wurde langsam hinzugege-

ben und die Reaktion für 45 min bei -10 °C bis -15 °C gerührt. Nach vollständigem Umsatz 

(DC-Kontrolle, 100% EtOAc) wurde die Lösung mit 1M HCl behandelt (~ pH 6). Das Lö-

sungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Rückstand in Essigsäureethylester (10 mL) und 

Wasser (5 mL) aufgenommen. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester (4x) extra-

hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter Na2CO3- und NaCl-Lösung 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchroma-

tographische Reinigung (PE:EtOAc, 2:1  1:1) lieferte Verbindung (4R,5R)-1 (228 mg, 

1,37 mg, 90%) als beiges Öl. 

Die Darstellung des Produkts (4S,5S)-1 ausgehend vom (S)-HPK erfolgte analog. Die Reakti-

on lieferte Verbindung (4S,5S)-1 (250 mg, 1,52 mmol, >99%) als beigen Feststoff.  

(4aR,5R)-5-Hydroxy-4a-methyl-4,4a,5,6,7,8-hexahydronaphthalen-2(3H)-on (4R,5R)-2 und             

(4aS,5S)-5-Hydroxy-4a-methyl-4,4a,5,6,7,8-hexahydronaphthalen-2(3H)-on (4S,5S)-2 

 

(R)-WMK (250 mg, 1,4 mmol, 1 Äq.) wurde in EtOH (9,5 mL) gelöst und die Lösung auf 

-10 °C bis -15 °C gekühlt. NaBH4 (15,9 mg, 0,42 mmol, 0,3 Äq.) wurde langsam hinzugege-

ben und die Reaktion für 40 min bei -10 °C bis -15 °C gerührt. Nach vollständigem Umsatz 

(DC-Kontrolle, 100% EtOAc) wurde die Lösung mit 1M HCl behandelt (~ pH 6). Das Lö-

sungsmittel wurde in vacuo entfernt und der Rückstand in Essigsäureethylester (10 mL) und 

Wasser (5 mL) aufgenommen. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester (4x) extra-
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hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter Na2CO3- und NaCl-Lösung 

gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulen-

chromatographische Reinigung (PE:EtOAc, 2:1  1:1) lieferte ein Produktgemisch (insge-

samt: 250 mg, 1,4 mmol, >99%) aus den Verbindungen (4R,5R)-2 (95%), (4R,5S)-2 (2%) und 

(1R,4R,5R)-6 (3%) als schwach bräunliches Öl.  

Die Darstellung des Produkts (4S,5S)-2 ausgehend vom (S)-WMK erfolgte analog. Die Reak-

tion lieferte ein Produktgemisch (insgesamt: 250 mg, 1,4 mmol, >99%) aus den Verbindungen 

(4S,5S)-2 (95%), (4S,5R)-2 (3%) und (1S,4S,5S)-6 (2%) als schwach bräunliches Öl.  

(S)-7a'-Methyl-2',3',7',7a'-tetrahydrospiro[[1,3]dioxolan-2,1'-inden]-5'(6'H)-on (4S)-7 

 

(S)-HPK (100 mg, 0,61 mmol, 1 Äq.) wurde in Ethylenglycol (6 mL) gelöst und 4 Å Moleku-

larsieb hinzugefügt. para-Toluolsulfonsäure Monohydrat (116 mg, 0,61 mmol, 1 Äq.) wurde 

hinzugegeben und die Reaktion für 1,5 h bei RT gerührt. Nach vollständigem Umsatz (DC-

Kontrolle, 100% EtOAc) wurde der Reaktionsansatz auf ein Gemisch aus gesättigter Na2CO3-

Lösung und Eis geschüttet. Die wässrige Lösung wurde dann mit Essigsäureethylester (4x) 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter NaCl-Lösung gewa-

schen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromato-

graphische Reinigung (PE:EtOAc, 2:1) lieferte die geschützte Verbindung (4S)-7 (127 mg, 

0,61 mmol, >99%) als braunes Öl. 

(5'S,7a'S)-7a'-Methyl-2',3',5',6',7',7a'-hexahydrospiro[[1,3]dioxolan-2,1'-inden]-5'-ol und 

(5'R,7a'S)-7a'-Methyl-2',3',5',6',7',7a'-hexahydrospiro[[1,3]dioxolan-2,1'-inden]-5'-ol  
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LiAlH4 (1,5 mL einer 1M Lösung in THF, 1,48 mmol, 3 Äq.) wurde in Et2O (5 mL) gegeben 

und auf 0 °C gekühlt. Das geschützte Diketon (4S)-7 (103 mg, 0,49 mmol, 1 Äq.) wurde in 

Et2O (1 mL) gelöst und vorsichtig zu der LiAlH4-Lösung gegeben. Es wurde mit Et2O (2x 

1 mL) nachgespült. Die Reaktion wurde 1 h bei 0 °C gerührt und nach vollständigem Umsatz 

(DC-Kontrolle, 100% EtOAc) durch die vorsichtige Zugabe von Wasser beendet. Die wässri-

ge Phase wurde mit Essigsäureethylester (4x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden mit gesättigter Na2CO3- und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 ge-

trocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromatographische Reinigung 

(PE:EtOAc, 1,5:1) lieferte HP (4S)-9 (75 mg, 0,34 mmol, 72%) als gelbes Öl und ein Gemisch 

aus NP (4S)-9 mit HP (4S)-5 (26 mg, geringe Reinheit, siehe Abschnitt 3.3.3.2) als braunes 

Öl. 

(5S,7aS)-5-Hydroxy-7a-methyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-1-on und                        

(5R,7aS)-5-Hydroxy-7a-methyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-1-on 

 

Die geschützte Verbindung HP (4S)-9 (57 mg, 0,27 mmol, 1 Äq.) wurde in THF (3 mL) gelöst 

und auf 0 °C gekühlt. Anschließend wurde langsam 10% HCl (3 mL) hinzugegeben. Die Re-

aktion wurde über Nacht bei 5 °C gerührt (Kühlraum). Nach vollständigem Umsatz (DC-

Kontrolle, 100% EtOAc) wurde die Lösung mit Essigsäureethylester (3 mL) verdünnt und mit 

gesättigter Na2CO3-Lösung neutralisiert. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester 

(4x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter NaCl-Lösung ge-

waschen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromato-

graphische Reinigung (PE:EtOAc, 1,5:1) lieferte ein Produktgemisch (35 mg, 0,21 mmol, 

79%) aus beiden Diastereomeren P1 (4S)-3 und P2 (4S)-3 (dr 52:48) als beiges Öl. 
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(S)-8a'-Methyl-3',4',8',8a'-tetrahydro-2'H-spiro[[1,3]dioxolan-2,1'-naphthalen]-6'(7'H)-on 

(4S)-8 

 

(S)-WMK (100 mg, 0,56 mmol, 1 Äq.) wurde in Ethylenglycol (6 mL) gelöst und 4 Å Mole-

kularsieb hinzugefügt. para-Toluolsulfonsäure Monohydrat (107 mg, 0,56 mmol, 1 Äq.) wur-

de hinzugegeben und die Reaktion für 1 h bei RT gerührt. Nach vollständigem Umsatz (DC-

Kontrolle, 100% EtOAc) wurde der Reaktionsansatz auf ein Gemisch aus gesättigter Na2CO3-

Lösung und Eis geschüttet. Die wässrige Lösung wurde dann mit Essigsäureethylester (4x) 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter NaCl-Lösung gewa-

schen, über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromato-

graphische Reinigung (PE:EtOAc, 2:1) lieferte die geschützte Verbindung (4S)-8 (124 mg, 

0,56 mmol, >99%) als braunes Öl. 

(6'S,8a'S)-8a'-Methyl-3',4',6',7',8',8a'-hexahydro-2'H-spiro[[1,3]dioxolan-2,1'-naphthalen]-6'-ol 

und                                                                                                 

(6'R,8a'S)-8a'-Methyl-3',4',6',7',8',8a'-hexahydro-2'H-spiro[[1,3]dioxolan-2,1'-naphthalen]-6'-ol 

 

LiAlH4 (1,4 mL einer 1M Lösung in THF, 1,39 mmol, 3 Äq.) wurde in Et2O (5 mL) gegeben 

und auf 0 °C gekühlt. Das geschütze Diketon (4S)-8 (104 mg, 0,47 mmol, 1 Äq.) wurde in 

Et2O (1 mL) gelöst und vorsichtig zu der LiAlH4-Lösung gegeben. Es wurde mit Et2O (2x 

1 mL) nachgespült. Die Reaktion wurde 1 h bei 0 °C gerührt und nach vollständigem Umsatz 

(DC-Kontrolle, 100% EtOAc) durch die vorsichtige Zugabe von Wasser beendet. Die wässri-

ge Phase wurde mit Essigsäureethylester (4x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden mit gesättigter Na2CO3- und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 ge-

trocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromatographische Reinigung 
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(PE:EtOAc, 1,5:1) lieferte HP (4S)-10 (69 mg, 0,31 mmol, 66%) als gelbes Öl und NP (4S)-10 

(24 mg, geringe Reinheit, siehe Abschnitt 3.3.3.2) als braunes Öl. 

(6S,8aS)-6-Hydroxy-8a-methyl-3,4,6,7,8,8a-hexahydronaphthalen-1(2H)-on und              

(6R,8aS)-6-Hydroxy-8a-methyl-3,4,6,7,8,8a-hexahydronaphthalen-1(2H)-on 

 

Das geschützte HP (4S)-10 (50 mg, 0,22 mmol, 1 Äq.) wurde in THF (3 mL) gelöst und auf 

0 °C gekühlt. Anschließend wurden langsam 10% HCl (3 mL) hinzugegeben. Die Reaktion 

wurde über Nacht bei 5 °C gerührt (Kühlraum). Nach vollständigem Umsatz (DC-Kontrolle, 

100% EtOAc) wurde die Lösung mit Essigsäureethylester (3 mL) verdünnt und mit gesättigter 

Na2CO3-Lösung neutralisiert. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester (4x) extra-

hiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, 

über MgSO4 getrocknet und das Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromatographische 

Reinigung (PE:EtOAc, 1:1,5) lieferte ein Produktgemisch (26 mg, 0,14 mmol, 65%) aus bei-

den Diastereomeren P1 (4S)-4 und P2 (4S)-4 (dr 69:31) als braunes Öl. 

(7aS)-7a-methyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-indene-1,5-diol 

 

LiAlH4 (1,83 mL einer 1M Lösung in THF, 1,8 mmol, 4 Äq.) wurde zu Et2O (10 mL) gegeben 

und auf 0 °C gekühlt. (S)-HPK (75 mg, 0,45 mmol, 1 Äq.) wurde in Et2O (2 mL) gelöst und 

langsam zu der LiAlH4-Lösung gegeben. Es wurde mit Et2O (2x 1 mL) nachgespült. Die Re-

aktion wurde 2 h bei RT gerührt und nach vollständigem Umsatz (DC-Kontrolle, 100% Et-

OAc) durch die vorsichtige Zugabe von Wasser bei 0 °C beendet. Die wässrige Phase wurde 

mit Essigsäureethylester (4x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ge-

sättigter Na2CO3- und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 
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Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromatographische Reinigung (PE:EtOAc, 2:1  

PE:EtOAc, 1:1) lieferte HP (4S)-5 (67 mg, 0,39 mmol, 87%) als braunes Öl und NP (4S)-5 

(8 mg, geringe Reinheit, siehe Abschnitt 3.3.3.2) als braunen Feststoff. 

(1S,6S,8aS)-8a-Methyl-1,2,3,4,6,7,8,8a-octahydronaphthalene-1,6-diol (1S,5S,6S)-6 und                  

(1S,6R,8aS)-8a-Methyl-1,2,3,4,6,7,8,8a-octahydronaphthalene-1,6-diol (1R,4S,5S)-6 

 

LiAlH4 (1,12 mL einer 1M Lösung in THF, 1,12 mmol, 4 Äq.) wurde zu Et2O (8 mL) gegeben 

und auf 0 °C gekühlt. (S)-WMK (50 mg, 0,28 mmol, 1 Äq.) wurde in Et2O (0,5 mL) gelöst 

und langsam zu der LiAlH4-Lösung gegeben. Es wurde mit Et2O (2x 0,5 mL) nachgespült. 

Die Reaktion wurde 2 h bei RT gerührt und nach vollständigem Umsatz (DC-Kontrolle, 100% 

EtOAc) durch die vorsichtige Zugabe von Wasser bei 0 °C beendet. Die wässrige Phase wur-

de mit Essigsäureethylester (4x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 

gesättigter Na2CO3- und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über MgSO4 getrocknet und das 

Lösungsmittel in vacuo entfernt. Säulenchromatographische Reinigung (PE:EtOAc, 1,5:1  

PE:EtOAc, 1:1) lieferte Verbindung (1S,5S,6S)-6 (43 mg, 0,23 mmol, 84%) als beigen Fest-

stoff und Verbindung (1R,4S,5S)-6 (19 mg, geringe Reinheit, siehe Abschnitt 3.3.3.2) als gel-

bes Öl. 

2.2.7.5 Biokatalytische Synthese der -ungesättigten Hydroxyketone 

Zur Herstellung der -ungesättigten Hydroxyketone wurden die als Substrate von 

At2g29350 und CoTR akzeptierten Enantiomere von WMK und HPK in 20 mg-Ansätzen mit 

den beiden Enzymen umgesetzt. Die Ansätze von At2g29350 wurden bei pH 5,5 (KPP) mit 

NADPH und die von CoTR bei pH 5,0 (CPP) mit NADH durchgeführt. Die Ansätze der bei-

den Enzyme sind mit den genauen Angaben in Tabelle 2.16 aufgeführt.  

Allgemeine Durchführung: 

NAD(P)H (1,4 Äq.) wurde in entionisiertem Wasser (Gesamtvolumen der Ansätze: 11 mL) 

gelöst und der entsprechende Puffer hinzugegeben (1,1 mL, 1 M SL  0,1 M im Ansatz). An-

schließend wurde das entsprechende enantiomerenreine Substrat (VSL, 200 mM methano-
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lische Stammlösung (SL), 1,0 Äq) hinzugegeben. Das jeweilige Protein (At2g29350  

75 µg/mL, CoTR  250 µg/mL) wurde hinzugefügt und der Ansatz steril filtriert (Puradisc 

FP 30/0,2 CA-S, Whatman) und bei 30 °C über 17-20 h unter leichtem Schwenken inkubiert. 

Bei einem fast vollständigen Umsatz (DC-Kontrolle, 100% EtOAc) des Substrats*, wurde die 

Reaktion durch Zugabe von gesättigter Na2CO3-Lösung (2 mL) beendet. Der Ansatz wurde 

mit Essigsäureethylester (4x) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über MgSO4 

getrocknet. Das Lösungsmittel wurden in vacuo entfernt und die säulenchromatographische 

Reinigung (PE:EtOAc 2:1  PE:EtOAc 1:1) lieferte die Produkte als gelbliche bis bräunliche 

Öle. Die erhaltenen Produkte wurden mittels NMR und GCMS vermessen (Abschnitte 3.3.3.3 

und 6.5-6.6, Anhang). 

*Konnte nach einem Tag kein fast vollständiger Umsatz festgestellt werden, so wurde weiteres 

NAD(P)H (1,4 Äq.) und weiteres Protein hinzugefügt, der Ansatz erneut steril filtriert und die 

Reaktion für weitere 17-20 h inkubiert. 

Tab. 2.16: Biokatalytische Umsetzungen des Wieland-Miescher- und des Hajos-Parrish-Ketons mit 
At2g29350 (a) und CoTR (b). 

a) Ansatz/Substrate (20 mg) Cosubtrat (NADPH) Enzym Zeit 
 VSL [mL] n [mmol] Äq. m [mg] n [mmol] Äq. c [µg/mL] [d] 
(S)-WMK 0,57 0,11 1,0 130 0,16 1,4 75 1 

(S)-HPK 0,61 0,12 1,0 142 0,17 1,4 75 1 

(R)-HPK 0,61 0,12 1,0 2x 142* 2x 0,17* 2x 1,4* 2x 75* 2x 1* 
 

b) Ansatz/Substrate (20 mg) Cosubtrat (NADH) Enzym Zeit 
 VSL [mL] n [mmol] Äq. m [mg] n [mmol] Äq. c [µg/mL] [d] 
(R)-WMK 0,57 0,11 1,0 112 0,16 1,4 250 1 

(S)-WMK 0,57 0,11 1,0 2x 112* 2x 0,16* 2x 1,4* 2x 250* 2x 1* 

(R)-HPK 0,61 0,12 1,0 121 0,17 1,4 250 1 
 

2.2.8 GCMS-Analytik der biokatalytischen Produktbildung  

Die Produktbildung der enzymatischen Umsetzungen wurde mittels GCMS analysiert. Dazu 

stand der Gaschromatograph GC-2010 gekoppelt mit dem Massenspektrometer GCMS-

QP2010S (Shimadzu) und eine DB5 Säule (FS-Supreme-5ms, 30 m x 0,25 mm, Filmdicke 

0,1 m, CS-Chromatografie Service) zur Verfügung. Als Trägergas wurde Helium mit einer 

konstanten Flussrate von 1 ml/min verwendet. Von jeder Probe wurde ein Volumen von 1 l 

splitlos injiziert. Es wurde bei einer Detektorspannung von 1,5 kV absolut und einer Interface-

Temperatur von 250 °C gearbeitet. Die Quelle wurde bei einer Temperatur von 200 °C (Injek-
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tortemperatur) betrieben. Die verwendeten GC-Temperatur- und MS-Analyseprogramme sind 

in Tabelle 2.17 zusammengefasst. 

Tab. 2.17: GC-Temperaturgradienten und MS-Analysemethoden. 

 Substanzen GC-Temperaturgradient MS-Analyse 
1. 3MCH/             

3MCHol 
 

4,0-14 min,  Scan-
Modus (Totalionen-
strom), 50-400 m/z 

2. (S)/(R)-WMK 
und reduzierte 
Derivate  

3,0 -31,5 min, 
Scan-Modus (To-
talionenstrom), 50-
400 m/z 

3. (S)/(R)-HPK 
und reduzierte 
Derivate  

5,0 -48,5 min, 
Scan-Modus (To-
talionenstrom), 50-
400 m/z 

 

2.2.8.1 Qualitativer Produktnachweis 

Der qualitative Produktnachweis erfolgte für alle Analyten. Dafür wurden sowohl die käufli-

chen Substanzen (3MCH, 3MCHol, (S)/(R)-WMK, (S)/(R)-HPK), als auch die synthetisch 

hergestellten Hydroxyketon- und Diol-Referenzen mit einer Konzentration von ca. 1,25 mM 

(Ausnahme: Diketone  0,125 mM) in das Gerät injiziert und die Retentionszeiten und Mas-

senfragmentierungsmuster (Abschnitt 6.5-6.6, Anhang) ermittelt. Als Lösungsmittel wurden 

Essigsäureethylester (Diketone und Derivate) und Hexan (3MCH/3MCHol) verwendet. Als 

Detektionslimits (limit of detection, LOD) wurde ein Signal:Rausch-Verhältnis von 1:2-3 

festgelegt. Für den qualitativen Nachweis der Produktbildung bei der Umsetzung von 3MCH 

(Reduktion) und 3MCHol (Oxidation) durch die Enzymvarianten und Chimären wurde pro 

Protein eine Probe und eine Negativkontrolle (Protein 10 min/95 °C inkubiert) angesetzt, die 

jeweils einmal vermessen wurden. Der qualitative Produktnachweis der Umsetzung der Dike-

tone (Reduktion) und Hydroxyketone (Oxidation) mit den Wildtyp-Enzymen, Enzymvarian-

ten und Chimären erfolgte in Verbindung mit den semiquantitativen Messungen. 

2.2.8.2 Semiquantitativer Produktnachweis 

Die Semiquantifizierung erfolgte für die Diketone und die erhaltenen Reduktionsprodukte 

durch Integration der Peakflächen. Das Quantifizierungslimit (limit of quantification, LOQ) 

wurde empirisch ermittelt und mit einem Signal:Rausch-Verhältnis von >5, einer Peakfläche 

von ≥40.000 und einer maximalen prozentualen Standardabweichung von ≥12% festgelegt. 

Für den qualitativen und semiquantitativen Produktnachweis der Umsetzung der Diketone 
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(Reduktion) und Hydroxyketone (Oxidation) mit den Wildtyp-Enzymen, Enzymvarianten und 

Chimären wurden jeweils drei Wiederholungen sowie eine Negativkontrolle (Protein 

10 min/95 °C inkubiert) pro Substrat angesetzt. Jede Wiederholung sowie die Negativkontrol-

le wurde 3x vermessen (technische Replikate: n = 3). 

2.2.8.3 biokatalytische Ansätze und Vermessung der Proben 

Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 0,5 mL. Die Ansätze wurden auf Eis vorpipettiert und 

enthielten 1 mM Substrat (3MCH oder 3MCHol als 20 mM wässrige Stammlösung bzw. 

(S)/(R)-WMK, (S)/(R)-HWK, (4S,5S)-1, (4R,5R)-1, (4S,5S)-2 oder (4R,5R)-2 als 20 mM me-

thanolische Stammlösung) und 3 mM Cosubstrat (NAD(P)(H) als 10 mM wässrige Stammlö-

sungen). Die Ansatzpuffer (100 mM) wurden entsprechend den pH-Optima der Enzyme ge-

wählt (Abschnitt 3.1.4.1 und Tab. 3.7; Ausnahmen: At2g29360(S27A,A49D) und At2g29350-

(V103A)). Zum Abschluss wurden die Enzyme entsprechend ihrer Aktivität (75 oder 

150 µg/mL) hinzugefügt. Die genauen Angaben für jedes Protein sind in den Tabellen 6.12 

und 6.13 im Anhang aufgelistet. Die Ansätze wurden dann bei 30 °C und 350 rpm für 1 h 

(3MCH/3MCHol) bzw. 3 h (Diketone/Hydroxyketone) inkubiert. Durch die Zugabe von 

150 µL gesättigter Na2CO3-Lösung wurden die Reaktionen gestoppt und mit 250 µL Hexan 

(3MCH/3MCHol) bzw. Essigsäureethylester (Diketone/Hydroxyketone) extrahiert. Anschlie-

ßend wurden die Ansätze bei RT und 13.000 rpm für 1-2 min zentrifugiert.  

Die Hexanphasen der 3MCH/3MCHol-Ansätze wurden abgenommen und direkt in das Gerät 

injiziert. Die Auswertung erfolgte über den Vergleich mit den ermittelten Retentionszeiten und 

Massenfragmentierungsmustern.  

Von den Essigsäureethylesterphasen der Diketon/Hydroxyketon-Ansätze wurden 90 µL als 

Probe abgenommen und mit 10 µL einer 1 mg/mL (+)-Campher-Lösung (Referenz für Injek-

torkontrolle) versetzt. Die qualitative Auswertung erfolgte über den Vergleich mit den ermit-

telten Retentionszeiten und Massenfragmentierungsmustern und die semiquantitative Auswer-

tung manuell über die Peakflächen. 

2.2.9 Kristallisation  

2.2.9.1 Screening von Kristallisationsbedingungen im 96-Well-Maßstab 

Um geeignete Bedingungen für das Kristallisieren der Enzyme At2g29350 und CoTR zu fin-

den, wurden zuerst verschiedene Kristallisationsbedingungen im 96-Well-Maßstab (3-well 
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Kristallisationsplatten, SWISSCI) gescreent. Für beide Enzyme wurde das Screening mit je 

fünf verschiedenen Präparationsansätzen durchgeführt (Tab. 2.18a und b). 

Tab. 2.18: Präparationsansätze für das 96-Well-Screening von CoTR (a) und At2g29350 (b). 

a)   Substrat                    c[mM] c(NADP+) [mM] Lagerpuffer 
1. - - - Tris/HCl 

2. (R)-WMK 0,58 0,58 Tris/HCl 

3. Tropinon 0,58 0,58 Tris/HCl 

4. 1,4-Cyclohexadion 0,58 0,58 Tris/HCl 

5. (-)-Carvon 0,58 0,58 Tris/HCl 
 

b)   Substrat                    c[mM] c(NADP+) [mM] Lagerpuffer 
1. - - - HEPES 

2. (S)-HPK 0,60 0,60 HEPES 

3. (S)-WMK 0,60 0,60 Tris/HCl 

4. (-)-Menthon 0,60 0,60 Tris/HCl 

5. (-)-Carvon 0,60 0,60 Tris/HCl 
 

Für CoTR wurden alle Ansätze (1.-5.) in einem Tris-Puffer (20 mM Tris/HCl pH 7,5, 50 mM 

NaCl, 1mM DTT) angesetzt. Für At2g29350 wurden die ersten zwei Ansätze (1.-2.) in einem 

HEPES-Puffer (20 mM HEPES pH 8.0, 1mM DTT) und die letzten drei Ansätze (3.-5.) in 

dem Tris-Puffer entsprechen CoTR durchgeführt. Die Enzyme wurden nach dem Überführen 

in die jeweiligen Puffer auf eine Proteinkonzentration von 15 mg/mL aufkonzentriert. Neben 

den Ansätzen zum Kristallisieren der Apoformen (Tab. 2.18a und b, 1.) wurden auch ver-

schiedene Ansätze mit Cosubstrat und verschiedenen Substraten für das Cokristallisieren des 

inaktiven Komplexes (Tab. 2.18a und b, 2.-5.) angesetzt. Für das Cokristallisieren wurde ein 

1,2 molarer Überschuß an Substrat und Cosubstrat im Vergleich zum jeweiligen Enzym ein-

gesetzt (CoTR: 0,58 mM; At2g29350: 0,60 mM). Das Screening mit den 96-Well-Platten ver-

lief über die auf Dampfdiffusion basierende Sitting drop-Methode. In die Reservoirkammer 

wurden 55 µL der Kristallisationslösung vorgelegt. Danach wurden in die drei umliegenden 

Karvitäten von einem Pipettierroboter (Cartesian Microsys, Zinsser-Analytik) 250 nL der Lö-

sung aus der Reservoirkammer mit 250 nL des Proteinansatzes vereint. Die Platten wurden 

mit UV-durchlässiger Folie luftdicht verschlossen. Sowohl das Pipettieren als auch das Lagern 

der Platten erfolgte im Kühlraum bei 15 °C. Für das 96-Well-Screening wurden kommerziell 

erhältliche Kits mit verschiedenen Kristallisationsbedingungen verwendet (Tab. 2.19). Die 

fertigen Kristallisationsplatten wurden in ein automatisiertes Imaging-System (Desktop 
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MinstrelTM UV, Rigaku Europe) gestellt und dort über einen Zeitraum von 4-5 Wochen in 

regelmäßigen Abständen fotographiert. 

Tab. 2.19: Screeningkits für das 96-Well-Screening.  

Jena Bioscience Hampton research Sigma Molecular Dimension 
JBS classic 1-10 

JBScreen JCSG++ 1-4 (HTC) 

JBS cryo HTC 

HR crystal screen 

HR crystal Screen 2 

HR Slice pH 

Sigma low ionic MD Morpheus 

 

2.2.9.2 Fine screening der Kristallisationsbedingungen 

Anhand der Ergebnisse aus den 96-Well Screenings wurden verschiedene Kristallisationsbe-

dingungen im 15-Well-Maßstab (EasyXtal-Platten, Qiagen) im Hanging drop-Verfahren für 

CoTR getestet. Für dieses fine screening wurden zum einen die Enzymkonzentration (5-

15 mg/mL) und zum anderen bei gepufferten Bedingungen der pH-Wert (± pH 0,1 bis ± pH 

0,5) variiert. NADP+ und die Substrate wurden entsprechend Tabelle 2.18a weiterhin in einem 

1,2-fachen molaren Überschuss eingesetzt. Einige Bedingungen wurden sowohl bei 15 °C als 

auch bei RT getestet. Eine genaue Übersicht über die getesteten Bedingungen des fine scree-

nings ist in Tabelle 6.14 im Anhang dargestellt. In die Reservoirkammern der 15-Well Platten 

wurden je 0,5 mL der Kristallisationslösung vorgelegt. Für die 1:1-Ansätze wurden je 2 µL 

Proteinlösung und 2 µL der Kristallisationslösung vereint. Die Platten wurden bei der entspre-

chenden Temperatur gelagert und in regelmäßigen Abständen lichtmikroskopisch unter polari-

siertem Licht auf Kristallbildung und -wachstum kontrolliert. 

2.2.9.3 Kryoschutz und Liganden-Soaking 

Zum Schutz der CoTR-Kristalle während der Analyse mittels Röntgenstrahlung wurden die 

Kristalle schockgefroren. Damit sich dabei keine Eiskristalle bilden, welche die Datensamm-

lung stören würden, wurden die Proteinkristalle zuvor mit einem Kryoschutz versehen. Dazu 

wurden 20-40% Ethylenglycol zu den Kristallisationsbedingungen gegeben und der entspre-

chende Kristall unter zuhilfenahme einer Nylonschlinge (Loop) kurz in die Lösung getaucht 

und dann direkt auf den Goniometerkopf gesetzt und in einem Stickstoffstrom bei -180°C 

(Rigaku XSTREAM 2000) tiefgefroren. Um eine zusätzliche Aufnahme von Substrat zu er-

möglichen wurden die entsprechenden Kryolösungen teilweise mit den gewünschten Substra-

ten und Cosubstraten versetzt und die Kristalle 1-5 min in der Lösung inkubiert (Soaking). 
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2.2.9.4 Datensammlung- und prozessierung 

Die Datensammlung- und prozessierung wurden von Dr. C. Parthier (MLU, Institut für Bio-

chemie und Biotechnologie, Abteilung Physikalische Biotechnologie) durchgeführt. Die Auf-

nahme der Beugungsdatensätze der CoTR-Kristalle erfolgte an einem Röntgendrehanodenge-

nerator (MicroMaxTM 007, Rigaku,  = 1.54182 Å) mit einem Saturn λ44+ CCD Detektor 

bzw. einer R-axis IV++ Imaging Plate (Rigaku). Der Datensatz des CoTR-Kristalls b wurde 

zudem am Synchrotron BESSY-II (Helmholz-Institut, Berlin) an der Beamline 14.1 (  = 

0,9184 Å) mit einem PILATUS-6M-Detektor (Dectrisq) erhalten. Die Prozessierung der Da-

tensätze erfolgte mit dem Programm XDS (Kabsch, 2010). Die Statistik der Datensammlung 

ist in Tabelle 6.19 im Anhang aufgeführt. 

2.2.9.5 Strukturlösung und Verfeinerung 

Die Strukturlösung und Verfeinerung wurden von Dr. C. Parthier (MLU, Institut für Bioche-

mie und Biotechnologie, Abteilung Physikalische Biotechnologie) durchgeführt. Die Phasie-

rung der Datensätze erfolgte durch die Methode des molekularen Ersatzes (Molecular Re-

placement) mittels des Programms PHASER des CCP4-Softwarepaketes (McCoy et al., 

2007). Als Template wurde die Kristallstruktur der Tropinonreduktase I aus D. stramonium 

(PDB-Code: 1AE1; Nakajima et al., 1998) verwendet (Sequenzidentität zu CoTR: 51%). Die 

Kristallstrukturen wurden mit den Programmen COOT (Emsley et al., 2010) und phe-

nix.refine (Adams et al., 2010) gebaut und verfeinert. Die Strukturvalidierung erfolgt mit der 

MOLPROBITY-Software (Chen et al., 2010). Die Statistik der Strukturverfeinerung ist in 

Tabelle 6.19 im Anhang wiedergegeben. 

Die Strukturanalyse und graphische Darstellung der Kristallstrukturen erfolgte mit dem Pro-

gramm Pymol (v0.99, DeLano Scientific LLC). Die Interaktionsflächen wurden mit dem Tool 

PDBePISA (EMBL-EBI, www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) analysiert. 

2.2.10 Methoden der Bioinformatik 

Da es nicht möglich war CoTR zusätzlich zum NADP+ mit einem der Diketone cozukris-

tallisieren, wurden die Diketone in die Kristallstruktur gedockt. Das Docking erfolgte unter 

der Anleitung von Priv.-Doz. Dr. W. Brandt (Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie, Halle, 

Abteilung Wirk- und Naturstoffchemie). Das Docking wurde zum einen mit dem Programm 

MOE (Version 2014.9, Chemical Computing Group Inc.) und zum anderen mit dem Pro-

http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/
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gramm GOLD (GOLD suite, Version 5.2.2) durchgeführt. Für das Docking wurde die Kris-

tallstruktur B von CoTR verwendet (Auflösung 1,44 Å).  

2.2.10.1 Konformationsberechnungen der Diketone 

Durch ihre beiden annilierten Ringsysteme können die bizyklischen Diketone in verschiede-

nen Konformationen vorliegen. Da während Dockingstudien Ringsysteme nicht ihre Ringkon-

formationen ändern können, wurde vor dem Docking für die vier Enantiomere der beiden 

Diketone eine Konformationssuche durchgeführt. Hierfür wurden LowMod Moleküldynamik 

Simulationen in MOE mit dem Kraftfeld MMFF94 (Halgren, 1996) durchgeführt. Für das 

Docking wurde das jeweils energetisch niedrigste Konformer genutzt. 

2.2.10.2 Docking mit MOE 

Das Docking unter Verwendung des Programms MOE beruht auf dem direkten Docking der 

Liganden in die, durch die Kristallstruktur vorgegebene, starre Struktur der Substratbindeta-

sche. Vor dem Docking wurden die Wasserstoffatome in der Kristallstruktur ergänzt. Für das 

Docking wurde das Tetramer verwendet, jedoch wurde nur die Substratbindetasche der Kette 

A angewählt und zuvor NADP+ manuell in NADPH geändert. Da die Kette A zwei mögliche 

Konformationen für die Aminosäure V156 enthielt, wurde die Konformation ausgewählt, 

welche in den Ketten B-D vorlag. Das verwendete Kraftfeld war Amber 10:EHT (Cornell et 

al., 1995), für eine zusätzliche Energieminimierung wurde das induced fit-Tool angewählt und 

als Scorring-Funktion wurde der δondon ΔG score verwendet. Die Auswertung der Docking-

Ergebnisse erfolgte im Vergleich zu der, über die GCMS-Ergebnisse erhaltene Produktbildung 

und unter Berücksichtigung der „Energie refine“-Werte. 

2.2.10.3 Docking mit GOLD 

Das Docking mit dem Programm GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking, 

Cambridge Crystallographic Data Centre, Jones et al., 1997; Verdonck et al., 2003) erlaubt 

das Docken der Liganden in die Substratbindetasche der Kristallstruktur unter Einbeziehung 

von flexiblen Seitenketten. Vor dem Docking wurden aus der Kristallstruktur alle weiteren 

Liganden (H2O, Dioxan und Ethylenglycol) mit Ausnahme von NADP+ entfernt und die Kette 

A als Monomer gespeichert. Die Wasserstoffatome wurden hinzugefügt und NADP+ wurde 

manuell in NADPH geändert. Die Konformation von V156 wurde entsprechend dem Docking 

mit MOE ausgewählt. Ausgehend vom Wasserstoffatom der Hydroxygruppe von Y168 wurde 

die Substratbindetasche in einem Radius von 15 Å makiert und die Seitenketten der Amino-
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säuren L205, F200, Y209 und F210 als flexibel definiert. Dadurch werden während der Be-

rechnung alle möglichen Rotamere der vier Aminosäuren berücksichtigt. Für jedes Enantio-

mer wurden unter Verwendung des GOLDscores die besten 30 Dockingposen ermittelt. Die 

Auswertung der Dockingposen erfolgte im Vergleich zu der über die GCMS-Analyse erhalte-

ne Produktbildung zusammen mit der Ermittlung des Abstands der Hydridübertragung und 

der Wasserstoffbrückenbindungen zur katalytischen Tetrade. Passende Dockingergebnisse 

wurden anschließend mittels Energieminimierung (MOE, Kraftfeld: Amber 99; Cheatham et 

al., 1999) optimiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Optimierung der Cosubstratpräferenz der Tropinonreduktase-ähnlichen En-

zyme aus A. thaliana und von CoTR aus C. officinalis durch gerichtete Mutagene-

se 

3.1.1. Änderung der Cosubstratpräferenz von At2g29350  

Durch ihre strikte Aktivität mit NADPH gegenüber CoTR mit einer Aktivität sowohl mit 

NADPH als auch mit NADH wurde At2g29350 als Startpunkt für die Optimierung der Co-

substratpräferenz ausgewählt. At2g29330 bot sich auf Grund ihrer NADH-Abhängigkeit und 

einer Sequenzidentität von 64% als Leitstruktur zur Optimierung der Cosubstratspezifität von 

At2g29350 an. Dazu wurden die Homologiemodelle von At2g29350 mit NADPH und 

At2g29330 mit NADH aufeinandergelegt (Abb. 3.1; Fischer 2015; vergl. Abb. 6.12a und b, 

Anhang) und die beiden relevanten Bereiche (Glycin-reiches Motiv und Ende des zweiten 

-Faltblattes ( B)) verglichen.  

 

Abb. 3.1: Sequenz- und Strukturalignment der Cosubstratbinderegionen von At2g29350 und At2g29330. 
Zusätzlich N-terminale Sequenzen von At2g29360 und CoTR. Dunkelgrau: At2g29350; hellgrau: At2g29330; 
orange: NADPH; gelb: NADH. Relevante Aminosäuren werden als Sticks und für die Übersichtlickeit ohne 
Hauptkette dargestellt; pink: saure Aminosäure am Ende des zweiten -Faltblattes ( B) von At2g29330; hell-
blau: Serin im Glycin-reichen Motiv von At2g29350; grün: basische Aminosäuren von At2g29350 im Glycin-
reichen Motiv und nach dem zweiten -Faltblatt ( B). Im Alignment grau: Glycin-reiches Motiv. Homolo-
giemodelle, Fischer, 2015.  

At2g29350    MA-KEGGLGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGAKVHTCARDETQLQERLR  59 

At2g29360    MAKTGESLRDKPRWSLVGMTALVTGGSKGIGEAVVEELATLGARIHTCARDETQLQESLR  60 

At2g29330    ---------MDKRWSLQGLTALVTGGASGIGHAIVEELAGFGAKIHVCDISKTLLNQSLS  51 

CoTR         MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQESLR  60 

                       . **** *:*******:.***.*:***** :**::*.*  .:* *:: *  
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Im Fall von At2g29330, welche eine Aktivität mit NAD(H) und NADP(H) aufweist, jedoch 

eine 5x höhere Affinität zu NADH als zu NADPH zeigt (Reinhardt, 2014), findet sich am 

Ende des zweiten -Faltblattes ( B) der erwartete negativ geladene bzw. saure Rest (D40). 

Das Aspartat ist gewöhnlich so orientiert, dass es zu beiden Hydroxygruppen der Adenosin-

ribose Wasserstoffbrückenbindungen ausbilden kann und somit NADH im aktiven Zentrum 

bindet und positioniert. Liegt das Aspartat im Enzym vor, wird NADPH meist gar nicht oder 

nur mit verminderter Affinität gebunden, da es zwischen der Phosphat-Gruppe an der Adeno-

sinribose und der Seitenkette des Aspartats zu elektrostatischer Abstoßung und/oder sterischer 

Hinderung kommt. Bei dem mit NADP(H) aktiven Enzym At2g29350 bestimmen hingegen 

zwei basische Aminosäuren die Cosubstratspezifität. Eine der basischen Aminosäuren ist in 

dem Glycin-reichen Motiv (K27) positioniert. Die zweite Aminosäure hingegen sitzt unmit-

telbar hinter dem zweiten -Faltblatt ( B, R49). Die basischen Aminosäuren sind in der Lage 

Wasserstoffbrückenbindungen zu der Phosphat-Gruppe an der Adenosinribose auszubilden 

und helfen so das Cosubstrat zu positionieren und zu binden. 

Ausgehend von dem Sequenz- und Strukturvergleich wurde zunächst mit ortsgerichteter Mu-

tagenese-PCR (Abschnitt 2.2.3.1) in At2g29350 ein Aspartat am Ende des zweiten -

Faltblattes eingeführt (A48D). Zudem sollte eine potenzielle Bindung zur Phosphatgruppe 

von NADPH reduziert werden, indem K27 entsprechend At2g29330 gegen ein Serin ausge-

tauscht wurde (Abb. 3.1). Die anschließende Aktivitätsmessung der Enzymvarianten erfolgte 

photometrisch in Anlehnung an die Sättigungsbedingungen des Wildtyp-Enzyms At2g29350 

(0,2 mM NAD(P)H und 5 mM 3MCH; Reinhardt, 2014). Unter den gwählten Bedingungen 

konnte für die beiden Varianten At2g29350(A48D) und At2g29350(K27S,A48D) keine Akti-

vität gemessen werden. Beim weiteren Betrachten der Homologiemodelle fiel auf, dass sich in 

At2g29330 in räumlicher Nähe zum Aspartat (D40) ein kleines Alanin (A18) befindet. In 

At2g29350 liegen hingegen in den analogen Positionen ein Alanin (A48, vergl. D40) und ein 

Serin (S26, vergl. A18) vor. Wird das A48 nun zu einem Aspartat mutiert, so kommen sich 

S26 und das neu eingeführte D48 in At2g29350(A48D) und At2g29350(K27S,A48D) unter 

Umständen sehr nahe, wodurch es zu elektrostatischer Abstoßung und/oder sterischer Hinde-

rung kommen könnte. Hieraus könnte die Inaktivität der beiden Enzymvarianten unter den 

Standardbedingungen des Wildtyp-Enzyms resultieren. Auf Basis dieser Überlegung wurde 

die Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D) hergestellt und ebenfalls im Standardassay für 

das Wildtyp-Enzym vermessen. Da unter den Standardbedingungen nur mit NADH eine ge-

ringe Aktivität gemessen werden konnte, wurde die Cosubstrat- und Substratkonzentration 
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schrittweise erhöht. Abbildung 3.2 zeigt, dass die messbare Enzymaktivität von At2g29350-

(S26A,A48D) mit zunehmender Cosubstrat- und Substratkonzentration ansteigt.  

 

Abb. 3.2: Abhängigkeit der Enzymaktivität von At2g29350(S26A,A48D) von der Substrat- und Cosub-
stratkonzentration. Die photometrischen Messungen der Absorptionsänderung von NADH bei 340 nm wurden 
bei pH 7,5, 30 °C und einer Reaktionszeit von 6 min durchgeführt. Mittelwert und Standardabweichung aus zwei 
Wiederholungen mit jeweils vier technischen Replikaten (n = 4). 

Da bei einer geringen Enzymkonzentration von 5 µg/mL die Messungen noch mit starken Ab-

weichungen behaftet waren, wurden die Messungen zusätzlich mit höheren Enzymkonzentra-

tionen (20, 50, 100 µg/mL) durchgeführt. Für die NADH-Messungen bestätigten die hohen 

Enzymkonzentrationen das Verhalten (Abb. 3.2; 20 µg/mL). Mit NADPH konnte unter keiner 

der getesteten Bedingungen eine Aktivität gemessen werden. Somit wurde davon ausgegan-

gen, dass At2g29350(S26A,A48D) ausschließlich mit NADH aktiv ist. Auf Grund der stei-

genden Aktivität mit steigender Cosubstrat- und Substratkonzentration wurde für weitere En-

zymvarianten mit der Mutationsstelle A48D folgende Festlegung getroffen: sollte unter Stan-

dardbedingungen (0,4 mM NAD(P)H, 10 mM 3MCH, 30 °C, 20 µg/ml Enzym, Reaktionszeit 

6 min) keine Abnahme der Absorption und damit der Cosubstratkonzentration messbar sein, 

so wird das entsprechende Enzym als inaktiv klassifiziert. Da bekannt war, dass die Aktivität 

der TRL stark pH-abhängig ist (Reinhardt, 2014), wurde der Standardassay zudem bei drei 

verschiedenen pH-Werten (Citrat/Phosphat-Puffer (CPP) pH 5,0; Kaliumphosphatpuffer 

(KPP) pH 6,0 und pH 7,0) durchgeführt. Für aktive Enzyme wurde anschließend die Produkt-

bildung mittels GCMS verifiziert (Abschnitt 2.2.8). 

Die Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D) zeigte strikte Aktivität mit NADH, diese war 

jedoch im Vergleich zur Aktivität des Wildtyp-Enzyms mit NADPH (ca. 40 nkat/mg; Abb. 

3.6) geringer. Mit dem Ziel, die Aktivität von At2g29350(S26A,A48D) zu erhöhen wurden 
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zusätzlich die basischen Aminosäuren in Anlehnung an At2g29330 ausgetauscht. Folgende 

Enzymvarianten wurden generiert: At2g29350(S26A,K27S,A48D), At2g29350(S26A,A48D,-

R49I) und At2g29350(S26A,K27S,A48D,R49I). Tabelle 3.1 gibt einen Überblick über die 

Enzymaktivitäten sämtlicher Varianten von At2g29350. Es zeigte sich, dass auch At2g29350-

(A48D) unter erhöhten Substrat- und Cosubstratkonzentrationen eine sehr geringe Aktivität 

von ca. 1,6 nkat/mg für NADH aufwies und diese durch den Austausch des Serins in Position 

26 auf 24,3 nkat/mg gesteigert werden konnte. Der zusätzliche Austausch der basischen Ami-

nosäuren K27S und R49I reduzierte die Enzymaktivität. Auffällig für die aktiven Enzymvari-

anten war zudem, dass die höchste Aktivität immer bei pH 7,0 gemessen wurde. Das pH-

Optimum des Wildtyp-Enzyms lag im Vergleich dazu bei pH 5,5 (KPP; vergl. Abschnitt 

3.1.4.1). 

Tab. 3.1: Spezifische Aktivitäten der Enzymvarianten von At2g29350. Varianten mit Mutation A48D: 
20 µg/mL Enzym, 0,4 mM NAD(P)H, 10 mM 3MCH, 30 °C. Varianten ohne Mutation A48D: 5 µg/mL Enzym, 
0,2 mM NAD(P)H, 5 mM 3MCH, 30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von NAD(P)H 
bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 
4). 

Enzymvarianten von    
At2g29350 

spez. Aktivität [nkat/mg] 
(NADPH) 

spez. Aktivität [nkat/mg] 
(NADH) 

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 
A48D - - - - - 1,6 ± 0,3 

K27S,A48D - - - - - - 

S26A,A48D - - - - 8,5 ± 1,4 24,3 ± 1,7 

S26A,K27S,A48D - - - - 0,9 ± 0,2 2,4 ± 0,1 

S26A,A48D,R49I - - - - 1,0 ± 0,2 1,0 ± 0,3 

S26A,K27S,A48D,R49I - - - - - - 

S26A,K27S,A48D,D50A - - - - 0,8 ± 0,2 3,4 ± 0,5 

S26A,A48D,V103A - - - - - - 

K27S - 48,0 ± 2,5 26,0 ± 2,0 - - - 

V103A - 84,3 ± 2,9 108,0 ± 3,9 - - - 
 

Eine Simulation der Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D) basierend auf dem Homologie-

modell (Simulation erstellt von J. FISCHER) führte zu der Hypothese, dass K27 zum D50 eine 

Wasserstoffbrückenbindung ausbildet, wodurch D50 nicht mit dem dicht benachbarten D48 

interagiert (Abb. 3.3). Durch den Austausch K27S kann diese Wasserstoffbrückenbindung 

nicht mehr ausgebildet werden und die Folgen wären unter Umständen eine sterische Hinde-

rung und/oder eine elektrostatische Abstoßung zwischen den beiden Aspartaten, welche die 

Bindung von D48 zum NADH erschwert. Aus diesem Grund wurde in At2g29350(S26A,-
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K27S,A48D) D50 gegen ein Alanin ausgetauscht. Die spezifische Aktivität von 

At2g29350(S26A,K27S,A48D,D50A) zeigte jedoch nur einen geringen, nicht signifikaten 

Anstieg (Tab. 3.1; pH 7,0) gegenüber At2g29350(S26A,K27S,A48D). Die Ergebnisse zeigen, 

dass der Austausch der basischen Aminosäuren (K27 und R49) für die Änderung der Cosubs-

tratpräferenz von NADPH zu NADH von At2g29350 nicht relevant ist. 

 

Abb. 3.3: Simulation der (N)-terminalen Struktur von At2g29350(S26A,A48D). Basierend auf dem Homo-
logiemodell von At2g29350 (Fischer, 2015). Simulation und Abbildung erstellt von J. FISCHER. Orange: NADH, 
grün: relevante Aminosäuren im Cosubstratbindebereich, grau: D50 und Glycin-reiches Motiv in Sequenz. Rot 
gestrichelt: Wasserstoffbrücke. 

Im Vergleich zu CoTR mit einer spezifischen Aktivität für beide Cosubstrate (79% Sequenzi-

dentität zur At2g29350) zeigt die Sequenz von At2g29350 einen aufälligen Unterschied. Im 

konservierten Motiv NNAG besitzt At2g29350 (und die anderen TRL aus A. thaliana) in drit-

ter Position ein Valin statt eines Alanins (Abb. 3.4). Diese Position ist interessant, weil sie 

direkt hinter dem Adeninring des Cosubstrats lokalisiert ist und die Größe der vorhandenen 

Seitenkette somit Einfluss auf die Cosubstratbindung haben könnte. Um dies zu überprüfen, 

wurde die Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D,V103A) hergestellt und vermessen (Tab. 

3.1). Es zeigte sich, dass der Austausch des Valins in ein Alanin zum vollständigen Verlust der 

Aktivität führt. Zusätzlich zu den Enzymvarianten mit der Mutationsstelle A48D, welche in 

ihrer Aktivität eine starke Abhängigkeit von Substrat- und Cosubstratkonzentration aufwiesen, 

wurden zwei Varianten ohne die Mutation A48D als Gegenprobe hergestellt. Zum einen wur-

de At2g29350(K27S) erzeugt, in der eine der beiden basischen Aminosäuren ausgetauscht ist 

und zum anderen wurde der Einfluss der Mutation V103A auf das Wildtyp-Enzym untersucht. 

Die Aktivität der Varianten wurde unter den Standardbedingungen für At2g29350 bestimmt 

 

At2g29350(S26A,A48D) MAKEGGLGENSRWSLGGMTALVTGGAKGIGEAVVEELAMLGAKVHTCDRDETQ 53 
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(Tab. 3.1). At2g29350(K27S) zeigte eine Aktivität mit NADPH im Bereich des Wildtyp-

Enzyms und keine mit NADH. Für At2g29350(V103A) wurde hingegen eine höhere Aktivität 

mit NADPH als für At2g29350 erhalten. At2g29350(V103A) wies zudem, wie die mit NADH 

aktiven Enzymvarianten, die höchste Aktivität bei pH 7,0 auf. 

 

Abb. 3.4: Sequenzalignment der N-termialen Bereiche von At2g29350 und CoTR sowie Strukturmodell 
der Cosubstratbinderegion von At2g29350. Alignment: grau: Glycin-reiches Motiv; gelb: Motiv zur Stabili-
sierung des zentralen -Faltblattes; grün: basische Aminosäuren für die NADP(H)-Bindung; dunkelblau: konser-
viertes Aspartat zur Stabilisierung des Dinukleotid-Adenosins. Strukturmodell (Fischer, 2015): orange: NADPH. 
Relevante Aminosäuren wurden als Sticks dargestellt: grün: basische Aminosäuren im Glycin-reichen Motiv und 
nach dem zweiten -Faltblatt ( B); gelb: V103 im NNVG-Motiv; grau: S26 und A48. Rot gestrichelt: Wasser-
stoffbrücken. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sich die Cosubstratspezifität von At2g29350 von 

NADPH zu NADH durch die alleinige Einführung der sauren Aminosäure (A48D) nicht hin-

reichend ändern lässt. Es bedurfte einer zweiten Mutation des in räumlicher Nähe befindli-

chen S26, um eine gut messbare Aktivität mit NADH zu erhalten. Weitere Enzymvarianten 

basierend auf den Sequenzinformationen und Modellstrukturen führten hingegen zu keiner 

Verbesserung der enzymatischen Aktivität gegenüber dem Cosubstrat NADH. 

3.1.2 Änderung der Cosubstratpräferenz von CoTR und At2g29360 

Auf Grund der hohen Sequenzidentität von At2g29350 zu CoTR (79%) und den anderen TRL 

aus A. thaliana (u.a. At2g29360, 80%), sollte geprüft werden, ob die Mutation an den homo-

logen Sequenzpositionen in CoTR und At2g29360 ebenfalls zur Änderung der Cosubstrat-

At2g29350   -MAKEGGLGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGAKVHTCARDETQLQERLR  59 

CoTR        MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQESLR  60 

                . .  ::***** **************************:************* ** 

 

At2g29350   EWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQRVKLMETVSSLYQGKLNILVNNVGTSIFKPTTEYTAEDF  119 

CoTR        EWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNILVNNAGTCITKPTIDYTSEDF  120 

            ********************** *********:**********.**.* *** :**:*** 
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präferenz von NADPH zu NADH führt (vergl. Abb. 3.1). Ein zusätzlicher Vergleich der Co-

substratbinderegion im Homologiemodell von CoTR mit dem Modell von At2g29330 unter-

stützte die Vermutung, dass auch in CoTR neben der Einführung des Aspartats am Ende des 

zweiten -Faltblattes ein zusätzlicher Austausch des Serins im Glycin-reichen Motiv nötig ist, 

um elektrostatischer Abstoßung und/oder sterischer Hinderung zwischen D49 und S27 zu ver-

hindern (Abb. 6.13 und 6.12, Anhang). Aus diesem Grund wurden die vier Enzymvarianten 

At2g29360(A49D), At2g29360(S27A,A49D), CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) herge-

stellt. Erste Aktivitätsmessungen zeigten, dass sich die Mutationen auf die Aktivität der strikt 

mit NADPH aktiven At2g29360 stärker auswirkten als auf CoTR. In Tabelle 3.2 sind die Er-

gebnisse der Aktivitätsmessungen für die beiden Enzymvarianten ausgehend von At2g29360 

aufgelistet. Anhand der Ergebnisse war zu sehen, dass sich At2g29360(A49D) und  

At2g29360(S27A,A49D) ähnlich wie die analogen At2g29350-Varianten verhalten. Die Ein-

führung des Aspartats führte zu einem NADH-spezifischen Enzym mit geringer Aktivität und 

durch den zusätzlichen Austausch des Serins wurde die Aktivität leicht gesteigert. 

Tab. 3.2: Enzymaktivität von At2g29360(A49D) und At2g29360(S27A,A49D). 20 µg/mL Enzym, 0,4 mM 
NAD(P)H, 10 mM 3MCH, 30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von NAD(P)H bei 
340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). 

Enzymvarianten 
von At2g29360 

spez. Aktivität [nkat/mg] (NADPH) spez. Aktivität [nkat/mg] (NADH) 
pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 

A49D - - - - - 1,6 ± 0,4 

S27A,A49D - - - - 1,6 ± 0,5 2,8 ± 0,3 
 

Die spezifische Aktivität der beiden Enzymvarianten ausgehend von CoTR wurde bei Sub-

stratkonzentrationen von 1 und 5 mM getestet, um eventuelle Einflüsse der Substratkonzent-

ration auszuschließen (Reinhardt, 2014). Da durch die Einführung des Aspartats auch für die 

mutierten CoTR-Varianten eine Verschiebung des pH-Optimums zu pH 6,0-7,0 erwartet wur-

de, wurden die Aktivitätstests bei pH 6,0 (KPP) durchgeführt. Die Ergebnisse zeigten, dass 

CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) die Aktivität für NADPH und NADH beibehalten ha-

haben (Tab. 3.3).  

Tab. 3.3: Enzymaktivität von CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D). 2,5 µg/mL Enzym, 0,25 mM 
NAD(P)H, pH 6,0 (KPP), 30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von NAD(P)H bei 
340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). 

Enzymvarianten 
von CoTR 

spez. Aktivität [nkat/mg] (NADPH) spez. Aktivität [nkat/mg] (NADH) 
1 mM 3MCH 5 mM 3MCH 1 mM 3MCH 5 mM 3MCH 

A49D 24,6 ± 1,7 32,6 ± 1,4 85,7 ± 3,0 64,1 ± 0,8 

S27A,A49D 19,1 ± 2,7 30,2 ± 1,0 77,1 ± 4,6 49,4 ± 2,3 
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Auffällig war jedoch, dass im Gegensatz zur Messung mit NADPH, bei der sich die Aktivität 

mit der Erhöhung der Substratkonzentration steigern ließ, die spezifische Aktivität bei der 

Messung mit NADH abnahm. 

3.1.3 Proteinproduktion und Aufreinigung der Enzymvarianten 

Nach dem gezielten Austausch von Aminosäuren in den Sequenzen der drei Proteine 

At2g29350, At2g29360 und CoTR mittels Mutagenese-PCR erfolgte die Proteinproduktion 

als rekombinante Proteine in E. coli und die Aufreinigung mit immobilisierter Metallionenaf-

finitätschromatographie (Abschnitte 2.2.4.1 und 2.2.4.2). Die Aufreinigung anhand des Proto-

kolls für das Wildtyp-Enzym At2g29350 (Reinhardt, 2014) erforderte Optimierung, da die 

Enzymvarianten von At2g29350 bis zu doppelt so stark exprimiert wurden, als das rekombi-

nante Wildtyp-Enzym. Im Zuge dieser Optimierung konnten zusätzlich die Ausbeuten der 

Wildtyp-Enzyme At2g29350 und CoTR gesteigert werden (Tab. 6.16, Anhang). Die Ausbeute 

für At2g29350 lag zwischen 27-57 mg/L Medium (16-23 mg/L Medium; Reinhardt, 2014) 

und zwischen 80-127 mg/L Medium für die Enzymvarianten von At2g29350 (Ausnahme 

At2g29350(V103A): 34 mg/L Medium). Für CoTR lag die Proteinausbeute zwischen 52-

66 mg/L Medium (9-16 mg/L Medium; Reinhardt, 2014) und für die beiden Enzymvarianten 

zwischen 67-68 mg/L Medium. At2g29360 lieferte die geringste Proteinausbeute von 13 mg/L 

Medium und die beiden Enzymvarianten von 28-65 mg/mL Medium. Die genauen Angaben 

für jede Enzymvariante sind in Tabelle 6.17 im Anhang aufgelistet. Die Reinheit nach der 

Metallionenaffinitätschromatographie betrug für At2g29350 (MMonomer = 30,3 kDa), 

At2g29360 (MMonomer = 30,5 kDa) und die verschiedenen Enzymvarianten der beiden Enzyme 

ca. 95%, da die SDS-Gele eine schwache zusätzliche Proteinbande bei 66 kDa zeigten (Abb. 

3.5a und b).  

 

Abb. 3.5: SDS-Gele der mittels Metallionenaffinitätschromatographie aufgereinigten Proteinchargen. 
Jeweils 1,3 µg Protein aufgetragen. a) 1: At2g29350; 2: At2g29350(A48D); 3: At2g29350(K27S,A48D); 4: 
At2g29350(S26A,A48D); 5: At2g29350(S26A,K27S,A48D); 6: At2g29350(S26A,A48D,R49I); 7: At2g29350-
(S26A,K27S,A48D,R49I); 8: At2g29350(S26A,A48D,V103A); 9: At2g29350(S26A,K27S,A48D,D50A); 10: 
At2g29350(K27S); 11: At2g29350(V103A); b) 12: At2g29360; 13: At2g29360(A49D); 14: At2g29360(S27A,-
A49D); 15: CoTR; 16: CoTR(A49D); 17: CoTR(S27A,A49D). 
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Für CoTR (MMonomer = 30,8 kDa), CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) lagen die Rein-

heiten zwischen 90-95% (Abb. 3.5b), da neben einer sehr schwachen Bande bei 66 kDa auch 

ein etwas stärkere Bande bei ca. 30-35 kDa zu sehen war. LC-MS-Messungen (Dr. W. 

Hoehenwarter, Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie, Halle, Abteilung Proteomanalytik) 

zeigten, dass es sich bei der Bande bei 30-35 kDa um ribosomale E. coli-Proteine handelt. 

Wurden die gereinigten Proteinchargen bei -80 °C gelagert, wiesen sie anhand von Aktivität-

messungen eine Stabilität von >1 Jahr auf. 

3.1.4 Charakterisierung der Enzymvarianten 

3.1.4.1 pH-Abhängigkeit der Enzymaktivität 

Zunächst wurde die pH-Abhängigkeit der Enzymaktivität für das Wildtyp-Enzym At2g29350 

ermittelt (Abb. 3.6a). At2g29350 wies ein pH-Optimum für die Reduktionsreaktion bei pH 5,5 

(KPP) auf. Zusätzlich war ein Einfluss des gewählten Puffersystems im sauren Bereich zu 

sehen. Die Aktivität lag bei pH 5,5 im Kaliumphosphatpuffer 3x höher als im Citrat/Phosphat-

Puffer. Für die Oxidation lag das pH-Optimum bei pH 8,5 (THP) bis pH 9,0 (GNP). Im Ver-

gleich zur Reduktion war die pH-Abhängigkeit der Oxidation nur sehr schwach ausgeprägt. 

Für At2g29350(S26A,A48D) zeigte sich eine Verschiebung des pH-Optimums der Reduktion 

im Vergleich zum Wildtyp-Enzym in den neutralen Bereich (pH 7,5 KPP; Abb. 3.6c). Das pH-

Optimum der Oxidation lag hingegen wie für das Wildtyp-Enzym bei bei pH 8,5 (THP) bis 

pH 9,0 (GNP). Neben der Verschiebung des pH-Optimums zeigten die Messungen mit 

At2g29350(S26A,A48D) zudem, dass das gewählte Puffersystem für die Aktivität der En-

zymvariante ebenfalls von großer Bedeutung ist. Während bei pH 7,5 im Kaliumphosphatpuf-

fer die höchste Aktivität gemessen werden konnte, fällt die Aktivität bei pH 7,5 im Tris/HCl-

Puffer auf ca. 10% ab. Die drei weiteren mit NADH aktiven Varianten (At2g29350(S26A,-

K27S,A48D), At2g29350(S26A,A48D,R49I), At2g29350(S26A,K27S,A48D,D50A)) wiesen 

ebenfalls ein pH-Optimum bei pH 7,5 (KPP) auf. Zudem war im Tris-Puffer pH 7,5 keine Ak-

tivität messbar (Abb. 6.2, Anhang). Die beiden mit NADPH aktiven Enzymvarianten 

At2g29350(K27S) und At2g29350(V103A) zeigten pH-Optima bei pH 6,0 und 6,4 (KPP) für 

die Reduktion und bei pH 9,5 (GNP) und 7,5 (KPP) für die Oxidation (Abb. 6.2, Anhang). 

Die Messung der pH-Ahängigkeit der Enzymaktivität für At2g9360(S27A,A49D) offenbarte, 

dass sich das pH-Optimum für die Reduktion in ähnlicher Weise wie für At2g29350(S26A,-

A48D) in den neutralen Bereich verschiebt (Abb. 3.6d; pH-Optimum von At2g29360: pH 6,0 

(KPP); Reinhardt, 2014). Der Einfluss des Puffersystems war im Gegensatz zu At2g29350-

(S26A,A48D) jedoch nicht stark ausgeprägt. Als interessante Beobachtung konnte festgehal-
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ten werden, dass sich das pH-Optimum für die Oxidation ebenfalls in den neutralen Bereich 

verschoben hat (pH-Optimum von At2g29360: pH 9,0 (GNP); Reinhardt, 2014) und somit 

sowohl für die Reduktion als auch für die Oxidation bei pH 7,5 (KPP) liegt. 

 

Abb. 3.6: Abhängigkeit der Enzymaktivität vom pH-Wert. a) At2g29350: Reduktion (rot): 5 mM 3MCH, 
0,2 mM NADPH, Oxidation (blau): 5 mM 3MCHol, 0,4 mM NADP+; b) CoTR: Reduktion (rot): 1 mM 3MCH, 
0,2 mM NADPH, Oxidation (blau): 2 mM 3MCHol, 0,4 mM NADP+; c) At2g29350(S26A,A48D): Reduktion 
(rot): 10 mM 3MCH, 0,4 mM NADH, Oxidation (blau): 10 mM 3MCHol, 0,6 mM NAD+; d) At2g29360(S27A,-
A49D), Bedingungen entsprechend At2g29350(S26A,A48D). Reduktion: pH 4,5-9,0; Oxidation: pH 5,5 -10,0; 
30 °C. Photometrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)(H) bei 340 nm. Mittelwert und Stan-
dardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). CPP: Citrat/Phosphat-Puffer; 
KPP: Kaliumphosphatpuffer; THP: Tris/HCl-Puffer; GNP: Glycin/NaOH-Puffer. 

Die pH-Abhängigkeit der Enzymaktivität des Wildtyp-Enzyms CoTR zeigte ein pH-Optimum 

bei pH 5,0 (CPP) für die Reduktion und bei pH 10,0 (GNP) für die Oxidation (Abb. 3.6b). Die 

beiden Varianten CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) wiesen hingegen keine Verschiebung 

der pH-Optima der Reduktion ins Neutrale auf, wie es bei den entsprechenden Enzymvarian-

ten der TRL zu beobachten war. CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) zeigten wie das Wild-

typ-Enzym ein pH-Optimum für die Reduktion bei pH 5,0 (CPP) und für die Oxidation bei 

pH 10,0 (GNP) (Abb. 6.2, Anhang). 
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3.1.4.2 Temperaturabhängigkeit der Enzymaktivität 

Die Temperaturabhängigkeit der Enzymaktivität wurde für At2g29350, At2g29360 und CoTR 

sowie die vier Enzymvarianten At2g29350(S26A,A48D), CoTR(A49D), CoTR(S27A,A49D) 

und At2g29360(S27A,A49D) zwischen 20 und 40 °C bestimmt (Abb. 3.7).  

 

Abb. 3.7: Abhängigkeit der Enzymaktivität von der Temperatur. Wildtyp-Enzyme der TRL: 5 mM 3MCH, 
0,2 mM NADPH. Varianten der TRL: 10 mM 3MCH, 0,4 mM NADH. CoTR: 1 mM 3MCH, 0,2 mM NADPH. 
CoTR-Varianten: 1 mM 3MCH, 0,25 mM NADH. Alle Messungen wurden bei den pH-Optima der Proteine 
durchgeführt. Photometrische Messung der Adsorptionsänderung von NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und 
Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). 

Für alle Proteine zeigte sich, dass eine Temperaturerhöhung mit einer Erhöhung der spezifi-

schen Aktivität einhergeht. So stieg die spezifische Aktivität der Enzyme bei einer Tempera-

turerhöhung von 20 °C auf 40 °C um ca. 30-56% an. Wurde die Aktivitätsabnahme zwischen 

30 °C und 20 °C betrachtet, so lag diese für alle Proteine zwischen 11-23%.  

3.1.4.3 Cosubstratstabilität in Abhängigkeit von Temperatur und pH-Wert 

Die Ergebnisse des Stabilitätstests sind in Abbildung 3.8 gezeigt. Für den Test wurde in An-

lehnung an den Standardlager- und die Assaypuffer ein Kaliumphosphatpuffer (25 mM KPP, 

125 mM NaCl, 1 mM DTT) ausgewählt. Anhand der pH-Optima für die enzymatischen Um-

setzungen wurden die pH-Werte pH 5,5 und pH 7,5 und zusätzlich pH 7,0 getestet. Um den 

Einfluss der Pufferkonzentration zu testen wurden die Ansätze zusätzlich 1:10 mit Wasser 

verdünnt. Zu beobachten war, dass die Konzentration von NADH bei neutralem pH-Wert (pH 

7,0 und pH 7,5) unabhängig von Temperatur und Pufferkonzentration über die 8 h nahezu 

konstant ist (Abb. 3.8a und b). Bei pH 5,5 hingegen konnte über 8 h ein deutlicher Abbau des 

Cosubstrats beobachtet werden. Dieser wurde zudem durch eine höhere Pufferkonzentration 
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und Temperatur begünstigt. Im Vergleich zum NADH zeigte NADPH nur bei pH 7,5 und 

20 °C eine weitgehende Stabilität über 8 h unabhängig von der Pufferkonzentration (Abb. 

3.8c und d). Unter allen anderen untersuchten Bedingungen kam es über 8 h zum Abbau des 

Cosubstrats, der zusätzlich durch höhere Temperaturen und vor allem durch einen sauren pH-

Wert begünstigt wurde. So hatte sich bei einem pH-Wert von 5,5, einer Temperatur von 30 °C 

und einer Pufferkonzentration von 25 mM nach 8 h fast das gesamte Cosubstrat zersetzt. 

 

Abb. 3.8: Stabilitätstest für NADH und NADPH bei 20 °C und 30 °C sowie pH 5,5, pH 7,0 und pH 7,5. a) 
NADH, 25 mM Pufferkonzentration; b) NADH, 2,5 mM Pufferkonzentration; c) NADPH, 25 mM Pufferkon-
zentration; d) NADPH, 2,5 mM Pufferkonzentration. Photometrische Messungen der Absorption bei 340 nm. 
Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit zwei technischen Replikaten (n = 2). 

3.1.4.4 Kinetische Parameter für die enzymatische Umsetzung von Substrat und Cosub-

strat 

Im Vergleich zum Wildtyp-Enzym At2g29350, das bei kinetischen Messungen mit NADPH 

und 3MCH hyperbolische Kurvenverläufe entsprechend Michaelis und Menten (1913) zeigte 

(Reinhardt, 2014), ergaben die Messungen mit der NADH-abhängigen Enzymvariante 
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At2g29350(S26A,A48D) sigmoide Kurvenverläufe entgegen dem Michaelis-Menten-Modell 

(Abb. 3.9a und b). Eine Sättigung des Enzyms mit NADH konnte zudem im Konzentrations-

bereich bis 0,8 mM nicht erreicht werden. Da die photometrische Absorptionsmessung ab 

einer NAD(P)H-Konzentrationen >0,8 mM außerhalb des linearen Bereichs liegt, konnte die 

Cosubstratkonzentration nicht weiter gesteigert werden (vergl. Abb. 2.2, Material und Metho-

den). Aus diesem Gund wurde die Oxidation unter Verbrauch des Cosubstrats NAD+ unter-

sucht (Abb. 3.9c und d).  

 

Abb. 3.9: Spezifische Enzymaktivität von At2g29350(S26A,A48D) in Abhängigkeit von Substrat- und 
Cosubstratkonzentration. Abhängigkeit von a) NADH-Konzentration (3MCH: 13 mM), b) 3MCH-Konzen-
tration (NADH: 0,8 mM), c) NAD+-Konzentration (3MCHol: 15 mM), d) 3MCHol-Konzentration (NAD+: 

2 mM). Messung bei den pH-Optima und 30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von 
NAD(H) bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus vier Wiederholungen mit vier technischen Repli-
katen (n = 4). Zur graphischen Betrachtung nach Hill (1910) geplottet. 

Für die spezifischen Aktivitäten sowohl in Abhängigkeit von der NAD+- als auch von der 

3MCHol-Konzentration zeigten sich sigmoide Kurvenverläufe und bestätigten somit das un-

terschiedliche Verhalten im Vergleich zum Wildtyp-Enzym. Durch den erhöhten Einsatz von 

NAD+ konnte für dieses Cosubstrat eine Sättigung erzielt werden. Die Messungen der spezifi-
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schen Enzymaktivität abhängig von der Substrat- und Cosubstratkonzentration von 

At2g29350(S26A,A48D) führten zu der Frage, ob der sigmoide Verlauf mit der Änderung der 

Cosubstratspezifität zusammenhängt. Aus diesem Grund wurden zum Vergleich die analogen 

Messungen für die beiden mit NADPH aktiven Enzymvarianten durchgeführt. Die beiden 

Varianten At2g29350(K27S) und At2g29350(V103A) zeigten für die Messungen der Enzym-

aktivität in Abhängigkeit von der Cosubstrat- bzw. Substratkonzentration für die Reduktion 

ein ähnliches Verhalten wie die mit NADH aktive At2g29350(S26A,A48) (Abb. 3.10a-d).  

 

Abb. 3.10: Spezifische Enzymaktivität von At2g29350(K27S) und At2g29350(V103A) in Abhängigkeit von 
Substrat- und Cosubstratkonzentration. At2g29350(K27S): Abhängigkeit von a) NADPH-Konzentration 
(3MCH: 3 mM), b) 3MCH-Konzentration (NADPH: 0,8 mM); At2g29350(V103A): Abhängigkeit von c) 
NADPH-Konzentration (3MCH: 5 mM), d) 3MCH-Konzentration (NADPH: 0,8 mM). Messung bei den pH-
Optima und 30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von NADPH bei 340 nm. Mittelwert 
und Standardabweichung aus vier Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). Zur graphischen 
Betrachtung nach Hill (1910) geplottet. 

Für die beiden Messungen mit NADPH wurden sigmoide Kurvenverläufe erhalten, die ab 

einer Konzentration von 0,8 mM langsam eine Sättigung andeuten. Die sigmoiden Kurven 

zeigten im Vergleich zu At2g29350(S26A,A48D) eine Substratsättigung bei geringerer Kon-

zentration (2 mM bzw. 3 mM vs. 10 mM). Weiterhin war auffällig, dass für At2g29350-
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(V103A) bei hohen Substrat- und Cosubstratkonzentrationen spezifische Aktivitäten von bis 

zu 200 nkat/mg erhalten wurden, während für das Wildtyp-Enzym maximal ca. 50 nkat/mg im 

gesättigten Bereich gemessen wurden (Reinhardt, 2014). Da sigmoide Kurvenverläufe häufig 

auf ein kooperatives Verhalten von oligomeren Enzymen hindeuten, wurde exemplarisch für 

At2g29350(S26A,A48D) im Vergleich zum Wildtyp-Enzym das native Molekulargewicht 

bestimmt (Abschnitt 3.1.4.5). 

Die beiden mit NADH und NADPH aktiven CoTR-Varianten wurden kinetisch mit beiden 

Cosubstraten charakterisiert. Für CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) wurden analog zum 

Wildtyp-Enzym (Reinhardt, 2015) hyperbolische Kurvenverläufe erhalten, die entsprechend 

dem Modell von Michaelis und Menten (1913) geplottet werden konnten (Abb. 6.9a, c und d; 

Abb. 6.10a, c und d, Anhang).  

Tab. 3.4: Kinetische Parameter von CoTR, CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) für die Reduktion mit 
3MCH, NADPH und NADH. Ermittelt aus den kinetischen Untersuchungen sowie der Arbeit von N. REIN-

HARDT ((*) Reinhardt, 2015). Enzymkinetiken abhängig von der Substratkonzentration: 0,1-9 mM 3MCH, 
NAD(P)H konstant (0,6 bzw. 0,7 und 0,8 mM); Enzymkinetiken abhängig von der Cosubstratkonzentration: 
0,01-0,8 mM NAD(P)H, 3MCH konstant (0,5 bzw. 2 und 5 mM). 30 °C, pH 5,0 (CPP). Mittelwert und Stan-
dardabweichung aus vier Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4) (**Ausnahme: drei Wiederho-
lungen).  

Kinetik Km [µM] Ki [µM] Vmax [nkat/mg] Vopt [nkat/mg] 
CoTR  

NADH* 666,5 ± 20,0 - 382,3 ± 7,0 - 

NADPH* 78,3 ± 7,9 - 33,0 ± 1,0 - 

3MCH (NADH)** 3391,8 ± 250,8 - 97,5 ± 2,9 - 

3MCH (NADPH)* 24,1 ± 3,2 6641,0 ± 2086,0 76,1 ± 3,1 67,9 ± 2,9  

     

CoTR(A49D) 

NADH 239,8 ± 19,6 - 254,4 ± 7,7 - 

NADPH 454,9 ± 63,4 - 176,5 ± 11,9 - 

3MCH (NADH) 440,2 ± 50,0 6395,1 ± 748,0 235,1 ± 12,3 154,2 ± 8,1 

3MCH (NADPH) 830,3 ± 71,6 - 81,5 ± 1,6 - 

     

CoTR(S27A,A49D) 

NADH 119,5 ± 12,7 - 237,4 ± 7,2 - 

NADPH 609,0 ± 89,3 - 176,7 ± 14,0 - 

3MCH (NADH) 175,9 ± 28,6 4165,1 ± 542,6 192,2 ± 11,6 136,2 ± 8,0 

3MCH (NADPH) 1285,2 ± 141,9 - 74,0 ± 2,2 - 
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Die einzige Ausnahme stellten die Umsetzungen von 3MCH mit NADH dar. Für beide En-

zymvarianten wurde ein Kurvenverlauf entsprechend einer Substrat- bzw. Produktüberschuss-

hemmung beobachtet (Abb. 6.9b und 6.10b, Anhang), ähnlich wie für das Wildtyp-Enzym mit 

NADPH (Reinhardt, 2015). Die kinetischen Parameter der beiden CoTR-Varianten sind zu-

sammen mit den Daten des Wildtyp-Enzyms (Reinhardt, 2014) in Tabelle 3.4 aufgelistet. Das 

Wildtyp-Enzym zeigte eine ca. 8,5x höhere Affinität (Km) zu NADPH als zu NADH. Durch 

die Einführung des D49 wies CoTR(A49D) hingegen eine ca. 1,9x höhere Affinität zu NADH 

als zu NADPH auf. Daraus ist ersichtlich, dass, obwohl die Enzymvariante weiterhin mit bei-

den Cosubstraten aktiv ist, sich die Präferenz im Gegensatz zum Wildtyp-Enzym von NADPH 

zu NADH geändert hat. Der zusätzliche Austausch von S27A verdoppelte die Affinität für 

NADH im Vergleich zu CoTR(A49D). Die Affinität zu NADPH verringerte sich auf ca. 12% 

des Wertes für CoTR. 

Die Enzymvariante At2g29360(S27A,A49D) wurde kinetisch nicht weiter charakterisiert, da 

sie schon in den Aktivitätsassays eine äußerst geringe spezifische Aktivität (Tab. 3.2) zeigte.  

3.1.4.5 Bestimmung des nativen Molekulargewichts 

Enzyme, die sich nicht nach dem Modell von Michaelis und Menten (1913) verhalten und 

sigmoide Kurvenverläufe zeigen, weisen häufig ein kooperatives Verhalten (Hill, 1910) auf. 

Um dies zu überprüfen, wurde zuerst mittels analytischer Ultrazentrifugation (Abschnitt 

2.2.4.7) das native Molekulargewicht exemplarisch für At2g29350(S26A,A48D) bestimmt. 

Zusätzlich wurde das Wildtyp-Enzym At2g29350 neu vermessen, da die beschriebene Trimer-

struktur (Reinhardt, 2014) für klassische SDR nicht bekannt und zudem strukturell sehr un-

wahrscheinlich ist. Zusätzlich wurden At2g29360(S27A,A49D), CoTR, CoTR(A49D) und 

CoTR(S27A,A49D) untersucht.  

Für die Ultrazentrifugation mussten zunächst Pufferbedingungen etabliert werden, unter de-

nen die Enzyme über mehrere Stunden stabil sind. At2g29350 sowie At2g29350(S26A,A48D) 

und At2g29360(S27A,A49D) zeigten über einen Zeitraum von 6 h bei 20 °C keinen Verlust 

ihrer Aktivität in einem 25 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 mit 125 mM NaCl und 0,5 mM 

TCEP (Abb. 6.4, Anhang). CoTR blieb in einem 25 mM Tris/HCl-Puffer pH 7,5 mit 50 mM 

NaCl und 0,5 mM TCEP über 6 h stabil. Für die Vermessung von CoTR wurde diese erneut 

exprimiert und über die Affinitätschromatographie unter Verwendung eines Imidaziol-

gradienten über 15 Säulenvolumen aufgereinigt. Dadurch konnten Fraktionen erhalten wer-

den, die im SDS-Gel keine weiteren Proteinbanden zeigten und für die Ultrazentrifugation 
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eingesetzt wurden (Abb. 6.1a, Anhang). Für die Ultrazentrifugation wurden Proteinkonzentra-

tionen von 0,04 und 0,3 mg/mL getestet. Die Messungen wurden von Priv.-Doz. Dr. H. Lilie 

(MLU, Institut für Biochemie und Biotechnologie, Abteilung Technische Biochemie) durch-

geführt. Die Ergebnisse zeigten für At2g29350, At2g29350(S26A,A48D) und At2g29360-

(S27A,A49D), dass die Enzymkonzentration einen starken Effekt auf das native Molekular-

gewicht der Enzyme hat (Tab. 3.5). So lagen alle drei Proteine bei einer Konzentration von 

0,04 mg/mL als Dimer vor, wogegen bei einer Konzentration von ca. 0,3 mg/mL für 

At2g29350 und At2g29350(S26A,A48D) das apparente Molekulargewicht eines Trimers er-

halten wurde. Da ein Trimer aus der Struktur nicht erklärbar ist, zeigen die Messungen folg-

lich, dass Wildtyp-Enzym und Enzymvariante in einem von der Enzymkonzentration abhän-

gigen Dimer-Tetramer-Gleichgewicht vorliegen müssen. Für At2g29360(S27A,A49D) offen-

barte sich ein ähnliches Verhalten. Bei einer Enzymkonzentration von 0,3 mg/mL lag das En-

zym als Tetramer vor (Tab. 3.5). Daraus lässt sich schließen, dass das Enzym ebenfalls in ei-

nem Dimer-Tetramer-Gleichgewicht vorliegt. Das Gleichgewicht liegt jedoch schon bei einer 

geringeren Proteinkonzentration als für At2g29350 und At2g29350(S26A,A48D) auf der Seite 

des Tetramers. Trotz der hohen Sequenzidentität zu At2g29350 zeigten CoTR und ihre beiden 

Enzymvarianten keinen Effekt der Enzymkonzentration auf das native Molekulargewicht. 

Sowohl das Wildtyp-Enzym als auch CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) liegen bei 

0,04 mg/mL und 0,3 mg/mL als Tetramer vor (Tab. 3.5). 

Tab. 3.5: Ergebnisse der analytischen Ultrazentrifugation. M(app) = apparentes Molekulargewicht. 20 °C, 
10.000 rpm; Einmalmessungen. 

Wildtyp-Enzyme 
und Enzymvarianten MMonomer [kDa] 

M(app) [kDa] 
0,04 mg/mL 0,30 mg/mL 

At2g29350 30,3 72,2 96,6 

At2g29350(S26A,A48D) 30,3 77,3 92,5 

At2g29360(S27A,A49D) 30,5 66,0 115,0 

CoTR 30,8 120 120 

CoTR(A49D) 30,8 117 117 

CoTR(S27A,A49D) 30,8 113 113 

 

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die sigmoiden Kurvenverläu-

fe der konzentrationsabhängigen Umsetzung von NADH und 3MCH von At2g29350(S26A,-

A48D), ein rein kooperatives Verhalten des Enzyms widerspiegelt oder ob sich der Oligo-

merisierungszustand des Enzyms abhängig von Cosubstrat- und Substratkonzentration ändert. 

Diese Frage wurde über analytische Gelfiltration (Abschnitt 2.2.4.7) untersucht. Für 

At2g29350(S26A,A48D) wurde das Molekulargewicht unter verschiedenen Bedingungen bei 



3 Ergebnisse 

68 
 

konstanter Enzymkonzentration (1,44 mg/mL) ermittelt. Da NAD(P)H und 3MCH wie die 

Proteine bei 280 nm absobieren, erfolgte die Auswertung der Gelfiltrationsläufe nicht über die 

Chromatogramme der UV-Absorption, sondern über das Auftragen der Proteinfraktionen 7-26 

auf SDS-PAGE-Gele (Abb. 3.11). Für die Auswertung wurde anhand der Intensität der Ban-

den das Elutionsmaximum abgeschätzt (blaue Kästen) und über die Kalibriergerade in das 

Molekulargewicht umgerechnet. Es wurde vorausgesetzt, dass das Elutionsmaximum jeweils 

im mittleren Bereich der markierten Fraktionen lag.  

 

Abb. 3.11: Analyse der Gelfiltrationsläufe von At2g29350(S26A,A48D) mit SDS-PAGE. Enzymkonzentrati-
on: 1,44 mg/mL, 20 °C. Aufgetragen wurden die Proben der Fraktionen 7-26. Die Molekulargewichtsangaben 
entsprechen dem Mittel des Volumens der jeweiligen 2 mL-Fraktion, bestimmt über die Kalibriergerade. Blaue 
Kästen markieren die jeweiligen Elutionsmaxima. a) - e) Substrat- und Cosubstratkonzentrationen während der 
Gelfiltrationsläufe. 

Für das Apoenzym lag das Elutionsmaximum (Abb. 3.11a) bei einem Molekulargewicht von 

ca. 62 kDa, was einem Dimer entspricht. Bei geschätzter Cosubstratsättigung in Anwesenheit 

von 3,5 mM NADH (vergl. Abb 3.9a) lag das Elutionsmaximum bei einem Molekulargewicht 

von ca. 81,7 kDa (Abb. 3.11b). Dieses entspricht dem Bereich zwischen einem Dimer und 

einem Tetramer. Danach wurde der Einfluss des Substrats untersucht, indem entsprechend 

Abbildung 3.9a und b zwei Bedingungen gewählt wurden, in denen das Protein mit Substrat, 

aber nicht mit Cosubstrat gesättigt ist. Bei 0,4 mM NADH und 13 mM 3MCH (Abb. 3.11c) 

sowie 0,8 mM NADH und 13 mM 3MCH (Abb. 3.11d) zeigten die SDS-Gele wie für das 

Apoenzym ein Molekulargewicht von ca. 62 kDa.  Unter Bedingungen von Cosubstrat- und 

Substratsättigung (3,5 mM NADH, 25 mM 3MCH) lag das Elutionsmaximum bei einem viel 

geringeren Elutionsvolumen als unter den zuvor getesteten Bedingungen (Abb. 3.11e), was 
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einem Molekulargewicht von ca. 108 kDa entspricht. Dieses Molekulargewicht des nativen 

Proteins liegt im Bereich eines Tetramers. 

Da für das Wildtyp-Enzym At2g29350 über die analytische Ultrazentrifugation ebenfalls ein 

enzymkonzentrationsabhängiges Dimer-Tetramer-Gleichgewicht ermittelt wurde, stellte sich 

die Frage, ob sich das native Molekulargewicht auch beim Wildtyp-Enzym abhängig von der 

Cosubstratkonzentration ändert. In Analogie zu At2g29350(S26A,A48D) wurde bei einer 

konstanten Enzymkonzentration (0,9 mg/mL) das native Molekulargewicht für das Apoenzym 

(Abb. 3.12a) und für das Enzym unter Cosubstratsättigung (Abb. 3.12b; 0,3 mM NADPH), 

Substratsättigung (Abb. 3.12c; 9 mM 3MCH, 0,15 mM NADPH) sowie unter gleichzeitiger 

Sättigung mit Cosubstrat und Substrat (Abb. 3.12d; 9 mM 3MCH, 0,9 mM NADPH) ermit-

telt.  

 

Abb. 3.12: Analyse der Gelfiltrationsläufe von At2g29350 mit SDS-PAGE. Enzymkonzentration: 
0,9 mg/mL, 20 °C. Aufgetragen wurden die Proben der Fraktionen 7-26. Die Molekulargewichtsangaben ent-
sprechen dem Mittel des Volumens der jeweiligen 2 mL-Fraktion, bestimmt über die Kalibriergerade. Blaue 
Kästen markieren die jeweiligen Elutionsmaxima. a) – d) Substrat- und Cosubstratkonzentrationen während der 
Gelfiltrationsläufe. 

Wie At2g29350(S26A,A48D) zeigte das Wildtyp-Enzym als Apoenzym ein Elutionsmaxi-

mum, das einem Molekulargewicht von ca. 62 kDa und somit einem Dimer entspricht (Abb. 

3.12a). Unter Cosubstratsättigung lag das Elutionsmaximum bei einem Molekulargewicht von 

ca. 108 kDa (Abb. 3.12b). Dasselbe Ergebnis wurde für die Messung unter gleichzeitiger Sät-

tigung mit Substrat und Cosubstrat erhalten (Abb. 3.12d). Unter  Substratsättigung wurde an-

hand des Elutionsvolumens ein Molekulargewicht von ca. 98 kDa detektiert (Abb. 3.12c). 

Somit zeigte sich auch für das Wildtyp-Enzym eine Abhängigkeit der Quartärstruktur von der 

Cosubstratkonzentration. 
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3.2 Änderung der Cosubstratpräferenz von At2g29350 durch die Bildung von 
Chimären 

Die enzymkinetischen Messungen und die Bestimmung der nativen Quartärstruktur weisen 

darauf hin, dass At2g29350(S26A,A48D) cosubstratabhängig einer Strukturänderung unter-

liegt, die bei niedrigen Cosubstratkonzentrationen zu sehr geringen Umsatzgeschwindigkeiten 

führt. CoTR zeigte hingegen keine cosubstratabhängige Änderung der Quartärstruktur. Durch 

die Erzeugung von Chimären, die den N-terminalen Bereich von CoTR einschließlich der 

Cosubstratbindestelle mit dem C-terminalen Bereich von At2g29350 verbinden, sollte ver-

sucht werden, diese Strukturänderung in Richtung Tetramer zu forcieren. In die Chimären 

sollten nachfolgend die Mutationen in die Cosubstratbindestelle für die Bindung von NAD(H) 

eingeführt werden.  

Geplant wurden zwei Chimären mit unterschiedlichen Anteilen an N-terminaler CoTR-

Sequenz, orientiert an den Homologiemodellen (Fischer, 2015) von At2g29350 und CoTR. 

Für die Fusionsstellen wurden zwei Bereiche in den Sequenzen potenzieller Loop-Bereiche 

gewählt (Abb. 3.13). Die erste Chimäre (Chimäres Gen 1, CG1) wurde mit einem 

N-terminalen CoTR-Sequenzanteil von ca. 1/3 geplant und die Fusionsstelle befindet sich am 

Ende der Loop-Struktur hinter dem vierten -Faltblatt (D; Abb. 3.13). Dieser Sequenzaus-

tausch beinhaltet zum einen die Substitution der beiden N-terminalen Loops in denen die ba-

sischen, für die NADPH-Bindung essentiellen Aminosäuren (K27/28 und R49/50; Abb. 3.13) 

lokalisiert sind und zum anderen die lange Loop-Struktur hinter dem vierten -Faltblatt, wel-

che sich in unmittelbarer Nähe zum Cosubstrat befinden. Die Fusionsstelle liegt zudem vor 

der katalytischen Tetrade und dem Substratbindebereich. Die zweite Chimäre (Chimäres Gen 

2, CG2) wurde mit einem N-terminalen CoTR-Sequenzanteil von ca. 50% geplant, und die 

Schnittstelle befindet sich in der Loop-Struktur hinter dem fünften -Faltblatt (E; Abb. 

3.13). Dieser Sequenzaustausch beinhaltet zusätzlich zu den ausgetauschten Bereichen von 

CG1 die lange Sequenz der vierten α-Helix αE sowie des fünften -Faltblattes E und einen 

Teil der nachfolgenden Loop-Strukturen. Der ausgetauschte Sequenzbereich aus der CoTR 

beinhaltet zudem das Asparagin und das Serin der katalytischen Tetrade (Abb. 3.13). 

Die chimären Gene im Expressionsvektor pQE30 wurden wie in Abschnitt 2.2.3.2 beschrie-

ben hergestellt und in E. coli M15 exprimiert. Die anschließende Reinigung über Metallio-

nenaffinitätschromatographie lieferte die Chimären als lösliche Proteine in guter Ausbeute 

von 33-63 mg/L Medium und einer Reinheit >95% (Tab. 6.17 und Abb. 6.1b, Anhang). Die 

beiden Chimären wurden anschließend im Standardassay (5 mM 3MCH, 0,2 mM NAD(P)H) 
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auf ihre enzymatische Aktivität untersucht und die Produktbildung wurde mittels GCMS veri-

fiziert (Abschnitt 2.2.8). 

 

Abb. 3.13: Sequenzalignment von CoTR mit At2g29350 und den Chimären CG1 und CG2 sowie graphi-
sche Darstellung der Chimären unter Verwendung des Homologiemodells von At2g29350.  

        

 

D 
D 

E 

a) b) 

αE 

CoTR         MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQESLR 60 

At2g29350    -MAKEGGLGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGAKVHTCARDETQLQERLR 59 

CG1          MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQESLR 60 

CG2          MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQESLR 60 

                 . .  ::***** **************************:************* ** 

                                                                                                               βD         Loop/CG1 

CoTR         EWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNILVNNAGTCITKPTIDYTSEDF 120 

At2g29350    EWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQRVKLMETVSSLYQGKLNILVNNVGTSIFKPTTEYTAEDF 119 

CG1          EWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNILVNNAGTCITKPTTEYTAEDF 120 

CG2          EWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNILVNNAGTCITKPTIDYTSEDF 120 

             ********************** *********:**********.**.* *** :**:*** 

                                                                                           βE      Loop/CG2 

CoTR         SFLMSTNLESSFHLSQLAHPLLKSSGLGSIVLISSVASVVHVNVGSIYGATKGAMNQLAR 180 

At2g29350    SFVMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGSIVLISSAAGVVHVNVGSIYGATKGAMNQLAR 179 

CG1          SFVMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGSIVLISSAAGVVHVNVGSIYGATKGAMNQLAR 180 

CG2          SFLMSTNLESSFHLSQLAHPLLKSSGLGSIVLISSVASVVHVNVGSIYGATKGAMNQLAR 180 

             **:*:*****:************:** ********.*.********************** 

 

CoTR         NLACEWASDSIKVNSVCPGFISTPLASNYFRNEEFKKEVENIIPTGRVGEANEVSSLVAY 240 

At2g29350    NLACEWASDNIRTNSVCPWYITTPLSNDFF-DEEFKKEAVRTTPMGRVGEANEVSPLVAF 238 

CG1          NLACEWASDNIRTNSVCPWYITTPLSNDFF-DEEFKKEAVRTTPMGRVGEANEVSPLVAF 239 

CG2          NLACEWASDNIRTNSVCPWYITTPLSNDFF-DEEFKKEAVRTTPMGRVGEANEVSPLVAF 239 

             *********.*:.***** :*:***:.::* :******. .  * ********** ***: 

 

CoTR         LCLPAASYVTGQTICVDGGFSVNGFTFKSLPLR 273 

At2g29350    LCLPSASYITGQTICVDGGATVNGFSFKTMP-- 269 

CG1          LCLPSASYITGQTICVDGGATVNGFSFKTMP-- 270 

CG2          LCLPSASYITGQTICVDGGATVNGFSFKTMP-- 270 

             ****:***:********** :****:**::* 
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Zu Abb. 3.13: Alignment: farblich unterlegt: grau: Glycin-reiches Motiv; grün: basische Aminosäure für die 
Bindung von NADPH; hellblau: katalytische Tetrade; gelb: Positionen der zusätzliche Mutationsstellen S27A, 
A49D und T109F in den Chimären. Schrift farblich hervorgehoben: hellblau: Loop-Bereiche für die Schnittstel-
len C-terminal hinter den beiden -Faltblättern D und E; rot: Aminosäuren, deren Codons mutiert wurden, um 
die benötigten Restriktionsschnittstellen einzufügen  entspricht der Fusionsstelle in den Chimären; pink: 
CoTR-Anteil von CG1; violett: CoTR-Anteil von CG2. Graphische Darstellung: Bereiche, die durch die Sequenz 
der CoTR ausgetauscht wurden, sind farblich hervorgehoben. a) CG1: CoTR-Anteil pink, b) CG2: CoTR-Anteil 
violett. Grün: Positionen der basischen Aminosäuren zur NADPH-Bindung; hellblau: Positionen der katalyti-
schen Tetrade; gelb: Positionen der Mutationen S27A, A49D und T109F. Rote Pfeile: Fusionsstelle in den Chi-
mären. Orange: NADPH; rosa: Menthon im Bereich der Substratbindetasche. Homologiemodell, Fischer, 2015. 

Sowohl CG1 als auch CG2 zeigten Enzymaktivität (Tab. 3.6), wobei für CG1 ein viel höherer 

Wert als für CG2 erhalten wurde. Beide chimären Proteine waren wie At2g29350 strikt 

NADPH-abhängig. Das Homologiemodell von At2g29350 weist darauf hin, dass die Amino-

säure F109 an der Bildung der Substratbindetasche beteiligt ist (Abb. 3.13; Fischer, 2015). In 

den Chimären CG1 und CG2 war diese Sequenzposition durch ein Threonin aus der CoTR 

besetzt. In beiden Chimären wurde daraufhin das Threonin durch Phenylalanin ersetzt und die 

resultierenden Enzymvarianten auf Aktivität getestet. CG1(T109F) zeigte eine etwas höhere 

Aktivität als CG1, während CG2(T109F) eine geringere Aktivität aufwies als CG2 (Tab. 3.6).  

Tab. 3.6: Aktivitätstest der Chimären CG1 und CG2 sowie ihrer Enzymvarianten. 5 mM 3MCH, 0,2 mM 
NAD(P)H, 30 °C. Photometrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und 
Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). 

Chimäre/                    
Enzymvariante 

spez. Aktivität [nkat/mg] 
(NADPH) 

spez. Aktivität [nkat/mg] 
(NADH) 

pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 
CG1 2,2 ± 0,3 38,8 ± 1,2 37,4 ± 1,6 - - - 

CG1(T109F) - 51,8 ± 1,3 30,5 ± 1,6 - - - 

CG1(A49D,T109F) - - - - - - 

CG1(S27A,A49D,T109F) - - - - 0,7 ± 0,1 2,0 ± 0,1 

CG2 - 3,4 ± 0,1 2,0 ± 0,1 - - - 

CG2(T109F) - 0,9 ± 0,1 0,2 ± 0,0 - - - 
 

Für CG1 wurde getestet, welche Auswirkung die beiden Mutationen A49D und S27A in An-

lehnung an die analogen Varianten der Wildtyp-Enzyme (vergl. Abschnitt 3.1.1 und 3.1.2) 

haben. Auf Grund der höheren Aktivität wurde für die beiden Mutationen nicht CG1 sondern 

die Phenylalanin-Variante CG1(T109F) eingesetzt. Die resultierenden CG1(A49D,T109F) 

und CG1(S27A,A49D,T109F) zeigten in Bezug auf die beiden Mutationen ein ähnliches Ver-

halten wie At2g29350. Wird nur das Alanin durch das Aspartat ersetzt, so verliert das Protein 

seine Aktivität (Tab. 3.6). Durch den zusätzlichen Austausch des Serins zu einem Alanin wird 

ein strikt NADH-abhängiges Protein erhalten, jedoch mit einer sehr geringen spezifischen 
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Aktivität. Für die aktiven Chimären und Enzymvarianten wurde der Einfluss des pH-Wertes 

auf die Enzymaktivität untersucht (Abb. 6.3, Anhang). Die pH-Optima sind in Tabelle 3.7 

aufgeführt. Wie für die Enzymvarianten von At2g29350 konnte ein Shift der pH-Optima in 

den neutralen Bereich im Vergleich zu den beiden Wildtyp-Enzymen (At2g29350: KPP 

pH 5,5; CoTR: CPP pH 5,0) beobachtet werden. 

Tab. 3.7: pH-Optima und natives Molekulargewicht der Chimären und ihrer Enzymvarianten. pH-Wert 
(Reduktion): 5 mM 3MCH, 0,2 mM NAD(P)H, pH 4,5-9,0, 30 °C. Photometrische Messung der Absorptionsän-
derung von NAD(P)H bei 340 nm. Zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). Analytische 
Ultrazentrifugation: M(app) = apparentes Molekulargewicht. 20 °C, 10.000 rpm; Einzelmessungen. k. A., keine 
Angaben. 

Chimären und Varianten 
pH-Wert M(app) [kDa] 
(Puffer) 0,04 mg/mL 0,30 mg/mL 

CG1 6,4 (KPP) 56 78 

CG1(T109F) 6,0 (KPP) k. A. k. A. 

CG1(S27A,A49D,T109F) 7,5 (KPP) 86 k. A. 

CG2 6,4 (KPP) k. A. k. A. 

CG2(T109F) 6,0 (KPP) 75 90 
 

Da CoTR im Vergleich zu At2g29350 kein Dimer-Tetramer-Gleichgewicht aufwies, stellte 

sich bei den Chimären die Frage nach der Quartärstruktur. Zur Untersuchung des nativen Mo-

lekulargewichts wurden die beiden Chimären CG1 und CG2 sowie CG1(S27A,A49D,T109F) 

in der analytischen Ultrazentrifugation vermessen (Priv.-Doz. Dr. H. Lilie, MLU, Institut für 

Biochemie und Biotechnologie, Abteilung Technische Biochemie). Die Ergebnisse zeigten, 

dass sowohl CG1 und CG1(S27A,A49D,T109F) als auch CG2 in enzymkonzentrationsabhän-

gigen Dimer-Tetramer-Gleichgewichten vorliegen (Tab. 3.7). Um zu untersuchen, wie sich 

die Chimären in Abhängigkeit von verschiedenen Substrat- und Cosubstratkonzentrationen 

verhalten, wurde exemplarisch für CG1, CG1(S27A,A49D,T109F) und CG2 die spezifische 

Aktivität bei unterschiedlichen Substrat- und Cosubstratkonzentrationen ermittelt (Abb. 3.14). 

Es zeigte sich, dass sich die spezifische Aktivität durch die Erhöhung von Substrat- und Co-

substratkonzentration stetig steigern lässt und so unter den gewählten Bedingungen keine Sät-

tigung erreicht wird, mit Ausnahme der Messung von CG1 und CG2 mit verschiedenen 

3MCH-Konzentrationen (Abb. 3.14b und f), wobei die Höhe der spezifischen Aktivität jedoch 

stark von der Cosubstratkonzentration abhängt. 
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Abb. 3.14: Messungen der spezifischen Aktivität von CG1 (a, b), CG1(S27A,A49D,T109F) (c, d) und  CG2 
(e, f) in Abhängigkeit von Cosubstrat- und Substratkonzentration. Abhängigkeit von der Cosubstratkonzen-
tration (a, c, e) bei verschiedenen Substratkonzentrationen und von der Substratkonzentration (b, d, f) bei ver-
schiedenen Cosubstratkonzentrationen. Die Messungen erfolgten bei 30 °C bei den pH-Optima der Proteine. 
Photometrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und Standardabwei-
chung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). 

Die Chimären gleichen folglich in ihrer Quartärstruktur und ihrem kinetischen Verhalten den 

At2g29350-Varianten. Somit konnte in den Chimären und den von ihnen abgeleiteten En-

zymvarianten keine Verbesserung der Eigenschaften gegenüber der mit NADH aktiven 

At2g29350(S26A,A48D) festgestellt werden. 



3 Ergebnisse 

75 
 

3.3 Identifizierung anwendungsrelevanter Substrate 

3.3.1 Ermittlung anwendungsrelevanter Substrate anhand des Pharmacophoren-

Screenings 

Bei der Suche nach anwendungsrelevanten Substraten für At2g29350 und CoTR wurde das 

Pharmacophoren-Screening basierend auf dem Homologiemodell von At2g29350 (Fischer, 

2015) erneut ausgewertet. Das Screening umfasste 1532 Strukturen und die Beurteilung der 

Anwendungsrelevanz erfolgte unter Zuhilfenahme der Scifinder-Datenbank (www.cas.org/ 

products/scifinder). Ein vielversprechendes Ergebnis stellte die pharmacophore Struktur 1341 

dar (Abb. 3.15).  

 

Abb. 3.15: Pharmacophore Struktur 1341 und Struktur des Wieland-Miescher-Ketons (WMK) sowie die 
Enantiomere des Wieland-Miescher- und des Hajos-Parrish-Ketons (HPK).  

Bei dieser Struktur handelt es sich abgesehen von der Methoxygruppe um die Struktur des 

Wieland-Miescher-Ketons (WMK; Wieland et al., 1950; Hajos et al., 1974; Eder et al., 1971). 

WMK stellt als Startbaustein für die chemische Totalsynthese von polyzyklischen Terpenen 

und Steroiden (u.a. Ihara et al. 1986; Bruner et al.1995; Ma et al. 2010) eine wichtige Verbin-

dung dar. Neben WMK ist zudem das strukturell verwandte Hajos-Parrish-Keton (HPK, Hajos 

et al., 1974; Eder et al., 1971), welches im Vergleich zum WMK aus einem Sechs- und einem 

Fünfring statt aus zwei annelierten Sechsringen besteht, von ähnlicher Bedeutung in der che-

mischen Synthese (u.a. Micheli et al., 1974; Brady et al., 2005). Die vier Enantiomere der 

beiden Diketone WMK und HPK stellen im Folgenden die Basis für die Untersuchung der 

Substratspezifität der TRL und von CoTR dar (Abb. 3.15). 

http://www.cas.org/%20products/scifinder
http://www.cas.org/%20products/scifinder
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3.3.2 Bizyklische Diketone als Substrate 

In Testassays wurden die Enzyme At2g29350, At2g29360, At2g29330 und CoTR sowie 

At2g29350(S26A,A48D), At2g29360(S27A,A49D), CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) 

auf Aktivität gegenüber den Diketonen getestet (Tab. 3.8).  

Tab. 3.8: Aktivität der Tropinonreduktase-ähnlichen Enzyme, von CoTR und ihrer mit NADH aktiven 
Enzymvarianten gegenüber den Enantiomeren des Wieland-Miescher- und Hajos-Parrish-Ketons. 5 mM 
Substrat (Ausnahme At2g29350(S26A,A48D) und At2g29360(S27A,A49D): 10 mM), 0,2-0,4 µM NAD(P)H. 
Messung bei 30 °C und den pH-Optima der Proteine. Photometrische Messung der Absorptionsänderung von 
NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Rep-
likaten (n = 4). 

Enzym/Variante spez. Aktivität [nkat/mg] 
(R)-WMK (S)-WMK (R)-HPK (S)-HPK 

At2g29350 1,1 ± 0,7 48,9 ± 1,4 2,4 ± 0,8 15,6 ± 2,6 

CoTR 3,8 ± 0,8 6,1 ± 0,3 1,8 ± 0,5 - 

At2g29360 0,8 ± 0,2 1,1 ± 0,1 - - 

At2g29330 0,7 ± 0,1 - - - 

At2g29350(S26A,A48D) - 20,6 ± 0,7 - 7,0 ± 0,7 

CoTR(A49D) 21,0 ± 1,4 9,7 ± 0,6 4,0 ± 0,8 - 

CoTR(S27A,A49D) 24,3 ± 0,6 13,3 ± 0,9 6,6 ± 0,7 - 

At2g29360(S27A,A49D) - - - - 
 

Die Ergebnisse zeigten, dass die beiden bizyklischen Diketone von At2g29350 und CoTR als 

Substrate akzeptiert wurden. At2g29330 und At2g29360 wiesen keine Aktivität mit HPK auf. 

Gegenüber WMK zeigte At2g29360 eine Restaktivität für beide Enantiomere, wogegen 

At2g29330 nur gegenüber des (R)-Enantiomers eine Restaktivität aufwies. Auffällig war zu-

dem, dass At2g29350 eine 44,5-fach (WMK) bzw. 6,5-fach (HPK) erhöhte Aktivität gegen-

über den (S)-Enantiomeren besitzt. Für (R)-WMK und (R)-HPK wurden nur Restaktivitäten 

von 1,1 nkat/mg bzw. 2,4 nkat/mg erhalten. Diese Tendenz korreliert mit den Daten für 

At2g29350(S26A,A48D), da diese auch nur Aktivität gegnüber den (S)-Enantiomeren zeigte. 

Für CoTR und ihre beiden Varianten war nur gegenüber dem (R)-Enantiomer von HPK eine 

Aktivität messbar, während beide Enantiomere von WMK umgesetzt wurden. At2g29360-

(S27A,A49D) zeigte dagegen keine Aktivität gegenüber den Diketonen. Auf Grund dieser 

Ergebnisse wurden für die weiteren Untersuchungen nur die beiden Enzyme At2g29350 und 

CoTR sowie ihre Enzymvarianten und chimären Proteine verwendet. 
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3.3.3 Analytik der Produktbildung der biokatalytischen Umsetzung der Diketone  

3.3.3.1 Mögliche Produktbildung durch die Enzyme 

Bei der biokatalytischen Reduktion von WMK und HPK kann theoretisch sowohl die Car-

bonylgruppe an C5 als auch die -ungesättigte Carbonylgruppe an C1 vom Enzym zum 

Alkohol reduziert werden (Abb. 3.16). Die dabei gebildeten -gesättigten oder -unge-

sättigten Hydroxyketone sind auf Grund der jeweils zweiten Carbonylgruppe zudem ebenfalls 

potenzielle Substrate für die Enzyme und könnten zu Diolen weiter reduziert werden. 

 

Abb. 3.16: Mögliche Produktbildung durch die biokatalytische Reduktion des Wieland-Miescher- bzw. 
Hajos-Parrish-Ketons. Nummerierung des Kohlenstoffgrundgerüsts unabhängig von der IUPAC-Nomenklatur. 

Werden die enantiomerenreinen Diketone eingesetzt, sind ausgehend von einem Enantiomer 

auf Grund der Prochiralität der Carbonylgruppen insgesamt acht Produkte denkbar. In Abbil-

dung 3.17 sind die möglichen Produkte ausgehend von entweder dem (S)- oder dem (R)-

Enantiomer der Diketone dargestellt. Für eine bessere Übersichtlichkeit erfolgt die Numme-

rierung des Kohlenstoffgrundgerüsts der Verbindungen unabhängig von der IUPAC-Nomen-

klatur (Abschnitt 2.2.7.3). Ersichtlich ist, dass für beide Diketone die Produkte ausgehend von 

dem (S)-Enantiomer die Enantiomere der Produkte ausgehend von dem (R)-Enantiomer dar-

stellen. Da als Ausgangsstoffe für die enzymatischen Reaktionen die enantiomerenreinen Di-

ketone verwendet wurden, konnte für die benötigte Analytik der biokatalytischen Produktbil-

dung eine nicht chirale GCMS-Methode eingesetzt werden. Dieses erleichterte die Herstel-

lung der Referenzsubstanzen, da so nur ausgehend von jeweils einem Diketon-Enantiomer die 

Referenzen hergestellt werden mussten, da die Produkte dieselben Retentionszeiten und Mas-

sen-Fragmentierungsmustern ausfweisen, wie die Produkte ausgehend vom anderen Enantio-

mer. Die Synthese der Referenzsubstanzen erfolgte ausgehend von den (S)-Enantiomeren von 
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WMK und HPK. Die -ungesättigten (4R,5R)-Hydroxyketone wurden zusätzlich ausgehend 

von den (R)-Enantiomeren der Diketone hergestellt, da sie für die spätere Charakterisierung 

der Rückreaktion benötigt wurden. 

 

Abb. 3.17: Gegenüberstellung der Enantiomerenpaare der möglichen Reduktionsprodukte (Hydroxy-
ketone und Diole) ausgehend von den enantiomerenreinen Wieland-Miescher- und Hajos-Parrish-Keto-
nen. Nummerierung des Kohlenstoffgrundgerüsts unabhängig von der IUPAC-Nomenklatur. 

3.3.3.2 Chemische Synthese der Referenzsubstanzen 

Die Herstellung der -ungesättigten Hydroxyketone ausgehend vom WMK erfolgte mittels 

Reduktion mit Natriumborhydrid (Tab. 3.9; Lu et al., 2011; Yang et al., 2002).  
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Tab. 3.9: Bedingungen, Ausbeute und Produktverhältnis der Reduktion des Wieland-Miescher-Ketons 
mit NaBH4. a) ausgehend von (S)-WMK; b) ausgehend von (R)-WMK. 

 

Die Reaktion wurde durch die in den Diketonen befindliche Methylgruppe kontrolliert und 

lieferte somit für die Enantiomere von WMK (4S,5S)-2 bzw. (4R,5R)-2 als Hauptprodukt 

(Tab. 3.9a und b). Als Nebenprodukte entstanden, wie später nachgewiesen werden konnte, 

zum einen die Diastereomere der -ungesättigten Hydroxyketone (4S,5R)-2 und (4R,5S)-2 

sowie die Diole (1S,4S,5S)-6 bzw. (1R,4R,5R)-6. Die Bildung der Diole konnte durch eine 

Verringerung der Äquivalente an NaBH4 und tiefere Temperaturen reduziert werden. Die Pro-

duktverhältnisse wurden anhand der Signale der olefinischen Protonen (10-H) in den 1H-

NMR-Spektren ermittelt.  

Für die Darstellung der -ungesättigten Hydroxyketone (4S,5S)-1 und (4R,5R)-1 ausgehend 

von den Enantiomeren von HPK wurden durch die Reduktion mit Natriumborhydrid nur die 

gewünschten Hydroxyketon erhalten (Abb. 3.18; Yang et al., 2002). 
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Abb. 3.18: Herstellung der -ungesättigten Hydroxyketone (4S,5S)-1 und (4R,5R)-1 ausgehend vom (S)-
und (R)-Hajos-Parrish-Keton. 

Da Natriumborhydrid die -ungesättigten Carbonylgruppe nur schwach oder gar nicht re-

duziert, wurde für die Synthese der -gesättigten Hydroxyketone Lithiumaluminiumhydrid 

verwendet (in Anlehnung an Corbu et al., 2007). Da dieses jedoch auch die Carbonylgruppe 

an C5 reduzieren würde, musste diese zuvor geschützt werden (Abb. 3.19). 

 

Abb. 3.19: Reaktionsfolge zur Herstellung der -gesättigten Hydroxyketone ausgehend vom Hajos-
Parrish- und Wieland-Mischer-Keton. 

Die Schützung der Carbonylgruppe sollte mittels Acetalbildung mit Ethylengylcol und pa-

ra-Toluolsulfonsäure (p-TsOH) erfolgen (Ciceri et al., 1997). Diese Schutzgruppe ist zum 

einen stabil gegenüber dem basischen Reduktionsmittel und zum anderen lässt sie sich nach 

der Reduktion wieder einfach mit Salzsäure entfernen (in Anlehung an Corbu et al., 2007). 

Die (S)-Enantiomere der beiden Diketone konnten in guten Ausbeuten geschützt werden 

(Abb. 3.20).  

 

Abb. 3.20: Acetal-Schützung der (S)-Enantiomere des Wieland-Miescher- (a) und Hajos-Parrish-Ketons 
(b). 
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Bei der anschließenden Reduktion der geschützten Diketone mit LiAlH4 (in Anlehung an 

Corbu et al., 2007), wurden ausgehend von dem geschützten WMK (4S)-8 ein Haupt- und ein 

Nebenprodukt erhalten, welche säulenchromatographisch getrennt werden konnten. Trotz der 

Reinigung über Kieselgel konnte das Nebenprodukt (NP) nur in geringer Reinheit (undefinier-

te Nebenprodukte im CH2-Bereich der NMR-Spektren) erhalten werden. HRMS- und GCMS-

Messungen zeigten, dass es sich bei HP (4S)-10 und NP (4S)-10 um die beiden möglichen 

reduzierten Diastereomere handelte. Das Hauptprodukt (HP) konnte zudem vollständig mit-

tels NMR analysiert werden. Die Reaktionsbedingungen sowie die Ausbeute des Hauptpro-

duktes sind in Abbildung 3.21a wiedergegeben. 

 

Abb. 3.21: Reduktion der geschützten (S)-Enantiomere des Wieland-Miescher- (a) und Hajos-Parrish-
Ketons (b) mit LiAlH4. 

Bei der Reduktion des geschützten HPK (4S)-7 konnten über Dünnschichtchromatographie 

sowohl bei der Kontrolle der Reaktion als auch während der Reinigung über Kieselgel wie bei 

der Reduktion von (4S)-8 ein Haupt- und ein Nebenprodukt detektiert werden. Die anschlie-

ßende Analyse (NMR, GCMS, HRMS) der beiden Produkte zeigte, dass das Hauptprodukt 

eins der möglichen reduzierten Diastereomere (HP (4S)-9) war, es sich bei dem Nebenprodukt 

jedoch um ein Produktgemisch handelte. Das Produktgemisch bestand aus dem anderen mög-

lichen reduzierten Diastereomer (NP (4S)-9) und wie sich später zeigte aus dem Diol HP (4S)-

5. Da die reine Verbindung (4S)-7 für die Reaktion eingesetzt wurde, muss es folglich wäh-

rend der Reduktion zur teilweisen Entschützung der Ausgangsverbindung oder der reduzierten 

Produkte HP (4S)-9 oder NP (4S)-9 gekommen sein. Die Reaktionsbedingungen und die Aus-

beute für das Hauptprodukt sind in Abbildung 3.21b gezeigt. Die Ausbeute für das Produkt-

gemisch kann auf Grund einer geringen Reinheit (weitere undefinierte Nebenprodukte im 

CH2-Bereich der NMR-Spektren) nicht angeben werden. 
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Das jeweilige Hauptprodukt wurde dann in einem 1:1-Gemisch aus 10% HCl und THF ent-

schützt (in Anlehung an Corbu et al., 2007). Die Dünnschichtchromatographie zur Kontrolle 

der Reaktion und der säulenchromatographischen Reinigung ließ vermuten, dass jeweils nur 

eine Verbindung gebildte wurde, jedoch zeigte die Produktanalyse (GCMS und NMR), dass 

es sich um Produktgemische der beiden möglichen Diastereomere der -gesättigten Hydro-

xyketone (Produkt1, P1 und Produkt 2, P2) handelte (Abb. 3.22).  

 

Abb. 3.22: Entschützung des reduzierten Wieland-Miescher- (a) und Hajos-Parrish-Ketons (b). 

Für die -gesättigten Hydroxyketone von WMK wurde ein Diastereomeren-Verhältnis von 

69:31 und für die -gesättigten Hydroxyketone von HPK von 52:48 erhalten (Abb. 3.22a 

und b). Die Produktverhältnisse wurden anhand der Signale der olefinischen Protonen (10-

H/MWK, und 9-H/HPK) in den 1H-NMR-Spektren ermittelt. Der Erhalt der Produktgemische 

während der Entschützung, ausgehend von einer diastereomerenreinen Verbindung, kann 

durch eine säurekatalysierte Isomerisierung der allylischen Alkoholgruppen erklärt werden. 

Die Herstellung der Diole erfolgte durch die Reduktion der ungeschützten Diketone mit Li-

thiumaluminiumhydrid (Harada et al., 1990). Da die Reduktion der Carbonylgruppe an C5 

von WMK wie mit NaBH4 substratgesteuert abläuft, wurden jeweils nur zwei der vier Diole 

erhalten. Die beiden Diole konnten mittels Säulenchromatographie getrennt werden und ihre 

Stereochemie über die NMR-Spektren im Vergleich mit den NMR-Daten aus der Arbeit von 

N. HARADA (1990) zugeordnet werden. Das Nebenprodukt zeigte, wie bei der Reduktion der 

geschützten Diketone, eine geringe Reinheit (undefinierte Nebenprodukte im CH2-Bereich der 

NMR-Spektren), sodass nur für das Hauptprodukt die Ausbeute (84%) angegeben werden 

kann (Abb. 3.23a).  
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Abb. 3.23: Darstellung der Diole ausgehend von den (S)-Enantiomeren des Wieland-Miescher- (a) und 
Hajos-Parrish-Ketons (b). 

HPK wurde mit LiAlH4 unter denselben Bedingungen wie WMK reduziert. Es wurden eben-

falls ein Haupt- und ein Nebenprodukt erhalten, die säulenchromatographisch getrennt und 

mittels HRMS, GCMS und im Fall des Hauptproduktes mit NMR vollständig analysiert wer-

den konnten. Das Nebenprodukt wurde auch für HPK nur in geringer Reinheit (undefinierte 

Nebenprodukte im CH2-Bereich der NMR-Spektren) erhalten, weshalb die Ausbeute nur für 

das Hauptprodukt (87%) angegeben wird (Abb. 3.23b). 

3.3.3.3 Biokatalytische Herstellung der diastereomeren -ungesättigten Hydroxy-

ketone 

Da von den -ungesättigten Hydroxyketonen jeweils nur die (4S,5S)- bzw. (4R,5R)-

Produkte synthetisch zugänglich waren, jedoch nicht ihre (4S,5R)- bzw. (4R,5S)-Diastere-

omere, wurden zusätzlich zu den chemischen Reaktionen auch biokatalytische Ansätze mit 

den beiden Wildtyp-Enzymen durchgeführt. Neben der Synthese der Referenzen sollten die 

Ansätze dazu dienen, erste Einblicke in die Produktbildung von At2g29350 und CoTR zu 

erhalten. Für die beiden Wildtyp-Enzyme wurden die Ansätze entsprechend der Enantio-

meren-Akzeptanz in den Testassays (Abschnitt 3.3.2, Tab. 3.8) gewählt. Die biokatalytischen 

Reaktionen wurden wie die chemischen Reaktionen extrahiert, säulenchromatographisch ge-

reinigt und anschließend über NMR und GCMS vermessen. Die Bestimmung der Produkt-

reinheit und der Diastereomeren-Verhältnisse erfolgte erneut über die olefinischen Protonen 

(10-H/MWK und 9-H/HPK) in den 1H-NMR-Spektren. Die Ansätze und Ergebnisse für 

At2g29350 sind in Abbildung 3.24 zusammengefasst.  
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Abb. 3.24: Biokatalytische Umsetzung des (S)-Wieland-Mischer- (a), (S)-Hajos-Parrish- (b) und (R)-
Hajos-Parrish-Ketons (c) durch At2g29350. 

Die NMR-Messungen zeigten, dass At2g29350 für die (S)-Enantiomere der Diketone regiose-

lektiv und stereospezifisch nur die ,-ungesättigten Hydroxyketone (4S,5S)-2 und (4S,5S)-1 

entsprechend der Reduktion mit NaBH4 bildet. Dagegen wurde ausgehend von dem (R)-

Enantiomer von HPK zusätzlich zu dem ,-ungesättigten Hydroxyketon (4R,5R)-1 das ent-

sprechende Diastereomer (4R,5S)-1 in geringer Menge erhalten (dr 97:3). 

Die Ergebnisse für CoTR sind in Abbildung 3.25 dargestellt. Für die Umsetzung mit den (R)-

Enantiomeren der Diketone zeigte CoTR eine Regioselektivität für die Reduktion der Car-

bonylgruppe an C5. Jedoch wurden neben den ,-ungesättigten Hydroxyketonen (4R,5R)-2 

und (4R,5R)-1 als Hauptprodukte auch die diastereomeren Produkte (4R,5S)-2 und (4R,5S)-1 

gebildet. Somit war CoTR im Vergleich zu At2g29350 mit den (S)-Enantiomeren nicht stereo-

spezifisch in Bezug auf die Reduktion der Carbonylgruppe an C5 der (R)-Enantiomere, be-

vorzugte aber deutlich die Bildung der (4R,5R)-Produkte. Bei der Reduktion von (S)-WMK 

entstand als Hauptprodukt (4S,5S)-2. Als Nebenprodukte wurden zudem das Diastereomer 

(4S,5R)-2 und das Diol (1S,4S,5S)-6 erhalten.  

Aufgrund der mangelnden Stereospezifität von CoTR wurden die Referenzen der ,-

ungesättigten Hydroxyketone (4R,5S)-2, (4S,5R)-2 und (4R,5S)-1 erhalten. Nach Optimierung 

der GCMS-Methoden konnten die Wildtyp-Enzyme, die chimären Enzyme und ausgesuchte 

Enzymvarianten auf ihre Produktbildung mit den Diketonen untersucht werden. Im Retenti-
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onsbereich der Diole wurde auf Grund der fehlenden Referenzen (vergl. Abb. 3.23) zudem auf 

weitere Peaks mit ähnlichen Fragmentierungsmuster entsprechend der vorliegenden Referen-

zen (1S,4S,5S)-6, (1R,4S,5S)-6, HP (4S)-5 und NP (4S)-5 geachtet. 

 

Abb. 3.25: Biokatalytische Umsetzung des (R)-Wieland-Miescher- (a), (S)-Wieland-Miescher- (b) und (R)-
Hajos-Parrish-Ketons (c) durch CoTR. 

3.3.3.4 Produktbildung aus der biokatalytischen Reduktion der bizyklischen Diketone 

Die Produktbildung aus der biokatalytischen Umsetzung der Diketone wurde sowohl qualita-

tiv (Tab. 3.10 und 3.11) als auch semiquantitativ (Abb. 3.26-3.29) mit GCMS ausgewertet. In 

Tabelle 3.10 ist die qualitative Produktbildung für die Umsetzung der Enantiomere von WMK 

aufgeführt und in Abbildung 3.26 die semiquantitative Auswertung der Bildung der α,β-

ungesättigten Hydroxyketone. 

Für das Wildtyp-Enzym At2g29350 wurde für beide Enantiomere nur die Bildung des 

(4S,5S)- bzw. (4R,5R)--ungesättigten Hydroxyketons detektiert. Dieses Ergebnis deckt 

sich ausgehend vom (S)-Enantiomer mit der Produktbildung im 20 mg-Maßstab (Abschnitt 

3.3.3.3). Für die beiden Enzymvarianten At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350(V103A) 

wurde ausgehend von den Enantiomeren von WMK ebenfalls nur die Bildung von (4S,5S)-2 

bzw. (4R,5R)-beobachtet. Aus der semiquantitativen Auswertung (Abb 3.26) kann anhand 

der Peakfläche und damit der Produktmenge für die Bildung der -ungesättigten Hydro-
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xyketone (4S,5S)-2 und (4R,5R)-2 für At2g29350 und ihre beiden Varianten geschlossen wer-

den, dass das (S)-Enantiomer von WMK das bevorzugte Substrat für die drei Proteine ist. 

Tab. 3.10: Qualitative Produktbildung ausgehend vom (S)-Wieland-Miescher- (a) und (R)-Wieland-
Miescher-Keton (b). (+): Produkt konnte nachgewiesen werden, (-): Produkt konnte nicht nachgewiesen wer-
den, (+*): Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des Quantifizierungslimits (LOQ: Sig-
nal:Rausch-Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maximale prozentuale Standardabweichung von 
12%). Ansatzbedingungen: 75 oder 150 µg/mL Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM NAD(P)H, pH-Optima der En-
zyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: GCMS, drei Wiederholungen mit drei 
technischen Replikaten (n = 3). 
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Abb. 3.26: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxy-
ketone durch At2g29350, CoTR und ausgewählten Enzymvarianten ausgehend von den (S)- und (R)-
Enantiomeren des Wieland-Miescher-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) 
Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essig-
säureethylester. Messung: GCMS, drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der 
Mittelwerte der Peakflächen mit Standardabweichung. 

CoTR zeigte unter Verwendung von NADPH ausgehend vom (R)-Enantiomer von WMK die 

Bildung der beiden -ungesättigten Hydroxyketone (4R,5R)-2 und (4R,5S)-2 (Tab. 3.10). 

Ausgehend vom (S)-Enantiomer wurde hingegen ausschließlich das (4S,5S)-2 detektiert. Un-
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ter Berücksichtigung der semiquantitativen Auswertung (Abb. 3.26) ließ sich jedoch eine ca. 

8x höhere Produktbildung von (4R,4R)-2 gegenüber (4S,5S)-2 detektieren und somit eine 

deutliche Bevorzugung von (R)-WMK als Substrat. Die semiquantitative Auswertung zeigte 

zudem, dass (4R,5R)- das Hauptprodukt für die Umsetzung des (R)-Enantiomers mit einer 

prozentualen Peakflächenverteilung von 98%:2% für (4R,5R)-2:(4R,5S)-2 ist. Wurde die Bil-

dung der Nebenprodukte ausgehend von den Enantiomeren von WMK durch CoTR mit 

NADPH und NADH sowie CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) mit NADH verglichen, so 

fiel auf, dass die Anzahl und die gebildete Menge an Nebenprodukten von der Affinität zum 

Cosubstrat abhängig zu sein scheint. Sowohl für die Umsetzung des (S)- als auch des (R)-

Enantiomers wurden durch CoTR unter Verwendung von NADH weitere Nebenprodukte 

(-gesättigte Hydroxyketone und Diole, Tab. 3.10, Abb. 3.27) erhalten als mit NADPH.  

 

Abb. 3.27: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der Nebenprodukte durch CoTR, 
CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) ausgehend von den (S)- und (R)-Enantiomeren des Wieland-
Miescher-Ketons. Bildung von a) P1 (4S)-4 und P2 (4S)-4 und von b) (1R,4S,5S)-6 und (1R,4R,5R)-6. Ansatz-
bedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM NADH, pH-Optima der 
Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: GCMS, drei Wiederholungen mit 
drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der Mittelwerte der Peakflächen mit Standardabweichung. (*) Pro-
dukt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des Quantifizierungslimits (LOQ: Signal:Rausch-
Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maximale prozentuale Standardabweichung von 12%). 
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Für CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) wurden unter Verwendung von NADH für die 

Umsetzung des (S)-Enantiomers dieselben Haupt- und Nebenprodukte erhalten wie für das 

Wildtyp-Enzym mit NADH (Tab. 3.10). Aus der Integration der Peakflächen der Nebenpro-

dukte (Abb. 3.27) ist jedoch ersichtlich, dass CoTR(S27A,A49D) mit der höchsten Affinität 

zu NADH im Vergleich zum Wildtyp-Enzym mit NADH und CoTR(A49D) nur sehr geringe 

Mengen der Nebenprodukte bildet. Zudem konnte für die Umsetzung des (R)-Enantiomers 

mit CoTR(S27A,A49D) im Gegensatz zu CoTR mit NADH und CoTR(A49D) kein weiteres 

Produkt detektiert werden als die beiden -ungesättigte Hydroxyketone (4R,5R)-2 und 

(4R,5S)-2 (Tab. 3.10). Dies entspricht der Produktbildung ausgehend vom (R)-Enantiomer 

von CoTR mit NADPH. Die prozentuale Peakflächenverteilung für (4R,5R)-2:(4R,5S)-2 be-

trug wie für das Wildtyp-Enzym mit NADPH 98%:2%. 

Die qualitative Auswertung der Produktbildung durch die Chimären CG1 und CG2 sowie 

CG1(T109F), CG1(S27A,A49D,T109F) und CG2(T109F) ausgehend vom (S)-WMK zeigte, 

dass als einziges Produkt das -ungesättigte Hydroxyketon (4S,5S)-2 gebildet wird und 

somit eine Produktspezifität entsprechend der At2g29350 erhalten wurde (Tab. 3.10). Für die 

Umsetzung des (R)-Enantiomers wurde nur für die mit NADH aktive CG1(S27A,A49D,-

T109F) ausschließlich das -ungesättigte Hydroxyketon (4R,5R)-2 erhalten (Tab. 3.10). Für 

die anderen vier Enzyme konnte zudem das (1R,4R,5R)-Diol und für CG1 zusätzlich das -

ungesättigte Hydroxyketon (4R,5S)-2 detektiert werden. Auffällig an der semiquantitativen 

Auswertung der Bildung der (4S,5S)- und (4R,5R)--ungesättigten Hydroxyketone war, 

dass bei den Chimären und Varianten (mit Ausnahme von CG1(S27A,A49D,T109F)) schein-

bar keine ausgeprägte Bevorzugung für das (S)- oder das (R)-Enantiomer bestand (Abb. 6.5, 

Anhang). CG1(S27A,A49D,T109F) zeigte hingegen wie At2g29350 und deren Enzymvarian-

ten eine Bevorzugung des (S)-Enantiomers.  

In Tabelle 3.11 ist die qualitative Produktbildung für die Umsetzung der beiden Enantiomere 

von HPK aufgeführt und in Abbildung 3.28 die semiquantitative Auswertung der Bildung der 

-ungesättigten Hydroxyketone. Für die Umsetzung der beiden Enantiomere von HPK 

durch At2g29350, At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350(V103A) konnte eine ähnliche 

Produktbildung wie für die Enantiomere von WMK erhalten werden. Als einziges Produkt 

wurden jeweils (4S,5S)-1 bzw. (4R,5R)-ermittelt, zudem zeigte sich wie für WMK eine 

deutliche Bevorzugung von (S)-HPK (Abb. 3.28). Einzige Ausnahme war At2g29350-

(V103A), für die qualitativ auch das -ungesättigte Hydroxyketon (4R,5S)-1 als Nebenpro-

dukt nachgewiesen werden konnte (Tab. 3.11).  
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Tab. 3.11: Qualitative Produktbildung ausgehend vom (S)-Hajos-Parrish- (a) und (R)-Hajos-Parrish-
Keton (b). (+): Produkt konnte nachgewiesen werden, (-): Produkt konnte nicht nachgewiesen werden, (+*): 
Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des Quantifizierungslimits (LOQ: Signal:Rausch-
Verhältnis von  >5, Peakfläche von  ≥40.000 und maximale prozentuale Standardabweichung von 12%). An-
satzbedingungen: 75 oder 150 µg/mL Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 
350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 
3). 
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Abb. 3.28: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxy-
ketone durch At2g29350, CoTR und ausgewählten Enzymvarianten ausgehend von den (S)- und (R)-
Enantiomeren des Hajos-Parrish-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) En-
zym, 1 mM Substrat, 3 mM NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essig-
säureethylester. Messung: GCMS, drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der 
Mittelwerte der Peakflächen mit Standardabweichung. (*) Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unter-
halb des Quantifizierungslimits. (LOQ: Signal:Rausch-Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maxima-
le prozentuale Standardabweichung von 12%). 

Für CoTR, CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) zeigte sich, dass wie für WMK das (R)-

Enantiomer von HPK als Substrat bevorzugt wurde (Abb. 3.28). Neben (4S,5S)-1 und 
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(4R,5R)-wurden für CoTR mit beiden Cosubstraten sowie für ihre beiden Enzymvarianten 

(4S,5R)-1 bzw. (4R,5S)-erhalten. Die Integration der Peakflächen ergab, dass (4S,5R)-1 und 

(4R,5S)-1 als Nebenprodukte gebildet wurden, jedoch lag die prozentuale Peakflächen-

verteilung weniger ausgeprägt auf der Seite des (4R,5R)-Produktes als beim WMK. So betrug 

die prozentuale Peakflächenverteilung von (4R,5R)-1:(4R,5S)-1 für CoTR mit NADPH 

76%:24% und mit NADH 77%:23% sowie 75%:25% für CoTR(A49D) und 76%:24% für 

CoTR(S27A,A49D) (Abb. 3.28). Im Vergleich dazu lag die prozentuale Peakflächenvertei-

lung von (4R,5R)-2:(4R,5S)-2 ausgehend von (R)-WMK bei 98%:2% für CoTR mit NADPH, 

CoTR(A49D) und CoTR(S27A, A49D) und bei 97%:3% für CoTR mit NADH (Abb. 3.26). 

Bei der Umsetzung von (S)-HPK wurden für CoTR mit dem Cosubstrat NADH sowie für 

CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) die beiden möglichen -gesättigten Hydroxyketone 

P1 (4S)-3 und P2 (4S)-3 als Nebenprodukte erhalten (Tab. 3.11). Jedoch zeigte sich auch hier 

erneut der Einfluss der Cosubstrat-Affinität auf die Bildung von Nebenprodukten (Abb. 3.29). 

So wurden für CoTR(S27A,A49D) weniger Nebenprodukte detektiert als für CoTR(A49D). 

 

Abb. 3.29: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der Nebenprodukte P1 (4S)-3 und 
P2 (4S)-3 durch CoTR, CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) ausgehend von dem (S)-Enantiomer des 
Hajos-Parrish-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Substrat, 
3 mM NADH, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: 
GCMS, drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der Mittelwerte der Peakflächen 
mit Standardabweichung.  

Für die Chimären wurden als Produkte ausgehend von den Enantiomeren von HPK nur die 

-ungesättigten Hydroxyketone erhalten. Bei der Umsetzung des (S)-Enantiomers von HPK 
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wurde bei allen fünf Enzymen nur (4S,5S)-1 detektiert (Tab. 3.11). Ausgehend vom 

(R)-Enantiomer wurde für alle Enzyme als Hauptprodukt (4R,5R)-1 ermittelt (Tab. 3.11). Für 

CG1, CG1(T109F) und CG2 wurden zudem auch geringe Mengen an (4R,5S)-1 detektiert. Im 

Vergleich zu den Enantiomeren von WMK konnte mit den Enantiomeren von HPK eine Be-

vorzugung des (S)-Enantiomers als Substrat festgestellt werden (Abb. 6.6, Anhang). Am deut-

lichsten war diese Bevorzugung für die mit NADH aktive CG1(S27A,A49D,T109F). 

Zusammenfassend zeigten die GCMS-Messungen der Produktbildung für die Reduktion, dass 

At2g29350 und ihre beiden Enzymvarianten sowohl für WMK als auch HPK produktspezi-

fisch das (4S,5S)- bzw. das (4R,5R)--ungesättigte Hydroxyketon bilden (Ausnahme: 

At2g29350(V103A)/(R)-WMK) und allgemein eine Präferenz für die (S)-Enantiomere der 

beiden Diketone als Substrate aufweisen. CoTR, CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) wie-

sen eine Präferenz gegenüber dem (R)-Enantiomer von WMK und HPK auf. Als Hauptpro-

dukte werden ausgehend von den (R)-Enantiomeren der Substrate die (4R,5R)--ungesät-

tigten Hydroxyketone gebildet. Zudem wurde deutlich, dass mit einer geringeren Affinität 

zum Cosubstrat die Bildung von weiteren Nebenprodukten bzw. größeren Mengen an Neben-

produkt einhergehen. Die Chimären verhielten sich bezüglich der Produktbildung entspre-

chend ihrer C-terminalen Sequenz ähnlich zu dem At2g29350-Wildtyp-Enzym. 

Zusätzlich zu den GCMS-Messungen für die Reduktion der Diketone wurde die Oxidation der 

synthetische hergestellten (4S,5S)- bzw. (4R,5R)--ungesättigten Hydroxyketone durch die 

Enzyme getestet. Anhand der Bildung der Diketone zeigte sich eine Präferenz von 

At2g29350, At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350(V103A) für die (4S,5S)--ungesät-

tigten Hydroxyketone gegenüber den (4R,5R)--ungesättigten Hydroxyketonen (Abb. 6.7, 

Anhang). Für CoTR, CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) konnte eine Präferenz für die 

(4R,5R)--ungesättigten Hydroxyketone gegenüber den (4S,5S)--ungesättigten Hydro-

xyketonen beobachtet werden (Abb. 6.7, Anhang). Somit bestätigte die Messung der Oxidati-

on die Substratselektivität der Reduktion. 

3.3.4 Kinetische Charakterisierung der biokatalytischen Umsetzung der bizyklischen 

Diketone  

Nach der Untersuchung der Produktbildung wurden die kinetischen Parameter (Vmax, Km, kcat 

und kcat/Km) der Proteine At2g29350, At2g29350(S26A,A48D), At2g29350(V103A), CoTR, 

CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) für die Umsetzung der Enantiomere der Diketone er-

mittelt (Tab. 3.12a und b). 
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Tab. 3.12: Kinetische Parameter für die Umsetzung der Enantiomere des Wieland-Miescher- (a) und des 
Hajos-Parrish-Ketons (b). Bedingungen: 0,2-0,7 mM NAD(P)H, 0,1-9 mM Substrat, pH-Optima der Enzyme, 
30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von NAD(P)H bei 340 nm. Vier Wiederholungen 
mit vier technischen Replikaten (n = 4), Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung. Geplottet nach Mi-
chaelis und Menten. Die dazugehörigen Kurvenverläufe sind in Abbildung 6.8-6.10 im Anhang dargestellt. 

a)  
 
Enzym/Cosubstrat 

(S)-WMK (R)-WMK 

Vmax [nkat/mg] 
Km [µM] 

kcat [s
-1] 

kcat/Km [s
-1mM-1] 

Vmax [nkat/mg] 
Km [µM] 

kcat [s
-1] 

kcat/Km [s
-1mM-1] 

At2g29350/             
NADPH 

102,0 ± 1,5 
2374,0 ± 99,7 

3,09 ± 0,05      
1,30 ± 0,45 

- - 

CoTR/                     
NADPH 

13,6 ± 0,2 
1401,2 ± 65,8 

0,42 ± 0,01      
0,30 ± 0,09 

14,9 ± 0,3  
305,5 ± 24,6 

0,46 ± 0,01     
1,50 ± 0,31 

CoTR(A49D)/           
NADH 

14,6 ± 0,5  
3274,2 ± 266,1 

0,45 ± 0,02      
0,14 ± 0,06 

28,0 ± 0,4 
1709,3 ± 76,5 

0,86 ± 0,01    
0,50 ± 0,15 

CoTR(S27A,A49D)/ 
NADH 

17,1 ± 0,4  
2843,8 ± 185,7 

0,53 ± 0,01      
0,18 ± 0,07 

31,3 ± 0,3 
1216,1 ± 48,3 

0,96 ± 0,01    
0,79 ± 0,21 

 

b)  
 
Enzym/Cosubstrat 

(S)-HPK (R)-HPK 

Vmax [nkat/mg] 
Km [µM] 

kcat [s
-1] 

kcat/Km [s
-1mM-1] 

Vmax [nkat/mg] 
Km [µM] 

kcat [s
-1] 

kcat/Km [s
-1mM-1] 

At2g29350/             
NADPH 

105,0 ± 1,8 
2153,2 ± 108,8 

3,18 ± 0,05 
1,48 ± 0,50 

k. A. k. A. 

CoTR/                     
NADPH 

- - 3,6 ± 0,1 
896,4 ± 86,9 

0,11 ± 0,00 
0,12 ± 0,03 

CoTR(A49D)/           
NADH 

- - 3,7 ± 0,1 
1512,0 ± 128,7 

0,11 ± 0,00 
0,07 ± 0,02 

CoTR(S27A,A49D)/ 
NADH 

- - 6,1 ± 0,2  
1766,6 ± 154,1 

0,19 ± 0,01 
0,11 ± 0,03 

 

At2g29350 zeigte mit den (S)-Enantiomeren von WMK sowie HWK ein ähnliches kinetisches 

Verhalten. So wurden Maximalgeschwindigkeiten (Vmax) von ca. 100 nkat/mg und Affinitäten 

(Km) im Bereich von 2153,2-2374,0 µM erreicht. Die kcat-Werte lagen bei ca. 3 s-1 und die 

katalytische Effizienz (kcat/Km) bei 1,3-1,5 s-1mM-1. Für die Umsetzung von (R)-HPK konnten 

keine kinetischen Parameter ermittelt werden. Grund dafür war eine fast glockenförmige Sät-

tigungskurve, die durch eine sehr geringe Affinität zum Substrat und eine ausgeprägte Sub-

strat- bzw. Produktüberschusshemmung bedingt war (Abb. 6.8c, Anhang). 

Da bei der Untersuchung von At2g29350(S26A,A48D) gezeigt werden konnte, dass bei einer 

Cosubstratkonzentration von 0,8 mM (Messgrenze der photometrischen Detektion) das Di-

mer-Tetramer-Gleichgewicht nicht vollständig auf der Seite des Tetramers liegt, konnten aus 

den Sättigungskurven mit den (S)-Enantiomeren der Diketone keine kinetischen Parameter für 

At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350(V103A) bestimmt werden. Abbildung 3.30 zeigt die 
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spezifischen Enzymaktivitäten von At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350(V103A) in Ab-

hängigkeit von den Substratkonzentrationen von (S)-WMK und (S)-HPK. Für At2g29350-

(S26A,A48D) wurden leicht sigmoide Kurvenverläufe erhalten, die ab einer Substratkonzent-

ration von 15-20 mM für (S)-WMK und 10 mM für (S)-HPK eine konstante spezifische Akti-

vität von ca. 50-60 nkat/mg zeigten. Für At2g29350(V103A) wurden ebenfalls sigmoide Kur-

venverläufe erhalten. Für (S)-WMK konnte bis zu einer Substratkonzentration von 15 mM 

keine konstante spezifische Aktivität erreicht werden, jedoch wurde ein Wert von ca. 

120 nkat/mg erhalten. Für (S)-HPK wurde ab einer Substratkonzentration von 15 mM eine 

konstante Aktivität von ca. 100 nkat/mg erreicht. 

 

Abb. 3.30: Spezifische Enzymaktivitäten von At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350(V103A) in Abhän-
gigkeit von den Diketonkonzentrationen. At2g29350(S26A,A48D): Abhängigkeit von a) (S)-WMK-Konzen-
tration (NADH: 0,8 mM) und von b) (S)-HPK-Konzentration (NADH: 0,8 mM). At2g29350(V103A): Abhän-
gigkeit von c) (S)-WMK-Konzentration (NADPH: 0,8 mM) und von d) (S)-HPK-Konzentration (NADPH: 
0,8 mM). Messung bei den pH-Optima und 30 °C. Photometrische Messungen der Absorptionsänderung von 
NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus vier Wiederholungen mit vier technischen Rep-
likaten (n = 4). Zur graphischen Betrachtung nach Hill (1910) geplottet. 

Für CoTR und ihre Enzymvarianten fiel auf, dass die Affinität zu den (R)-Enantiomeren der 

beiden Diketone höher war als die Affinität der At2g29350 zu den (S)-Enantiomeren (Tab. 
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3.12; Km: 305,5-1766,6 µM vs. 2153,2-2374,0 µM). Jedoch erreichten CoTR, CoTR(A49D) 

und CoTR(S27A,A49D) viel geringere Maximalgeschwindigkeiten (Tab. 3.12). Dieses Ver-

halten spiegelte sich auch in niedrigeren kcat-Werten für CoTR und die CoTR-Varianten im 

Vergleich zu At2g29350 wider. Wurden CoTR, CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) mit-

einander verglichen, so fiel auf, dass alle drei Enzyme für das (R)-Enantiomer von WMK hö-

here Maximalgeschwindigkeiten erreichten als für das (R)-Enantiomer von HPK. CoTR zeigte 

für die beiden (R)-Enantiomere höhere Affinitäten als CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D). 

Somit scheint auch hier die Affinität zum Cosubstrat einen Einfluss auf die Bindung der Sub-

strate zu haben. CoTR(S27A,A49D) erreichte mit NADH als Cosubstrat im Vergleich zum 

Wildtyp-Enzym mit NADPH doppelt so hohe Maximalgeschwindigkeiten mit beiden (R)-

Enantiomeren, die sich in ca. doppelt so hohen kcat-Werten für CoTR(S27A,A49D) im Gegen-

satz zu CoTR widerspiegeln. Die katalytische Effizienz (kcat/Km) war hingegen aufgrund der 

höheren Substrataffinität für CoTR höher. Für das (S)-Enantiomer von WMK zeigte CoTR im 

Vergleich zu At2g29350 eine höhere Affinität, allerdings bei einer deutlich geringeren Maxi-

malgeschwindigkeit, die nur noch 13% des Wertes von At2g29350 betrug. CoTR(A49D) und 

CoTR(S27A,A49D) wiesen kaum höhere Maximalgeschwindigkeiten als CoTR und zusätz-

lich geringere Affinitäten als die beiden Wildtyp-Enzyme auf. Für CoTR konnten mit NADH 

als Cosubstrat keine kinetischen Parameter für die Umsetzung der Diketone ermittelt werden. 

3.4 Kristallisation von CoTR und At2g29350  

Durch die geringe Konservierung im Bereich der Substratbindetasche innerhalb der SDR und 

durch das Fehlen von vier Aminosäuren im Bereich der Helix αG´ der TRL und CoTR im 

Vergleich zur Sequenz von DsTRII (Template für Modelle) waren die vorhandenen Struktur-

modelle (Fischer, 2015) für die Substratbindetasche stark limitiert (vergl. Abschnitt 1.5 und 

Abb. 6.11, Anhang). Aus diesem Grund wurde der Versuch unternommen, für diese Enzyme 

die Kristallstrukturen zu bestimmen. Auf Grundlage dieser Strukturen sollten die Mechanis-

men von Substrat- und Cosubstratbindung, Substratselektivität und Produktbildung weiter 

aufgeklärt werden.  

3.4.1 Kristallisationsbedingungen 

Für das Screening der Kristallisationsbedingungen wurden die Enzyme in einer Konzentration 

von 15 mg/ml eingesetzt. Beide Enzyme wurden sowohl als Apoenzym als auch in Cokristal-

lisationsansätzen (Abschnitt 2.2.9.1) zusammen mit Cosubstrat und Substrat untersucht. Für 

die Cokristallisationsansätze wurde der inaktive Keton/NADP+-Komplex gewählt, da es so 



3 Ergebnisse 

97 
 

nicht zur Umsetzung durch das Enzym kommen kann und im besten Fall ein ternärer Kom-

plex erhalten wird. Für At2g29350 wurden die Cokristallisationsversuche mit (S)-WMK und 

(S)-HPK durchgeführt. Zusätzlich wurden Ansätze mit den beiden Monoterpenen (-)-Menthon 

und (-)-Carvon (Abb. 3.31) getestet, da At2g29350 höhere Affinitäten zu den beiden Mono-

terpenen als zu den Diketonen zeigte (Reinhardt, 2014). Für CoTR wurden Cokristallisations-

ansätze mit (R)-WMK und Tropinon durchgeführt sowie mit (-)-Carvon und dem monozykli-

schen Diketon 1,4-Cyclohexadion. Zu (-)-Carvon zeigte CoTR eine höhere Affinität als zu 

den Diketonen (Reinhardt, 2014). 

 

Abb. 3.31: Eingesetzte Substrate für die Cokristallisationsversuche.  

Für At2g29350 konnten in den Screenings mit verschiedenen, kommerziell erhältlichen Kris-

tallisationskits keine geeigneten Kristallisationsbedingungen gefunden werden. CoTR zeigte 

hingegen unter verschiedenen Bedingungen die Bildung von Kristallen. Durch die Variation 

von Proteinkonzentration und pH-Wert konnten größere Kristalle mit besseren Beugungsei-

genschaften erhalten werden (Abschnitt 2.2.9.2; Tab. 6.14, Anhang). Kristalle mit sehr guten 

Beugungseigenschaften wurden aus den optimierten Bedingungen A und B erhalten (Tab. 

3.13).  

Tab. 3.13: Kristallisationsbedingungen von CoTR. Initiale Bedingungen aus dem 96-Well-Screening und 
optimierte Bedingungen aus dem 15-Well-Screening. 

Bedingung Initiale Bedingungen Optimierte Bedingungen 

A 

0,1 M Natriumacetat-Puffer,             
8% PEG 4000, pH 4,6 

15 mg/mL CoTR,                     
0,58 mM NADP+ und (R)-WMK 

15 °C, 2 Wochen 

0,1 M Natriumacetat-Puffer,             
8% PEG 4000, pH 5,0 

13 mg/mL CoTR,                     
0,51 mM NADP+ und (R)-WMK 

15 °C, 3-4 Wochen 

   

B 

35% Dioxan V/V 

15 mg/mL CoTR,                     
0,58 mM NADP+ und (-)-Carvon 

15 °C, 1 Wochen 

35% Dioxan V/V 

11 mg/mL CoTR,                     
0,43 mM NADP+ und (R)-WMK 

15 °C, 8-10 Wochen 
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Den optimierten Bedingungen sind in Tabelle 3.13 die initialen Bedingungen aus dem 96-

Well-Screening gegenübergestellt. Beide Bedingungen enthalten einen 1,2 molarer Über-

schuss an NADP+ und Substrat. In Abbildung 3.32 sind Kristalle aus den Bedingungen A und 

B gezeigt. Aus den Kristallen a und b wurden die Kristallstrukturen ermittelt. 

 

Abb. 3.32: Kristalle von CoTR aus Bedingung A (a) und B (b). 

Zur Beugungsanalyse der Kristalle wurde den jeweiligen Kristallisationslösungen Ethylen-

gylcol (EG) als Kryoschutz zugefügt (Kristall a: 27% EG; Kristall b: 40% EG). Der Kryo-

puffer für den Kristall b enthielt zusätzlich 25 mM (R)-WMK und 0,6 mM NADP+. Vor der 

Beugungsanalyse wurde der Kristall in dem Kryopuffer ca. 1 min inkubiert, um eine zusätzli-

che Substrataufnahme zu ermöglichen bzw. die Diffusion der gebundenen Liganden zu unter-

binden (Back-Soaking). 

3.4.2 Kristallstruktur von CoTR 

Von den beiden Kristallen a und b konnten durch Dr. C. Parthier (MLU, Institut für Bioche-

mie und Biotechnologie, Abteilung Physikalische Biotechnologie) Röntgenbeugungsdatensät-

ze gemessen und die Kristallstruktur aufgeklärt werden. Die allgemeinen Angaben zu den 

beiden Kristallstrukturen A und B sind in Tabelle 3.14 aufgelistet. Die Statistik der Daten-

sammlung und Strukturverfeinerung sind in Tabelle 6.19 im Anhang wiedergegeben. 

Tab. 3.14: Angaben zu den Kristallstrukturen. (EG = Ethylenglycol) 

Kristall/ 
Struktur 

Auflösung Raum-
gruppe 

Zellkonstanten asymmetrische 
Einheit 

Liganden 

a/A 1,77 Å P21212 
α =  =  = 90,00         

a = 117,992; b = 77,938;  
c = 116,331 

4 Monomere 

4x NADP+     
5x Acetat      

3x EG       
785x H2O 

b/B 1,44 Å C2 

 =  = 90,00;           
 = 103,01              

a = 74,596; b = 116,008;   
c = 118,123 

4 Monomere 

4x NADP+     
14x EG       

4x Dioxan 
584x H2O 
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Beide Strukturen konnten mit hoher Auflösung bestimmt werden (1,77 Å und 1,44 Å). Die 

Symmetrie der Kristallstruktur A (1,77 Å) wurde durch die orthorhombische Raumgruppe 

P21212 bestimmt, die der Kristallstruktur B (1,44 Å) durch die monokline Raumgruppe C2. 

Anhand der erhaltenen Elektronendichte konnten die Struktur und die Konformation von allen 

Aminosäuren im Bereich S12/R13 bis F268/K269 bestimmt werden. Die asymmetrische Ein-

heit besteht in beiden Strukturen aus vier Ketten (A-D), die eine nichtkristallografische Sym-

metrie zueinander aufweisen (Abb. 3.33).  

 

Abb. 3.33: Asymmetrische Einheiten der Kristallstrukturen A (a) und B (b) von CoTR. Bestehend aus je 
vier Monomeren (Kette A-D), zusätzlich dargestellt sind die benachbarten symmetrieverwandten asymmetri-
schen Einheiten, welche für die Bildung der Tetramere verantwortlich sind. Grün: Kette A; hellblau: Kette B; 
pink: Kette C; gelb: Kette D; grau: symmetrieverwandte asymmetrische Einheiten mit den Ketten A(sym) - 
D(sym). 
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Innerhalb der beiden asymmetrischen Einheiten weisen jeweils die Ketten A und B sowie C 

und D nichtkristallographische Symmetrie über zweizählige Rotationsachsen auf (Abb. 3.34). 

 

Abb. 3.34: Nichtkristallographische Symmetrie (zweifache Symmetrie 180°-Rotation) innerhalb einer 
asymmetrischen Einheit zwischen den Ketten A und B sowie C und D in den Kristallstrukturen A (a und 
b) und B (c und d). Grün: Kette A; hellblau: Kette B; pink: Kette C; gelb: Kette D. 

Die beiden Ketten A und B sowie die Ketten C und D stehen in den asymmetrischen Einheiten 

über große Interaktionsflächen in Verbindung, welche an der Ausbildung der eigentlichen 

Quartärstruktur beteiligt sind (Tab. 3.15). Wird die asymmetrische Einheit durch ihre symmet-

rieverwandten Moleküle ergänzt (Abb. 3.33), so zeigt sich, dass CoTR in der kristallinen 

Form (wie auch in Lösung, Abschnitt 3.1.4.5) als Tetramer vorliegt. Dabei werden aus den 

vier Ketten A-D zwei Tetramere A/A(sym)/B/B(sym) und C/D/C(sym)/D(sym) gebildet. In 

Abbildung 3.35 sind exemplarisch die beiden entsprechenden Tetramere der Kristallstruktur B 

dargestellt. Für das erste Tetramer A/A(sym)/B/B(sym) bilden zuerst zwei Ketten A sowie 

zwei Ketten B aus zwei asymmetrischen Einheiten die Dimere A/A(sym) und B/B(sym) über 

die Q-Achse (Abb. 3.35). Die Q-Achse ist identisch mit der zweizähligen Rotationsachse der 

nichtkristallographischen Symmetrie der Ketten C und D (Ghosh et al., 1991). Die beiden 

Dimere lagern sich dann über die P-Achse zum Tetramer A/A(sym)/B/B(sym) zusammen 

(Abb. 3.35). Die P-Achse ist identisch mit der zweizähligen Rotationsachse der nichtkristallo-

graphischen Symmetrie der Ketten A und B (Ghosh et al., 1991). Die Dimere für das Tetramer 

C/D/C(sym)/D(sym) werden durch die Ketten C und D innerhalb einer asymmetrischen Ein-

heit gebildet (Dimer C/D). Durch die Interaktion mit einem weiteren Dimer (C(sym)/D(sym)) 

aus einer benachbarten asymmetrischen Einheit entlang der P-Achse wird das zweite Tetramer 

C/D/C(sym)/D(sym) erhalten. Ein Vergleich der beiden Tetramere A/A/B/B und C/D/C/D 

innerhalb der beiden Kristallstrukturen ist in Abbildung 6.14 im Anhang dargestellt. Unter-

schiede zwischen den Tetrameren liegen im Bereich αC/ C/αD der Rossmann-Faltung und 

kommen durch die Packung im Kristall zustande (siehe Abschnitt 3.4.3.1) 
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Abb. 3.35: Tetramer A/A/B/B von CoTR aus den Dimeren A/A(sym) und B/B(sym) (a) und Tetramer 
C/D/C/D von CoTR aus den Dimeren C/D und C(sym)/D(sym) (b). Kristallstruktur B. Grün: Kette A; hell-
blau: Kette B; pink: Kette C; gelb: Kette D; grau: Ketten A-D aus benachbarten asymmetrischen Einheiten 
(sym). Ausbildung der Dimere entlang der Q-Achse und der Tetramere entlang der P-Achse. 

Die Interaktionsflächen für die Ausbildung der Dimere sowie für die Ausbildung der Tetrame-

re zwischen den einzelnen Ketten (vergl. Abb. 3.35) sind in Tabelle 3.15 aufgezeigt. Die Flä-

chen für die Ausbildung der Dimere sind innerhalb und zwischen den Ketten der beiden Kris-

tallstrukturen nazu gleich groß. Bei den Interaktionsflächen für die Ausbildung der Tetramere 

fällt auf, dass die Fläche zwischen Kette A und B in Kristallstruktur A etwas größer ist als 

zwischen den anderen Ketten. Die an den Interaktionsflächen beteiligten Aminosäuren unter-

scheiden sich nicht zwischen den Dimeren innerhalb und zwischen den Kristallstrukturen. Die 

Interaktionsflächen für die Tetramere unterscheiden sich nur in der zusätzlichen Beteiligung 

von A245 in Kristallstruktur B. Eine detailiertere Betrachtung der beteiligten Aminosäuren für 

die Ausbildung der Interaktionsflächen zur Bildung der Quartärstruktur erfolgt in Abschnitt 

3.4.3. Zusätzlich zu den großen Interaktionsflächen kommt es zwischen den Ketten A/B(sym), 

A(sym)/B, C/D(sym) und C(sym)/D zu polaren Kontakten innerhalb des Tetramers (vergl. 

Abb. 3.35, Tab. 3.15). Die Hauptketten der Aminosäuren V262, F265 und F267 des einen 

Monomers bilden Wasserstoffbrücken zu der Hauptkette von H161 bzw. der Seitenkette von 

N163 des anderen Monomers.  
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Tab. 3.15: Interaktionsflächen zur Ausbildung der Quartärstruktur in den Kristallstrukturen A und B. 
Analysiert mit PDBePISA/ EMBL-EBI. (sym) = Kette aus benachbarter asymmetrischer Einheit. 

Kette 1 Kette 2 Fläche [Å2] Quartärstruktur 
Kristallstruktur A   

A A(sym) 1387,5 Dimer 

B B(sym) 1375,2 Dimer 

C D 1371,0 Dimer 

A B 1617,8 Tetramer 

C C(sym) 1575,6 Tetramer 

D D(sym) 1566,5 Tetramer 

A B(sym) 785,6 Tetramer 

C D(sym) 784,9 Tetramer 

Kristallstruktur B   

A A(sym) 1380,6 Dimer 

B B(sym) 1380,2 Dimer 

C D 1376,4 Dimer 

A B 1571,9 Tetramer 

C C(sym) 1583,6 Tetramer 

D D(sym) 1570,1 Tetramer 

A B(sym) 776,6 Tetramer 

C D(sym) 771,4 Tetramer 
 

Weitere Interaktionsflächen kommen zwischen den Ketten innerhalb und zwischen den asym-

metrischen Einheiten durch die Packung in den Kristallen zustande. Diese Kristallkontakte 

sind nicht an der Ausbildung der Quartärstruktur beteiligt und sind in Tabelle 6.20 im Zu-

sammenhang mit Abbildung 6.15 und 6.16 im Anhang aufgezeigt. 

3.4.3 Detaillierte Analyse der Kristallstruktur von CoTR 

Um die Beschreibung zu vereinfachen wird sich im Vergleich immer auf die Kette A der Kris-

tallstruktur B bezogen, mit der später die Dockingstudien (Abschnitt 3.5) durchgeführt wur-

den. 

3.4.3.1 Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur  

Wie alle SDR weist auch CoTR die für dinukleotidbindende Enzyme typische Rossmann-

Faltung auf (Abb. 3.36). Die Rosmann-Faltung wird durch das zentrale, aus sieben Segmenten 

bestehende -Faltblatt (A-G) und die flankierenden α-Helices (αB-αF, αG) gebildet. Die 
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Bezeichnung der Sekundärstruktur erfolgt entsprechend der Tropinonreduktasen (Nakajima et 

al., 1998).  

 

Abb. 3.36: Sekundär- und Tertiärstruktur von CoTR. Kette A der Kristallstruktur B mit eingefärbten Sekun-
därsturkturelementen. a) gelb: -Faltblattstrukturen A-G; b) -Helices: rot: B, C, G, H auf einer Seite der 
-Faltblattstrukturen; violett: D-F auf anderer Seite der -Faltblattstrukturen; pink: G´ und G´´ der Sub-
stratbindetasche. In der Aminosäuresequenz sind die Elemente der Sekundärstruktur analog gefärbt. Buchstaben 
in Sequenz grau: Aminosäuren in Struktur nicht sichtbar. 

Die Helices αG´ und αG´´ sind vor allem für die Substratbindung von Bedeutung (Kavanagh 

et al., 2008). Durch die Rossmann-Faltung und die beiden Helices αG´ und αG´´ wird der für 

die SDR typische Spalt in der Struktur gebildet, der die Cosubstrat- und Substratbindetasche 

enthält. Hier wird über einen vermutlichen bi-bi-Mechanismus zuerst N-terminal das Cosub-

strat und danach C-terminal das Substrat gebunden (vergl. Abschnitt 1.3). Die Zuordnung der 

Sekundärstruktur unterscheidet sich in den vier Ketten A-D der Kristallstrukturen A und B nur 
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gering und ist auf Rückgrat-Ebene kaum zu erkennen.Wurde die Tertiärstruktur der einzelnen 

Monomere innerhalb und zwischen den beiden Kristallstrukturen auf Rückgrat-Ebene vergli-

chen, so fielen leichte Verschiebungen vorallem im Bereich αC/ C/αD der Rossmann-Faltung 

auf (Abb. 6.17 und 6.18, im Anhang). Die RMSD-Werte für den Vergleich der einzelen Mo-

nomere zueinander liegen innerhalb der Strukturen zwischen 0,117 und 0,205 und zwischen 

den Strukturen zwischen 0,160 und 0,268 und weisen somit auf nur sehr geringe Unterschiede 

zwischen den Ketten und Strukturen hin. Die genauen Werte sind in Tabelle 6.21 im Anhang 

aufgeführt. Die Verschiebungen im Bereich αC/ C/αD können dadurch erklärt werden, dass 

dieser Bereich in beiden Strukturen für die Ausbildung der größeren Kristallkontakte (Struktur 

A: KK 2. und KK3.; Struktur B: KK 5. und KK 6.; Tab. 6.20, Anhang) verantwortlich ist 

(vergl. Abb. 6.15-6.19, Anhang). Zusätzlich gibt es einen sichtbaren Unterschied in der Dar-

stellung von G im Bereich der Aminosäure Q252 zwischen den Monomeren der Struktur A 

und B (Abb. 6.18, Anhang). Dieser Unterschied ist jedoch der Tatsache geschuldet, dass in 

Struktur B in allen vier Ketten auf Grund der hohen Auflösung zwei Konformationen für 

Q252 gefunden werden können und es so in der Darstellung des Faltblattes durch das Pro-

gramm (Pymol) in diesem Bereich zu Problemen kommt. Wird nur die Hauptkette betrachtet 

sind keine Unterschiede sichbar. Allgemein sind durch die Unterschiede in der Struktur von 

αC/ C/αD keine funktionellen Bereiche (Cosubstrat- und Substratbindetasche) betroffen. 

Die Ausbildung der Dimere erfolgt über die Interaktion innerhalb eines vier Helix-Bündels 

(Abb. 3.37; Ghosh et al., 1991). So lagern sich die Helices αE und αF der einen Kette mit den 

entsprechenden Helices der zweiten Kette gedreht um 180° so nebeneinander, dass im Kern 

eine hydrophobe Interaktionsfläche entsteht, innerhalb der keine Wassermoleküle zu finden 

sind. Zusätzlich wird das Dimer durch einige polare Bindungen, vorallem ausgehend von den 

kurzen Helices αE´ und αF´ rund um den hydrophoben Bereich stabilisiert.  

Die beiden Tetramere werden überwiegend über polare Wechselwirkungen zwischen den 

C-terminalen Bereichen der Dimere entlang der P-Achse gebildet (Abb. 3.37). Dafür lagern 

sich die αG-Helices und die G-Faltblätter der beiden Dimere antiparallel zueinander. Zwi-

schen den Aminosäureseitenketten R13 und E37 kommt es zusätzlich zur Ausbildung von 

Salzbrücken. Bei Betrachtung des Rückgrats der beteiligten Sekundärstrukturen und der Kon-

formationen der an der Ausbildung des Dimers und Tetramers beteiligten Aminosäuren, fallen 

keine Unterschiede zwischen den Ketten der beiden Kristallstrukturen auf. 
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Abb. 3.37: Ausbildung des Dimers zwischen den Ketten A zweier benachbarter asymmetrischer Einheiten 
(a) und des Tetramers zwischen den Ketten A und B (b). Kristallstruktur B. Hervorgehoben in Struktur und 
Sequenz: Aminosäuren, die verantwortlich sind für die intermolekularen Wechselwirkungen. a) Dimer: pink: 
Aminosäuren für die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Helices αE und αF; hellblau: Aminosäuren 
für die polare Wechselwirkungen zwischen den Helices αE´ und αF´. b) Tetramer: gelb: Aminosäuren für polare 
und ionische Wechselwirkungen. Buchstaben in Sequenz grau: Aminosäuren in Struktur nicht sichtbar. 
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3.4.3.2 Cosubstrat- und Substratbindetasche  

Die Dichte der Kristallstrukturen zeigte, dass in beiden Fällen NADP+ cokristallsiert werden 

konnte. Innerhalb der Monomere wird das Cosubstrat über 11 Aminosäuren in der Cosubstrat-

bindetasche des Enzyms fixiert (Abb. 3.38).  

 

Abb. 3.38: Cosubstratbindung von CoTR. Kristallstruktur B, Kette A. a) Übersicht der Bindung mit Fokus auf 
die Phosphatgruppe am Adenosin;  b) Bindung des Nikotinamidrings. Als Sticks dargestellt: Aminosäuren, die 
an der Cosubstratbindung beteiligt sind (grün) und NADP+ (orange); rot gestrichelt: Wasserstoffbrücken. Se-
quenz: grün: Aminosäuren, die an der Cosubstratbindung beteiligt sind; grau: Glycin-reiches Motiv. 
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Wird die Cosubstratbindung im Bereich der Ribose am Adenosin betrachtet, so fällt auf, dass 

von den zwei basischen Aminosäuren (K28 und R50) in den für die Cosubstratbindung essen-

ziellen Positionen, K28 nur indirekt über das Proton am Amidstickstoffatom der Peptid-

bindung an der Cosubstratbindung beteiligt ist (Abb. 3.38a). R50 bindet die Phosphatgruppe 

an der Ribose des Adenosins hingegen über drei Wasserstoffbrücken und trägt so maßgeblich 

zur Bindung von NADP+ bei. Ob der Beitrag von K28 zur Cosubstratbindung von Bedeutung 

für die Aktivität mit beiden Cosubstraten von CoTR ist, konnte über die erhaltenen Kristall-

strukturen nicht beurteilt werden. Dafür wäre eine zusätzliche Kristallstruktur von CoTR mit 

NAD(H) notwendig. Aus diesem Grund wurden Kristallisationsansätze unter den Bedingun-

gen A und B (Tab. 3.13) unter Verwendung von NAD+ anstelle von NADP+ angesetzt, jedoch 

konnte in diesen Ansätzen keine Kristallbildung beobachtet werden (Tab. 6.15, Anhang). Der 

Vergleich der Ketten zeigte, dass in Kristallsturktur A die Phosphatgruppe an der Adenosin-

ribose über vier statt drei Wasserstoffbindungen vom R50 gebunden wird. Weitere Unter-

schiede in der Cosubstratbindung konnten nicht festgestellt werden. In der Kristallstruktur ist 

die Bindung des Cosubstrats an der Nikotinamidribose, vermittelt durch die beiden Amino-

säuren Y168 und K172 (Abb. 3.38 und 3.39), gut zu erkennen.  

 

Abb. 3.39: Katalytische Tetrade von CoTR. Kristallstruktur B, Kette A. Grün: Aminosäuren der katalytischen 
Tetrade; orange: Nikotinamid-Teil von NADP+; blau: Wassermolekül; rot gestrichelt: Wasserstoffbrücken. 

Die beiden Aminosäuren gehören zur katalytischen Tetrade und sind somit am postulierten 

Protonentransfer der Reaktion beteiligt (vergl. Abb. 1.6; Filling et al., 2002). Werden die vier 

Aminosäuren der katalytischen Tetrade betrachtet (N127, S155, T168, K172; Abb. 3.39), so 

fallen keine Besonderheiten in der Struktur von CoTR auf, die auf einen abweichenden Me-

chanismus schließen lassen. Zudem ist in allen Ketten zwischen der Seitekette von K172 und 

der Peptidcarbonylfunktion von N127 ein Wassermolekül lokalisiert, wie es für den Protonen-

transfer beschrieben wurde. Innerhalb der Ketten der beiden Kristallstrukturen können zudem 
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keine Unterschiede im Rückgrat oder in der Konformation der vier Aminosäuren gefunden 

werden (Abb. 3.42 und 3.43).  

In Abbildung 3.40 ist die Substratbindetasche von CoTR dargestellt. Bei der Betrachtung der 

beteiligten Aminosäuren fällt auf, dass es sich überwiegend um hydrophobe Aminosäuren 

handelt (V156, A157, V162, V164, F200, L205, A206, F210, F215, V219, Ausnahmen: C107 

und Y209). Die Aminosäuren bilden zusammen mit Y168 und S155 der katalytischen Tetrade 

eine vollständig geschlossene molekulare Oberfläche (Abb. 3.40), die nur zum Nikotina-

midring hin geöffnet ist und durch diesen begrenzt wird.  

 

Abb. 3.40: Substatbindetasche von CoTR. Oberflächendarstellung der Substratbindetasche in Kette A (Struk-
tur B) und Aminosäuresequenz von CoTR. Orange: NADP+; grün: Aminosäuren, die die Substratbindetasche 
ausbilden (für Übersichtlichkeit ohne Hauptkette dargestellt); hellblau: Aminosäuren der katalytischen Tetrade. 
Nicht zu sehen C107, V164, N127 und Y168. 

Obwohl die Kristalle für beide Strukturen unter Cokristallisationsbedingungen mit NADP+ 

und (R)-WMK erhalten wurden, konnte im Gegesatz zu NADP+ in beiden Datensätzen keine 

Dichte für (R)-WMK beobachtet werden. Für Kristallstruktur A zeigte sich im Bereich der 
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Substratbindetasche in allen vier Ketten stattdessen Elektronendichte, die einem Acetatmole-

kül zugeordnet wurde (Abb. 3.41f). Das Acetat ist wie ein Substrat zum S155 und Y168 der 

katalytischen Tetrade orientiert und stammt aus der Kristallisationslösung (Tab. 3.13). In 

Struktur B zeigte sich im Bereich der Substratbindetasche in allen vier Ketten ebenfalls eine 

zusätzliche positive Differenzdichte, die in allen vier Untereinheiten immer gleich orientiert 

ist (Abb 3.41a). In Kette C ist zusätzlich ein Übergang der positiven Differenzdichte in die 

Elektronendichte des Tyrosins (Y168) der katalytischen Tetrade zu sehen, was für eine unmit-

telbare und sehr kurze Bindung sprechen würde. Die positive Differenzdichte hatte die Form 

einer planaren Ringstruktur (Abb. 3.41a). Aus diesem Grund wurde vermutet, dass es sich um 

ein substituiertes Benzoesäurederivat handeln könnte. Anhand der Form der Dichte wurde ein 

Ligand ähnlich dem Methyl-2,4-dimethylbenzoat vermutet. Aus der Interpretation als Methyl-

2,4-dimethylbenzoat (Abb. 3.41b und d) zeigte sich in der Aufsicht auf die Ringstruktur größ-

tenteils eine gute Übereinstimmung der Form des Liganden, mit der Ausnahme, dass es sich 

eher um einen Ethylester, als um einen Methylester handeln müsste (Abb. 3.41b und d). Die 

Ester-Funktion ist dabei zur katalytischen Tetrade orientiert und der aromatische Ring zeigt in 

die hydrophobe Bindetasche (Abb. 3.41e). Wurde die Ringstruktur jedoch von der Seite be-

trachtet, so fiel auf, dass der aromatische Ring nicht planar in der Dichte liegt, sondern leicht 

verdreht (Abb. 3.41c). Diese Beobachtung ließ den Schluss zu, dass es sich entweder nicht um 

eine aromatische Ringstruktur handelt oder der Ligand in verschiedenen Konformationen 

bzw. in leicht gedrehten Positionen in der Substratbindetasche vorliegt und die Dichte so das 

Mittel daraus darstellt.  

Da die Dichte im Kristall B keiner Komponente des Lagerpuffers oder der Kristallisations-

bedingung zugeordnet werden konnte, wurde vermutet, dass es sich um eine Verbindung aus 

dem Expressionsorganismus E. coli (Rosetta-gami) handeln muss, welche ggf. eine höhere 

Affinität zur Substratbindetasche hat, als die gestesteten Subtrate. Um die unbekannte 

Verbindung bzw. das Acetat aus der Subsbstratbindetasche während der Cokristallisation zu 

verdrängen, wurden zusätzliche Kristallisationsexperimente unter verschiedenen Bedingungen 

mit höheren Substratkonzentrationen (0,5-150 mM) angesetzt (Tab. 6.15, Anhang), die Ex-

perimente waren jedoch nicht erfolgreich. Aufgrund des gebundenen Cosubstrats NADP+ und 

der, in der Subtratbindetasche befindlichen Liganden (Acetat bzw. größerer unbekannter 

Ligand), wurde dennoch davon ausgegangen, dass die Kristallstrukturen dem Zustand des 

ternären Komplexes (Enzym-Cosubstrat-Substrat) entsprachen, weshalb die Diketone alter-

nativ in die Substratbindetasche gedockt wurden (siehe Abschnitt 3.5). 
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Abbildung 3.41: Liganden im Substratbindebereich der Kristallstrukturen A und B. Struktur B, Kette C (a-
c, e): a) Zusätzliche positive Fo-Fc-Elektronendichte; roter Pfeil: Verweis auf planare Ringstruktur; blauer Pfeil: 
Übergang in die Dichte des Tyrosins (Y168); b und c) Interpretation der positive Fo-Fc-Elektronendichte als 
Methyl-2,4-dimethylbenzoat; gelber Pfeil: Verweis auf zu kurze Methylgruppe; violetter Pfeil: Verweis auf Ab-
weichung von der Planarität; d) Strukturen von Methyl- und Ethyl-2,4-dimethylbenzoat und Acetat. e) Ausrich-
tung der positiven Fo-Fc-Elektronendichte in der Substratbindetasche. f) Positive Fo-Fc-Elektronendichte in der 
Substratbindetasche von Struktur A (Kette B) mit Dichte und Interpretation des Acetats. Blau: 2Fo-Fc Dichte, 
Konturlevel 1,5 σ; grün: positive Fo-Fc-Elektronendichte, Konturlevel γ,0 σ; rot: negative Fo-Fc-Elektronen-
dichte, Konturlevel -γ,0 σ; gelb: Strukturinterpretation. 

In Abbildung 3.42 ist das Strukturalignment der an der Ausbildung der Substratbindetasche 

beteiligten Aminosäuren innerhalb der beiden Kristallstrukturen gezeigt.  
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Abb. 3.42: Strukturalignment der Aminosäuren der Substratbindetasche von CoTR. a) Kristallstruktur B, 
Kette A-D; b) Kristallstruktur A, Kette A-D. Grün: Kette A; hellblau: Kette B; pink: Kette C; gelb: Kette D. 
Beschriftung in grau: katalytische Tetrade. Pfeile: orange: V156, Kette A (Struktur B), zwei mögliche Konfor-
mationen; rot: leichte Unterschiede in den Konformationen der Aminosäuren zwischen den Ketten. 

Beim Vergleich der Aminosäuren in den Ketten von Kristallstruktur B (Abb. 3.42a) ist zu 

sehen, dass in Kette A V156 in zwei Konformationen vorliegt. Eine der möglichen Konforma-

tionen ist dabei mit der Konformation in den drei anderen Ketten identisch. In Kette B ist 

zudem die Seitenkette von V219 entgegengesetzt zu den entsprechenden Seitenketten in den 

Ketten A, C und D orientiert. In Kristallstruktur A (Abb. 3.42b) liegen die Aminosäuren V219 

und L205 in unterschiedlichen Rotameren vor.  

Werden die Aminosäuren zwischen den beiden Kristallstrukturen verglichen, fallen vorallem 

die Unterschiedlichen Ausrichtungen von L205 in Struktur A im Vergleich zur einheitlichen 

Konformation in Struktur B auf und sind möglichweise auf die Größe und den damit 

verbundenen Einfluss der gebunden Liganden auf die Substratbindetasche zurückzuführen 

(Abb. 3.43a). Die Unterschiede in der Konformation haben zudem eine Auswirkung auf die 

hydrophobe Oberfläche der Substratbindetasche im Bereich von L205 (Abb. 3.43b-c). So ist 

die potenzielle Substratbindetasche in Struktur B (Abb. 3.43b) in allen vier Ketten in dem 

Bereich begrenzter als es in Struktur A der Fall ist (Abb. 3.43c). 

Aufgrund der höheren Auflösung und dass der unbekannte Ligand in Kristallstruktur B eine 

vergleichbare Größe zu den Diketonen aufweist, wurde für das nachfolgende Docking Kris-

tallstruktur B (Kette A) verwendet. In Kette A wurde für V156 die Konformation gewählt, die 

auch in den anderen Ketten vorlag. Bei dem zusätzlichen Docking mit dem Programm GOLD 

wird die mögliche konformationelle Flexibilität von L205 berücksichtig.  
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Abb. 3.43: Strukturalignment der Aminosäuren der Substratbindetasche von CoTR und Vergleich der 
Oberfläche der Substratbindetasche. a) Kristallstruktur A, Kette A-D (grün: Kette A; hellblau: Kette B; pink: 
Kette C; gelb: Kette D) abgebildet auf Kette A (grau) von Kristallstruktur B. Beschriftung in grau: katalytische 
Tetrade. b-c) Vergleich der Oberfläche (Aminosäuren ohne Hauptkette): b) Struktur B, Kette A; c) Struktur A, 
Kette A. Rote Pfeile: Unterschiede in der Konformation von L205 und davon abhängige Ausprägung der 
Oberfläche. 

3.5 Docking der Diketone in die Kristallstruktur von CoTR 

Da die Diketone nicht in den Kristallen von CoTR cokristallisiert werden konnten, wurde ihre 

Bindung in der Substratbindetasche mittels Docking untersucht. Unter Verwendung des Pro-

gramms MOE erfolgte das Docking in die starre, durch die Kristallstruktur vorgegebene Sub-

stratbindetasche. Zusätzlich wurden bei dem Docking mit dem Programm GOLD ausgewählte 

Seitenketten als flexibel definiert. Wodurch während der Berechnung verschiedene Konfor-

mationen getestet werden. 

3.5.1 Docking mit MOE 

Bei der Auswertung des Dockings mit MOE konnten für das (R)-WMK zwei Docking-Posen 

gefunden werden, aus denen das erhaltene Produkt resultieren würde. Für die weitere Analyse 

wird jedoch nur auf die Docking-Pose mit dem niedrigsten „Energie refine“-Wert eingegan-

gen, da ein zu hoher „Energie refine“-Wert die zweite Docking-Pose sehr unwahrscheinlich 

werden lässt (Tab. 3.16). Für (S)-WMK und (R)-HPK konnte jeweils eine Docking-Pose ge-

funden werden; für (S)-HPK wurde keine Pose ermittelt. Diese Ergebnisse deckten sich mit 

den Resultaten aus den Aktivitätsassays (Abschnitt 3.3.2), in denen Aktivitäten für alle Dike-

tone mit Ausnahme von (S)-HPK gemessen werden konnten. 
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Tab. 3.16: Abstand für die Hydridübertragung und die Länge der Wasserstoffbrückenbindungen der 
Carbonylgruppe zu den Hydroxygruppen von Y168 und S155. Angegeben sind die „Energie refine“-Werte 
für das Dockings mit MOE und der GOLDscore für das Docking mit GOLD. 

 

Die drei Posen aus dem Docking mit MOE sind zusammen mit schematischen Darstellungen 

in Abbildung 3.44 gezeigt. Formal konnte die hydrophobe Bindetasche in drei konvexe Berei-

che gegliedert werden (Abb. 3.44a), wobei der Bereich 3 eine ausgeprägtere Tiefe besitzt als 

die Bereiche 1 und 2. Um diesen Aspekt zu verdeutlichen wird in allen Abbildungen der Do-

ckingergebnisse die molekulare Oberfläche der Substratbindetasche dargestellt. In Kombina-

tion mit dem Nikotinamidring bestimmt die Form der drei Bereiche (1-3) die Substratakzep-

tanz und die Produktbildung. Um den Raumanspruch der Substrate und die Hydridüber-

tragung zu verdeutlichen sind sowohl die Diketone als auch NADPH mit ihren Wasserstoff-

atomen dargestellt (H-Atome wurden allgemein für die Berechnungen durch die Programme 

hinzugefügt). Aminosäuren werden für die Übersichtlichkeit nicht oder weiterhin wie in der 

Kristallstruktur ohne Wasserstoffatome dargestellt. Die Ermittlungen der Abstände der Hydri-

dübertragung und die Länge der Wasserstoffbrücken erfolgten unter Berücksichtigung der 

Wasserstoffatome (Tab. 3.16).  

Die (R)-Enantiomere wurden in den Bereichen 1 und 2 so positioniert, dass es zur Orientie-

rung der sterisch ausladenen Methylgruppe der Diketone in den Bereich 3 kommt, der durch 

seine ausgeprägtere Tiefe den entsprechenden Platz bietet. Durch diese Ausrichtung der 

(R)-Enantiomere kann sich die Wasserstoffbrücke zu S155 ausbilden, wodurch die Substrate 
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in der Substratbindetasche stabilisiert werden. Zudem liegt die Carbonylgruppe dicht neben 

dem Nikotinamidring und der Hydroxygruppe von Y168, wodurch die Hydridübertragung des 

4-pro-S-Hydrids und der Protonentransfer begünstigt werden (Tab. 3.16). Die Hydridüber-

tragung aus dieser Positionierung der (R)-Enantiomere erfolgt auf die methylgruppenabge-

wandte bzw. Si-Seite der Carbonylgruppe. Die resultierenden Produkte wären die (4R,5R)-

α,-ungesättigten Hydroxyketone. 

 

Abb. 3.44: Posen des Dockings mit MOE in der Substratbindetasche von CoTR. Oberfläche dargestellt. 
Zusätzlich: schematische Darstellungen der Substratorientierung. a) (R)-WMK, b) (R)-HPK, c) (S)-WMK. Oran-
ge: NADPH; pink: Substrat; hellblau: S155, Y168 nicht zu sehen. Oberfläche von F200, A205 und F210 ausge-
blendet. Rot gestrichelt: Wasserstoffbrücken. 

Das (S)-WMK war entsprechend dem Docking (Abb. 3.44c) anders in der Subtratbindetasche 

orientiert als die (R)-Enantiomere. Damit das (S)-WMK an der C5-Carbonylgruppe reduziert 

werden kann, muss es laut der Docking-Pose in den Bereichen 2 und 3 so orientiert sein, dass 

die Carbonylgruppe am linken Rand von Bereich 3 positioniert ist. So reicht die Methyl-

gruppe schräg nach hinten in den Bereich 1 und es kommt nicht zu sterischer Hinderung zwi-

schen der Methylgruppe und dem Nikotinamidring. Durch diese Ausrichtung von (S)-WMK 

liegt die Carbonylgruppe des Substrats nicht so dicht neben der kataytischen Tetrade bzw. 

dem Nikotinamidring, was sich in einer längeren Wasserstoffbrücke zum Y168 und einem 
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längeren Abstand für den Hydridtransfer äußert (Tab. 3.16). Der Abstand der Carbonylgruppe 

zum S155 ist so lang (>3 Å), dass wahrscheinlich keine Wasserstoffbrücke zur Stabilisierung 

des Substrates in der Bindetasche ausgebildet werden kann. Bei Betrachtung der Hydrid-

übertragung für (S)-WMK zeigt sich, dass diese erneut auf die Si- und methylgruppenabge-

wandte Seite des Diketons erfolgt und in diesem Fall das resultierende Produkt das (4S,5S)-

α,-ungesättigten Hydroxyketon wäre. 

3.5.2 Docking mit GOLD 

Anhand der Ergebnisse aus dem Docking mit MOE und die Konformationsunterschiede in 

Kristallstruktur A und B wurden die vier Aminosäuren F200, L205, Y209 und F210 im Do-

cking mit GOLD in ihrer Konformation als flexibel definiert, da sie auf Grund ihrer Lage, 

Größe und möglichen Konformationen den größten Einfluss auf die Form der Substratbinde-

tasche haben sollten (Abb. 3.40 und 3.43). Im Docking mit GOLD konnten nur passende Po-

sen für die beiden (R)-Enantiomere erhalten werden. Für (R)-WMK wurden 25 und für (R)-

HPK vier Posen gefunden. Wurden die vier für das Docking als flexibel angewählten Amino-

säuren F200, L205, Y209 und F210 in den Ergebnissen verglichen, so war für die beiden 

Aminosäuren F200 und F210 kein Unterschied, auch nicht im Vergleich zur Kristallstruktur, 

zu sehen. Die beiden anderen Aminosäuren L205 und Y209 zeigten in den GOLD-

Ergebnissen für (R)-WMK (Abb. 3.45a-b) leicht veränderte Konformationen im Vergleich zu 

der Kristallstruktur (Abb. 3.45d). Dadurch wurde der Bereich 2 schmaler, und der Bereich 3 

wurde nicht mehr so stark nach unten durch das L205 begrenzt, vergleichbar zu Kristallstruk-

tur A (Abb. 3.45c und 3.43b). In allen 25 Docking-Posen lag das gedockte (R)-WMK-Molekül 

daher etwas anders in der Substratbindetasche als im MOE-Ergebnis. Die Unterschiede in den 

25 Docking-Posen von (R)-WMK waren gering und lagen in den Konformationen der Amino-

säuren L205 und Y209 und/oder in der leicht variierten Lage des Diketons und zeigten alle 

einen schmaleren Bereich 2 der Substratbindetasche. Der GOLDscore lag für alle 25 Ergeb-

nisse in derselben Größenordnung (Tab. 3.16). Durch den schmaleren Bereich 2 im GOLD-

Ergebnis ist (R)-WMK zu groß um dieselbe Position wie im MOE-Ergebnis in den Bereichen 

1 und 2 einzunehmen (Abb. 3.45d). Aus diesem Grund liegt das Diketon diagonal in den Be-

reichen 1 und 3 (Abb. 3.45a-c). Die Methylgruppe zeigt auch in dieser Position nach hinten in 

den Bereich 3. Die geänderte Lage in der Substratbindetasche ändert nichts an der Hydrid-

übertragung des 4-pro-S-Hydrids auf die Carbonylgruppe, so erfolgt der nukleophile Angriff 

ebenfalls von der Si- und methylgruppenabgewandten Seite, woraus auch im GOLD-Ergebnis 

das (4R,5R)-α,-ungesättigte Hydroxyketon resultieren würde.  
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Abb. 3.45: Zwei Posen von (R)-WMK und zwei Posen von (R)-HPK in der Substratbindetasche von CoTR 
aus dem Docking mit GOLD. Oberfläche dargestellt. a-b) (R)-WMK; e-f) (R)-HPK. Zusätzlich: MOE-Ergebnis 
von (R)-WMK (d) und (R)-HPK (h) und einer schematischen Darstellung der GOLD-Ergebnisse von (R)-WMK 
(c) und (R)-HPK (g). Orange: NADPH; pink: Substrat; grün: relevante Aminosäuren Y209 und L205;  hellblau: 

S155, Y168 nicht zu sehen. Oberfläche von F200, A205 und F210 ausgeblendet. Rot gestrichelt: Wasserstoff-
brücken.  
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Wurden die GOLD-Ergebnisse für (R)-HPK betrachtet, so zeigten auch diese eine kleinere 

Substratbindetasche im Bereich 2 und eine Vergrößerung des Bereichs 3 nach unten. Da HPK 

durch den 5-Ring etwas kleiner ist als WMK, wirkte sich die kleinere Bindetasche nicht so 

stark auf die Docking-Position von HPK aus (Abb. 3.45e, f und g). Im Vergleich zum MOE-

Ergebnis (Abb. 3.45h) wurden 2 leicht abweichende Docking-Posen mit GOLD erhalten 

(Abb. 3.45e und f). Die erste Pose (Abb. 3.45e) entspricht in der Ausrichtung von HPK fast 

der Pose aus dem MOE-Ergebnis mit dem Unterschied, dass die Carbonylgruppe dichter ne-

ben der katalytischen Tetrade liegt und die Wasserstoffbrücken somit kürzer sind. Das Sub-

strat schiebt sich etwas weiter in den Bereich 1 aufgrund des schmaleren Bereichs 2. In der 

zweiten Pose (Abb. 3.45f) wird der 6-Ring etwas in Richtung des Bereichs 3 geneigt, aber 

nicht so weit wie MWK. Insgesamt wird (R)-HPK auch in den GOLD-Ergebnissen so in der 

Substratbindetasche positioniert, dass das Hydrid von der Si- und methylgruppenabgewandten 

Seite übertragen werden würde und das (4R,5R)-α,-ungesättigten Hydroxyketon resultiert. 

Auffällig war, dass im Docking mit GOLD überwiegend viel kürzere Bindungen zur katalyti-

schen Tetrade (vor allem zum S155) und für (R)-WMK sehr lange Abstände für die Hydrid-

übertragung im Vergleich zu den MOE-Ergebnissen erhalten wurden (Tab. 3.16). Die schma-

lere Substratbindetasche im GOLD-Ergebnis könnte zudem ein Grund dafür sein, dass keine 

Docking-Pose für (S)-WMK gefunden wurde. 

3.6 Erster Ansatz zur Optimierung der Produktbildung von CoTR und CoTR-

(S27A,A49D) 

Die Untersuchungen der Produktbildung mit GCMS zeigten für CoTR und CoTR(S27A,-

A48D) eine Produktselektivität für die (4R,5R)-,-ungesättigten Hydroxyketone (4R,5R)-2 

und (4R,5R)-1 ausgehend von den (R)-Enatiomeren von WMK und HPK als Substrate (Ab-

schnitt 3.3.3.4). Zusätzlich zu den Hauptprodukten wurden als Nebenprodukte die (4R,5S)-

,-ungesättigten Hydroxyketone (4R,5S)-2 und (4R,5S)-1 erhalten. Um die Bildung der Ne-

benprodukte zu reduzieren bzw. ganz zu unterdrücken, wurden aus den Dockingstudien und 

der Kristallstruktur von CoTR mögliche Ansatzpunkte für eine gezielte Optimierung der Sub-

stratbindetasche identifiziert.  

Die Bildung der Nebenprodukte (4R,5S)-2 und (4R,5S)-1 könnte zustande kommen, weil sich 

die Diketone in der Bindetasche gering horizontal drehen können und es so zum nukleophilen 

Angriff des Hydrids von der Re-Seite der Carbonylgruppe kommt. In Abbildung 3.46c ist die-

se Hypothese schematisch für (R)-WMK dargestellt. Ein Protonendonator in der hydrophoben 
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Substratbindetasche, der eine Wasserstoffbrücke zur ,-ungesättigten Carbonylgruppe aus-

bilden kann, könnte die Drehung reduzieren oder unterbinden. Bei der Betrachtung der MOE- 

und GOLD-Ergebnisse für (R)-WMK und (R)-HPK bot sich als mögliche Position das A206 

an. Dieses befindet sich am Übergang von Bereich 2 und 3 und somit auf der Seite der Sub-

stratbindetasche in welcher die ,-ungesättigte Carbonylgruppe liegt. Wurde das Alanin ma-

nuell (Pymol) durch ein Serin ersetzt, so zeigte sich, dass theoretisch sowohl in dem MOE-

Ergebnis als auch in den GOLD-Posen von (R)-WMK eine Wasserstoffbrücke ausgehend von 

S206 zu der ,-ungesättigten Carbonylgruppe möglich ist (Abb. 3.46a und b). Eine schema-

tische Darstellung ist in Abbildung 3.46d dargestellt.  

 

Abb. 3.46: Darstellung der Serinmutante A206S. Im der MOE-Ergebnis von (R)-WMK (a) sowie in der zwei-
ten GOLD-Pose von (R)-WMK (b). Zusätzlich: schematische Darstellung der Hypothese zur Bildung des 
(4R,5S)-,-ungesättigten Hydroxyketons ausgehend vom (R)-WMK (c) und der Substratbindetasche mit der 
Mutation A206S (d). Orange: NADPH; pink: Substrat; grün: Aminosäuren der Substratbindetasche; hellblau: 
Aminosäuren der katalytischen Tetrade; gelb: S206. Oberfläche von F200 und S206 ausgeblendet. Rot gestri-
chelt: Wasserstoffbrücken. 

Die Enzymvarianten CoTR(A206S) und CoTR(S27A,A49D,A206S) wurden über Mutage-

nese-PCR hergestellt, in E. coli Rosetta-gami exprimiert und über Metallionenaffinitätschro-

matographie gereinigt. CoTR(A206S) wies ein pH-Optimum für die Reduktion bei pH 5,5 

(KPP) und CoTR(S27A,A49D,A206S) bei pH 5,0 (CPP) auf. Die qualitative Auswertung der 
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biokatalytischen Reaktionen mit GCMS (Tab. 6.18, Anhang) ließ erkennen, dass auch für die 

beiden A206S-Enzymvarianten ausgehend von den (S)-Enantiomeren wie für CoTR und 

CoTR(S27A,A49D) zusätzliche Produkte zu den ,-ungesättigten Hydroxyketonen gebildet 

werden (Tab. 3.10 und 3.11). Semiquantitativ zeigte sich für beide A206S-Varianten anhand 

der geringen Produktbildung der,-ungesättigten Hydroxyketone, dass die (S)-Enantiomere 

von WMK und HPK als Substrate ebenfalls nicht bevorzugt sind (Abb. 3.47 und 3.48). Aus 

den (R)-Enantiomeren von WMK und HPK bildeten sowohl CoTR(A206S) mit NADPH als 

auch CoTR(S27A,A49D,A206S) mit NADH, lediglich die beiden ,-ungesättigten Hydro-

xyketone als Produkte (Tab. 6.18, Anhang). Einzig CoTR(S27A,A49D,A206S) mit NADH 

bildete aus (R)-WMK zusätzlich das (1R,4R,5R)-Diol.  

 

Abb. 3.47: Semiquantitative Auswertung der Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxyketone durch CoTR, 
CoTR(S27A,A49D) und die A206S-Varianten ausgehend von den (S)- und (R)-Enantiomeren des Wieland-
Miescher-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM 
NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: GCMS, 
drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der Mittelwerte der Peakflächen mit Stan-
dardabweichung. (*) Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des Quantifizierungslimits (LOQ: 
Signal:Rausch-Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maximale prozentuale Standardabweichung von 
12%). 
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Die semiquantitative Auswertung der biokatalytischen Umsetzungen der (R)-Enantiomere von 

WMK und HPK (Abb. 3.47 und 3.48) zeigte, dass die Bildung der (4R,5S)-,-ungesättigten 

Hydroxketone im Vergleich zu der Bildung der (4R,5R)-,-ungesättigten Hydroxketone ver-

ringert war. Für CoTR(A206S) wurde eine prozentuale Peakflächenverteilung von 99%:1% 

für (4R,5R)-2:(4R,5S)-2 ausgehend von (R)-WMK erhalten. Im Vergleich dazu lag die Vertei-

lung für das Wildtyp-Enzym mit NADPH bei 98%:2%. Dasselbe Ergebniss wurde für 

CoTR(S27A,A49D,A206S) mit NADH im Vergleich zu CoTR(S27A,A49D) erhalten. Für die 

,-ungesättigten Hydroxketone ausgehend von (R)-HPK war die Änderung der Produktver-

teilung noch ausgeprägter. So änderte sich die Verteilung für (4R,5R)-1:(4R,5S)-1 für 

CoTR(A206S) im Vergleich zu CoTR von 76%:24% zu 82%:18% und für CoTR(S27A, 

A49D,A206S) im Vergleich zu CoTR(S27A,A49D) von 76%:24% zu 88%:12%. 

 

Abb. 3.48: Semiquantitative Auswertung der Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxyketone durch CoTR, 
CoTR(S27A,A49D) und die A206S-Varianten ausgehend von den (S)- und (R)-Enantiomeren des Hajos-
Parrish-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM 
NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: GCMS, 
drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der Mittelwerte der Peakflächen mit Stan-
dardabweichung. (*) Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des Quantifizierungslimits (LOQ: 
Signal:Rausch-Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maximale prozentuale Standardabweichung von 
12%). 
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4 Diskussion 

4.1 Optimierung der Cosubstratpräferenz von SDR-Enzymen 

Durch ortsgerichtete Mutagenese konnte in dieser Arbeit auf der Grundlage von Homologie-

modellen (Fischer, 2015) die Cosubstratspezifität von At2g29350 von NADPH zu NADH 

geändert und die Affinität von CoTR für NADH optimiert werden. Dafür waren insgesamt 

zwei Punktmutationen nötig. Ältere Arbeiten hatten bereits gezeigt, dass sich für die Ände-

rung der Cosubstratpräferenz von dinukleotidbindenden Enzymen vor allem strukturgeleitete, 

ortsgerichtete Mutagenesestudien eignen (Tab. 4.1). 

Tab. 4.1: Arbeiten zur Änderung der Cosubstratpräferenz von NADP(H) zu NAD(H) an kurzkettigen 
Dehydrogenasen/Reduktasen. 

Enzym Abkürzung Herkunft Literatur Uniprot 
Carbonylreduktase  CR Mus musculus Nakanishi et al., 1997 P08074 

17-Hydroxysteroid 
Dehydrogenase 1  

17-HSD1 
(17b-HSD1) 

Homo sapiens Huang et al., 2001 P14061 

R-spezifische Alko-
holdehydrogenase 

RADH Lactobacillus brevis Schlieben et al., 2005 Q84EX5 

Carbonylreduktase S1 Candida magnoliae Morikawa et al., 
2005 

Q9C4B3 

17-Hydroxysteroid 
Dehydrogenase 

17-HSDcl 
(17b-HSDcl) 

Cochliobolus lunatus Kristan et al., 2005, 

Kristan et al., 2007 

O93874 

 

Methylglyoxal Re-
duktase 

GRE2P Saccharomyces cere-

visiae 

Katzberg et al., 2010 Q12068 

Alkoholdehydro-
genase 

RasADH Ralstonia sp. Lerchner et al., 2013 C0IR58 

Oxidoreduktase Gox2253 Gluconobacter oxy-

dans 

Yin et al., 2014 Q5FNR0 

-Ketosäure Reduk-
tase 

A-1R Sphingomonas sp. Takase et al., 2014 D6RU56 

 

Die Arbeiten an der Oxidoreduktase Gox2253 (Yin et al., 2014) und der Methylglyoxal Re-

duktase GRE2P (Katzberg et al., 2010) sind mit den anderen Studien nicht direkt vergleich-

bar. Die NADPH-abhängige Oxidoreduktase Gox2253 gehört nicht zu den klassischen, son-

dern zu den verlängerten SDR und besitzt somit andere Schlüsselpositionen für die Cosub-

stratbindung (Kallberg et al., 2002). Die Methylglyoxal Reduktase GRE2P (Katzberg et al., 

2010) weist hingegen kein mit den anderen klassischen SDR vergleichbares Glycin-reiches 

Motiv (SGxxxFxA statt TGxxxGxG) auf. Abbildung 4.1 zeigt die N-terminalen Sequenzen 
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der übrigen sieben Enzyme im Vergleich zu At2g29350, At2g29360, CoTR und At2g29330. 

Die Bezeichnung a-d beziehen sich auf die Schlüsselpositionen für die Cosubstratbindung in 

klassischen SDR (Kallberg et al., 2002). In Tabelle 4.2 sind die kinetischen Daten für die 

Wildtyp-Enzyme und die erstellten Enzymvarianten zusammengefasst.  

 

Abb. 4.1: Multiples Alignment (Embl-Ebi: MAS/MAFFT) der N-terminalen Sequenzen (Cosubstrat-
bindebereich) der TRL aus A. thaliana At2g29350, At2g29360, At2g29330 und CoTR mit den klassi-
schen SDR aus Tabelle 4.1. Grau: konservierte Motive; gelb: Positionen der Punktmutationen; hellblau: aus-
getauschte Loop-Bereiche. Die Positionen a-d entsprechen denen aus der Arbeit von Y. KALLBERG (2002) zur 
Einordnung der klassischen SDR. A-1R´: -Ketosäure Reduktase, A0A075B5H4. 

Ein Vergleich der Studien an den klassischen SDR mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit 

zeigt, dass die Einführung der sauren Aminosäure am Ende des zweiten β-Faltblattes uner-

lässlich für die Änderung der Cosubstratpräferenz von NADP(H) zu NAD(H) ist, der erziel-

te Effekt jedoch stark variiert (vergl.: CR(T38D), 17-HSD1(L36D), RADH(G37D), 17-

HSDcl(Y49D), und RasADH(G37D)). In At2g29350 wurde dieser Befund durch das zusätz-

 
Position:                                            a                       

At2g29350  MAK---------------EG-GLGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGA-- 42 
At2g29360  MAK---------------TGESLRDKPRWSLVGMTALVTGGSKGIGEAVVEELATLGA-- 43 
CoTR       MAN---------------LRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGA-- 43  
At2g29330  MDK------------------------RWSLQGLTALVTGGASGIGHAIVEELAGFGA-- 34 
CR         MKL--------------------------NFSGLRALVTGAGKGIGRDTVKALHASGA-- 32 

17b-HSD1   MAR------------------------------TVVLITGCSSGIGLHLAVRLASDPSQS 30 
RADH       MSN--------------------------RLDGKVAIITGGTLGIGLAIATKFVEEGA-- 32 
S1         MAKNFSNVEYPAPPPAHTKNESLQVLDLFKLNGKVASITGSSSGIGYALAEAFAQVGA-- 58 
17b-HSDcl  MPH---------------VENASETYIPGRLDGKVALVTGSGRGIGAAVAVHLGRLGA-- 43 
RasADH     MYR---------------------------LLNKTAVITGGNSGIGLATAKRFVAEGA-- 31 

A1-R       MFP--------------------------DLKGKRVLITGSSQGIGLATARLFARAGA-- 32 
A1-R´      MFS--------------------------DLKGKRILITGSTEGIGMATAIELARYGA-- 32 
                                                 Loop S 
Position:        bcd 
At2g29350  -KVHTCARDETQL---QERLREWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQRVKLMETVSSLYQGKLNI 98 

At2g29360  -RIHTCARDETQL---QESLRKWQAKGFQVTTSVCDVSSRDKREKLMETVSTIFEGKLNI 99 
CoTR       -RVHTCARDETQL---QESLREWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNI 99 
At2g29330  -KIHVCDISKTLL---NQSLSEWEKKGFQVSGSVCDASNRLERETLMQTVTTIFDGKLNI 88 
CR         -KVVAVTRTNSDL---VSLAKECP----GIEPVCVDLGDWDATEKALGGI-----GPVDL 79 
17b-HSD1   FKVYATLRDLKTQGRLWEAARALACPPGSLETLQLDVRDSKSVAAARERVTE---GRVDV 87 

RADH       -KVMITGRHSDVG---EKAAKSVGTPD-QIQFFQHDSSDEDGWTKLFDATEKAF-GPVST 86 
S1         -DVAIWYNSHDATGKAEALAKKYGV---KVKAYKANVSSSDAVKQTIEQQIKDF-GHLDI 113 
17b-HSDcl  -KVVVNYANSTKD--AEKVVSEIKALGSDAIAIKADIRQVPEIVKLFDQAVAHF-GHLDI 99 
RasADH     -YVFIVGRRRKEL---EQAAAEIGR---NVTAVKADVTKLEDLDRLYAIVREQR-GSIDV 83 
A1-R       -KVGLHGRKAPAN--IDETIASMRADGGDAAFFAADLATSEACQQLVDEFVAKF-GGIDV 88 

A1-R´      -VVGLNSHVDPAD--PALLLGKLREAGGDGAFFRADITKTAECQRLVSAFVERF-DGIDV 88 
                Loop L 
 
At2g29350  LVNNVG-TSIFKP--TTEYTAEDFSFVMATNLESAFHLSQLAHPLLKAS-----GSGSIV 150 
At2g29360  LVNNVG-TCIVKP--TLQHTAEDFSFTMATNLESAFHLSQLAHPLLKAS-----GSGSIV 151 

CoTR       LVNNAG-TCITKP--TIDYTSEDFSFLMSTNLESSFHLSQLAHPLLKSS-----GLGSIV 151 
At2g29330  LVNNVG-TIRTKP--TIEYEAEDFSFLISTNLESAYHLSQLSHPLLKAS-----GNGIIT 140 
CR         LVNNAA-LVIMQP--FLEVTKEAFDRSFSVNLRSVFQVSQMVARDMINR----GVPGSIV 132 
17b-HSD1   LVCNAG-LGLLGP--LEALGEDAVASVLDVNVVGTVRMLQAFLPDMKRR-----GSGRVL 139 
RADH       LVNNAG-IAVNKS--VEETTTAEWRKLLAVNLDGVFFGTRLGIQRMKNK----GLGASII 139 

S1         VVANAG-IPWTKGAYIDQDDDKHFDQVVDVDLKGVGYVAKHAGRHFRERFEKEGKKGALV 172 
17b-HSDcl  AVSNSG-VVSFGH--LKDVTEEEFDRVFSLNTRGQFFVAREAYRHLTEG-------GRIV 149 
RasADH     LFANSG-AIEQKT--LEEITPEHYDRTFDVNVRGLIFTVQKALPLLRDG-------GSVI 133 
A1-R       LINNAGGLVGRKP--LPEIDDTFYDAVMDANIRSVVMTTKFALPHLAAAAKASGQTSAVI 146 
A1-R´      LINNAGGLAGRSN--LENIDDAFYDRVMDLNGRSVLMMTKFAIPHLRASAKASGTTSAVI 146 
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liche cosubstratabhängige Dimer-Tetramer-Gleichgewicht besonders deutlich. Durch die 

Einführung des Aspartats (At2g29350(A48D)) verlor das Enzym seine Aktivität mit 

NADPH, zeigte jedoch auch nur eine sehr geringe spezifische Aktivität mit NADH (Tab. 

3.1). Erst durch die Mutation S26A wurde eine deutliche Aktivität mit NADH erhalten.  

Tab. 4.2: Kinetische Parameter der Wildtyp-Enzyme (WT) und Enzymvarianten mit veränderter Co-
substratpräferenz. At2g29350, CoTR sowie die klassischen SDR aus Tabelle 4.1. 1) Reinhardt, 2014; 2) 
Nakanishi et al., 1997; 3) Huang et al., 2001; 4) Schlieben et al., 2005; 5) Morikawa et al., 2005; 6) Kristan et 
al., 2007; 7) Lerchner et al., 2013; 8) Takase et al., 2014. Zu 8) ausgetauschter Loop rund um Position a (ex_S) 
und rund um Position b-c (ex_L), beide Loops ausgetauscht (ex_W); vergl. Abbildung 4.1. (*) maximale spe-
zifische Aktivität von 52,9 ± 0,9 nkat/mg bei 0,8 mM NADH, pH 7,5. (**) Die Nummerierung der Mutations-
stellen erfolgt in der Veröffentlichung ohne Berücksichtigung des Start-Methionins; n. d., nicht detektierbar. 

Wildtyp-Enzym und 
Varianten Cosubstrat 

Km 
[µM] 

kcat 

[s-1] 
kcat/Km 

[s-1µM-1] 
WT-At2g293501) NADPH 30,1 ± 2,6 1,06 0,035 

WT-At2g293501) NADH - - - 

S26A,A48D NADPH - - - 

S26A,A48D* NADH n. d. n. d. n. d. 

     

WT-CoTR1) NADPH 78,3 ± 7,9 1,01 0,013 

WT-CoTR1) NADH 666,5 ± 20,0 11,76 0,018 

A49D NADPH 454,9 ± 63,4 5,44 ± 0,36 0,012 

A49D NADH 239,8 ± 19,6 7,84 ± 0,24 0,032  

S27A,A49D NADPH 609,0 ± 89,3 5,44 ± 0,43 0,009  

S27A,A49D NADH 119,5 ± 12,7 7,31 ± 0,22 0,061 

      

WT-CR2) NADPH 1,1 1,2 1,1 

WT-CR2) NADH 65 1,8 0,027 

T38D2) NADPH 220 2,3 0,011 

T38D2) NADH 9,7 3,3 0,34 

     

WT-17-HSD13) NADPH 0,9 ± 0,04 2,2 ± 0,07 2,4 

WT-17-HSD13) NADH 6,0 ± 0,9 3,8 ± 1,0 0,6 

L36D3)** NADPH 257 ± 10 5,1 ± 0,3 0,02 

L36D3)** NADH 15,7 ± 1,4 1,2 ± 0,07 0,07 

     

WT-RADH4) NADP+ 15 ± 0,4 4,4 ± 0,1 0,29 

WT-RADH4) NAD+ - - - 

G37D4) NADP+ 9100 ± 1500 5,9 ± 1,0 0,0007 

G37D4) NAD+ 750 ± 70 9,9 ± 0,9 0,0132 
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Fortsetzung Tab. 4.2 
Wildtyp-Enzym und 
Varianten Cosubstrat 

Km 
[µM] 

kcat 

[s-1] 
kcat/Km 

[s-1µM-1] 
WT-S15) NADPH 16,7 870 52,1 

WT-S15) NADH - - - 

S41A,S42A,S43Q,W63I, 
Y64D,N65I,S66N5) 

NADPH - - - 

S41A,S42A,S43Q,W63I, 
Y64D,N65I,S66N5) 

NADH 160 64 0,4 

S41A,S42A,S43R,W63I, 
Y64D,N65I,S66N5) 

NADPH - - - 

S41A,S42A,S43R,W63I, 
Y64D,N65I,S66N5) 

NADH 62 120 1,9 

     

WT-17-HSDcl6) NADPH 6,5 3,8 0,59 

WT-17-HSDcl6) NADH - - - 

Y49D6) NADPH 160 0,065 0,0004 

Y49D6) NADH 860 0,27 0,0003 

     

WT-RasADH7) NADP+ 51 ± 4 1,650 ± 0,033 0,032 

WT-RasADH7) NAD+ 3100 ± 300 0,0217  ± 0,0017 0,0000069 

G37D7) NADP+ 2300 ± 500 0,0025 ± 0,0002 0,0000011 

G37D7) NAD+ 2300 ± 200 0,0383 ± 0,0033 0,000017 

N15G,G37D,R38V,R39S7) NADP+ 280  ± 120 0,000028 ± 
0,000003 

0,0000001 

N15G,G37D,R38V,R39S7) NAD+ 1100 ± 100 0,080 ± 0,005 0,000073 

N15G,G37D,R38V,R39S, 

A86N,S88A7) 

NADP+ n. d. n. d. n. d. 

N15G,G37D,R38V,R39S, 

A86N,S88A7) 

NAD+ 800 ± 100 0,0300 ± 0,002 0,000038 

     

WT-A-1R8) NADPH 9,55 ± 1,4 220 ± 7,1 23,0 

WT-A-1R8) NADH 192 ± 75 25,3 ± 5,7 0,13 

A-1R_ex_S8) NADPH 512 ± 70 193 ± 18 0,38 

A-1R_ex_S8) NADH 623 ± 100 3,77 ± 0,47 0,006 

A-1R_ex_L8) NADPH n. d. n. d. n. d. 

A-1R_ex_L8) NADH 321 ± 240 4,25 ± 2,0 0,013 

A-1R_ex_W8) NADPH 5600 ± 8600 2,03 ± 3,0 0,0004 

A-1R_ex_W8) NADH 2580 ± 1400 6,80 ± 3,5 0,003 
 

Vergleichbare Ergebnisse wurde für die analogen Varianten At2g29360(A49D), At2g29360-

(S27A,A49D), CoTR(A49D) und CoTR(S27A,A49D) der verwandten TRL At2g29360 und 
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CoTR erhalten (Tab. 3.2 und 3.3). So wurde für At2g29360 anhand der spezifischen Aktivität 

gezeigt, dass At2g29360(S27A,A49D) eine höhere Aktivität mit NADH aufweist als 

At2g29360(A49D). Für CoTR konnte die NADH-Affinität durch den zusätzlichen Austausch 

S27A gegenüber CoTR(A49D) weiter gesteigert werden. Die Betrachtung der Cosubstrat-

bindetasche in der CoTR-Kristallstruktur stärkt die Annahme, dass die Einführung eines As-

partats in Sequenzposition 49 zu sterischer Hinderung und/oder elektrostatischer Abstoßung 

mit S27 führt (Abb. 4.2). 

 

Abb. 4.2: Ausschnitt der N-terminalen Cosubstratbinderegion von CoTR. Kristallstruktur B, Kette A. Oran-
ge: NADP+; grün: basische Aminosäuren; hellblau: S27; pink: A49  wird zu D49 substituiert. 

Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Enzymvarianten RasADH(N15G,G37D,-

R38V,R39S), S1(S41A,S42A,S43Q,W63I,Y64D,N65I,S66N) und S1(S41A,S42A,S43R,-

W63I,Y64D,N65I,S66N), in denen neben dem Aspartat (G37D und Y64D) auch eine kleine 

Aminosäure (N15G, S42A) im Glycin-reichen Motiv in der analogen Position zur S26A von 

At2g29350 bzw. S27A von CoTR und At2g29360 eingefügt wurde. Da RasADH(N15G,-

G37D,R38V,R39S) im Vergleich zu RasADH(G37D) eine höhere Affinität zu NAD+ zeigte, 

wären zum Vergleich mit At2g23950 die kinetischen Daten für RasADH(N15G,G37D) sowie 

zusätzlich die Enzymvarianten S1(Y64D) und S1(S42A,Y64D) interessant gewesen, um nur 

den Effekt der beiden analogen Mutationen aus dieser Arbeit vergleichen zu können. Jedoch 

wurden die entsprechenden Varianten von RasADH und S1 nicht untersucht und/oder publi-

ziert (Lerchner et al., 2013; Morikawa et al., 2005). Ein zusätzlicher Austausch der basischen 

Aminosäuren (K27S und R49I) in At2g29350 bewirkte allgemein eine Verschlechterung bzw. 

den Verlust der spezifischen Aktivität (Tab. 3.1). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit Ras-

ADH(N15G,G37D,R38V,R39S), in der die basische, für die NADP+-Bindung verantwortliche 

Aminosäure R38 (analog zu R49I) durch ein unpolares Valin ersetzt wurde. In wie weit die 

höhere Affinität zu NAD+ dieser Enzymvarianten im Vergleich zu RasADH(G37D) der Muta-

tion R38V zu verdanken ist, kann jedoch nicht gesagt werden. Werden hingegen die Ergebnis-
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se von At2g29350 mit den Enzymen S1(S41A,S42A,S43Q,W63I,Y64D,N65I,S66N) und 

S1(S41A,S42A,S43R,W63I,Y64D,N65I,S66N) verglichen, so fällt auf, dass durch die Ein-

führung der basischen Aminosäure in Position 43 (analog zu K27 in At2g29350) im Vergleich 

zu der Variante mit Q43 die Affinität zu NADH gesteigert war (Tab. 4.2). Somit wies die En-

zymvariante mit der basischen Aminosäure eine höhere Affinität und einen höheren kcat-Wert 

auf als die Variante mit Asparagin. Analog dazu zeigte At2g29350(S26A,A48D) eine wesent-

lich höhere spezifische Aktivität als At2g29350(S26A,K27S,A48D) (vergl. Tab. 3.1). Somit 

scheint es in diesen Fällen wichtig zu sein, die basische Aminosäure im Glycin-reichen Motiv 

zu belassen oder einzuführen. In RasADH wich das in den klassischen SDR eigentlich stark 

konservierte Motiv NNAG zur Stabilisierung des zentralen -Faltblattes ab (FNSG, Abb. 4.1). 

Aus diesem Grund wurde zusätzlich RasADH(N15G,G37D,R38V,R39S,A86N,S88A) herge-

stellt. Das Enzym wies zwar eine höhere Affinität zu NAD+ auf, besaß aber allgemein keine 

verbesserten katalytischen Eigenschaften gegenüber RasADH(N15G,G37D,R38V,R39S). Da 

das Motiv NNAG in At2g29350 ebenfalls abweicht (NNVG), wurde zur Optimierung der Ak-

tivität mit NADH die Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D,V103A) hergestellt, welche 

jedoch keine Aktivität zeigte (Tab. 3.1). Die Enzymvariante At2g29350(V103A) wies hinge-

gen eine deutlich höhere spezifische Aktivität mit NADPH als das Wildtyp-Enzym auf (Tab. 

3.1). Die sigmoiden Kurvenverläufe bei den kinetischen Messungen der Enzymvariante of-

fenbaren jedoch auch ein stärker auf der Seite des Dimers liegendes Gleichgewicht als für das 

Wildtyp-Enzym (Abb. 3.10c). 

Allgemein zeigten die Studien an den ausgewählten TRL aus A. thaliana sowie CoTR, dass 

die Einführung der sauren Aminosäure für eine zufriedenstellende Änderung der Cosubstrat-

präferenz nicht ausreicht, sondern dass zusätzlich auch das Serin innerhalb des Glycin-reichen 

Motivs, welches sich strukturell in unmittelbarer Nähe zum Aspartat befindet, durch ein klei-

nes unpolares Alanin ausgetauscht werden muss. Angesichts dieser übereinstimmenden Resul-

tate ist zu fragen, ob die zusätzliche Einführung der kleinen Aminosäure von allgemeiner Be-

deutung für die Änderung der Cosubstratspezifität klassischer SDR ist. In Abbildung 4.3 sind 

im Vergleich zu At2g29330 die N-terminalen Sequenzen von 20 klassischen SDR aus Pflan-

zen, Tieren und Bakterien dargestellt, die eindeutig als NADH-präferierende Proteine charak-

terisiert wurden. Das Alignment zeigt, dass neben dem konservierten Aspartat am Ende des 

zweiten β-Faltblattes in der relevanten Position im Glycin-reichen Motiv bevorzugt eine klei-

ne, unpolare Aminosäure auftritt. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass 

die Einführung einer kleinen, unpolaren Aminosäure im Glycin-reichen Motiv, neben der Ein-
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führung der sauren Aminosäure, einen allgemein wichtigen Ansatzpunkt für die Änderung der 

Cosubstratpräferenz klassischer SDR von NADP(H) zu NAD(H) darstellt.  

 

Abb. 4.3: Multiples Alignment (Embl-Ebi: MAS/Clustal Omega) der N-terminalen Sequenz von 
At2g29330 aus A. thaliana mit den N-terminalen Sequenzen von NADH-abhängigen klassischen SDR aus 
Pflanzen, Tieren und Bakterien. Abkürzung, Enzymaktivität (Uniprot-Code). Pflanzen: ABA2, Xanthoxin 
Dehydrogenase (Q9C826); ISPD, (-)-trans-Isopiperitenol Dehydrogenase (Q5C9I9); ZSD1, Zerumbon-Synthase 
(F1SWA0); Tiere: HSD17B8, 17β-Hydroxysteroid Dehydrogenase 8 (Q92506); 17bHSD10, 17β-Hydroxy-
steroid Dehydrogenase 10 (Q99714); 15-PGDH, 15-Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase (P15428); DHRS6, 
R--Hydroxybutyrat Dehydrogenase (Q9BUT1); Ke 6, 17-Hydroxysteroid Dehydrogenase 8 (P50171); 
rHADH II/ABAD, 3-Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase Typ2/Amyloid- bindende Alkoholdehydrogenase 
(O70351); ADH, Alkoholdehydrogenase (P00334); Bakterien: HSD 28, 3-Hydroxysteroid Dehydrogenase 
(P80702); 3b/17b-HSD, 3/17-Hydroxysteroid Dehydrogenase (P19871); L-BDH, L-2,3-Butandiol Dehydro-
genase (Q9ZNN8); CDH, Carveol Dehydrogenase (Q9RA05); SDH, Sorbitol Dehydrogenase (Q59787); GatDH, 
Galactitol 2-dehydrogenase (C0KTJ6); meso-BDH, 2,3-Butandiol Dehydrogenase (Q48436); 3a/20b-HSD, 
3/20-Hydroxysteroid Dehydrogenase (P19992); 7b-HSDH, 7-Hydroxysteroid Dehydrogenase (P0AET8); 
KduD, 2-Dehydro-3-deoxy-D-gluconat 5-Dehydrogenase (P37769). Grau: Glycin-reiches Motiv; grün: basische 
Aminosäuren; pink: saure Aminosäure; rot: kleine Aminosäuren im Glycin-reichen Motiv. Die genauen Angaben 
der Organismen und der relevanten Literatur sind in Tabelle 6.4 im Anhang zusammengefasst. 

4.2 Dimer-Tetramer-Gleichgewicht von At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350 

Bei den Messungen der spezifischen Aktivität von At2g29350(S26A,A48D) zeigte sich, dass 

die Enzymvariante bis zu einer NADH-Konzentration von 0,8 mM nicht mit Cosubstrat gesät-

tigt werden konnte. Die Abhängigkeit der spezifischen Aktivität von der Cosubstratkonzen-

tration wies zudem keinen hyperbolischen Kurvenverlauf entsprechend dem Modell von Mi-

chaelis und Menten (1913) auf, sondern einen sigmoiden Kurvenverlauf. Sigmoide Kurven-

verläufe lassen häufig auf ein kooperatives Verhalten entsprechend dem Modell von Hill 

(1910) schließen. Dieses Verhalten ist bekannt für oligomere Enzyme und ist mit einer Kon-

formationsänderung innerhalb der Enzyme abhängig von der Substratkonzentration verbun-

 

At2g29330      ----------- MDKRWSLQGLTALV TGGASGIGHAIVEELAGFGAKI-HVCDISKT----  44 
ABA2           MSTNTESSSYSSLPSQRLLGKVALITGGATGIGESIVRLFHKHGAKV-CIVDLQDD----  55 
ISPD           -----------MASVKKLAGKVAIVTGGASGIGEVTARLFAERGARAVVIADMQPE----  45 
ZSD1           ---------------MRLEGKVALVTGGASGIGESIARLFIEHGAKI-CIVDVQDE----  40 
HSD17B8        ---------MASQLQNRLRSALALVTGAGSGIGRAVSVRLAGEGATV-AACDLDRA----  46 
17bHSD10       ----------MAAACRSVKGLVAVITGGASGLGLATAERLVGQGASA-VLLDLPNS----  45 
15-PGDH        ---------------MHVNGKVALVTGAAQGIGRAFAEALLLKGAKV-ALVDWNLE----  40 
DHRS6          --------------MGRLDGKVIILTAAAQGIGQAAALAFAREGAKV-IATDINES----  41 
Ke 6           -----------MASQLRLRSALALVTGAGSGIGRAISVRLAAEGAAV-AACDLDGA----  44 
rHADH          ----------MAAAVRSVKGLVAVITGGASGLGLSTAKRLVGQGATA-VLLDVPNS----  45 
ADH            -------------MSFTLTNKNVIFVAGLGGIGLDTSKELLKRDLKNLVILDRIEN----  43 
HSD 28         -------------------MSIIVISGCATGIGAATRKVLEAAGHQI-VGIDIRDA----  36 
3b/17b-HSD     -------------MTNRLQGKVALVTGGASGVGLEVVKLLLGEGAKV-AFSDINEA----  42 
L-BDH          ------------------MSKVAMVTGGAQGIGRGISEKLAADGFDI-AVADLPQQ----  37 
CDH            --------------MARVEGQVALITGAARGQGRSHAIKLAEEGADV-ILVDVPNDVVDI  45 
SDH            ---------------MRLDGKTALITGSARGIGRAFAEAYVREGARV-AIADINLE----  40 
GatDH          ---------MDYRTVFRLDGACAAVTGAGSGIGLEICRAFAASGARL-ILIDREAA----  46 
meso-BDH       ------------------MKKVALVTGAGQGIGKAIALRLVKDGFAV-AIADYNDA----  37 
3a/20b-HSD     --------------MNDLSGKTVIITGGARGLGAEAARQAVAAGARV-VLADVLDE----  41 
7b-HSDH        ---------MFNSDNLRLDGKCAIITGAGAGIGKEIAITFATAGASV-VVSDINAD----  46 
KduD           ----------MILSAFSLEGKVAVVTGCDTGLGQGMALGLAQAGCDI-VGINIVEP----  45 
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den. Um zu überprüfen, ob sich der Oligomerisierungszustand in Abhängigkeit von den Reak-

tionsbedingungen ändert, wurde mittels analytischer Ultrazentrifugation das native Moleku-

largewicht für das Wildtyp-Enzym und At2g29350(S26A,A48D) bestimmt. Für beide Proteine 

offenbarte die Messung ein enzymkonzentrationsabhängiges Dimer-Tetramer-Gleichgewicht. 

Anhand des Gleichgewichts konnte jedoch nicht rückgeschlossen werden, ob die sigmoiden 

Kurvenverläufe aus einer substrat- und/oder cosubstratabhängige Konformationsänderung in 

weiteren Untereinheiten in einem festen oligomeren Zustand resultieren oder ob sich der Oli-

gomerisierungszustand abhängig von der Substrat- und/oder Cosubstratkonzentration ändert. 

Um diese Frage beantworten zu können, wurden At2g29350(S26A,A48D) und At2g29350 

mittels Gelfiltration untersucht (Abschnitt 3.1.4.5). Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass 

die Methode durch die indirekte Detektion über SDS-PAGE keine Absolutwerte liefern konn-

te, wurden die Ergebnisse für At2g29350(S26A,A48D) wie folgt interpretiert: Der Oligomeri-

sierungszustand des Enzyms wird durch die Cosubstratkonzentration beeinflusst. Die alleinige 

Bindung des Cosubstrats ist maßgeblich an der Ausbildung des Tetramerzustands beteiligt, 

wozu das Substrat in Sättigung allein nicht in der Lage ist. Diese Beobachtung folgt dem 

publizierten bi-bi-Mechanismus der SDR, in dem das Cosubstrat zuerst gebunden wird (Bei-

spiele: Nakanishi et al. 1997; Sahni-Arya et al., 2007). Allerdings erscheint die Cosubstrat-

konzentration von 3,5 mM NADH immer noch nicht auszureichend, um das Gleichgewicht 

vollständig auf die Seite des Tetramers zu verschieben. Die Messung unter hohen Substrat- 

und Cosubstratbedingungen zeigte, dass der aktive Zustand von At2g29350(S26A,A48D) in 

Sättigung das Tetramer ist und dass der sigmoide Verlauf der Enzymkinetik durch das cosub-

stratabhängige Dimer-Tetramer-Gleichgewicht zustande kommt. Die Messungen geben kei-

nen Aufschluss über die Aktivität des Dimers. So könnte es sein, dass das Dimer inaktiv ist 

und die geringe Aktivität bei niedriger Cosubstratkonzentration durch die geringe Menge des 

Tetramers zustande kommt. Andererseits könnte das Enzym in seiner dimeren Konformation 

eine sehr geringe Aktivität aufweisen. Die sigmoiden Verläufe der Enzymkinetiken abhängig 

von der Substratkonzentration resultieren vermutlich daraus, dass das Enzym nicht soweit mit 

Cosubstrat gesättigt war, um das Gleichgewicht weit genug auf die Seite des aktiven Tetra-

mers zu verschieben. Da bei den Messungen keine Cosubstrat-Sättigung erzielt wurde, konn-

ten keine kinetischen Parameter berechnet werden. Die erhaltenen Kurvenverläufe wurden 

demzufolge nur als Abhängigkeit der spezifischen Aktivität von der Cosubstrat- und Substrat-

konzentrationen unter den jeweils gewählten Bedingungen interpretiert. Für das Wildtyp-

Enzym At2g29350 zeigten die Messungen, dass der Oligomerisierungszustand ebenfalls von 

der Cosubstratkonzentration abhängt. Wie in der mutierten Variante war auch für das Wildtyp-
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Enzym das Tetramer der aktivste Zustand. Im Vergleich zu At2g29350(S26A,A48D) wurde 

im Wildtyp-Enzym die Bildung des aktiven Tetramers bereits bei geringen Cosubstratkonzent-

rationen ausgelöst, sodass die kinetischen Messungen in der Tetramer-Form erfolgten und das 

Dimer-Tetramer-Gleichgewicht keinen Einfluss auf die Kurvenverläufe hatte. Somit konnten 

für das Wildtyp-Enzym die kinetischen Parameter nach dem Modell von Michaelis und Men-

ten (1913) ermittelt werden. 

Auch wenn die Änderung der Cosubstratspezifität von NADPH zu NADH für At2g29350 

erfolgreich war, so stellt das cosubstrat- und enzymkonzentrationsabhängige Dimer-Tetramer-

Gleichgewicht der Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D) ein Problem für die Anwendung 

dar. Denn entweder müssten Cosubstratkonzentrationen von weit über 0,8 mM NADH einge-

setzt werden, um die Enzymvariante mit Cosubstrat zu sättigen und die maximale Reaktions-

geschwindigkeit zu erhalten, oder es müsste bei Cosubstratkonzentrationen von unter 0,8 mM 

NADH mit geringen Umsätzen oder längeren Reaktionszeiten für eine hohe Umsetzung ge-

rechnet werden. Für eine erfolgreiche Anwendung wäre es also nötig, das Gleichgewicht in 

Richtung des Tetramers zu verschieben. Fraglich war jedoch, wodurch das Dimer-Tetramer-

Gleichgewicht von At2g29350 zustande kommt, da es sowohl von der Enzym- als auch von 

der Cosubstratkonzentration abhängt. Ausgehend von dem Befund, dass es bei gleichbleiben-

der Enzymkonzentration durch die Erhöhung der Cosubstratkonzentration zur Verschiebung 

des Gleichgewichts in Richtung Tetramer kam, lag die Vermutung nahe, dass es durch die 

Bindung des Cosubstrats zu einer Veränderung innerhalb der Proteinstruktur kommt, welche 

die Ausbildung des Tetramers begünstigt. Ein erster Ansatz, um diese Annahme zu testen, 

waren Chimären aus At2g29350 und der für die Cosubstratbindung wichtigen N-terminalen 

Sequenz von CoTR (Abschnitt 3.2). Da CoTR als stabiles Tetramer vorlag, sollte diese Chi-

märenbildung die Struktur von At2g29350 dahingehend ändern, dass der tetramere Zustand 

unabhängig von der Enzym- oder Cosubstratkonzentration bevorzugt wird. Zusätzlich sollte 

durch die gezielte Einführung der sauren Aminosäure (D49) am Ende des zweiten β-

Faltblattes und der kleinen Aminosäure (A27) innerhalb des Glycin-reichen Motivs eine opti-

mierte Form von At2g23950(S26A,A48D) erhalten werden. Die Chimären und Enzymvarian-

ten waren gut exprimierbar, löslich und aktiv, führten jedoch nicht zum gewünschten Ziel, da 

sie wie At2g29350 ein Gleichgewicht zwischen Dimer und Tetramer zeigten. In der Literatur 

konnte für die Änderung der Cosubstratpräferenz nur eine Arbeit gefunden werden, die den 

Austausch größerer Sequenzabschnitte beinhaltet. In der Publikation von R. TAKASE (2014) 

wurden die Proteinsequenzen (Sequenzidentität 64%) der beiden mit NADH/NADPH aktiven 

-Ketosäure Reduktasen A1-R (höhere Affinität zu NADPH) und A1-R´ (höhere Affinität zu 
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NADH) verglichen und anhand der Kristallstruktur von A1-R´ die beiden Loop-Bereiche S 

und L, welche die für die Cosubstratspezifität wichtigen Aminosäure beinhalten, definiert 

(Abb. 4.1). Durch den einzelnen und kombinierten Austausch der Loop-Bereiche S und L in 

A1-R durch A1-R´ ließ sich die Affinität zu NADH im Vergleich zum Wildtyp-Enzym jedoch 

nicht verbessern (Tab. 4.2). Auffällig an der Sequenz von A1-R´ war, dass am Ende des zwei-

ten β-Faltblattes keine saure Aminosäure zu finden war. Wurden im Vergleich die Loop-

Bereiche von A1-R´ durch die von A1-R ersetzt, so erhöhte sich die NADPH-Affinität und die 

katalytische Effizienz mit NADPH im Vergleich zum Wildtyp-Enzym stark. Somit zeigt diese 

Arbeit, dass der Austausch größerer Sequenzabschnitte grundsätzlich zielführend sein kann.  

Wird die Kristallstruktur von CoTR betrachtet, fällt auf, dass der Loop zwischen βF und αG´, 

durch den der Nikotinamidring des NADP+ gebunden wird, sehr dicht neben dem Loop zwi-

schen αG´´ und αG, welcher an der Interaktion zum Tetramer beteiligt ist, liegt (Abb. 4.4a). 

Wenn At2g29350 eine ähnliche dreidimensionale Struktur aufweist wie CoTR, ist es denkbar, 

dass die Bindung des Cosubstrats zu einer strukturellen Veränderung im Bereich des Loops 

zwischen βF und αG´ führt, die wiederum einen Effekt auf den Loop zwischen αG´´ und αG 

hat, wodurch die Ausbildung des Tetramers abhängig vom Cosubstrat beeinflusst wird. In Ab-

bildung 4.4 sind zudem die Sequenzen von CoTR und At2g29350 im Zusammenhang mit den 

für die Ausbildung des Tetramers in der CoTR verantwortlichen Aminosäuren (polare und 

ionische Wechselwirkungen) wiedergegeben. Der direkte Vergleich der Aminosäuresequenzen 

zeigt, dass sich von den 17 relevanten Aminosäuren in den beiden Enzymen nur fünf (Y200, 

P234, F238, S243, T259) unterscheiden. Bei genauer Betrachtung der Kristallstruktur von 

CoTR fällt auf, dass die beiden Aminosäuren S236 (At2g29350: P234) und Y240 

(At2g29350: F238), die in den αG-Helices lokalisiert sind, zwei markante Wasserstoffbrücken 

ausbilden, welche über αG die Dimere zum Tetramer verbinden (Abb. 4.4). Unter der Annah-

me, dass At2g29350 eine ähnliche dreidimensionale Struktur in dem Bereich der αG-Helices 

aufweist, können diese Wasserstoffbrücken zwischen den analogen Aminosäuren P234 und 

F238 nicht ausgebildet werden, wodurch das Tetramer weniger stabil wäre als in CoTR. Die-

ser Mangel an Stabilität bei der Ausbildung des Tetramers von At2g29350 könnte durch er-

höhte Enzymkonzentration überwunden werden. Dies würde die Abhängigkeit der Tetramer-

bildung von der Enzymkonzentration bei At2g29350 erklären. 
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Abb. 4.4: Hypothesen zum Dimer-Tetramer-Gleichgewicht von At2g29350 unter Berücksichtigung der 
Kristallstruktur und Sequenz von CoTR. (a) Struktur von CoTR (Kette A, Struktur B), mit Sicht auf den C-
terminalen Bereich. Grün: Positionen der cosubstratbindenden Aminosäuren; gelb: Positionen der Aminosäuren, 
die an der Bildung des Tetramers beteiligt sind; orange: NADP+. Roter Pfeil: Strukturelle Nähe der Loop-
Bereiche (zwischen βF und αG´´ sowie αG´und αG). b) Wasserstoffbrücken (rot gestrichelt) zwischen Y240 und 
S236 (gelb) zwischen den Kette A (hellblau) und B (grün) zur Ausbildung des Tetramers. Alignment: gelb: 
Aminosäuren in CoTR, die für die Ausbildung des Tetramers verantwortlich sind; pink: Unterschiede in den 
Aminosäuren zwischen At2g29350 und CoTR; grün: Aminosäuren in CoTR, die für die die Bindung des Cosub-
strats verantwortlich sind. 

Auf Basis dieser Beobachtung bietet sich die Untersuchung weiterer Chimären aus CoTR und 

At2g29350 an. Anhand der CoTR-Kristallstruktur könnte ein Austausch der C-terminalen 
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Sequenz von At2g29350 durch die entsprechende Sequenz der CoTR erfolgen, der nicht die 

Substratbindetasche, sondern nur die für die Bildung des Tetramers verantwortliche Sequenz 

umfasst. Dadurch könnte gegebenenfalls die Ausbildung des Tetramers für At2g29350 opti-

miert werden. Allgemein wären, um der Frage der Strukturänderung durch die Cosubstratbin-

dung zu beantworten und damit At2g29350 gezielter zu optimieren, Kristallstrukturen von 

At2g29350 oder At2g23950(S26A,A48D) als Apoenzym und im binären Komplex mit 

NADP(H) bzw. NAD(H) wünschenswert. Die Kristallstruktur von At2g29350 konnte jedoch 

im Rahmen dieser Arbeit nicht erhalten werden. 

4.3 SDR-katalysierte Reduktion bizyklischer Diketone 

Die Testassays zeigten, dass At2g29350 und CoTR und ihre NADH-präferierenden Enzymva-

rianten At2g29350(S26A,A48D) und CoTR(S27A,A49D) sowohl das Wieland-Miescher-

Keton (WMK) als auch das Hajos-Parrish-Keton (HPK) reduzieren. At2g29350 und 

At2g29350(S26A,A48D) wiesen dabei eine Bevorzugung der (S)-Enantiomere der beiden 

Diketone auf, wohingegen CoTR und CoTR(S27A,A49D) die (R)-Enantiomere bevorzugten. 

Die Untersuchung der Produktbildung mittels GCMS zeigte, dass alle Enzyme selektiv die 

Carbonylgruppe an C5 reduzieren. Ein Blick auf die Stereochemie der Produkte offenbarte, 

dass durch At2g29350 und At2g29350(S26A,A48D) spezifisch die entsprechenden (4S,5S)-

Produkte und durch CoTR und CoTR(S27A,A49D) die entsprechenden (4R,5R)-Hydroxy-

ketone als Hauptprodukte gebildet werden (Abb. 4.5). 

 

Abb. 4.5: (Haupt-)produkte der biokatalytischen Reduktion der (S)- bzw. (R)-Enantiomere des Wieland-
Miescher- bzw. Hajos-Parrish-Ketons durch At2g29350 und CoTR sowie ihrer NADH-präferierenden 
Enzymvarianten. 

Unter dem Aspekt der Anwendbarkeit wäre keine andere Produktbildung wünschenswerter 

gewesen, da durch die Proteine dieselben Produkte gebildet wurden wie unter der Verwen-

dung von NaBH4. Somit ist ein Austausch der chemisch synthetischen durch die biokatalyti-

sche Variante möglich. Der Ersatz durch die Enzyme bietet sich nicht nur an, weil NaBH4 

giftig ist und bei Kontakt mit Wasser hochentzündliche Gase freisetzt, sondern auch, weil so 
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auf die aufwendige Kühlung und die saure Aufarbeitung verzichtet werden kann. Beispiele für 

die chemisch Synthese von Natur- und Wirkstoffen und ihrer Derivate oder Kernstrukturen 

ausgehend von den beiden Enantiomeren von WMK und HPK über die (4S,5S)- bzw. (4R,5R)-

,-ungesättigten Hydroxyketone sind in Abbildung 4.6 und in Tabelle 4.3 aufgeführt.  

 

Abb. 4.6: Zielverbindungen ausgehend von den Enantiomeren des Wieland-Miescher-Ketons (a) und des 
Hajos-Parrish-Ketons (b) (vergl. Tab. 4.3). 
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Tab. 4.3: Beispiele für die chemisch synthetische Herstellung von Natur- und Wirkstoffen sowie ihrer 
Derivate oder Kernstrukturen ausgehend von den beiden Enantiomeren des Wieland-Miescher- und des 
Hajos-Parrish-Ketons über die Zwischenstufen (4S,5S)- und (4R,5R)-2 sowie (4S,5S)- und (4R,5R)-1. (m) = 
Verbindung in α-Position zu ,-ungesättigten Carbonylgruppe methyliert. 

Zwischenprodukt Zielverbindung Bioaktivität Literatur 

Wieland-Miescher-Keton 

(4S,5S)-2 (+)-Atisiren - Ihara et al., 1986 

(4S,5S)-2 Paclitaxel antitumor Danishefsky et al., 
1996 

(4S,5S)-2 (±)-Pallavicinin, 
(±)-Neopallavicinin 

- Peng et al., 2006 

(4S,5S)-2/(4R,5R)-2 

(4S,5S)-2 (m) 

 

trizyklische Pyrazol- und 
Pyrimidinenone 

entzündungshemmend US 8513436 B2 

(4S,5S)-2 (m) (-)-Ilimaquinon antimikrobiell, anti-HIV, 
entzündungshemmend, 
sekretionshemmend 

Bruner et al., 1995 

(4R,5R)-2 (+)-Carainterol A anti-Pyricularia oryzae     
P-2b Aktivität 

Ma et al., 2010a 

(4R,5R)-2 heptazyklische Kern-
struktur der Sesquiterpe-
ne aus der Chloran-
thaceae Familie 

- Lu et al., 2011 

(4R,5R)-2 (m) 
(4S,5S)-2 (m) 

trizyklische Bisenon-
Derivate 

entzündungshemmend, 
chemopräventiv 

Honda et al., 2003 

(4R,5R)-2 (m) Brevion B potenzielles Herbizid Takikawa et al., 
2006 

(4R,5R)-2 (m) Tetrazyklische Terpen-
Derivate 

Endothelin-1 Antagonist, 
Inhibitor von Ca2+-Kanälen 

Lu et al., 2015 

Hajos-Parrish-Keton 
(4S,5S)-1 Androstendion Hormonvorläufer Micheli et al., 

1974 

(4S,5S)-1 (-)-Punctatin A, 
(+)-Punctatin D 

Antibiotika Sugimura et al., 
1987 

(4S,5S)-1 Chirale Bausteine für die 
Synthese von Chepha-
lostatin Analoga 

- Yunus et al., 2005 

(4S,5S)-1 tetrazyklische Kernstruk-
tur von Nortriterpenoiden 
des Shiartan-Typs 

- Mehta et al., 2013 

(4S,5S)-1 (-)-Nitidasin isolierte Verbindung aus 
dem „Hercampuri”, (Tee 
aus der peruanischen 
Volksmedizn) 

Hog et al., 2014 

(4S,5S)-1 Aplykurodinon-1 - Tang et al., 2014 
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Fortsetzung Tab. 4.3 
Zwischenprodukt Zielverbindung Bioaktivität Literatur 
(4S,5S)-1 DOHNAA (9,17-Dioxo-

1,2,3,4,10,19-hexa-
norandrostan-5-oic acid) 

Katabolit im Cholesterin 
Stoffwechsel von 
Mycobacterium tuberculo-

sis 

Stubbing et al., 
2015 

(4S,5S)-1 (m) (+)-Norrisolid antifungal, antimikrobiell, 
antiviral, antitumor, Anti-
fraßstoff 

Brady et al., 2005 

(4R,5R)-1 (-)-Elegansidiol - Cao et al., 2007 

    

(4R,5R)-1 ent-Progesteron-Analoga Neuroprotektion US 20110306579 
A1 

 

Bei den Synthesen, ausgehend von WMK über die (4S,5S)- bzw. (4R,5R)-,-ungesättigten 

Hydroxyketone als Zwischenstufe, handelt es sich meistens um die Herstellung von polyzyk-

lischen Terpen-Strukturen. In den Zielverbindungen sind die bizyklischen Einheiten der bei-

den eingesetzten Enantiomeren zu erkennen. Ausnahmen bilden Paclitaxel und Pallavicinin. 

Ähnliches gilt für die Verwendung der beiden Enantiomere von HPK. Mit Ausnahme von 

(-)-Elegansidiol ist in allen Zielverbindungen (Terpen- oder Steroidstrukturen) der ursprüngli-

che Bizyklus zu erkennen. In den Steroidstrukturen (Androstendion und P2-13) ist erkennbar, 

dass der ursprüngliche Bizyklus die Ringe C und D des Grundgerüstes bildet. Auffällig war, 

dass sich während der Synthese häufig die Alkoholfunktion der ,-ungesättigten Hydroxy-

ketone, welche durch die Reduktion mit NaBH4 erhalten wurde, verliert. Bei genauerer Be-

trachtung der Syntheserouten war ersichtlich, dass die Reduktion zur Herstellung der ,-un-

gesättigten Hydroxyketone immer der erste Schritt ist (unter Vernachlässigung der Herstel-

lung der Diketone über die Robinson-Anellierung: Wieland et al., 1950; Hajos et al., 1974; 

Eder et al., 1971). Dieser Aspekt unterstützt die potenzielle Verwendung von Enzymen für die 

Reduktion, da in den ersten Stufen einer Syntheseroute immer größere Mengen Ausgangsma-

terial und somit auch viel NaBH4 (mit den damit beschriebenen Nachteilen) eingesetzt werden 

muss, um die Verluste im Laufe der Synthese zu kompensieren und am Ende genug von der 

Zielverbindung zu erhalten. Einige der gezeigten Bespiele gingen zudem nicht direkt von 

WMK oder HPK aus, sondern von ihren in α-Position zur ,-ungesättigten Carbonylgruppe 

methylierten Derivaten (Abb. 4.7). Diese Verbindungen wurden bisher nicht für At2g29350 

oder CoTR getestet, stellen jedoch interessante Substrate für weitere Arbeiten dar. 
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Abb. 4.7: In α-Position zur ,-ungesättigten Carbonylgruppe methylierte Derivate des Wieland-
Miescher- und des Hajos-Parrish-Ketons. 

In der Literatur konnten keine biotechnologischen Arbeiten gefunden werden, in denen iso-

lierte Enzyme für die Reduktion von WMK oder HPK eingesetzt werden, sondern ausschließ-

lich Studien unter Verwendung ganzer Zellen. Primäres Ziel der meisten Arbeiten war zudem 

nicht die Herstellung möglicher Reduktionsprodukte ausgehend von den Diketonen, sondern 

die Trennung der racemischen Diketonverbindungen mittels kinetischer Racematspaltung, um 

die enantiomerenreinen Diketone zu erhalten (Tab. 4.4).  

Tab. 4.4: Biokatalytische Ansätze zur Reduktion des Wieland-Miescher- und des Hajos-Parrish-Ketons.  

Organismus Ansatz Literatur 
Curvularia falcate  erste biokatalytische Reduktion der (±)-Diketone 

Produkte: (4S,5S)-2, (4R,5S)-2 und (4S,5S)-1, 
(4R,5S)-1 

Prelog et al., 1956, 
Acklin et al., 1958a 

Aspergillus niger  biokatalytische asymmetrische Reduktion des 
(±)-WMK; Produkte: (4S,5S)-2, (4R,5R)-2,  
(4S,5R)-2, (4R,5S)-2 

Acklin et al., 1958b 

Saccharomyces 

cerevisiae  
Kinetische Racematspaltung                        
(±)-HPK  (R)-HPK + (4S,5S)-1               
(±)-WMK  (R)-WMK + (4S,5S)-2 + (4R,5S)-2 

Hioki et al., 2000 

   

Torulaspora del-

brueckii  IFO 10921  
Kinetische Racematspaltung                        
(±)-WMK  (R)-WMK + (4S,5S)-2            
(±)-HPK  (R)-HPK + (4S,5S)-1   

Fuhshuku et al., 2000, 
Fuhshuku et al., 2003 

Didymosphaeria 

igniaria und 
Coryneum betulinum 

Kinetische Racematspaltung                       
(±)-WMK  (R)-WMK + (4S,5S)-2 + (4S,5R)-2     
(R)-WMK  (4R,5S)-2                                  
(±)-HPK  (R)-HPK + (4S,5S)-1 + (4S,5R)-1     
(R)-HPK  (4R,5S)-1                                       

Janeczko et al., 2010 

 

In diesen Arbeiten waren die Reduktionsprodukte nur von untergeordnetem Interesse. Jedoch 

zeigte sich in einigen Arbeiten, dass ähnlich wie mit At2g29350 nur die (4S,5S)-Produkte aus-

gehend von dem racemischen Diketonen gebildet werden (Hioki et al., 2000; Fuhshuku et al., 

2000; Fuhshuku et al., 2003). Die kinetische Racematspaltung wäre als zusätzliches Einsatz-

gebiet für At2g29350 und CoTR bzw. ihre Enzymvarianten denkbar. So setzten At2g29350 

https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
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und At2g29350(S26A,A48D) bevorzugt das (S)-Enantiomer vom WMK um, während CoTR 

und CoTR(S27A,A49D) das (R)-Enantiomer vom HPK bevorzugten (vergl. Tab. 3.8,  Abb. 

3.26 und 3.28). Somit wurden (R)-WMK und (S)-HPK nur sehr untergeordnet reduziert. Wür-

de es in Optimierungsexperimenten gelingen, diese Präferenz der Enzyme zu einer Sub-

stratspezifität weiter zu entwickeln, könnten die resultierenden Enzymvarianten für die kineti-

sche Racematspaltung eingesetzt werden. 

4.4 Kristallstruktur von CoTR im Vergleich zu den Homologiemodellen und den Kris-

tallstrukturen der Tropinonreduktasen I und II 

Für die Untersuchung der Substratbindung und Produktbildung sollten Kristallstrukturen der 

beiden Wildtyp-Enzyme At2g29350 und CoTR ermittelt werden. At2g29350 konnte jedoch in 

verschiedenen Ansätzen nicht kristallisiert werden. Für CoTR wurden hingegen zwei Kristall-

strukturen im Komplex mit NADP+ sowie Acetat (Struktur A) bzw. einem unbekannten Lig-

anden (Struktur B) erhalten. Beiden Kristallstrukturen liegt eine asymmetrische Einheit von 

vier Ketten (A-D) zu Grunde. Durch die symmetrieverwandten Moleküle zeigte sich, dass 

CoTR wie im löslichen Zustand als Tetramer vorliegt (Abschnitte 3.1.4.5 und 3.4.2).  

Die Kristallstrukturen von CoTR ermöglichen den direkten Vergleich mit den vorhandenen 

Homologiemodellen. Das erste veröffentlichte Homologiemodell von CoTR diente zur Dis-

kussion der Bindung von Tropinon in der Substratbindetasche (Brock et al., 2008). In dem 

Modell wurde die Substratbindetasche durch 11 Aminosäuren (C107, T109, V156, V162, 

G165, F200, L205, A206, Y209, V219, I222) gebildet. Die Kristallstruktur offenbarte, dass 

die Substratbindetasche von 12 Aminosäuren gebildet wird (C107, V156, A157, V162, V164, 

F200, L205, A206, Y209, F210, F215, V219; vergl. Abb. 3.40). Damit war hinsichtlich der 

Substratbindetasche die Übereinstimmung zwischen Homologiemodell und Kristallstruktur 

bei nur acht Aminosäuren (fett gedruckt) gegeben. Zudem sind die Aminosäuren A157, V164, 

F210 und F215 im Homologiemodell nicht an der Ausbildung der Substratbindetasche betei-

ligt. Aus diesem Grund wäre es sinnvoll, die Bindung von Tropinon durch CoTR anhand der 

erhaltenen Kristallstruktur mit Dockingansätzen zu überprüfen. Das Strukturalignment der 

Kette A aus der Kristallstruktur B von CoTR mit dem optimierten Homologiemodell (Fischer, 

2015) zeigte, dass sich die Kernstruktur in Form der Rossmann-Faltung einschließlich der N-

terminalen Cosubstratbinderegion auf Ebene des Rückgrats zwischen den beiden Modellen 

kaum unterscheidet (Abb. 4.8b) Dieser Aspekt spricht für die Verwendung der Homologiemo-

delle für die Optimierung der Cosubstratpräferenz, solange die Kristallstrukturen von CoTR 

noch nicht vorlagen. 
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Abb. 4.8: Vergleich der Kristallstruktur von CoTR mit dem Homologiemodell. Kristallstruktur: grün, mit 
NADP+ (orange); Struktur B, Kette A. Homologiemodell: blau, mit NADPH (gelb); Fischer, 2015. a) Substrat-
bindetasche mit katalytischer Tetrade (Sticks ohne Hauptkette), b) N-terminale Cosubstratbinderegion mit rele-
vanten Aminosäuren (Sticks ohne Hauptkette). 

Wurden hingegen die Bereiche der Helices αG´, αG´´ sowie der Loop-Bereich zwischen αF´ 

und αF verglichen, so sind deutliche Unterschiede im Rückgrat der beiden Strukturen detek-

tierbar (Abb. 4.8a). Da die zwei Helices und die Loop-Struktur jedoch maßgeblich an der 

Ausbildung der Substratbindetasche beteiligt sind, zeigt der Vergleich die erwartete Limitie-

rung des Homologiemodells bezüglich der Vorhersage von Substratbindung und Produktbil-

dung (vergl. Abschnitt 1.5). 

Zusätzlich zu den Homologiemodellen wurden die Kristallstrukturen von CoTR mit den Kris-

tallstrukturen der Tropinonreduktasen I und II aus D. stramonium verglichen (Tab. 4.5).  

Tab. 4.5: Übersicht der Kristallstrukturen der Tropinonreduktasen I und II aus D. stramonium. (*) Ketten 
stehen über Dimerisierungsachse (Q-Achse) in Kontakt. 

PDB-
Code 

Enzym und   
Liganden 

Auflösung Raumgruppe Asymmetrische 
Einheit 

Literatur 

1AE1 TRI + NADP+ 2,4 Å  P21212 Kette A und B* Nakajima et al., 
1998 

2AE1 TRII 2,3 Å P42212 Kette A Nakajima et al., 
1998 

2AE2 TRII + NADP+ 
+ Pseudotropin 

1,9 Å P6222 Kette A und B* Yamashita et al., 
1999 

1IPE TRII + NADPH 2,5 Å P6222 Kette A und B* Yamashita et al., 
2003 

1IPF TRII + NADPH 
+ Tropinon 

2,5 Å P6222 Kette A und B* Yamashita et al., 
2003 
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Die Kristallstruktur von TRI weist wie die Kristallstruktur A von CoTR eine orthorhombische 

Raumgruppe auf. Den Strukturen von TRII liegen hingegen eine tetragonale (P41212) oder 

hexagonale Raumgruppe (P6222) zu Grunde. Im Gegensatz zu den Kristallstrukturen A und B 

bestehen die asymmetrischen Einheiten von TRI und TRII (Ausnahme: Apoenzym von TRII 

(2AE1)) aus nur zwei Ketten. Die Ketten A und B bilden über die Q-Achse das für SDR typi-

sche Dimer, entsprechend den Ketten C und D in den beiden CoTR-Kristallstrukturen (Abb. 

3.35). Die Größen der Interaktionsflächen für die Bildung der Dimere betragen 1380,7 Å2 bei 

TRI und zwischen 1277,2-1280,8 Å2 für TRII und sind somit von vergleichbarer Größe zu den 

Flächen in den Kristallstrukturen A und B von CoTR (Tab. 4.6). 

Tab. 4.6: Interaktionsflächen zur Ausbildung der Quartärstruktur in den Kristallstrukturen der Tropi-
nonreduktasen I und II im Vergleich zu der durchschnittlichen Größe in den Kristallstrukturen A und B 
von CoTR. Analysiert mit PDBePISA/ EMBL-EBI. (sym) = Kette aus benachbarter asymmetrischer Einheit. 

 Kette und Flächengröße [Å2] 
PDB-Code Dimer Tetramer, große Fläche Tetramer, kleine Fläche 
1AE1 A/B  1380,7 A/A(sym)  

B/B (sym) 

1653,8 

1660,0 

A/B (sym) 479,6 

2AE1 A/A(sym)  1280,8 A/A(sym) 1759,6 A/A(sym) 740,0 

2AE2 A/B 1283,4 A/B(sym) 1756,2 A/A(sym) 

B/B(sym) 

733,1 

711,1 

1IPE A/B 1285,5 A/B(sym) 1768,8 A/A(sym) 

B/B(sym) 

692,2 

701,6 

1IPF A/B 1277,2 A/B(sym) 1765,9 A/A(sym) 

B/B(sym) 

703,2 

710,2 

       

CoTR/Struktur A Ø 1377,9 Ø 1586,6 Ø 785,3 

CoTR/Struktur B Ø 1379,1 Ø 1575,2 Ø 774,0 
 

In der Literatur werden die Tropinonreduktasen aus D. stramonium auf Basis von Gelfiltrati-

onsmessungen im löslichen Zustand und in Verbindung mit den Kristallstrukturen im Gegen-

satz zu CoTR (Tetramer) als Dimere beschrieben (Tab. 4.5 und 4.7). Werden die asymmetri-

schen Einheiten in den Kristallstrukturen jedoch um ihre symmetrieverwandten Moleküle 

ergänzt, so ergibt sich eine Struktur entsprechend der Tetramere in den Kristallstrukturen von 

CoTR. In Abbildung 4.9 sind die potenziellen Tetramere von TRI (1AE1) und TRII (1IPF) auf 

dem Tetramer von CoTR (Kristallstruktur A und B, Ketten C und D) abgebildet.  
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Abb. 4.9: Potenzielle Tetramere in den Strukturen von DsTRI und DsTRII im Vergleich zu den Tetra-
meren in den Kristallstrukturen von CoTR (Kette C und D). Hellblau: Kristallstruktur A von CoTR; grün: 
Kristallstruktur B von CoTR; pink: DsTRI (1AE1); gelb: DsTRII (1IPF); grau: symmetrieverwandte asymmetri-
sche Einheiten.  

Zusätzlich sind in Tabelle 4.6 die Interaktionsflächen zwischen den Monomeren entlang der 

P-Achse zur Ausbildung der Tetramere angeben. Die Flächen haben eine Größe von 1653,8-

1660,0 Å2 für TRI und von 1756,2-1768,8 Å2 für TRII und sind somit sogar etwas größer als 

in den CoTR-Kristallstrukturen. Für einen weiteren Vergleich wurden andere SDR-Kristall-

strukturen betrachtet, die eindeutig als Tetramere beschrieben sind. Die Struktur der Alkohol 

Dehydrogenase aus Ralstonia sp. (DSMZ 6428, PDB-Code: 4I5D; Lerchner et al., 2013) 

weist eine asymmetrische Einheit mit acht Ketten auf. Die Ketten A-C und H sowie D und E-

G bilden in der asymmetrischen Einheit zwei Tetramere. Die Flächen haben eine Größe von 

1549,8-1569,1 Å2 (Dimere) und 1467,4-1482,1 Å2 (Tetramere). Der Kristallstruktur der 

3/17-Hydroxysteroid Dehydrogenase (PDB-Code: 1HXH; Benach et al., 2002) liegt eine 

asymmetrische Einheit aus vier Ketten zu Grunde. Kette A und C sowie B und D bilden die 

Dimere (Fläche: 1695,1-1697,6 Å2) und zusammen bilden die vier Ketten das Tetramer inner-

halb der asymmetrischen Einheit (Fläche: 1603,8-1680,3 Å2). Die asymmetrische Einheit und 

die Ausbildung des Tetramers der 3α/20-Hydroxysteroid Dehydrogenase (PDB-Code: 

2HSD; Ghosh et al., 1994) entspricht der 3/17-Hydroxysteroid Dehydrogenase. Die Flä-
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chen haben eine Größe von 1621,9-1674,7 Å2 (Dimer) und 1607,0-1689,8 Å2 (Tetramer). 

Folglich weisen die Strukturen Interaktionsflächen in vergleichbarer Größe wie CoTR und die 

TR auf. Dieses Ergebnis bestätigt die Ausbildung der Tetramere in den Kristallstrukturen von 

CoTR, wirft jedoch mit Blick auf das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht von At2g29350 die Fra-

ge auf, ob sich die Tropinonreduktasen ähnlich verhalten. Diese Vermutung wird durch eine 

kritische Betrachtung der Ergebnisse aus den Gelfiltrationsmessungen für die DsTRI und 

DsTRII unterstützt (Tab. 4.7). So liegen die Werte für das native Molekulargewicht von Ds-

TRI und DsTRII teilweise höher als es eigentlich für ein Dimer der Fall wäre. 

Tab. 4.7: Natives Molekulargewicht verschiedener Tropinonreduktasen I und II. Molekulargewicht wurde 
über Gelfiltration bestimmt, Proteine wurden aus biologischer Matrix isoliert und gereinigt, (*) Ausnahme: Pro-
teine wurden rekombinant aus E. coli erhalten. Ds, Datura stramonium; Hn, Hyoscyamus niger; Ps, Pseudo-

monas ssp.; Ab, Atropa belladona. Faktor: MGelfiltration/ MMonomer; Homomer entsprechend Faktor: Di. = Dimer; 
Tri. = Trimer; Tet. = Tetramer. 

Enzym MMonomer 
[kDa] 

MGelfiltration         

[kDa] 
Faktor Homomer Literatur 

DsTRI 29,6 56,0 

50,7 

79,0* 

1,9 

1,7 

2,7* 

Di. 

Di. 

Di./Tri. 

Portsteffen et al., 1994 

Koelen and Gross, 1982 

Nakajima et al., 1994 

DsTRII 27,7 77,7 

82,0* 

2,8 

2,9* 

Di./Tri. 

Di./Tri. 

Portsteffen et al., 1994 

Nakajima et al., 1994 

HnTRI 30,0 115,0 3,8 Tet. Hashimoto et al., 1992 

HnTRII 29,0 103,0 (Hauptpeak) 

69,0 (Nebenpeak) 

84,0 

3,6 

2,4 

2,9 

Tet. 

Di./Tri. 

Di/Tri. 

Hashimoto et al., 1992 

 

Dräger et al., 1988 

PsTRI 28,0 58,0 2,1 Di. Bartholomew et al., 1995 

AbTRII 27,5 78,5 2,9 Di/Tri. Dräger and Schaal, 1994 
 

In Tabelle 4.7 sind zusätzlich die ermittelten Molekulargewichte für weitere Tropinonredukta-

sen wiedergegeben. TRI aus Hyoscyamus niger wies die Größe eines Tetramers auf, wohinge-

gen die Werte für HnTRII nicht eindeutig für ein Dimer oder Tetramer sprechen. Ein ähnli-

ches Ergebnis wurde für TRII aus Atropa belladonna erhalten, die das native Molekularge-

wicht zwischen einem Dimer und Tetramer zeigte. TRI aus Pseudomonas ssp. wies hingegen 

die Größe eines Dimers auf. Auf Basis dieser Ergebnisse wäre es folglich interessant, die Tro-

pinonreduktasen auf mögliche Dimer-Tetramer-Gleichgewichte zu untersuchen. Dafür wären 

ähnliche Messungen wie für At2g29350 denkbar. Über analytische Ultrazentrifugation könnte 

ein Einfluss der Enzymkonzentration ermittelt und über Gelfiltration der Einfluss von Cosub-

strat und Substrat untersucht werden. Zudem ermöglicht die Gelfiltration die Ermittlung der 

aktiven Spezies.  
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Abbildung 4.10a zeigt die Tertiärstruktur von CoTR im Vergleich mit den beiden Tropinon-

reduktasen aus D. stramonium.  

 

Abb. 4.10: Vergleich der Tertiärstruktur (a), der katalytischen Tetrade (b, mit Substrat) und des relevan-
ten Cosubstratbindebereichs (c) in den Kristallstrukturen von CoTR, DsTRI und DsTRII. Blau: CoTR 
(Kristallstruktur A, Kette D); grün: CoTR (Kristallstruktur B, Kette D); pink: DsTRI (1AE1, Kette B); gelb: 
DsTRII (1IPF, Kette B). Beschriftung der Aminosäuren von oben nach unten: CoTR, TRI, TRII, vergl. Align-
ment Abb. 4.12. Aminosäuren zur Übersichtlichkeit ohne Hauptketten dargestellt. Grau: NADP(H). 

Die Proteine weisen eine hohe strukturelle Ähnlichkeit im Bereich der Rossmann-Faltung 

(Ausnahme: αC und βC) einschließlich des Cosubstratbindebereichs und der katalytischen 

Tetrade auf (Abb. 4.10a-c). Wird jedoch der Bereich der Subtratbindetasche betrachtet, so 

sind deutliche Unterschiede (Abb. 4.10a; αG´und αG´´ sowie Loop zwischen αF´und αF) er-

kennbar. So ist αG´ im Vergleich zu den TR in CoTR deutlich nach außen verschoben. In 

Abbildung 4.11a ist die Struktur von CoTR mit dem cokristallisierten NADP+ und dem ge-

dockten (R)-WMK zusammen mit der Struktur von TRII und den cokristallisierten Tropinon 

und NADPH gezeigt. Sowohl die Cosubstrate, als auch die Substrate liegen ähnlich positio-

niert in den beiden Strukturen vor. Beim Vergleich der molekularen Oberflächen der Sub-

stratbindetaschen zeigen diese eine vergleichbare Größe (Abb. 4.11). In DsTRII (Abb. 4.11c) 
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und DsTRI (nicht gezeigt) sind die Oberflächen jedoch nicht vollständig abgeschlossen, wie 

in der Struktur von CoTR (Abb. 4.11b). 

 

Abb. 4.11: Strukturalignment von CoTR und DsTRII mit Cosubstrat und Substrat sowie die molekulare 
Oberfläche der Substratbindetaschen. a) Grün: CoTR, Struktur B, Kette A, NADP+ und (R)-WMK (MOE-
Ergebnis); gelb: DsTRII, 1IPF, Kette B, NADPH und Tropinon. b) Oberfläche von CoTR (Struktur B, Kette A), 
NADP+ (orange) und (R)-WMK (MOE-Ergebnis; pink). c) Oberfläche von TRII (1IPF, Kette B), NADPH 
(orange) und Tropinon (pink). Aminosäuren zur Übersichtlichkeit ohne Hauptketten dargestellt. 

Die Substratbindetaschen von DsTRI und DsTRII werden wie bei CoTR durch überwiegend 

hydrophobe Aminosäuren gebildet (Abb. 4.12).  

 

Abb. 4.12: Sequenzalignment von CoTR, DsTRI und DsTRII. Blau: katalytische Tetrade; grün: Aminosäu-
ren, die an der Ausbildung der Substratbindetaschen beteiligt sind; gelb: Aminosäuren für die ionischen Wech-
selwirkungen in TRI und TRII, entscheidend für die Orientierung von Tropinon. 

 
CoTR     SLREWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNILVNNAGTCITKPTIDYTS  117 
DsTRI    CLEIWREKGLNVEGSVCDLLSRTERDKLMQTVAHVFDGKLNILVNNAGVVIHKEAKDFTE  120 

DsTRII   CLTQWRSKGFKVEASVCDLSSRSERQELMNTVANHFHGKLNILVNNAGIVIYKEAKDYTV  108 
         .*  *: **::*  ****: ** :*::**:**:  *.***********  * * : *:*  
 
CoTR     EDFSFLMSTNLESSFHLSQLAHPLLKSSGLGSIVLISSVASVVHVNVGSIYGATKGAMNQ  177 
DsTRI    KDYNIIMGTNFEAAYHLSQIAYPLLKASQNGNVIFLSSIAGFSALPSVSLYSASKGAINQ  180 

DsTRII   EDYSLIMSINFEAAYHLSVLAHPFLKASERGNVVFISSVSGALAVPYEAVYGATKGAMDQ  168 
         :*:.::*. *:*:::*** :*:*:**:*  *.::::**::.   :   ::*.*:***::* 
 
CoTR     LARNLACEWASDSIKVNSVCPGFISTPLASNYFRNE-EFKKEVEN---IIPTGRVGEANE  233 
DsTRI    MTKSLACEWAKDNIRVNSVAPGVILTPLVETAIKKNPHQKEEIDNFIVKTPMGRAGKPQE  240 

DsTRII   LTRCLAFEWAKDNIRVNGVGPGVIATSLVEMTIQ-DPEQKENLNKLIDRCALRRMGEPKE  227 
         ::: ** ***.*.*:**.* **.* * *..  :: : . *:::::        * *: :* 
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Für die Substratpräferenz und die Produktbildung mit den Diketonen ist in CoTR einzig die 

hydrophobe Form der Bindetasche verantwortlich (Abb. 4.13a; vergl. Abschnitt 3.5 und 4.5). 

In DsTRI und DsTRII spielen zusätzlich zu den hydrophoben Wechselwirkungen geladene 

Aminosäuren in der Substratbindetasche eine Rolle für die Orientierung des Tropinons (Abb. 

4.12 und 4.13). So stabilisiert in DsTRII ein negativ geladenes Glutamat (E156) über ionische 

Wechselwirkungen zum protonierten Stickstoffatom im Tropinon die Lage des Substrats in 

der Bindetasche (Abb. 4.13b und e). Ein positiv geladenes Histidin (H112) in der Bindetasche 

von DsTRI sorgt hingegen dafür, dass das Tropinon nicht wie in DsTRII positioniert sein 

kann, da es sonst zu ionischer Abstoßung zwischen dem Histidin und dem protonierten Stick-

stoffatom im Tropinon kommt (Abb. 4.13c und f).  

 

Abb. 4.13: Substratbindetaschen von CoTR, DsTRII und DsTRI. a) CoTR (grün; Struktur B, Kette A) mit 
NADPH (orange) und (R)-WMK (pink; MOE-Ergebnis); b) DsTRII (gelb; 1IPF, Kette B) mit NADPH (orange) 
und Tropinon (pink); c) DsTRI (pink; 1AE1, Kette B) mit NADP+ (orange). Rote Pfeile und d) relevante Amino-
säuren für die ionischen Wechselwirkungen in TRI (pink) und TRII  (gelb) im Vergleich mit CoTR (grün), zu-
sätzlich S und Y der katalytischen Tetrade, Beschriftung der Aminosäuren von oben nach unten: CoTR, TRII, 
TRI. Grau: Tropinon aus 1IPF. Schematische Darstellung der ionischen Wechselwirkungen in TRII (e) und TRII 
(f) für die Orientierung von Tropinon (modifiziert nach Yamashita et al., 1999). Zum Vergleich: g) Schemati-
sche Darstellung von CoTR mit Tropinon in beiden Orientierungen. 

Durch diese Abstoßung ergibt sich eine andere Orientierung für das Tropinon in DsTRI und 

das Hydrid wird auf die andere Seite der Carbonylgruppe übertragen als durch DsTRII (Ya-
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mashita et al., 1999). So kommt es durch die verschiedenen Orientierungen in DsTRI zur Bil-

dung von Tropin und in DsTRII von Pseudotropin (vergl. Abb. 1.8). In CoTR liegen in den 

analogen Positionen von E156 und H112 sowie in der gesamten Bindetasche keine Amino-

säuren vor, die durch ionische Wechselwirkungen Tropinon in der Substratbindetasche orien-

tieren könnten (Abb. 4.13a, d und g). Diese Beobachtung stimmt damit überein, dass CoTR 

Tropinon nur unspezifisch reduziert (Brock et al., 2008; Brock, 2008). Das Docken von Tro-

pinon in die Kristallstruktur von CoTR würde sich dennoch anbieten, um eine Vorstellung 

davon zu bekommen wie das Substrat im Enzym gebunden wird. 

4.5 Mechanismus der Substratbindung und Produktbildung 

Die Kristallstrukturen von CoTR zeigen eine vollständig abgeschlossene, überwiegend hydro-

phobe Substratbindetasche (Abschnitt 3.4.3.2). Zusammen mit dem cokristallisierten NADP+ 

und dem Acetat bzw. unbekannten Liganden in der Substratbindetasche (Abschnitt 3.4.3.2) 

wird davon ausgegangen, dass ein ternärer Komplex vorliegt. Um den Mechanismus der Sub-

stratbindung untersuchen zu können, wurden die Diketone in die Substratbindetasche gedockt. 

Unter der Annahme, dass die Form der Substratbindetasche in der Kristallstruktur der Form 

der Bindetasche mit gebundenen Diketonen entspricht, sollten Substrate für CoTR nicht viel 

größer sein als die Diketone (vergl. Abschnitt 3.5). Die theoretischen Ergebnisse der Do-

ckingstudien, sowohl mit dem Programm MOE als auch mit dem Programm GOLD, stimmten 

im Wesentlichen mit den experimentell erhaltenen Ergebnissen zu Substratpräferenz und Pro-

duktbildung überein (Abschnitte 3.3.2, 3.3.3.4 und 3.3.4). Es zeigte sich, dass die Lokalisie-

rung der Carbonylgruppe an C5 der Diketone im unteren Teil von Bereich 1 ihre Reduktion 

durch den Nikotinamidring und die katalytische Tetrade begünstigt. Diese Anordnung war nur 

für die (R)-Enantiomere gegeben (Abb. 3.44-3.45). Im Falle von (S)-WMK kann die Carbo-

nylgruppe an C5 nicht am unteren Rand des Bereichs 1 positioniert werden, da die Methyl-

gruppe dann nicht in den Bereich 3 orientiert wäre, sondern in Richtung des Nikotinamid-

rings. Eine derartige Anordnung würde zur sterischen Hinderungen zwischen der Methyl-

gruppe und dem Nikotinamidring führen und somit den Hydridtransfer verhindern. Diese we-

sentlich schlechtere Passform von (S)-WMK in die Substratbindetasche von CoTR im Ver-

gleich zu (R)-WMK passt zur experimentell belegten um das 4,6-Fache geringeren Affinität 

von (S)-WMK gegenüber (R)-WMK (Abschnitt 3.3.4). Für (S)-HPK konnte keine Docking-

Pose erhalten werden. Es wird jedoch vermutet, dass dieses Substrat ähnlich wie (S)-WMK in 

der Substratbindetasche orientiert ist. Allerdings wäre dann die Carbonylgruppe an C5 durch 

den kleineren 5-Ring zu weit vom katalytischen Tyrosin entfernt, um eine stabile Wasserstoff-
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brücke auszubilden. Diese Konstellation könnte erklären, weshalb für CoTR und ihre Enzym-

varianten keine Aktivität (Abschnitt 3.3.2) mit (S)-HPK messbar war und mit diesem Diketon 

mittels GCMS nur eine äußerst geringe Produktbildung (Abschnitt 3.3.3.4) detektiert wurde. 

Für die zusätzliche Bildung der (4R,5S)-α,-ungesättigten Hydroxyketone wurde vermutet, 

dass diese durch eine leichte horizontale Drehung der (R)-Enantiomere der Diketone in der 

Substratbindetasche zustande kommen, weil so der nukleophile Angriff des Hydrids auf die 

Re- und nicht die Si-Seite der Carbonylgruppe erfolgen würde (Abschnitt 3.6). Diese Hypo-

these wird dadurch unterstützt, dass die Bildung des Nebenprodukts (4R,5S)-1 ausgehend vom 

HPK ausgeprägter war als ausgehend vom WMK (Tab. 4.8).  

Tab. 4.8: Prozentuale Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxyketone durch CoTR-Enzymvarianten. Die 
prozentualen Verhältnisse wurden aus der Semiquantifizierung der Produktbildung über die Peakflächen in der 
GCMS-Analyse ermittelt. 

Enzym/Cosubstrat 
(R)-Wieland-Miescher-Keton 

(4R,5R)-2:(4R,5S)-2 
(R)-Hajos-Parrish-Keton 

(4R,5R)-1:(4R,5S)-1 
CoTR/NADPH 98:2 76:24 

CoTR(S27A,A49D)/NADH 98:2 76:24 

CoTR(A206A)/NADPH 99:1 82:18 

CoTR(S27A,A49D,A206S)/NADH 99:1 88:12 
 

Dieses Ergebnis könnte daraus resultieren, dass (R)-HPK durch den kleineren 5-Ring leichter 

drehbar ist als (R)-WMK mit dem 6-Ring. Durch die Einführung eines Protonendonators in 

die Substratbindetasche (A206S; Abschnitt 3.6) wurde die Bildung der (4R,5S)-α,-ungesät-

tigten Hydroxyketone ausgehend von beiden Diketonen verringert (Tab. 4.8), jedoch nicht 

vollständig unterbunden. Anhand der Dockingergebnisse (Abschnitt 3.5) konnten jedoch wei-

tere Positionen ermittelt werden, die durch die Einführung eines Protonendonators einen ähn-

lichen Effekt auf die Bildung des Nebenprodukts haben könnten. Ausgehend vom MOE-

Ergebnis mit (R)-HPK wird die Substitution F215Y vorgeschlagen (Abb. 4.14b). Die GOLD-

Ergebnisse mit (R)-WMK sprechen hingegen für die Mutationen L205T oder L205S (Abb. 

4.14a). 
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Abb. 4.14: Weitere potenzielle Mutationsstellen für die Einführung eines Protonendonators in CoTR zur 
Unterbindung der Bildung der (4R,5S)-α,-ungesättigten Hydroxyketone. a) Mutation L205T im Docking-
ergebnis (GOLD) von (R)-WMK.; b) Mutation F215Y im Dockingergebnis (MOE) von (R)-HPK. Oberfläche 
von T205, A206, F210 und F200 ausgeblendet. Aminosäuren zur Übersichtlichkeit ohne Hauptketten dargestellt. 

An den GCMS-Ergebnissen und den kinetischen Messungen der Diketon-Umsetzung zeigte 

sich zudem, dass die Affinität des Cosubstrates die Affinität der Substrate sowie die Bildung 

von Nebenprodukten beeinflusst. So wies CoTR mit einer höheren Affinität zu NADPH auch 

eine höhere Affinität zu den (R)-Enantiomeren der Diketone im Vergleich zu CoTR(A49D) 

und CoTR(S27A,A49D) auf (Tab. 4.2 und 3.12). Dieser Effekt ließ sich auch in verschiede-

nen anderen Arbeiten beobachten (u. a. Nakanishi et al., 1997; Morikawa et al., 2005; Lerch-

ner et al., 2013). Zudem zeigte sich anhand der Bildung der Nebenprodukte, dass durch CoTR 

mit NADPH und CoTR(S27A,A49D) mit NADH weniger bzw. geringere Mengen an Neben-

produkten gebildet werden als mit CoTR und CoTR(A49D) mit NADH (Tab. 3.10 und 3.11, 

Abb. 3.27 und 3.29). Dieses lässt sich durch den bi-bi-Mechanismus (Beispiele: Nakanishi et 

al., 1997; Sahni-Arya et al., 2007) und die Begrenzung der Substratbindetasche durch den 

Nikotinamidring erklären. Wird zuerst das Cosubstrat mit einer geringen Affinität gebunden, 

so könnte es dazu kommen, dass die Substratbindetasche nicht so stark durch den Nikotina-

midring begrenzt wird. Dadurch könnte sich die Substratbindetasche vergrößern, und die Sub-

strate könnten so leichter zusätzliche Orientierungen zur katalytischen Tetrade einnehmen, 

was die Bildung von Nebenprodukten begünstigt. Weiterhin würde dies dazu führen, dass die 

Stabilisierung der Position der Substrate durch die Struktur der Substratbindetasche abnimmt, 

wodurch folglich auch die Affinität zu den Substraten sinken würde. 

 



4 Diskussion 

148 
 

4.6 Beurteilung der katalytischen Eigenschaften der Enzyme für ihre Anwendbarkeit als 

Biokatalysatoren  

Die Messungen der Stabilität von NADH und NADPH in Abhängigkeit von pH-Wert und 

Temperatur (Abschnitt 3.1.4.3) offenbarte, dass die Cosubstrate am stabilsten bei einem neut-

ralen pH-Wert von 7,5 und einer Temperatur von 20 °C waren und am wenigsten stabil bei 

einem sauren pH-Wert von 5,5 und einer Temperatur von 30 °C. Somit entsprechen die Assay-

bedingungen von At2g29350 (pH 5,5; 30 °C) sowie von CoTR und CoTR(S27A,A49D) 

(pH 5,0; 30 °C) an den pH-Optima der Enzyme nicht den optimalen Bedingungen in Bezug 

auf die Cosubstratstabilität. At2g29350(S26A,A48D) wies im Vergleich zum Wildtyp-Enzym 

eine Verschiebung des pH-Optimums zu pH 7,5 auf (Abschnitt 3.1.4.1) und besitzt somit die 

höchste Aktivität bei einem geeigneten pH-Wert in Bezug auf die Cosubstratstabilität. Alle 

vier Enzyme zeigten bei der Messung der Temperaturabhängigkeit der Enzymaktivität (Ab-

schnitt 3.1.4.2), dass die spezifische Aktivität bei einer Temperatursenkung von 30 °C auf 

20 °C nur um 11-23% sinkt, somit wäre eine Optimierung der Assaybedingungen bei niedri-

ger Temperatur zum Erhalt der Cosubstratstabilität möglich, ohne einen zu hohen Aktivitäts-

verlust zu verursachen. Des Weiteren konnte die Proteinausbeute in E. coli (Abschnitt 3.1.3) 

für At2g29350 (27-57 mg/L Medium) und CoTR (52-66 mg/ L Medium) gesteigert werden, 

und ihre NADH-bevorzugenden Enzymvarianten waren ebenfalls in hohen Ausbeuten zu-

gänglich (At2g29350(S26A,A48D): 80-115 mg/L Medium; CoTR(S27A,A49D): 67 mg/L 

Medium). Dabei wurde mit der Aufreinigung nur über Metallionenaffinitätschromatographie 

eine hohe Reinheit (At2g29350 und At2g29350(S26A,A48D): ≥95%; CoTR und CoTR-

(S27A,A49D): 90-95%) erzielt. Zusätzlich waren die Enzyme über lange Zeiträume stabil 

(>1 Jahr), wenn sie bei -80 °C gelagert wurden. Da aus der Literatur keine kinetischen Daten 

für den Einsatz  isolierter Enzyme zur  Reduktion der Diketone bekannt sind, wurden die ki-

netischen Daten mit denen anderer anwendungsrelevanter Ketoreduktasen verglichen (Tab. 

4.9).  

Die Aminoalkoholdehydrogenase AADH aus Rhodococcus erythropolis MAK154 und ihre 

gegen Produktinhibierung optimierte Variante sind von Bedeutung für die stereospezifische 

Produktion von d-Pseudoephedrin (Urano et al., 2011). Die Enzyme zeigten anhand ihrer Km-

Werte für die Reduktion von (R/S)-1-Phenyl-1-keto-2-ethylaminopropan zu d-2-Ethyl-amino-

1-phenyl-1-pro-panol eine ähnliche Substrataffinität wie CoTR mit (R)-WMK (AADH: Km = 

295-406 µM;  CoTR: Km = 305,5 µM). Zudem wurde mit AADH ein kcat-Werte von 4,4 s-1 
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erhalten, der in der Größenordnung von At2g29350 mit (S)-WMK und (S)-HPK lag (kcat = 

3,09-3,18 s-1).  

Tab. 4.9: Kinetische Parameter von At2g29350- und CoTR-Enzymvarianten im Vergleich mit anwen-
dungsrelevanten Ketoreduktasen. 1) Urano et al., 2011; 2) Morikawa et al., 2005; 3) Yin et al., 2014; 4) 
Schlieben at al., 2005. AADH, Aminoalkohol Dehydrogenase; S1, Carbonylreduktase; Gox2253, Oxido-
reduktase; RADH, R-spezifische Alkoholdehydrogenase. (R/S)-EAM, (R/S)-1-Phenyl-1-keto-2-ethylamino-
propan; COBE, Ethyl-4-chloro-3-oxobutanoat. (*) maximale spezifische Aktivität bei 0,8 mM NAD(P)H; (** 
spezifische Aktivität bei 0,8 mM NADPH und 15 mM (S)-WMK. 

Enzym/Cosubstrat Substrat Vmax 

[nkat/mg] 
Km            
[µM] 

kcat               
[s-1] 

kcat/Km          

[s-1µM-1] 

At2g29350/NADPH (S)-WMK 102,0 ± 1,5 2374,0 ± 
99,7 

3,09 ± 0,05    0,0013 ± 
0,0005 

At2g29350(S26A,A48D)/    
NADH 

(S)-WMK 57,7 ± 3,1* - - - 

At2g29350(V103A)/             
NADPH 

(S)-WMK 120,7 ± 
5,0** 

- - - 

At2g29350/NADPH (S)-HPK 105,0 ± 1,8 2153,2 ± 
108,8 

3,18 ± 0,05 0,0015 ± 
0,0005 

At2g29350(S26A,A48D)/    
NADH 

(S)-HPK 54,0 ± 1,9* - - - 

At2g29350(V103A)/             
NADPH 

(S)-HPK 100,9 ± 
11,3* 

- - - 

CoTR/NADPH (R)-WMK 14,9 ± 0,3   305,5 ± 
24,6 

0,46 ± 0,01    0,0015 ± 
0,0003 

CoTR(S27A,A49D)/ 
NADH 

(R)-WMK 31,3 ± 0,3  1216,1 ± 
48,3 

0,96 ± 0,01    0,0008 ± 
0,0002 

CoTR/NADPH (R)-HPK 3,6 ± 0,1 896,4 ± 
86,9 

0,11 ± 0,00 0,0001 ± 
0,00003 

CoTR(S27A,A49D)/ 
NADH 

(R)-HPK 6,1 ± 0,2   1766,6 ± 
154,1 

0,19 ± 0,01 0,0001 ± 
0,00003 

AADH/NADPH1) (R/S)-EAM - 295 4,4 0,015 

AADH(G73S,S214R)/ 
NADPH1) 

(R/S)-EAM - 406 14,6 0,036 

S1/NADPH2) COBE 463 3,0 - - 

S1(S41A,S42A,S43R, 
W63I,Y64D,N65I,S66N)/ 
NADH2) 

COBE 165 2,6 - - 

Gox2253/NADPH3) Octanal 29 765,4 ± 8,7 1,10 ± 0,03 0,0014 

Gox2253(R42Y)/NADH3) Octanal 25 811,5 ± 3,9 0,95 ± 0,03 0,0012 

RADH/NADPH4) Acetophenon - 2800 ± 200 44,5 ± 3,7 0,016 

RADH(G37D)/NADH4) Acetophenon - 10900 ± 
1100 

35,7 ± 3,6 0,003 
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Die Carbonylreduktase S1 aus Candida magnoliae und ihre Cosubstratoptimierte Enzymvari-

ante reduzieren Ethyl-4-chloro-3-oxobutanoat (COBE) zu Ethyl-(S)-4-chloro-3-hydroxy-

butanoat. Dabei handelt es sich um den ersten Schritt in der Synthese von Atorvastatin (vergl. 

Abb. 1.1). Das Wildtyp-Enzym zeigte dabei mit NADPH eine maximale, spezifische Aktivität 

von 463 nkat/mg und die Enzymvariante mit NADH von 165 nkat/mg. Ähnliche Vmax-Werte 

wie die S1-Enzymvariante wurden von At2g29350 mit NADPH für die beiden (S)-Diketone 

erreicht, zudem wies At2g29350(V103A) spezifische Aktivitäten von 100,9-120,7 nkat/mg 

bei einer NADPH-Konzentration von 0,8 µM auf. Die Oxidoreduktase Gox2253, aus dem 

industriell genutzten Bakterium Gluconobacter oxydans, und ihre Cosubstratoptimierte En-

zymvariante zeigten bei der Reduktion von Octanal eine ähnliche Affinität wie CoTR zu (R)-

HPK und kcat-Werte ähnlich zu CoTR(S27A,A49D) mit (R)-WMK. Allerdings wiesen 

Gox2253 und ihre Enzymvariante im Vergleich zu den anderen Studien, ähnlich wie CoTR 

und CoTR(S27A,A49D), relativ geringe Vmax-Werte auf (25-29 nkat/mg). Die R-spezifische 

Alkoholdehydrogenase RADH aus Lactobacillus brevis und ihre Cosubstratoptimierte En-

zymvariante sind in der Lage Acetophenon stereospezifisch in den entsprechenden (R)-Alko-

hol zu reduzieren (Schlieben et. al, 2005). Dabei zeigte das Wildtyp-Enzym eine Affinität zu 

Acetophenon, die der von At2g29350 mit den (S)-Diketonen vergleichbar ist. Die kcat-Werte 

sind hingegen im Vergleich zu den anderen Enzymen und Enzymvarianten sehr hoch (35,7-

44,5 s-1). Allgemein zeigte At2g29350 im Vergleich mit den anderen Enzymen gute und bes-

sere katalytische Eigenschaften als CoTR und CoTR(S27A,A49D), die zwar höhere Affinitä-

ten zu den (R)-Enantiomeren aufwiesen als At2g29350 zu den (S)-Enantiomeren, jedoch we-

sentlich geringere kcat-Werte. 
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5 Zusammenfassung 

Die beiden Enzyme At2g29350 und CoTR wurden als rekombinante, katalytisch aktive Prote-

ine mit hoher Ausbeute in E. coli produziert und zeigten in der Lagerung bei -80 °C hohe Sta-

bilität.  

Durch Verwendung von Homologiemodellen war es möglich, die Cosubstratpräferenz der 

Enzyme von NADPH zu NADH gezielt zu ändern. Dazu waren insgesamt zwei Mutationen 

nötig: die Einführung einer sauren Aminosäure am Ende des zweiten -Faltblattes sowie die 

Substitution des Serins im Glycin-reichen Motiv durch ein kleines Alanin. Während die Ein-

führung der sauren Aminosäure bereits beschrieben wurde, zeigte die vorliegende Arbeit zum 

ersten Mal die Bedeutung der Serinmutation für die Änderung der Cosubstratpräferenz. Se-

quenzvergleiche mit NADH-bevorzugenden klassischen SDR und Studien zur Änderung der 

Cosubstratpräferenz von NADPH zu NADH unterstützen die Bedeutung der kleinen Amino-

säure im Glycin-reichen Motiv. Für das Enzym At2g29350 und dessen Varianten wurde ein 

Enzym- und Cosubstratkonzentrationsabhängiges Dimer-Tetramer-Gleichgewicht gefunden. 

Für das Wildtypenzym At2g29350 hat dieses Gleichgewicht keine Bedeutung für die katalyti-

sche Aktivität. Für die Enzymvariante At2g29350(S26A,A48D) wird hingegen bei geringen 

Cosubstratkonzentrationen nur eine geringe Umsatzgeschwindigkeit erzielt. Die Erzeugung 

von chimären Enzymen sowie die Aufklärung der Kristallstruktur von CoTR bieten neue An-

satzpunkte für die Optimierung von At2g29350(S26A,A48D).  

Sowohl für At2g29350 als auch für CoTR wurden neue anwendungsrelevante Substrate aus 

der chemischen Synthese gefunden. Die (S)-Enantiomere des Wieland-Miescher- und Hajos-

Parrish-Ketons sind die bevorzugten Substrate für At2g29350 und die (R)-Enantiomere für 

CoTR. At2g29350 stellt aus den (S)-Enantiomeren stereospezifisch die (4S,5S)-α,-ungesät-

tigten Hydroxyketone her und CoTR stereoselektiv die (4R,5R)-α,-ungesättigten Hydroxy-

ketone. Die (4S,5S)- bzw. (4R,5R)-α,-ungesättigten Hydroxyketone sind Produkte mit gro-

ßem synthetischen Interesse, da sie auch durch die chemische Reduktion mit NaBH4 erzeugt 

werden und somit ein Austausch des chemischen Reduktionsmittels durch die Enzyme denk-

bar ist. Beide Enzyme und ihre Enzymvarianten bieten durch ihre allgemeinen Enzymeigen-

schaften (Abhängigkeit von pH-Wert und Temperatur) in Verbindung mit der Cosubstratstabi-

lität zudem Optimierungsspielraum für die biokatalytischen Ansätze.  

Für CoTR konnten zwei Kristallstrukturen im Komplex mit NADP+ in sehr guten Auflösun-

gen erhalten werden. Aus dem anschließenden Docking der Diketone in die Substratbindeta-
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sche der Kristallstruktur ließen sich die Substratpräferenz und die Bildung der α,-ungesät-

tigten Hydroxyketone ableiten. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde zudem ein erster 

strukturgeleiteter Ansatz zur Optimierung der Stereoselektivität formuliert. 
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6 Anhang 

6.1 Material 

Tab. 6.1: Liste der verwendeten Feinchemikalien. 

Feinchemikalien Reinheit Hersteller 
(-)-Carvon ≥99,8% Sigma-Aldrich (Fluka) 

1,4-Cyclohexadion 98,0% Sigma-Aldrich 

(S)-Hajos-Parrish-Keton 97,0% Sigma-Aldrich 

(R)-Hajos-Parrish-Keton 98,0% abcr 

(-)-Menthol - Roth 

(-)-Menthon ≥99,0% Sigma-Aldrich (Fluka) 

3-Methylcyclohexadiol 98%, cis/trans-Gemisch Merck 

3-Methylcyclohexadion >98,0% Merck 

(+)-Neomenthol 97,0% Sigma-Aldrich 

NAD min. 97,0% Applichem 

NADH Dinatriumsalz min. 95,0% Applichem 

NADP Dinatriumsalz ≥97,0% Roth 

NADPH Tetranatriumsalz min. 96,0% Applichem 

(S)-Wieland-Miescher-Keton 99,0% Alfa Aesar 

(R)-Wieland-Miescher-Keton ≥98,0% Sigma-Aldrich 

Tropinon 99,0% Sigma-Aldrich 
 

Tab. 6.2: Liste der Standardgeräte. 

Gerät Modell (Hersteller) 
Agarosegel-
elektrophorese 

Elektrophoresekammer BM100 (Serva), Stromgeber Power Pack 25 
(Biometra) 

Gel-Dokumentation Transilluminator (312 nm) TC-312A (Spectroline), Videokamera Modul 
CCD (Ltf-Labortechnik), Videokopie Prozessor P91E (Mitsubishi) 

pH-Meter inoLab pH Level 1 pMX 3000 MV 870 (WTW Präcitronic) 

Photometer BioSpectrometer basic (Eppendorf) 

UV/Vis Spektrometer Ultraspec III (Pharmacia) 

Polyacrylamid-
elektophorese 

PerfectBlue™ Vertikale Doppel-Systeme TWIN S, Model: 45-1010-I, 
ST305 Electrophoresis Power Supply (PeqLab), Stromgeber Unipack 250 
Supply (UNIEQUIP) 

Schüttelschränke Refrigerated Incubator Shaker innova 4230 (New Brunswick Scientific) 

Refrigerated Incubator Shaker innova 42 (New Brunswick Scientific) 

Thermoschüttler Mixing Block MB-102 (BIOER Technologies) 

Thermomixer 5436/5437 (Eppendorf) 

Thermomixer comfort (Eppendorf) 
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Fortsetzung Tab. 6.2 
Gerät Modell (Hersteller) 
Thermozykler Thermocycler T3 (Biometra) 

S1000 Thermal Cycler (BioRad) 

UV-Lampe Model CM-10, Fluorescence Analysis Cabinet (254 nm/365 nm) 
(Sepktroline) 

 

6.2 Methoden 

Tab. 6.3: Lyse der Bakterienpellets für die Metallionenaffinitätschromatographie. 

Protein Pellets aus 
VMedium [L] 

resuspendiert  
in VPuffer [mL] 

Lysozymlösung  DNAse I 
[µL] [mL] [U] 

At2g29350  1 (0,5) 40 (20) 4 (2) 910800 (455400) 200 (100) 

At2g29350-Varianten 0,5 (0,25) 40 (20) 4 (2) 910800 (455400) 200 (100) 

At2g29360 1 40 4 910800 200 

At2g29360-Varianten 1 (0,5) 40 (20) 4 (2) 910800 (455400) 200 (100) 

CoTR und Varianten 1  40 4 910800 200 

At2g29330 1 40 4 910800 200 

Chimären und 
Varianten 

0,5 20 2 455400 100 

 

Tab. 6.4: Bedingungen für die Metallionenaffinitätschromatographie der verschiedenen Proteine. 

Protein Pellets aus 
VMedium [L] 

resuspendiert 
in VPuffer [mL] Säule Gradient über X 

Säulenvolumen 
At2g29350  1  40  5 mL 5 

At2g29350  0,5 20 5 mL 10 

At2g29350-Varianten 0,5  40  5 mL 5 

At2g29350(S26A,A48D) 0,25 20 5 mL 10 

At2g29360 1 40 1 mL 20 

At2g29360-Varianten 1 (0,5) 40 (20) 5 mL 5 

CoTR und Varianten 1  40 5 mL 5 

CoTR 1 40 5 mL 15 

At2g29330 1 40 1 mL 20 

Chimären und Varianten 0,5 20 5 mL 10 
 

Tab. 6.5: Verwendete Assaypuffer, pH-Werte und Herstellung. 

Puffer pH-Werte Herstellung 
Citrat/Phosphat-Puffer 
(CPP)  

4,5/5,0/5,5 1 M Zitronsäure x H2O-Lösung mit 1 M 
Na2HPO4 x 2 H2O-Lösung auf gewünschte pH-
Werte einstellen 

Kaliumphosphatpuffer  
(KPP) 

5,5/6,0/6,4/6,5/7,0/ 
7,5 

1 M-Lösungen von K2HPO4 und KH2PO4 für 
gewünschte pH-Werte mischen 
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Fortsetzung Tab. 6.5 
Puffer pH-Werte Herstellung 
Tris/HCl-Puffer    
(THP) 

7,5/8,0/8,5/9,0 1 M-Tris-Base-Lösung mit konz. Salzsäure 
auf gewünschte pH-Werte einstellen 

Glycin/NaOH-Puffer 
(GNP)  

9,0/9,5/10,0 1 M-Glycin-Lösung mit 50%-Natronlauge 
auf gewünschte pH-Werte einstellen 

 

Tab. 6.6: Bedingungen der Aktivitätsmessungen für die Reduktion. 

Enzym/Variante 
c (3MCH) 

[mM] 
Cosubstrat/ 

c [µM] 
c (Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

At2g29350(A48D) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(S26A,A48D) 10 NADH/400 20 1,5-6 

At2g29350(S26A,K27S,A48D) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(S26A,A48D,R49I) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(S26A,K27S,A48D,D50A) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(K27S) 5 NADPH/200 5 2-5 

At2g29350(V103A) 5 NADPH/200 5 0-1 

At2g29360(A49D) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29360(S27A,A49D) 10 NADH/400 20 0-6 

CoTR(A49D) 1, 5 NAD(P)H/250 2,5 0-6 

CoTR(S27A,A49D) 1, 5 NAD(P)H/250 2,5 0-6 

CG2 5 NADPH/200 10 1-4 

CG2(T109F) 5 NADPH/200 5 1-4 

CG2(S27A,A49D,T109F) 5 NADH/200 25 0-6 

CG3 5 NADPH/200 20 0-6 

CG3(T109F) 5 NADPH/200 30 0-6 
 

Tab. 6.7: Bedingungen für die Messung der pH-Abhängigkeit der spezifischen Aktivität (Reduktion). 

Enzym/Variante c (3MCH) 
[mM] 

Cosubstrat/ 
c [µM] 

c(Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

At2g29350 5 NADPH/200 2,5 0-6 

At2g29350(S26A,A48D) 10 NADH/400 20 1,5-6 

At2g29350(S26A,K27S,A48D) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(S26A,A48D,R49I) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(S26A,K27S,A48D,D50A) 10 NADH/400 20 0-6 

At2g29350(K27S) 5 NADPH/200 5 2-5 

At2g29350(V103A) 5 NADPH/200 5 0-1 

At2g29360(S27A,A49D) 10 NADH/400 20 0-6 

CoTR 1 NADPH/200 5 0-6 

CoTR(A49D) 1 NADH/250 2,5 0-2 

CoTR(S27A,A49D) 1 NADH/250 2,5 0-2 
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Fortsetzung Tab. 6.7 

Enzym/Variante 
c (3MCH) 

[mM] 
Cosubstrat/ 

c [µM] 
c(Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

CoTR(A206S) 1 NADPH/200 5 0-6 

CoTR(S27A,A49D,A206S) 1 NADH/250 2,5 0-2 

CG1 5 NADPH/200 10 1-4 

CG1(T109F) 5 NADPH/200 5 1-4 

CG1(S27A,A49D,T109F) 5 NADH/200 25 0-6 

CG2 5 NADPH/200 20 0-6 

CG2(T109F) 5 NADPH/200 30 0-6 
 

Tab. 6.8: Bedingungen für die Messung der pH-Abhängigkeit der spezifischen Aktivität (Oxidation). 

Enzym/Variante 
c (3MCHol) 

[mM] 
Cosubstrat/ 

c [µM] 
c(Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

At2g29350 5 NADP+/400 2,5 3-6 

At2g29350(S26A,A48D) 10 NAD+/600 20 3-6 

At2g29350(K27S) 5 NADP+/400 15 3-6 

At2g29350(V103A) 5 NADP+/400 15 3-6 

At2g29360(S27A,A49D) 10 NAD+/600 20 0-6 

CoTR 2 NADP+/400 15 0-6 

CoTR(A49D) 2 NAD+/250 10 0-6 

CoTR(S27A,A49D) 2 NAD+/250 10 0-6 

CoTR(A206S) 2 NADP+/200 15 0-6 

CoTR(S27A,A49D,A206S) 2 NAD+/250 10 0-6 
 

Tab. 6.9: Bedingungen für die Messung der spezifischen Aktivität abhängig von der Temperatur. 

Enzym/Variante pH-Wert c (3MCH) 
[mM] 

Cosubstrat/ 
c [µM] 

c(Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

At2g29350 5,5 (KPP) 5 NADPH/200 5 0-3 

At2g29350(S26A,A48D) 7,5 (KPP) 10 NADH/400 20 0-4 

At2g29360 6,0 (KPP) 5 NADPH/200 7,5 0-6 

At2g29360(S27A,A49D) 7,5 (KPP) 10 NADH/400 20 0-6 

CoTR 5,0 (CPP) 1 NADPH/200 5 0-6 

CoTR(A49D) 5,0 (CPP) 1 NADH/250 2,5 0-3 

CoTR(S27A,A49D) 5,0 (CPP) 1 NADH/250 2,5 0-3 
 

Tab. 6.10: Bedingungen für die Messung der Aktivität mit den Diketonen. 

Enzym/Variante pH-Wert c (Diketon) 
[mM] 

Cosubstrat/ 
c [µM] 

c(Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

At2g29350 5,5 (KPP) 5 NADPH/200 5 0-6 

At2g29350(S26A,A48D) 7,5 (KPP) 10 NADH/400 20 0-6 
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Fortsetzung Tab. 6.10 

Enzym/Variante pH-Wert 
c (Diketon) 

[mM] 
Cosubstrat/ 

c [µM] 
c(Protein) 
[µg/mL] 

Zeit 
[min] 

At2g29360 6,0 (KPP) 5 NADPH/200 7,5 0-6 

At2g29360(S27A,A49D) 7,5 (KPP) 10 NADH/400 20 0-6 

CoTR 5,0 (CPP) 5 NADPH/200 7,5 0-6 

CoTR(A49D) 5,0 (CPP) 5 NADH/400 7,5 0-6 

CoTR(S27A,A49D) 5,0 (CPP) 5 NADH/400 7,5 0-6 

At2g29330 5,0 (CPP) 5 NADH/200 7,5 0-6 
 

Tab. 6.11: Bedingungen der Enzymkinetiken. Jeweils vier Wiederholungen (Ausnahme CoTR/3MCH: drei 
Wiederholungen) und vier technische Replikate (n = 4). 

Kinetik          Komponente in Sättigung     c(Enzym) 
Auswertung 
Messzeit Konzentrationen 

At2g29350 bei pH 5,5 (KPP)    

3MCH 0,2 mM NADPH 1,5 µg/mL 0-4 min 0,1-2, 4-9 mM 

(S)-WMK 0,2 mM NADPH 4 µg/mL 1-4 min 0,1-9 mM 

(S)-HPK 0,2 mM NADPH 4 µg/mL 1-4 min 0,1-9 mM 

(R)-HPK 0,2 mM NADPH 10 µg/mL 0-6 min 0,1-9 mM 
     

At2g29350(V103A) bei pH 6,4 (KPP)    

NADPH 5 mM 3MCH 4 µg/mL 0-1 min 0,025-0,8 mM 

3MCH 0,8 mM NADPH 5 µg/mL 1-6 min 0,1-9 mM 

(S)-WMK 0,8 mM NADPH 12 µg/mL 3,5-6 min 0,5-9 mM, 15 mM 

(S)-HPK 0,8 mM NADPH 12 µg/mL 2,5-6 min 0,5-9 mM, 15 mM 

     

At2g29350(S26A,A48D) pH 7,5 (KPP)    

NADH 13 mM 3MCH 10 µg/mL 0-8 min 0,05-0,8 mM 

3MCH 0,8 mM NADH 7,5 µg/mL 5-8 min 1-10, 12, 15, 17, 20 mM 

NAD+ 15 mM 3MCHol 20 µg/mL 7-8 min 0,2-1, 1,5, 2, 2,5, 3 mM 

3MCHol 2 mM NAD+ 20 µg/mL 7-8 min 1-10, 15, 20 mM 

(S)-WMK 0,8 mM NADH 12 µg/mL 5-10 min 0,5-10, 15, 20 mM 

(S)-HPK 0,8 mM NADH 12 µg/mL 5-10 min 0,5-10, 15, 20 mM 

     

At2g29350(K27S) bei pH 6,0 (KPP)    

NADPH 3 mM 3MCH 6 µg/mL 0-1,5 min 0,05-0,8 mM 

3MCH 0,8 mM NADPH 6 µg/mL 2,5-8 min 0,1-9 mM 
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Fortsetzung Tab. 6.11 

Kinetik             Komponente in Sättigung   c(Enzym) 
Auswertung 
Messzeit Konzentrationen 

CoTR bei pH 5,0 (CPP)    

3MCH 0,6 mM NADH 10 µg/mL 0-5 min 0,1-9 mM 

(R)-WMK 0,2 mM NADPH 10 µg/mL 0-2 min 0,1-2, 4-8 mM 

(R)-HPK 0,2 mM NADPH 12 µg/mL 0-8 min 0,1-6, 8-9 mM 

(S)-WMK 0,2 mM NADPH 10 µg/mL 0-6 min 0,1-9 mM 
     

CoTR(A49D) bei pH 5,0 (CPP)    

NADH 2 mM 3MCH 1,25 µg/mL 0-4 min 0,01-0,8 mM 

3MCH 0,7 mM NADH 2,5 µg/mL 0-4 min 0,1-9 mM 

NADPH 5 mM 3MCH 2,5 µg/mL 0-3 min 0,01-0,8 mM 

3MCH 0,8 mM NADPH 3 µg/mL 0-6 min 0,25-2, 4-9 mM 

(R)-WMK 0,7 mM NADH 8 µg/mL 0-6 min 0,15-9 mM 

(S)-WMK 0,7 mM NADH 12 µg/mL 0-8 min 0,25-9 mM 

(R)-HPK 0,7 mM NADH 30 µg/mL 0-8 min 0,25-0,75, 2-4, 6-9 mM 
     

CoTR(S27A,A49D) bei pH 5,0 (CPP)    

NADH 0,5 mM 3MCH 1,25 µg/mL 0-2 min 0,01-0,8 mM 

3MCH 0,7 mM NADH 2,5 µg/mL 0-3 min 0,1-9 mM 

NADPH 5 mM 3MCH 2,5 µg/mL 0-6 min 0,01-0,8 mM 

3MCH 0,8 mM NADPH 3 µg/mL 0-6 min 0,5-9 mM 

(R)-WMK 0,7 mM NADH 8 µg/mL 0-6 min 0,15-9 mM 

(S)-WMK 0,7 mM NADH 12 µg/mL 0-8 min 0,25-9 mM 

(R)-HPK 0,7 mM NADH 30 µg/mL 0-8 min 0,25-0,75, 2-9 mM 
 

Tab. 6.12: Bedingungen für die GCMS-Ansätze mit 3MCH und 3MCHol.  

Enzym/Variante 
Reduktion Oxidation c (Protein) 

[µg/mL] Puffer/pH Cosubstrat Puffer/pH Cosubstrat 
At2g29350 KPP/5,5 NADPH GNP/9,0 NADP+ 75  

K27S KPP/6,0 NADPH THP/8,5 NADP+ 75  

S26A,A48D KPP/7,5 NADH GNP/9,0 NAD+ 150  

S26A,K27S,A48D KPP/7,5 NADH - - 150  

S26A,A48D,R49I KPP/7,5 NADH - - 150  

S26A,A48D,V103A KPP/7,0 NADH - - 150  

S26A,K27S,A48D,D50A KPP/7,5 NADH - - 150  

V103A KPP/6,4 NADPH GNP/9,0 NAD+ 75  
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Fortsetzung Tab. 6.12 

Enzym/Variante Reduktion Oxidation c (Protein) 
[µg/mL] Puffer/pH  Cosubstrat Puffer/pH Cosubstrat 

CoTR CPP/5,0 NADPH GNP/10,0 NADP+ 150  

A49D CPP/5,0 NADH GNP/10,0 NAD+ 75  

S27A,A49D CPP/5,0 NADH GNP/10,0 NAD+ 75  

A206S KPP/5,5 NADPH GNP/10,0 NADP+ 150 

S27A,A49D,A206S CPP/5,0 NADH GNP/10,0 NAD+ 75 

At2g29360(S27A,A49D) KPP/6,5 NADH THP/8,5 NAD+ 150  

CG2 KPP/6,4 NADPH - - 150  

T109F KPP/6,0 NADPH - - 150  

S27A,A49D,T109F KPP/7,5 NADH - - 150  

CG3 KPP/6,4 NADPH - - 150  

T109F KPP/6,0 NADPH - - 150  
 

Tab. 6.13: Bedingungen für die GCMS-Ansätze mit den Diketonen und Hydroxyketonen.  

Enzym/Variante 
Reduktion Oxidation c (Protein) 

[µg/mL] Puffer/pH  Cosubstrat Puffer/pH Cosubstrat 
At2g29350 KPP/5,5 NADPH GNP/9,0 NADP+ 75  

S26A,A48D KPP/7,5 NADH GNP/9,0 NAD+ 150  

V103A KPP/6,4 NADPH GNP/9,0 NADP+ 75  

CoTR CPP/5,0 NADPH GNP/10,0 NADP+ 150  

CoTR CPP/5,0 NADH - - 150  

A49D CPP/5,0 NADH GNP/10,0 NAD+ 75  

S27A,A49D CPP/5,0 NADH GNP/10,0 NAD+ 75  

A206S KPP/5,5 NADPH GNP/10,0 NADP+ 150 

S27A,A49D,A206S CPP/5,0 NADH GNP/10,0 NAD+ 75 

CG2 KPP/6,4 NADPH - - 150  

T109F KPP/6,0 NADPH - - 150  

S27A,A49D,T109F KPP/7,5 NADH - - 150  

CG3 KPP/6,4 NADPH - - 150  

T109F KPP/6,0 NADPH - - 150  
 

Tab. 6.14: Kristallisationsbedingungen des fine screenings von CoTR. Proteinansätze 1.-5. (Tab. 2.18a),  
15 °C. (*) Ansätze wurden zusätzlich bei RT durchgeführt. 

 Bedingungen pH-Wert Ansatz 
CoTR 

c (CoTR) 
[mg/mL] 

1.* 4M NaCO2H  1., 2. 11, 13, 15 

2.*  0,1M Tris/HCl, 8% m/V PEG 8000 8,5 (± 0,1; ± 0,2; ± 0,4) 1., 2. 11, 12, 13, 15 

3.* 0,1M NaOAc, 8% m/V PEG 4000 4,6 (± 0,2; ± 0,4) 2. 11, 13, 15 

4.* 2M NaCO2H 0,1M NaOAc 4,6 (± 0,2; ± 0,4) 2. 11, 13, 15 
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Fortsetzung Tab. 6.14 

 Bedingungen pH-Wert 
Ansatz 
CoTR 

c (CoTR) 
[mg/mL] 

5.* 0,05 M Tris/HCl,                         
20% m/V PEG 3350 

8,5 (± 0,1; ± 0,2; ± 0,4) 1. 11, 13, 15 

6. 0,1 M Na-MES, 0,2 M MgCl2, 

10% m/V PEG 4000 
6,5 (± 0,2; ± 0,4) 2. 5, 7, 9, 11, 

13, 15 

7. 0,1 M Tris/HCl,                           
16% m/V PEG 10000 

8,5 (± 0,2; ± 0,4) 2., 3., 4., 5. 11, 13, 15 

8. 0,05 M Na-MES, 30% V/V    
Glycerol, 30% m/V PEG 1500 

6,5 (± 0,2; + 0,3; ± 0,4) 3., 4. 11, 13, 15 

9. 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl,       
1,6 M (NH4)2SO4 

7,5 (± 0,2; ± 0,4) 3. 11, 13, 15 

10. 0,1 M Tris/HCl, 1,5 M 
(NH4)2SO4, 12% V/V 
Glycerol 

8,5 (± 0,2; ± 0,4) 4. 11, 13, 15 

11. 10% m/V PEG 1000,                  
10% m/V PEG 8000 

 4. 11, 13, 15 

12. 35% V/V Dioxan  2., 3., 4., 5. 11, 13, 15 

13. 0,05 M Zitronensäure,                 
4% m/V PEG 3350 

5,0 (± 0,2; - 0,3; ± 0,4; - 0,5) 3., 4., 5. 11, 13, 15 

14a. 0,1 M HEPES, 4,3 M NaCl 7,5 (± 0,2; ± 0,4) 3., 4., 5. 11, 13, 15 

14b. 0,1 M HEPES, 3,0 M NaCl 7,5 (± 0,2) 3., 4., 5. 11, 13, 15 

14c. 0,1 M HEPES, 2,0 M NaCl 7,5 (± 0,2) 3., 4., 5. 11, 13, 15 
 

Tab. 6.15: Substrat- und Cosubstratkonzentrationen für das erweiterte fine screening. Bedingungen (vergl. 
Tab. 6.14): 3.: pH 5,0; 13 mg/mL CoTR. 5.: pH 8,4; 13 mg/mL CoTR. 8.: pH 6,7-6,9; 7, 10, 13 mg/mL CoTR. 
11.: 11 mg/mL CoTR. 12.: 13 mg/mL CoTR. 13.: pH 4,6; 15 mg/mL CoTR. 

    Substrat Konzentration [mM] Cosubstrat Konzentration [mM] 
3. - - NAD+ 2 

3. - - NAD+ 4 

3. (R)-WMK 25 NAD+ 2 

3. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 150 NADP+ 0,5 

3. (R)-HPK 0,5; 25; 50; 100; 150 NADP+ 0,5 

3. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 150 NADP+ 0,5 

3. 1,4-Cyclohexadion 0,5; 25; 50; 100; 150 NADP+ 0,5 

3. (-)-Menthon 0,5; 25; 50; 100; 150 NADP+ 0,5 

3. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 150 NADP+ 0,5 

5. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

5. (S)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

5. (R)-HPK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

5. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

5. (-)-Menthon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

5. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 
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Fortsetzung Tab. 6.15 
    Substrat Konzentration [mM] Cosubstrat Konzentration [mM] 

5. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

5. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

5. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

5. (4R,5R)-2 0,5; 25; 50; 100; 125 NADPH 2 

5. (4R,5R)-2 0,5; 25; 50; 100; 125 NADH 10 

5. Neomenthol 0,5; 25; 50; 100; 125 NADPH 2 

5. Neomenthol 0,5; 25; 50; 100; 125 NADH 10 

8. Tropinon 50 NADP+ 0,43, 0,51, 0,58 

8. 1,4-Cyclohexadion 50 NADP+ 0,43, 0,51, 0,58 

11. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

11. (S)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

11. (R)-HPK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

11. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

11. (-)-Menthon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

11. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

11. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

11. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

11. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

11. (4R,5R)-2 0,5; 25; 50; 100; 125 NADPH 2 

11. (4R,5R)-2 0,5; 25; 50; 100; 125 NADH 10 

11. Neomenthol 0,5; 25; 50; 100; 125 NADPH 2 

11. Neomenthol 0,5; 25; 50; 100; 125 NADH 10 

12. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

12. (S)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

12. (R)-HPK 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

12. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

12. (-)-Menthon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

12. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 125 NADP+ 0,5 

12. (R)-WMK 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

12. Tropinon 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

12. (-)-Carvon 0,5; 25; 50; 100; 125 NAD+ 10 

12. (4R,5R)-2 0,5; 25; 50; 100; 125 NADPH 2 

12. (4R,5R)-2 0,5; 25; 50; 100; 125 NADH 10 

12. Neomenthol 0,5; 25; 50; 100; 125 NADPH 2 

12. Neomenthol 0,5; 25; 50; 100; 125 NADH 10 

13. Tropinon 25; 50 NADP+ 0,58 

13. 1,4-Cyclohexadion 25; 50 NADP+ 0,58 

13. (-)-Carvon 25; 50 NADP+ 0,58 
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6.3 Ergebnisse 

6.3.1 Proteinproduktion, -reinigung und -ausbeute 

Tab. 6.16: Gegenüberstellung der Expressions- und Aufreinigungsbedingungen der Wildtyp-Enzyme 
At2g29350 und CoTR. (*) Bereiche beziehen sich auf mehrere Aufreinigungen 

Protein  
alte Bedingungen 
(Reinhardt, 2014) 

neue Bedingungen 

At2g29350 

Expression: OD600 0,6-0,8,                           
4-5 h bei 37 °C, 250 rpm 

OD600 0,7-0,9,                         
4,5 h bei 37 °C, 250 rpm 

Lyse: 640.000 U Lysozym, 30 min,  
60 s Ultraschall 

910.800 U Lysozym, 30 min,   
90 s Ultraschall 

Aufreinigung: 1 mL His-Trap-Säule,   
Gradient: 20 SV 

5 mL His-Trap-Säule,    
Gradient: 5 SV 

Ausbeute 16-23 mg/L* 50-57 mg/L* 

CoTR 

Expression: OD600 0,6-0,8,                          
16 h bei 25 °C, 250 rpm 

OD600 0,7-1,0,                         
4,5 h bei 37 °C, 250 rpm 

Lyse: 640.000 U Lysozym, 30 min,   
60 s Ultraschall 

910.800 U Lysozym, 30 min,   
90 s Ultraschall 

Aufreinigung: 1 mL His-Trap-Säule,    
Gradient: 20 SV 

5 mL His-Trap-Säule,   
Gradient: 5 SV 

Ausbeute 9-16 mg/L* 52-66 mg/L* 
 

 

 

Abb. 6.1: SDS-Gele von CoTR und den Chimären. a) Fraktionen von CoTR nach der Aufreinigung mit einem 
Gradienten über 15 Säulenvolumen.  F17: 0,9 µg; F18: 2,3 µg; F19: 2,7 µg; F20: 1,1 µg; F21: 0,5 µg. b) Ver-
gleich der Reinheit der Proteinchargen der Chimären und Varianten: 1: CG1; 2: CG1(T109F); 3: CG1(A49D,-
T109F); 4: CG1(S27A,A49D,T109F); 5: CG2; 6: CG2(T109F). Jeweils 1,3 µg Protein aufgetragen. 
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Tab. 6.17: Proteinausbeute der Wildtyp-Enzyme im Vergleich zu ihren Enzymvarianten und Chimären. 
(*) Aufreinigung über 1 mL His-Trap Säule 

Protein/Variante 
Pellets aus 
VMedium [L] Proteinausbeute 

Proteinausbeute 
auf 1 L 

At2g29350 1 50-57 mg 50-57 mg 

At2g29350 0,5 13,4 mg 26,8 mg 

A48D 0,5 48,7 mg 97,4 mg 

K27S,A48D 0,5 59,3 mg 118,6 mg 

S26A,A48D 0,5 57,3 mg 114,6 mg 

S26A,A48D 0,25 19,9 mg 79,6 mg 

S26A,K27S,A48D 0,5 60,6 mg 121,2 mg 

S26A,A48D,R49I 0,5 63,6 mg 127,2 mg 

S26A,K27S,A48D,R49I 0,5 44,2 mg 88,4 mg 

S26A,A48D,V103A 0,5 50,0 mg 100,0 mg 

S26A,K27S,A48D,D50A 0,5 43,9 mg 87,8 mg 

K27S 0,5 62,6 mg 125,3 mg 

V103A 0,25 8,5 mg 34,0 mg 

At2g29360* 1 12,5 mg 12,5 mg 

A49D 0,5 14,0 mg 28,0 mg 

S27A,A49D 1 64,9 mg 64,9 mg 

CoTR 1 52-66 mg 52-66 mg 

A49D 1 68,4 mg 68,4 mg 

S27A,A49D 1 67,0 mg 67,0 mg 

A206S 1 46,3 mg 46,3 mg 

S27A,A49D,A206S 1 88,6 mg  88,6 mg 

CG1 0,5 18,2 mg 36,4 mg 

T109F 0,5 20,0 mg  40,0 mg 

A49D,T109F 0,5 16,9 mg 33,8 mg 

S27A,A49D,T109F 0,5 16,6 mg 33,2 mg 

CG2 0,5 31,5 mg 63,0 mg 

T109F 0,5 16,3 mg 32,6 mg 

At2g29330* 1 26,9 mg 26,9 mg 
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6.3.2 Abhängigkeit der Enzymaktivität vom pH-Wert 

 

Abb. 6.2: pH-Abhängigkeit der Aktivität der Enzymvarianten von At2g29350 und CoTR. Reduktion: 
10 mM 3MCH, 0,4 mM NADH: a) At2g29350(S26A,K27S,A48D); b) At2g29350(S26A,A48D,R49I); c) 
At2g29350(S26A,K27S,A48D,D50A). Reduktion (rot): 5 mM 3MCH, 0,2 mM NADPH/Oxidation (blau): 5 mM 
3MCHol, 0,4 mM NADP+: d) At2g29350(K27S); e) At2g29350(V103A). Reduktion (rot): 1 mM 3MCH, 
0,2 mM NADPH/Oxidation (blau): 2 mM 3MCHol, 0,4 mM NADP+: f) CoTR(A49D); g) CoTR(S27A,A49D); 
h) CoTR(A206S); i) CoTR(S27A,A49D,A206S). Reduktion: pH 4,5-9,0; Oxidation: pH 5,5-10,0; 30 °C. Photo-
metrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)(H) bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung 
aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). CPP: Citrat/Phosphat-Puffer; KPP: 
Kaliumphosphatpuffer; THP: Tris/HCl-Puffer; GNP: Glycin/NaOH-Puffer. 



6 Anhang 

165 
 

 

Abb. 6.3: pH-Abhängigkeit der Aktivität von CG1 und CG2 und ihren Enzymvarianten. Reduktion: 5 mM 
3MCH, 0,2 mM NAD(P)H: a) CG1; b) CG1(T109F); c) CG1(S27A,A49D,T109F); d) CG2; e) CG2(T109F). pH 
4,5-9,0; 30 °C. Photometrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)(H) bei 340 nm. Mittelwert und 
Standardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). CPP: Citrat/Phosphat-
Puffer; KPP: Kaliumphosphatpuffer; THP: Tris/HCl-Puffer. 

6.3.3 Stabilitätstest für die analytische Ultrazentrifugation und Gelfiltration 

 

Abb. 6.4: Stabilitätstest der Proteine für die analytische Ultrazentrifugation und Gelfiltration. Puffer für 
At2g29350, At2g29350(S26A,A48D), At2g29360(S27A,A49D) und CoTR (KPP): 25 mM KPP pH 7,0, 
125 mM NaCl, 0,5 mM TCEP. Puffer für CoTR (Tris): 20 mM Tris/HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 0,5 mM TCEP. 
Inkubation über 6 h bei 20 °C. Aktivitätsmessung: At2g29350: 5 mM 3MCH, 0,2 mM NADPH; Enzym-
varianten: 10 mM 3MCH, 0,4 mM NADH; CoTR: 1 mM 3MCH, 0,2 mM NADPH. pH-Optimum der Proteine, 
30 °C. Photometrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)(H) bei 340 nm. Mittelwert und Stan-
dardabweichung aus zwei Wiederholungen mit vier technischen Replikaten (n = 4). 
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6.3.4 Produktanalyse mittels GCMS 

 

Abb. 6.5: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxyketone 
durch CG1 und CG2 sowie ihre Enzymvarianten ausgehend von den (S)- und (R)-Enantiomeren des Wie-
land-Miescher-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Substrat, 
3 mM NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: 
GCMS, drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der Mittelwerte der Peakflächen 
mit Standardabweichung. 
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Abb. 6.6: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der α,β-ungesättigten Hydroxyketone 
durch CG1 und CG2 sowie ihre Enzymvarianten ausgehend von den (S)- und (R)-Enantiomeren des 
Hajos-Parrish-Ketons. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Substrat, 
3 mM NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: 
GCMS, drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), Angabe der Mittelwerte der Peakflächen 
mit Standardabweichung. (*) Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des Quantifi-
zierungslimits (LOQ: Signal:Rausch-Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maximale prozentuale 
Standardabweichung von 12%). 
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Abb. 6.7: Semiquantitative Auswertung der enzymatischen Bildung der Diketone durch At2g29350, CoTR 
und ausgesuchte Enzymvarianten ausgehend von den (4S,5S)- und (4R,5R)-Diastereomeren der α,β-unge-
sättigten Hydroxyketone. Ansatzbedingungen: 75 µg/mL (blau) oder 150 µg/mL (grün) Enzym, 1 mM Sub-
strat, 3 mM NAD(P)+, pH-Optima der Enzyme (Ausnahme: At2g29350(V103A)), 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extrakti-
on mit Essigsäureethylester. Messung: GCMS, drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3), 
Angabe der Mittelwerte der Peakflächen mit Standardabweichung. 
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Tab. 6.18: Qualitative Produktbildung ausgehend vom (S)-Wieland-Miescher- (a), (R)-Wieland-Miescher- 
(b), (S)-Hajos-Parrish- (c) und (R)-Hajos-Parrish Keton (d). (+): Produkt konnte nachgewiesen werden, (-): 
Produkt konnte nicht nachgewiesen werden, (+*): Produkt konnte nachgewiesen werden, lag aber unterhalb des 
Quantifizierungslimits (LOQ: Signal:Rausch-Verhältnis von >5, Peakfläche von ≥40.000 und maximale prozen-
tuale Standardabweichung von 12%). Ansatzbedingungen: 75 oder 150 µg/mL Enzym, 1 mM Substrat, 3 mM 
NAD(P)H, pH-Optima der Enzyme, 3 h, 350 rpm, 30 °C. Extraktion mit Essigsäureethylester. Messung: GCMS, 
drei Wiederholungen mit drei technischen Replikaten (n = 3). 
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6.3.5 Kurvenverläufe der kinetischen Charakterisierung  

 

Abb. 6.8: Ermittlung der kinetischen Parameter für die katalysierten Umsetzungen durch At2g29350 und 
CoTR. Umsetzung durch At2g29350 von a) (S)-WMK (NADPH: 0,2 mM); b) (S)-HPK (NADPH: 0,2 mM); c) 
(R)-WMK (NADPH: 0,2 mM). Umsetzung durch CoTR von d) 3MCH (NADH: 0,6 mM); e) (R)-WMK 
(NADPH: 0,2 mM); f) (R)-HPK (NADPH: 0,2 mM); g) (S)-WMK (NADPH: 0,2 mM). Alle Kinetiken geplottet 
nach Michaelis und Menten (Ausnahme c): uncompetitive Substratinhibierung). Messung bei den pH-Optima, 
30 °C. Photometrische Messung der Absorptionsänderung von NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und Standard-
abweichung aus vier Wiederholungen (Ausnahme d): drei) mit vier technischen Replikaten (n = 4). 
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Abb. 6.9: Ermittlung der kinetischen Parameter für die katalysierten Umsetzungen durch CoTR(A49D). 
Umsetzung von a) NADH (3MCH: 2 mM); b) 3MCH (NADH: 0,7 mM); c) NADPH (3MCH: 5 mM); d) 3MCH 
(NADPH: 0,8 mM); e) (R)-WMK (NADH: 0,7 mM); f) (R)-HPK (NADH: 0,7 mM); g) (S)-WMK (NADH: 
0,7 mM). Alle Kinetiken geplottet nach Michaelis und Menten, Ausnahme b) geplottet entsprechend einer un-
kompetitiven Substratinhibition. Messung bei pH 5,0 (CPP), 30 °C. Photometrische Messung der Absorptions-
änderung von NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus vier Wiederholungen mit vier 
technischen Replikaten (n = 4). 
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Abb. 6.10: Ermittlung der kinetischen Parameter für die katalysierten Umsetzungen durch CoTR(S27A,-
A49D). Umsetzung von a) NADH (3MCH: 0,5 mM); b) 3MCH (NADH: 0,7 mM); c) NADPH (3MCH: 5 mM); 
d) 3MCH (NADPH: 0,8 mM); e) (R)-WMK (NADH: 0,7 mM); f) (R)-HPK (NADH: 0,7 mM); g) (S)-WMK 
(NADH: 0,7 mM). Alle Kinetiken geplottet nach Michaelis und Menten, Ausnahme b) geplottet entsprechend 
einer unkompetitiven Substratinhibition. Messung bei pH 5,0 (CPP), 30 °C. Photometrische Messung der Ab-
sorptionsänderung von NAD(P)H bei 340 nm. Mittelwert und Standardabweichung aus vier Wiederholungen mit 
vier technischen Replikaten (n = 4). 
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6.3.6 Sequenzalignment der relevanten Proteine 

 

Abb. 6.11: Multiples Sequenzalignment (EMBL-EBI/Clustal Omega) der Tropinonreduktasen I und II 
aus D. stramonium (DsTRI und DsTRII) mit der Tropinonreduktase aus C. officinalis (CoTR) und den 
Tropinonreduktase-ähnlichen SDR aus A. thaliana (At2g29350, At2g29360 und At2g29330). Grau: Glycin-
reiches Motiv der klassischen SDR; gelb: Motiv zur Stabilisierung des zentralen -Faltblattes; grün: basische 
Aminosäuren für die NADP(H)-Bindung; pink: saure Aminosäure für die NAD(H)-Bindung; dunkelblau: 
konserviertes Aspartat zur Stabilisierung des Dinukleotid-Adenosins; hellblau: katalytische Tetrade; rot: Gap-
Bereich in der substratbindenden C-terminalen Sequenzen von CoTR und der TRL im Vergleich zu TRI und 
TRII. 

 

 

 

 

 

 

DsTRI          MEESKVSMMNCNNEGRWSLKGTTALVTGGSKGIGYAIVEELAGLGARVYTCSRNEKELDE  60 

DsTRII         ------------MAGRWNLEGCTALVTGGSRGIGYGIVEELASLGASVYTCSRNQKELND  48 

CoTR           MA---NLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQE  57 

At2g29350      MA----KEGGLGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGAKVHTCARDETQLQE  56 

At2g29360      MA---KTGESLRDKPRWSLVGMTALVTGGSKGIGEAVVEELATLGARIHTCARDETQLQE  57 

At2g29330      ------------MDKRWSLQGLTALVTGGASGIGHAIVEELAGFGAKIHVCDISKTLLNQ  48 

                              **.* * *******: *** .:***** :** ::.*  .:. *:: 

 

DsTRI          CLEIWREKGLNVEGSVCDLLSRTERDKLMQTVAHVFDGKLNILVNNAGVVIHKEAKDFTE  120 

DsTRII         CLTQWRSKGFKVEASVCDLSSRSERQELMNTVANHFHGKLNILVNNAGIVIYKEAKDYTV  108 

CoTR           SLREWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQREKLMETVSSLFQGKLNILVNNAGTCITKPTIDYTS  117 

At2g29350      RLREWQAKGFQVTTSVCDVSSRDQRVKLMETVSSLYQGKLNILVNNVGTSIFKPTTEYTA  116 

At2g29360      SLRKWQAKGFQVTTSVCDVSSRDKREKLMETVSTIFEGKLNILVNNVGTCIVKPTLQHTA  117 

At2g29330      SLSEWEKKGFQVSGSVCDASNRLERETLMQTVTTIFDGKLNILVNNVGTIRTKPTIEYEA  108 

                *  *. **::*  ****  .* :*  **:**:  :.*********.*    * : :.   

 

DsTRI          KDYNIIMGTNFEAAYHLSQIAYPLLKASQNGNVIFLSSIAGFSALPSVSLYSASKGAINQ  180 

DsTRII         EDYSLIMSINFEAAYHLSVLAHPFLKASERGNVVFISSVSGALAVPYEAVYGATKGAMDQ  168 

CoTR           EDFSFLMSTNLESSFHLSQLAHPLLKSSGLGSIVLISSVASVVHVNVGSIYGATKGAMNQ  177 

At2g29350      EDFSFVMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGSIVLISSAAGVVHVNVGSIYGATKGAMNQ  176 

At2g29360      EDFSFTMATNLESAFHLSQLAHPLLKASGSGSIVLISSVSGVVHVNGASIYGVSKGAMNQ  177 

At2g29330      EDFSFLISTNLESAYHLSQLSHPLLKASGNGIITFISSAAGIVSFDAASIYGLTKGALNQ  168 

               :*:.: :. *:*:::*** :::*:**:*  * : ::** :.   .   ::*. :***::* 

 

DsTRI          MTKSLACEWAKDNIRVNSVAPGVILTPLVETAIKKNPHQKEEIDNFIVKTPMGRAGKPQE  240 

DsTRII         LTRCLAFEWAKDNIRVNGVGPGVIATSLVEMTIQ-DPEQKENLNKLIDRCALRRMGEPKE  227 

CoTR           LARNLACEWASDSIKVNSVCPGFISTPLASNYFRNEEFK----KEVENIIPTGRVGEANE  233 

At2g29350      LARNLACEWASDNIRTNSVCPWYITTPLSNDFF-DEEFK----KEAVRTTPMGRVGEANE  231 

At2g29360      LGRNLACEWASDNIRTNSVCPWFIETPLVTESLSNEEFR----KEVESRPPMGRVGEVNE  233 

At2g29330      LARNLACEWAKDGIRANAVAPNFITTALAKPFLEDAGFN----EILSSRTPLGRAGEPRE  224 

               : : ** ***.* *:.*.* *  * * *    :     .    .         * *: .* 

 

DsTRI          VSALIAFLCFPAASYITGQIIWADGGFTANGGF------- 273 

DsTRII         LAAMVAFLCFPAASYVTGQIIYVDGGLMANCGF------- 260 

CoTR           VSSLVAYLCLPAASYVTGQTICVDGGFSVNGFTFKSLPLR 273 

At2g29350      VSPLVAFLCLPSASYITGQTICVDGGATVNGFSFKTMP-- 269 

At2g29360      VSSLVAFLCLPAASYITGQTICVDGGFTVNGFSFKPLP-- 271 

At2g29330      VASLVAFLCLPAASYITGQTICVDGGLTVNGFSYQP---- 260 

               :: ::*:**:*:***:*** * .***  .*           
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6.3.7 Homologiemodelle 

 

Abb. 6.12: Homologiemodelle von J. FISCHER (2015). Template Kristallstruktur von DsTRII (PDB-Code: 
1IPF). a) At2g29350 mit NADPH (orange) und Menthon (pink), katalytische Tetrade (hellblau: S154, Y167, 
K171, N126), basische Aminosäuren für die Bindung von NADPH (grün: K27, R49); b) At2g29330 mit NADH 
(orange) und 1,4-Cyclohexadion (pink), katalytische Tetrade (hellblau: S146, Y159, K163, N118), saure Amino-
säure für die Bindung von NADH (grün: D40); c) CoTR mit NADPH (orange), katalytische Tetrade (hellblau: 
S155, Y168, K172, N127), basische Aminosäuren für die Bindung von NADPH (grün: K28, R50). 
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Abb. 6.13: Sequenz- und Strukturalignment der Cosubstratbinderegionen von CoTR und At2g29330. 
Zusätzlich N-terminale Sequenzen von At2g29350 und At2g29360. Dunkelgrau: CoTR; hellgrau: At2g29330; 
orange: NADPH; gelb: NADH. Relevante Aminosäuren werden als Sticks und für die Übersichtlickeit ohne 
Hauptkette dargestellt; pink: saure Aminosäure am Ende des zweiten β-Faltblattes (βB) von At2g29330; hell-
blau: Serin im Glycin-reichen Motiv von CoTR; grün: basische Aminosäuren von CoTR im Glycin-reichen Mo-
tiv und nach dem zweiten β-Faltblatt (βB). Im Alignment grau: Glycin-reiches Motiv. Homologiemodelle, Fi-
scher, 2015.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

At2g29350    MA-KEGGLGENSRWSLGGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGAKVHTCARDETQLQERLR  59 

At2g29360    MAKTGESLRDKPRWSLVGMTALVTGGSKGIGEAVVEELATLGARIHTCARDETQLQESLR  60 

At2g29330    ---------MDKRWSLQGLTALVTGGASGIGHAIVEELAGFGAKIHVCDISKTLLNQSLS  51 

CoTR         MANLRESSRDKSRWSLEGMTALVTGGSKGIGEAVVEELAMLGARVHTCARDETQLQESLR  60 

                       . **** *:*******:.***.*:***** :**::*.*  .:* *:: *  
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6.3.8 Kristallstruktur von CoTR  

Tab. 6.19: Statistik der Datensammlung und der Strukturverfeinerung für die Kristallstrukturen A und B 
von CoTR. Datenwerte aus der Datenprozessierung für die äußere Auflösungsschale sind in Klammern angege-
ben. 

 CoTR Kristallform A CoTR Kristallform B 
Datenprozessierung   

Strahlenquelle 
 

Wellenlänge (Å) 

Auflösungsbereich (Å) 

Raumgruppe 

a ; b ; c (Å) 

, ,  (°)
Rmeas (%) 

Vollständigkeit (%) 

Multiplizität 

<I/σ(I)> 

Wilson B-Faktor (Å²) 

Drehanode 
 Rigaku MM007 

1.5418 

29,1-1,77 (1,80-1,77) 

P21212 

118,0; 77,9; 116,3 

90; 90; 90 

7,8 (75,1) 

92,4 (81,2) 

3,4 (1,1) 

11,0 (1,1) 

14,4 

Synchrotron 
BESSY BL14.1 

0.9184 

46,7-1,44 (1,53-1,44) 

C2 

74,6; 116,0; 118,1 

90,0; 103,0; 90,0 

7,6 (70,7) 

98,2 (79,3) 

3,6 

12,1 (1,9) 

21,3 

Strukturverfeinerung   

Anzahl Reflexe (working set/test set) 186418/9105 172196/2100 

Rwork (%)B 18,4 15,3 

Rfree (%)c 22,8 17,8 

Anzahl Atome   

   Protein 7707 7797 

   Kofaktor 192 192 

   Wasser 785 584 

Mittlere B-Faktoren (Å²)   

   Protein 21,1 20,1 

   Kofaktor 18,6 18,1 

   Wasser  32,7 

Abweichung von Idealwerten (RMSD) 

   Bindungslängen (Å) 0,007 0,007 

   Bindungswinkel (°) 1,07 1,005 

Ramachandran-Analyse (Molprobity)   

   in bevorzugten Bereichen (%) 97,6 98,0 

   in noch erlaubten Bereichen (%) 2,2 2,0 

   in nicht-erlaubten Bereichen (%) 0,2 0,0 
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Abb. 6.14: Vergleich der Tetramere A/A/B/B und C/D/C/D der Kristallstrukturen A (a-b) und B (c-d). 
Grün: Kette A; hellblau: Kette B; pink: Kette C; gelb: Kette D. (sym) = Kette aus benachbarter asymmetrischer 
Einheit. Rot umrandet: Bereiche, die sich zwischen den Tetrameren unterscheidet.  
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Tab. 6.20: Weitere Interaktionsflächen innerhalb und zwischen den asymmetrischen Einheiten, welche 
nicht an der Ausbildung der Quartärstruktur beteiligt sind (Kristallkontakte, KK). Analysiert mit PDBe-
PISA/ EMBL-EBI. (sym) = Kette aus benachbarter asymmetrischer Einheit. 

KK Ketten Aminosäuren  Bindungen Fläche [Å2] 
Kristallstruktur A     

1.  A B(sym) Q63 R211 Polare Kontakte 80,8 

2. D A(sym) Q94, S91, T88, 
V69, T71, E87 

V69, T71, T88, 
Q94, S91, K84, 
Q63 

Polare Kontakte, 
Salzbrücken 

483,6 

3. C B T88, T71, V69, 
Q63, T53, R60, 
E52, Q56, L92 

T88, T71, V69, 
Q63, T53, R60, 
Q56, L92 

Polare Kontakte 777,2 

       

Kristallstruktur B     

1. D A R79 E213 Polare Kontakte, 
Salzbrücken 

54,0 

2. C B R211 G146, S190 Polare Kontakte 67,7 

3. C A D114, E118 K216, K217 Polare Kontakte, 
Salzbrücken 

99,4 

4. A B(sym) R211 E52 Polare Kontakte, 
Salzbrücken 

45,1 

5. D B(sym) Q94, S91, K84, 
T88, Q63, V69 

V69, T71, E87, 
T88, Q94, Q63 

Polare Kontakte, 
Salzbrücken 

495,4 

6. C A(sym) T88, Q63, T53, 
R60, E52, Q56, 
V69, L92 

E52, T53, Q63, 
V69, T88, L92, 
V73, T71, R60 

Polare Kontakte 830,1 
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Abb. 6.15: Kristallkontakte KK 1. bis KK 3. (vergl. Tab. 6.20) in Kristallstruktur A. Dargestellt fünf 
benachbarte asymmetrische Einheiten. Zentrale asymmetrische Einheit (hellgrün: Kette A; hellblau: Kette B; 
pink: Kette C; gelb: Kette D) befindet sich auf einer Ebene mit den grau dargestellten asymmetrischen Einheiten, 
die an der Ausbildung der Tetramere beteiligt sind. Die weiteren asymmetrischen Einheiten tragen nicht zur 
Ausbildung der Quartärstruktur bei. Der Kontakt KK. 3. wird innerhalb der zentralen asymmetrischen Einheit 
gebildet. Zu der weiteren asymmetrischen Einheiten in derselben Ebene (pastellgrün: Kette A; pastellblau: Kette 
B; rosa: Kette C; pastellgelb: Kette D) bildet die zentrale asymmetrischen Einheit den Kontakt KK 2. und zu der 
unterhalb der Ebene liegenden asymmetrischen Einheit (dunkelgrün: Kette A; dunkelblau: Kette B; rot: Kette C; 
orange: Kette D) den Kontakt KK 1. 
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Abb. 6.16: Kristallkontakte KK 1. bis KK 6. (vergl. Tab. 6.20) in Kristallstruktur B. Dargestellt fünf 
benachbarte asymmetrische Einheiten. Zentrale asymmetrische Einheit (hellgrün: Kette A; hellblau: Kette B; 
pink: Kette C; gelb: Kette D) befindet sich auf einer Ebene mit den grau dargestellten asymmetrischen Einheiten, 
die an der Ausbildung der Tetramere beteiligt sind. Die asymmetrischen Einheiten über bzw. unter der zentralen 
asymmetrischen Einheit liegen nicht in derselben Ebene und tragen nicht zur Quartärstruktur bei. Die Kontakte 
KK 1. bis KK. 3 werden innerhalb der zentralen asymmetrischen Einheit gebildet. KK 4. und KK 5. werden von 
der zentralen asymmetrischen Einheit zu der darüberliegenden asymmetrischen Einheit (pastellgrün: Kette A; 
pastellblau: Kette B; rosa: Kette C; pastellgelb: Kette D) und KK 6. zu der darunterliegenden asymmetrischen 
Einheit (dunkelgrün: Kette A; dunkelblau: Kette B; rot: Kette C; orange: Kette D) gebildet.  
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Abb. 6.17: Strukturalignment der Ketten A-D der Kristallstrukturen A und B. a-c) Struktur A: Ketten B-D 
auf Kette A; d-e) Struktur B: Ketten B-D auf Kette A. Grün: Kette A; hellblau: Kette B; pink: Kette C; gelb: 
Kette D. Rot umrandet: Bereich αC/βC/αD, der sich innerhalb der Monomere teilweise unterscheidet.  
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Abb. 6.18: Strukturalignment der Ketten A-D der Kristallstruktur A auf Kette A der Kristallstruktur B. 
Grün: Kette A (Struktur B); grau: Kette A (Struktur A); hellblau: Kette B; pink: Kette C; gelb: Kette D. Rot 
umrandet: Bereiche, die teilweise zwischen den Strukturen abweichen. Großer Kreis: Bereich αC/βC/αD; kleiner 
Kreis: βG, Unterschied im Bereich von Q252. 
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Tab. 6.21: RMSD-Werte zwischen den Ketten A-D innerhalb und zwischen den beiden Kristallstrukturen 
A und B. Werte wurden mit Pymol ermittelt. Anzahl der Aminosäuren gibt an wie viele Aminosäuren nach drei 
Berechnungszyklen für den RMSD-Wert aufeinander abgebildet wurden. 

Struktur 1/Kette Struktur 2/Kette RMSD-Wert Anzahl der Aminosäuren 

Struktur A/Kette B Struktur A/Kette A 0,205 1727 

Struktur A/Kette C Struktur A/Kette A 0,185 1755 

Struktur A/Kette D Struktur A/Kette A 0,193 1725 

Struktur A/Kette C Struktur A/Kette B 0,176 1752 

Struktur A/Kette D Struktur A/Kette B 0,194 1792 

Struktur A/Kette D Struktur A/Kette C 0,202 1759 

    

Struktur B/Kette B Struktur B/Kette A 0,173 1721 

Struktur B/Kette C Struktur B/Kette A 0,134 1737 

Struktur B/Kette D Struktur B/Kette A 0,164 1763 

Struktur B/Kette C Struktur B/Kette B 0,152 1761 

Struktur B/Kette D Struktur B/Kette B 0,117 1728 

Struktur B/Kette D Struktur B/Kette C 0,172 1738 

    

Struktur A/Kette A Struktur B/Kette A 0,268 1695 

Struktur A/Kette B Struktur B/Kette A 0,182 1732 

Struktur A/Kette C Struktur B/Kette A 0,220 1738 

Struktur A/Kette D Struktur B/Kette A 0,230 1709 

    

Struktur A/Kette A Struktur B/Kette B 0,189 1747 

Struktur A/Kette B Struktur B/Kette B 0,214 1718 

Struktur A/Kette C Struktur B/Kette B 0,202 1733 

Struktur A/Kette D Struktur B/Kette B 0,185 1765 

    

Struktur A/Kette A Struktur B/Kette C 0,246 1700 

Struktur A/Kette B Struktur B/Kette C 0,183 1740 

Struktur A/Kette C Struktur B/Kette C 0,179 1748 

Struktur A/Kette D Struktur B/Kette C 0,250 1714 

    

Struktur A/Kette A Struktur B/Kette D 0,229 1738 

Struktur A/Kette B Struktur B/Kette D 0,214 1722 

Struktur A/Kette C Struktur B/Kette D 0,213 1726 

Struktur A/Kette D Struktur B/Kette D 0,160 1752 
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Abb. 6.19: Kristallkontakte (KK) in den Strukturen A und B. Struktur A: a) KK 2., b) KK 3.; Struktur B: c) 
KK 5., d) KK 6.. Der Bereich αC/βC/αD der einen Kette interagiert mit dem entsprechenden Bereich der anderen 
Kette. Dabei sind die Wechselwirkungen verschieden ausgeprägt (vergl. Tab. 6.20). In c) ist zusätzlich KK 4. 
zwischen αC und αG´ abgebildet. Grün: Kette A; hellblau: Kette B; pink: Kette C; gelb: Kette D. Rot gestrichelt: 
Wasserstoffbrücken. 

6.4 Diskussion 

Tab. 6.22: NADH-abhängige klassische SDR aus den Reichen der Pflanzen, Tiere und Bakterien. 

Enzym Abkürzung Organismus Literatur Uniprot 
Pflanzen 

Xanthoxin Dehydro-
genase 

ABA2 Arabidopsis 

thaliana 

González-Guzmán et 
al., 2002 

Q9C826 

(-)-trans-Isopiperitenol 

Dehydrogenase  

ISPD Mentha piperita Ringer et al., 2005 Q5C9I9 

Zerumbon -Synthase ZSD1 Zingiber zerum-

bet 

Okamoto et al., 2011 F1SWA0 

Tiere     

17β-Hydroxysteroid 
Dehydrogenase 8 

HSD17B8 Homo sapiens PDB-Code: 2PD6 
(Turnbull et al., 2007) 

Q92506 

17β-Hydroxysteroid 
Dehydrogenase 10 

17HSD10 
(17bHSD10) 

Homo sapiens Shafqat et al., 2003 Q99714 

 

 

http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Turnbull,%20A.P.
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Fortsetzung Tab. 6.22 
Enzym Abkürzung Organismus Literatur Uniprot 
15-Hydroxyprostaglandin 
Dehydrogenase 

15-PGDH Homo sapiens Ensor et al., 1991 

 

P15428 

R--Hydroxybutyrat 

Dehydrogenase 

DHRS6 Homo sapiens Guo et al., 2006 Q9BUT1 

17-Hydroxysteroid De-
hydrogenase 8 

Ke 6 Mus musculus Fomitcheva et al., 
1998 

P50171 

3-Hydroxyacyl-CoA De-
hydrogenase Typ2/ Amy-
loid- bindende 

Alkoholdehydrogenase 

rHADH II/ 
ABAD 

Rattus norvegi-

cus 

Powell et al., 2000 O70351 

Alkoholdehydrogenase ADH Drosophila mel-

anogaster 

Chen et al., 1990 P00334 

Bakterien 

3-Hydroxysteroid De-
hydrogenase 

HSD 28 Comamonas 

testosteroni 

Oppermann et al., 
1996 

P80702 

3/17-Hydroxysteroid 
Dehydrogenase 

3/17-HSD 
(3b/17b-HSD) 

Comamonas 

testosteroni 

Filling et al., 2002 P19871 

L-2,3-Butandiol Dehy-
drogenase 

L-BDH Corynebacterium 

glutamicum 

Takusagawa et al., 
2001 

Q9ZNN8 

Carveol Dehydrogenase CDH Rhodococcus 

erythropolis 

van der Werf et al., 
1999 

Q9RA05 

Sorbitol Dehydrogenase SDH Rhodobacter 

sphaeroides 

Schauder et al., 1995 Q59787 

Galactitol 2-
dehydrogenase 

GatDH Rhodobacter 

sphaeroides 

Carius et al., 2010 C0KTJ6 

2,3-Butandiol Dehydro-
genase 

meso-BDH Klebsiella  

pneumoniae  
Otagiri et al., 2001 Q48436 

3/20-Hydroxysteroid 
Dehydrogenase 

3/20-HSD 
(3a/20b-HSD) 

Streptomyces 

exfoliatus 

Ghosh et al., 1991 P19992 

2-Dehydro-3-deoxy-D-
gluconat 5-
Dehydrogenase 

KduD Escherichia coli Tubeleviciute et al., 
2014 

P37769 

7-Hydroxysteroid Dehy-
drogenase 

7-HSDH   
(7b-HSDH) 

Escherichia coli Yoshimoto et al., 1991 P0AET8 
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6.5 Analytik der Referenzen 

(R/S)-Hajos-Parrish-Keton:  

Rf = 0,46 (100% EtOAc, UV/KMnO4); tret = 33,66 min, Hauptfragmente (EI): 51, 65, 79, 

94, 107, 122, 136, 164. 

Derivate ausgehend vom Hajos-Parrish-Keton: 

 

Rf = 0,30 (100% EtOAc, UV/KMnO4 sehr schwach); tret = 42,66 min, Hauptfragmente (EI): 

53, 67, 79, 91, 109, 123, 138, 166; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,78 

(s, 1H, 9-H), 3,85 (dd, J = 7.6, 10.3 Hz, 1H, 5-H), 2,66-2,75 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 2,35-

2,57 (m, 3H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 2,08-2,18 (m, 2H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 1,74-1,87 (m, 2H, 2-

H/3-H/6-H/7-H), 1,14 (s, 3H, 10-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) 

δ = 199,3 (s, 1-C), 175,1 (s, 8-C), 123,6 (d, 9-C), 80,8 (d, 5-C), 45,3 (s, 4-C), 34,3 (t, 2-C/3-

C/6-C/7-C), 33,4 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 29,3 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 26,6 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 

15,2 (q, 10-C) ppm. 

 

Daten von (4R,5S)-1 im Produktgemisch mit (4R,5R)-1 aus der Umsetzung von (R)-HPK mit 

CoTR (vergl. S. 85). 

Rf = 0,30 (100% EtOAc, UV/KMnO4 sehr schwach); tret = 43,10 min, Hauptfragmente (EI): 

53, 67, 79, 91, 109, 123, 138, 166; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,90 

(s, 1H, 9-H), 3,98 (d, J = 4.3 Hz, 1H, 5-H), 2,66-2,75* (m, 2H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 2,35-2,57* 

(m, 3H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 2,22-2,33 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 1,74-1,87* (m, 2H, 2-H/3-

H/6-H/7-H), 1,13 (s, 3H, 10-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 

199,4 (s, 1-C,), 176,4 (s, 8-C), 123,5 (d, 9-C), 79,7 (d, 5-C), 48,0 (s, 4-C), 33,2 (t, 2-C/3-C/6-

C/7-C), 31,4 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 28,3 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 28,1 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 21,6 
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(q, 10-C) ppm. (*) Überlagerter ppm-Bereich der CH2-Gruppen von (4R,5S)-1 mit (4R,5R)-1, 

Werte konnten nicht abgegrenzt werden. 

Für Produktgemisch: HRMS (ESI): berechnet für C10H15O2
+: 167,1067 [M + H]+, gefunden 

167,1066 [M + H]+. 

 

Rf = 0,48 (100% EtOAc, UV/KMnO4); tret = 46,50 min, Hauptfragmente (EI): 53, 65, 79, 

86, 93, 99, 107, 121, 138, 151, 165, 208; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ = 

5,81 (s, 1H, 9-H), 3,89-4,00 (m, 4H, 11-H, 12-H), 2,14-2,73 (m, 6H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 1,89-

1,95 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 1,59-1,64 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H), 1,27 (s, 3H, 10-H) 

ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 199,0 (s, 1-C), 174,3 (s, 5-C), 

123,3 (d, 9-C), 117,6 (s, 8-C), 65,9 (t, 11-C/12-C), 65,0 (t, 11-C/12-C), 47,8 (s, 4-C), 33,2 (t, 

2-C/3-C/6-C/7-C), 31,8 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 26,9 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C), 26,6 (t, 2-C/3-C/6-

C/7-C), 20,2 (q, 10-C) ppm; HRMS (ESI): berechnet für C12H17O3
+: 209,1172 [M + H]+, 

gefunden 209,1172 [M + H]+. 

 

Hauptprodukt (4S)-9: 

Rf = 0,42 (100% EtOAc, KMnO4); tret = 44,65 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 73, 77, 

86, 91, 105, 120, 133, 154, 177, 192, 210; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ 

= 5,41-5,44 (m, 1H, 9-H), 4,30-4,34 (m, 1H, 1-H), 3,84-3,96 (m, 4H, 11-H, 12-H), 2,44-2,53 

(m, 1H, 7a-H), 2,21-2,31 (m, 1H, 7b-H), 2,03-3,12 (m, 2H, 2a-H, 6a-H), 1,79-1,91 (m, 2H, 

6b-H, 3a-H), 1,51-1,61 (m, 1H, 2b-H), 1,33-1,38 (m, 1H, 3b-H) 1,16 (s, 3H, 10-H) ppm; 13
C-

NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 148,3 (s, 5-C), 123,0 (d, 9-C), 118,1 (s, 8-

C), 68,5 (d, 1-C), 65,7 (t, 11-C/12-C), 64,8 (t, 11-C/12-C), 46,6 (s, 4-C), 32,1 (t, 7-C), 29,7 (t, 
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2-C), 26,8 (t, 3-C), 25,4 (t, 6-C), 21,8 (q, 10-C) ppm; HRMS (ESI): berechnet für C12H19O3
+: 

211,1329 [M + H]+, gefunden 211,1326 [M + H]+. 

Nebenprodukt (4S)-9: 

Rf = 0,34 (100% EtOAc, KMnO4 sehr schwach); tret = 43,90 min, Hauptfragmente (EI): 55, 

65, 73, 77, 86, 91, 105, 120, 131, 154, 177, 192, 210; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 

7,26 ppm) δ = 5,54-5,58 (m, 1H, 9-H), 4,06-4,12 (m, 1H, 1-H), 3,88-3,98 (m, 4H, 11-H, 12-

H), 1,07 (s, 3H, 10-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 121,0 (s, 

9-C), 65,7 (t, 11-C/12-C), 64,9 (t, 11-C/12-C), 64,1 (q, 10-H) ppm. Die NMR-Daten können 

nicht vollständig angegeben werden, da das Produkt in einem Verhältnis von 1:1,9 mit dem 

Produkt HP (4S)-5 vorliegt und die NMR-Spektren zudem undefinierte Nebenprodukte im 

Bereich der CH2-Gruppen aufweisen. HRMS (ESI): berechnet für C12H19O3
+: 211,1329 [M + 

H]+, gefunden 211,1327 [M + H]+. 

 

Produktgemisch P1 (4S)-3 und P2 (4S)-3: 

Rf = 0,39 (100% EtOAc, KMnO4); tret (P1) = 29,68 min, Hauptfragmente (EI): 53, 67, 79, 

91, 105, 110, 123, 148, 166; tret (P2) = 29,40 min, Hauptfragmente (EI): 53, 67, 79, 91, 105, 

110, 123, 148, 166; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ = 5,71 (s, 1H, 9-H 

(P1)), 5,61 (s, 1H, 9-H (P2)), 4,26-4,31 (m, 1H, 1-H (P2)), 4,19-4,24 (m, 1H, 1-H (P1)), 2,66-

2,78 (m, 2H, 7a-H (P1, P2)), 2,48-2,62 (m, 4H, 6a-H (P1, P2), 7b-H (P1, P2)), 2,19-2,33 (m, 

2H, 6b-H (P1, P2)), 2,09-2,15 (m, 1H, 2a-H (P2)), 1,78-1,94 (m, 3H, 2a-H (P1), 3a,b-H (P2)), 

1,44-1,69 (m, 4H, 2b-H (P1, P2), 3a,b-H (P1)), 1,19 (s, 3H, 10-H (P2)), 1,10 (s, 3H, 10-H 

(P1)) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 219,5 (s, 5-C (P2)), 219,3 

(s, 5-C (P1)), 146,8 (s, 8-C (P2)), 145,9 (s, 8-C (P1)), 124,3 (d, 9-C (P2)), 122,3 (d, 9-C (P1)), 

68,1 (d, 1-C (P2)), 63,7 (d, 1-C (P1)), 48,2 (s, 4-C (P2)), 48,1 (s, 4-C (P1)), 36,8 (t, 6-C (P1)), 

36,6 (t, 6-C (P2)), 29,5 (t, 2-C (P2)), 29,0 (t, 2-C (P1)), 27,6 (t, 3-C (P2)), 26,9 (t, 7-C (P2)), 

26,6 (t, 7-C (P1)), 23,8 (t, 3-C (P1)), 21,9 (q, 10-C (P2)), 20,8 (q, 10-C (P1)) ppm; HRMS 

(ESI): berechnet für C10H15O2
+: 167,1067 [M + H]+, gefunden 167,1066  [M + H]+. 
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Hauptprodukt (4S)-5: 

Rf = 0,34 (100% EtOAc, KMnO4); tret = 35,04 min, Hauptfragmente (EI): 55, 67, 79, 91, 

109, 117, 135, 150, 168; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,36-5,39 (m, 

1H, 9-H), 4,23-4,30 (m, 1H, 1-H), 3,63 (dd, J = 7.8, 9.9 Hz, 1H, 5-H), 2,43-2,52 (m, 1H, 3a-

H), 2,11-2,18 (m, 1H, 3b-H), 2,01-2,09 (m, 2H, 2a-H, 6a-H), 1,80 (dt, J = 3.5, 12.9 Hz, 1H, 

7a-H), 1,53-1,78 (m, 2H, 2b-H, 6b-H), 1,30-1,38 (m, 1H, 7b-H), 1,02 (s, 3H, 10-H) ppm; 13
C-

NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 148,8 (s, 8-C), 123,3 (d, 9-C), 81,6 (d, 

5-C), 68,7 (d, 1-C), 43,9 (s, 4-C), 34,0 (t, 7-C), 29,7 (t, 2-C/6-C), 29,4 (t, 2-C/6-C), 25,6 (t, 3-

C), 16,6 (q, 10-C) ppm; HRMS (ESI): berechnet für C10H17O2
+: 169,1223 [M + H]+, 

gefunden 169,1223 [M + H]+. 

Nebenprodukt (4S)-5: 

Rf = 0,24 (100% EtOAc, KMnO4); tret = 33,98 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 79, 91, 

106, 121, 135, 150; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,49-5,53 (m, 1H, 9-

H), 4,13-4,18 (m, 1H, 1-H), 3,69-3,73 (m, 1H, 5-H), 0,93 (s, 3H, 10-H) ppm; 13
C-NMR 

(100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 150,0 (s, 8-C), 121,3 (d, 9-C), 81,9 (d, 5-C), 64,1 

(d, 1-C), 43,8 (s, 4-C), 15,4 (q, 10-C) ppm. Die NMR-Daten können nicht vollständig ange-

geben werden, da die NMR-Spektren undefinierte Nebenprodukte aufweisen, welche den 

Bereich der CH2-Gruppen überlagern. HRMS (ESI): berechnet für C10H17O2
+: 169,1223 [M + 

H]+, gefunden 169,1221 [M + H]+. 

 

(R/S)-Wieland-Miescher-Keton: 

Rf = 0,47 (100% EtOAc, UV/KMnO4); tret = 16,77 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 79, 

93, 108, 121, 136, 150, 160, 178. 

 

 



6 Anhang 

190 
 

Derivate ausgehend vom Wieland-Miescher Keton: 

 

Rf = 0,35 (100% EtOAc, UV/KMnO4); tret = 20,45 min, Hauptfragmente (EI): 55, 67, 79, 

91, 109, 124, 137, 147, 180; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,79 (d, J = 

1.9 Hz, 1H, 10-H), 3,44 (dd, J = 4.3, 11.6 Hz, 1H, 5-H), 2,37-2,45 (m, 2H, 2-H/3-H/6-H/7-

H/8-H), 2,30-2,36 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 2,16-2,24 (m, 2H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 

1,81-1,93 (m, 3H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,66-1,76 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,36-

1,48 (m, 1H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,20 (s, 3H, 11-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, 

CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 199,6 (s, 1-C), 168,3 (s, 9-C), 125,7 (d, 10-C), 78,5 (d, 5-C), 41,7 (s, 

4-C), 34,4 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 33,9 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 32,2 (t, 2-C/3-C/6-C/7-

C/8-C), 30,5 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 23,3 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 15,4 (q, 11-C) ppm.  

 

Daten von (4S,5R)-2 im Produktgemisch mit (4S,5S)-2 und (1S,4S,5S)-6 aus der Umsetzung 

von (S)-WMK mit CoTR (vergl. S. 85). 

Rf = 0,35 (100% EtOAc, UV/KMnO4); tret = 20,98 min, Hauptfragmente (EI): 55, 67, 79, 

91, 109, 124, 137, 147, 180; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,87 (d, J = 

2.0 Hz, 1H, 10-H), 3,64-3,66 (m, 1H, 5-H), 1,20 (s, 3H, 11-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, 

CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 199,5 (s, 1-C), 167,6 (s, 9-C), 127,2 (d, 10-C), 75,5 (d, 5-C), 

41,1 (s, 4-C), 15,4 (q, 11-C) ppm. Durch die Überlagerung im ppm-Bereich der CH2-Gruppen 

von (4S,5R)-2 mit (4S,5S)-1 und (1S,4S,5S)-6 können keine eindeutigen Werte für die Signale 

der Wasserstoff- und Kohlenstoffatome angegeben werden. 

Für Produktgemisch: HRMS (ESI): berechnet für C11H17O2
+: 181,1223 [M + H]+, gefunden 

181,1224 [M + H]+. 
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Rf = 0,50 (100% EtOAc, UV/KMnO4); tret = 26,29 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 79, 

91, 99, 113, 222; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ = 5,81 (d, J = 2.0 Hz, 

1H, 10-H), 3,92-4,01 (m, 4H, 12-H, 13-H), 2,25-2,47 (m, 5H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,62-

1,93 (m, 5H, 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,35 (s, 3H, 11-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, 

CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 199,4 (s, 1-C), 167,8 (s, 5-C), 125,8 (d, 10-C), 112,5 (s, 9-C), 65,5 (t, 

12-C/13-C), 65,2 (t, 12-C/13-C), 45,2 (s, 4-C), 34,1 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 31,6 (t, 2-C/3-

C/6-C/7-C/8-C), 30,2 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 27,0 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C), 21,9 (t, 2-C/3-

C/6-C/7-C/8-C), 20,7 (q, 11-C) ppm; HRMS (ESI): berechnet für C13H19O3
+: 223,1329 [M + 

H]+, gefunden 223,1328 [M + H]+. 

 

Hauptprodukt (4S)-10: 

Rf = 0,44 (100% EtOAc, KMnO4); tret = 22,93 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 77, 87, 

91, 99, 105, 120, 206, 224; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ = 5,46 (m, 1H, 

10-H), 4,20-4,26 (m, 1H, 1-H), 3,89-3,99 (m, 4H, 12-H, 13-H), 2,21-2,30 (m, 1H, 3a-H), 

1,98-2,05 (m, 2H, 3b-H, 2a-H), 1,85-1,89 (m, 1H, 6-H/7-H/8-H), 1,78-1,83 (m, 1H, 6-H/7-

H/8-H), 1,61-1,72 (m, 3H, 6-H/7-H/8-H), 1,38-1,46 (m, 2H, 2b-H, 6-H/7-H/8-H), 1,25 (s, 3H, 

11-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 144,1 (s, 5-C), 126,4 (d, 

10-C), 113,1 (s, 9-C), 67,8 (d, 1-C), 65,4 (t, 12-C/13-C), 65,1 (t, 12-C/13-C), 44,2 (s, 4-C), 

30,9 (t, 3-C), 30,6 (t, 6-C/7-C/8-C), 29,5 (t, 2-C), 26,6 (t, 6-C/7-C/8-C), 23,1 (t, 6-C/7-C/8-C), 

22,3 (q, 11-C) ppm; HRMS (ESI): berechnet für C13H21O3
+: 225,1485 [M + H]+, gefunden 

225,1483 [M + H]+. 
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Nebenprodukt (4S)-10:  

Rf = 0,30 (100% EtOAc, KMnO4 sehr schwach); tret = 21,70 min, Hauptfragmente (EI): 55, 

65, 77, 87, 91, 99, 105, 120, 206, 224; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ = 

5,61-5,64 (m, 1H, 10-H), 4,01-4,04 (m, 1H, 1-H), 3,92-4,00 (m, 4H, 12-H, 13-H), 1,18 (s, 3H, 

11-H) ppm; 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 146,2 (s, 5-C), 124,1 (d, 

10-C), 113,2 (s, 9-C), 67,3 (t, 12-C/13-C), 65,2 (t, 12-C/13-C), 64,4 (d, 1-C), 44,2 (s, 4-C), 

21,7 (q, 11-C) ppm. Die NMR-Daten können nicht vollständig angegeben werden, da die 

NMR-Spektren undefinierte Nebenprodukte aufweisen, welche den Bereich der CH2-Gruppen 

überlagern. HRMS (ESI): berechnet für C13H21O3
+: 225,1485 [M + H]+, gefunden 225,1484 

[M + H]+. 

 

Produktgemisch P1 (4S)-4 und P2 (4S)-4: 

Rf = 0,42 (100% EtOAc, KMnO4); tret (P1) = 14,03 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 79, 

91, 105, 124, 137, 147, 162, 180; tret (P2) = 13,63 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 79, 91, 

105, 124, 137, 147, 162, 180; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ = 5,62-5,63 

(m, 1H, 10-H (P2)), 5,50-5,51 (m, 1H, 10-H (P1)), 4,13-4,18 (m, 1H, 1-H (P1)), 4,09-4,12 (m, 

1H, 1-H (P2)), 2,60-2,70 (m, 1H (P1), 1H (P2), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 2,50-2,59 (m, 1H 

(P1), 1H (P2), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 2,37-2,40 (m, 1H (P1), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 2,33-

2,36 (m, 1H (P2), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 2,24-2,27 (m, 1H (P1), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 

2,21-2,23 (m, 1H (P2), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 2,10-2,18 (m, 1H (P2), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-

H), 1,97-2,07 (m, 2-3H (P1), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,86-1,93 (m, 1H (P1), 2-H/3-H/6-H/7-

H/8-H), 1,77-1,83 (m, 1H (P2), 2-H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,44-1,72 (m, 2-3H, (P1), 4H (P2), 2-

H/3-H/6-H/7-H/8-H), 1,34 (s, 3H, 11-H (P1)), 1,27 (s, 3H, 11-H (P2)) ppm; 13
C-NMR (100 

MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 213,8 (s, 5-C (P1)), 213,2 (s, 5-C (P2)), 144,7 (s, 9-C 

(P2)), 143,4 (s, 9-C (P1)), 127,1 (d, 10-C (P1)), 125,6 (d, 10-C (P2)), 67,3 (d, 1-C (P1)), 64,7 

(d, 1-C (P2)), 50,7 (s, 4-C (P2)), 50,6 (s, 4-C (P1)), 38,3 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P1)), 38,1 

(t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P2)), 31,2 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P1)), 31,2 (t, 2-C/3-C/6-C/7-

C/8-C (P2)), 29,0 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P1)), 28,8 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P1)), 28,3 (t, 



6 Anhang 

193 
 

2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P2)), 26,2 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P2)), 25,3 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C 

(P2)), 25,1 (q, 11-C (P1)), 25,0 (t, 2-C/3-C/6-C/7-C/8-C (P2)), 24,6 (q, 11-C (P2)) ppm; 

HRMS (ESI): berechnet für C11H17O2
+: 181,1223 [M + H]+, gefunden 181,1221 [M + H]+. 

 

(1S,4S,5S)-6: 

Rf = 0,36 (100% EtOAc, KMnO4); tret = 15,75 min, Hauptfragmente (EI): 55, 67, 79, 91, 

105, 118, 131, 146, 164, 182; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,42 (s, 

1H, 10-H), 4,17-4,22 (m, 1H, 1-H), 3,27 (dd, J = 4.1, 11.6 Hz, 1H, 5-H), 2,10-2,19 (m, 1H, 

8a-H), 1,94-2,02 (m, 2H, 2a-H, 8b-H), 1,82-1,86 (m, 1H, 3a-H), 1,74-1,81 (m, 2H, 6a-H, 7a-

H), 1,54-1,58 (m, 1H, 6b-H), 1,44-1,49 (m, 2H, 2b-H, 3b-H), 1,28-1,34 (m, 1H, 7b-H), 1,07 

(s, 3H, 11-H) ppm. 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 144,9 (s, 9-C), 

126,1 (d, 10-C), 79,2 (d, 5-C), 67,8 (d, 1-C), 40,8 (s, 4-C), 33,6 (t, 3-C), 31,5 (t, 8-C), 30,9 (t, 

6-C), 29,0 (t, 2-C), 24,7 (t, 7-C), 16,9 (q, 11-C) ppm; HRMS (ESI): berechnet für C11H19O2
+: 

183,1380 [M + H]+, gefunden 183,1379 [M + H]+. 

(1R,4S,5S)-6: 

Rf = 0,26 (100% EtOAc, KMnO4); tret = 15,25 min, Hauptfragmente (EI): 55, 65, 79, 91, 

105, 118, 131, 146, 164; 1
H-NMR (400 MHz, CDCl3, CHCl3 = 7,26 ppm) δ =5,54-5,56 (s, 

1H, 10-H), 4,11-4,14 (m, 1H, 1-H), 3,37 (dd, J = 4.3, 11.6 Hz, 1H, 5-H), 1,00 (s, 3H, 11-H) 

ppm. 13
C-NMR (100 MHz, CDCl3, CDCl3 = 77.16 ppm) δ = 146,9 (s, 9-C), 124,0 (d, 10-C), 

78,6 (d, 5-C), 64,9 (d, 1-C), 40,8 (s, 4-C), 16,5 (q, 11-C) ppm. Die NMR-Daten können nicht 

vollständig angegeben werden, da die NMR-Spektren undefinierte Nebenprodukte aufweisen, 

welche den Bereich der CH2-Gruppen überlagern. HRMS (ESI): berechnet für C11H19O2
+: 

183,1380 [M + H]+, gefunden 183,1381 [M + H]+. 
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6.6 Spektrenanhang 

6.6.1 EI-Spektren 

3-Methylcyclohexanon/3-Methylcyclohexanol: 
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Hajos-Parrish-Keton und Derivate: 
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Wieland-Mischer-Keton und Derivate: 
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6.6.2 NMR-Spektren 

Derivate ausgehend vom Hajos-Parrish-Keton: 
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Derivate ausgehend vom Wieland-Miescher-Keton: 
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