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1.  E INLE I TUNG !

1.1. Biochemie!der!Flavonoide!
Flavonoide!bilden!eine!große!Gruppe!innerhalb!der!Sekundärmetabolite,!sie!werden!(bis!auf!wenige!
Ausnahmen[1T2])!natürlicherweise!nur!in!Pflanzen!synthetisiert.!Viele!Flavonoide!sind!farbig,!ihr!Name!
leitet!sich!deshalb!vom!lateinischen!Wort!flavus!(=gelb)!ab.[3T4]!
Flavonoide!erfüllen!vielfältige!Funktionen,! sie!helfen!der!Pflanze! in! ihrer!natürlichen!Umgebung! zu!
überleben!und!schützen!sie!vor!abiotischen!und!biotischen!Stressfaktoren[5],!die!auch!die!Regulation!
der!Flavonoidsynthese!beeinflussen!können.[6T7]!Es!scheint!jedoch,!dass!Flavonoide!nicht!essentiell!für!
das! (Über)Leben!der! Pflanze! sind,! da! sie! am!EnergieT! und!Primärstoffwechsel! nicht! direkt! beteiligt!
sind.[3,!8]!
Besonders! bekannt! ist! die! antioxidative! Wirkung! der! Flavonoide,! wodurch! sie! die! Pflanze! vor!
reaktiven! Sauerstoffspezies! schützen.[9]! Sie! können! den! Pflanzen! außerdem! einen! gewissen! UVT
Schutz!verleihen!und!so!bereits!die!Bildung!von!freien!Radikalen!verhindern.[9T11]!Flavonoide!sind!an!
der! Anpassung! der! Pflanze! an! Temperaturänderungen[12]! und! Wassermangel[11]! beteiligt,! einige!
Flavonoide!sind!verantwortlich!für!die!Blütenfärbung.[13]!Als!antimikrobielle!Verbindungen!(z.!T.!auch!
als! Phytoalexine)! bewahren! sie! die! Pflanze! vor! Krankheitserregern.[5]! Im! pflanzlichen! Stoffwechsel!
agieren! sie! als! Signalmoleküle,! potentielle! „Angriffspunkte“! auf! molekularer! Ebene! sind! z.! B.!
Transkriptionsfaktoren,!Kinasen,!ABCTTransporter!und!Aminopeptidasen.[8,!14]!
Die! meisten! Funktionen! von! Flavonoiden! in! Pflanzen! werden! bereits! im! nanoT! bis! mikromolaren!
Konzentrationsbereich!erfüllt,!folglich!sind!die!Flavonoidkonzentrationen!teilweise!relativ!gering.[3,!6]!
Vergleichsweise! hohe! Konzentrationen! an! Flavonoiden! finden! sich! beispielsweise! in! Zwiebeln,!
Grünkohl,!Wein,!Brokkoli,!Beeren,!Soja,!Tee,!Kakao!und! in!Zitrusfrüchten.[15]! In!der!Fruchtschale! ist!
der! Flavonoidgehalt! deutlich! höher! als! im! Fruchtfleisch.! Viele! Einflüsse,! die! die! Pflanze! bedrohen,!
kommen! vorrangig! von! außen,! wie! z.! B.! UVTLicht! oder! pathogene! Keime! –! die! Flavonoidsynthese!
wird! häufig! durch! Licht! oder!mikrobiellen! Befall! angeregt.[6T7]! Daher! erscheint! es! logisch,! dass! der!
Flavonoidgehalt! in! den! Außenbereichen! höher! ist,! um! der! Pflanze! den! entsprechenden! Schutz! zu!
bieten.[15]!
Die! Flavonoidgrundstruktur! besteht! aus! einem! Phenylbenzopyrangerüst.! Anhand! der! VerknüpfT
ungsstelle! des! aromatischen! Rings! (Ring! B)! am! Benzopyran! unterteilen! sich! die! Flavonoide! in! drei!
Gruppen:!die!Flavonoide!im!engeren!Sinne!(Grundstruktur!Flavan),!die!Neoflavonoide!(Grundstruktur!
Neoflavan)!und!die!Isoflavonoide!(Grundstruktur!Isoflavan)!(Abbildung!1).[4]!

!

Abbildung!1:!Grundstrukturen!der!drei!Hauptgruppen!der!Flavonoide.!



EINLEITUNG!

!2!

In! der! Natur! werden! Flavonoide! meistens! über! den! ShikimatTWeg! und! anschließend! über! den!
PhenylpropanoidTWeg! synthetisiert.! Eine! wichtige! Vorstufe! ist! Phenylalanin,! das! im! ShikimatTWeg!
gebildet!und!dann!durch!die!PhenylalaninTAmmoniumTLyase!(PAL)!zu!Zimtsäure!deaminiert!wird.!Im!
PhenylpropanoidTWeg! erfolgt! dann! die! Hydroxylierung! durch! die! ZimtsäureT4THydroxylase! zu!
4TCumarsäure! (p5Cumarsäure! bzw.! 4THydroxyzimtsäure)! T! dieses! Produkt! entsteht! auch! bei! der!
Umsetzung!von!Tyrosin!durch!die!TyrosinTAmmoniumTLyase! (TAL).!Durch!die!45CumarylTCoATLigase!
(4CL)! entsteht! anschließend! 45CumarylTCoA,! eines! der! zentralen! Metabolite! im!
Flavonoidstoffwechsel.! Danach! werden! MalonylTCoA! (aus! dem! Fettsäurestoffwechsel[16])! und!
4TCumarylTCoA! von! der! Chalconsynthase! (CHS)! in! einer! sequentiellen! ClaisenTKondensation! mit!
anschließender! Cyclisierung! zu! Naringeninchalcon! umgesetzt[17]! T! dieses! Flavonoid! bildet! einen!
Ausgangspunkt!für!die!Synthese!anderer!Flavonoide!und!wird!z.!B.!durch!die!Chalconisomerase!(CHI)!
zu!Naringenin!umgesetzt.[3]!
In!parallelen!Wegen!werden!z.!B.!ZimtsäureTCoA!bzw.!KaffeesäureTCoA!an!Stelle!von!4TCumarylTCoA!
durch!die!Chalconsynthase!genutzt,!es!entstehen!daraus!Pinocembrin!bzw.!Eriodictyol.!In!Abbildung!
2! ist! eine! vereinfachte! Übersicht! der! Flavonoidbiosynthese! gezeigt.! Viele! Enzyme! des!
Flavonoidsynthesewegs!wurden!durch!heterologe!Expression!charakterisiert.[3,!16,!18T19]!!

!

Abbildung!2:!Überblick!zur!Flavonoidbiosynthese!in!Pflanzen.!
TAL! =! TyrosinTAmmoniumTLyase,! PAL! =! PhenylalaninTAmmoniumTLyase,! CHS! =! Chalconsynthase,! 4CL! =! 4TCumarylT
CoATLigase,!DH!=!Dehydrogenase,!CHI!=!Chalconisomerase,!C4H!=!ZimtsäureT4THydroxylase.[3]!
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Durch! verschiedene! Modifikationen,! wie! z.! B.! Hydroxylierung,! Oxidation,! Methoxylierung! und!
Glykosylierung! entsteht! eine! große! strukturelle! Diversität! innerhalb! der! Flavonoide! mit! mehr! als!
10.000! identifizierten! natürlichen! Verbindungen.[4,! 20]! In! Abbildung! 3! sind! einige! wichtige!
Untergruppen!der!Flavonoide!gezeigt.!

!!

Abbildung!3:!Verschiedene!Untergruppen!innerhalb!der!Flavonoide.[3]!

Die!Glykosylierung!führt!zu!einer!besseren!Löslichkeit!der!hydrophoben!Flavonoide!und!vereinfacht!
den!Transport!durch!Membranen! T! in!Pflanzen! treten!Flavonoide!daher!eher!als!Glykoside!auf.!Bei!
den!gebundenen!Zuckern!handelt!es!sich!meistens!um!Glucose!und/oder!Rhamnose,!es!treten!aber!
auch!andere!Zucker!wie!z.!B.!Galactose,!Arabinose,!Xylose!oder!Glucuronsäure!auf.[3,!15,!20T21]!
!

1.2. Einfluss!von!Flavonoiden!auf!den!menschlichen!
Stoffwechsel!

Epidemiologische!Studien!konnten!zeigen,!dass!eine!Ernährung!mit!einem!hohen!Anteil!an!Obst!und!
Gemüse!mit!einer!verringerten!Häufigkeit!sogenannter!Zivilisationskrankheiten!wie!z.!B.!HerzTGefäßT
Krankheiten! und! Krebs! einhergeht.[22]! Für! Lebensmittel! oder! Teile! eines! Lebensmittels,! die! einen!
gesundheitlichen! Vorteil! bieten! (womit! auch! die! Prävention! und! die! Behandlung! von! Krankheiten!
eingeschlossen! sind),! wurde! von! Stephen! de! Felice! der! Begriff! „nutraceuticals“! eingeführt.[23T24]!
Gleichbedeutend! damit! ist! der! Begriff! „functional+ food“.[25]! Neben! den! in! pflanzlicher! Nahrung!
enthaltenen! Vitaminen! werden! vor! allem! den! Flavonoiden! positive! Eigenschaften! zugeschrieben:!
Flavonoide! bzw.! flavonoidhaltige! Lebensmittel! können! z.!B.! gefäßerweiternd,! antiinflammatorisch,!
antibakteriell,! antiallergisch! und! antidiabetisch!wirken.[24,!26T30]! Folglich! können! Flavonoide! z.! B.! vor!
Arteriosklerose,! koronaren!Herzkrankheiten! und! Schlaganfällen! schützen.[28,!31]! Eine!Ursache! dieser!
Effekte!liegt!darin,!dass!die!Flavonoide!durch!ihre!antioxidativen!Eigenschaften!einer!Schädigung!des!
LDL!(low+density+ lipoprotein)!durch!reaktive!Sauerstoffspezies!entgegenwirken.!LDL!transportiert! im!
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Blut! verschiedene! lipophile! Substanzen! wie! z.! B.! Triglyceride,! Cholesterin,! freie! Fettsäuren! und!
Phospholipide.[26,!32T33]!
Ein! Phänomen,! das! in! diesem! Zusammenhang! häufig! beschrieben! wird,! ist! das! french+ paradox+
(=!französisches! Paradoxon).! Der! Verzehr! von! größeren! Mengen! gesättigter! Fettsäuren! führt!
eigentlich! zu! einer! hohen! Sterberate! aufgrund! von! HerzTGefäßTKrankheiten.! Da! in! Frankreich! und!
einigen!anderen!südeuropäischen!Ländern!jedoch!zusätzlich!zu!den!gesättigten!Fettsäuren!auch!viel!
Rotwein!(und!andere!flavonoidhaltige!Lebensmittel)!verzehrt!werden,!ist!dort!die!Mortalität!für!HerzT
GefäßTKrankheiten! sogar! niedriger! als! in! Ländern! mit! ähnlichem! Fettkonsum,! in! denen! weniger!
Rotwein! getrunken! wird! (wie! z.! B.! Finnland! oder! Großbritannien).! Neben! den! antioxidativen!
Flavonoiden! im! Rotwein,! die! der! LDLTSchädigung! entgegenwirken,! wird! auch! der! in! Rotwein!
enthaltene! Alkohol! für! die! Effekte! der! french+ paradox! mitverantwortlich! gemacht! –! wobei!
entscheidend!ist,!dass!nur!kleine!Mengen!Alkohol!verzehrt!werden.[33T34]!!
Die! Flavonoide! sind! als! potentielle! Wirkstoffe! auch! relevant! bei! Krebs,! Osteoporose,! bei! der!
Linderung!menopausaler! Symptome,! bei! chronischer! Veneninsuffizienz! und! bei! der! Reduktion! des!
CholesterolTSpiegels! im! Serum.[26,! 35T37]! Für! Genistein,! Quercetin! und! Flavopiridiol! wurden! bereits!
klinische!Studien!zu!onkologischen!Indikationen!durchgeführt.[35,!38T39]!
Als! Arzneidrogen! sind! flavonoidhaltige! Pflanzen! bzw.! Pflanzenteile! auch! im! Deutschen! und! im!
Europäischen!Arzneibuch!aufgenommen.!Einige!wichtige!Beispiele[40]!sind:!

! Buchweizenkraut!(Fagopyri+esculenti+herba)!als!Venentonikum,!
! Weißdornblätter!mit!Blüten!(Crataegi+folium+cum+flore)!als!Kardiotonikum,!
! Ginkgoblätter!(Ginkgo+folium)!als!Nootropikum,!
! Birkenblätter!(Betulae+folium)!und!Brennesselkraut!(Urticae+herba)!als!Diuretika,!
! Holunderblüten!(Sambuci+flos)!und!Lindenblüten!(Tiliae+flos)!als!Diaphoretika,!
! Ruhrkrautblüten!(Helichrysi+flos)!als!Cholagogum!und!
! Mariendistelfrüchte!(Cardui+mariae+fructus)!als!Hepatikum!

!
Im!Gegensatz!zu!den!Vitaminen!gibt!es!für!Flavonoide,!die!über!die!normale!Nahrung!aufgenommen!
werden,!bisher! keine! klaren!Empfehlungen,!welche!Verzehrmengen!einen!gesundheitlichen!Vorteil!
bringen.! Die! Gründe! dafür! liegen! sicher! in! der! Vielzahl! der! vorkommenden! Flavonoide! und! in!
schwankenden! Konzentrationen! in! den! verzehrten! Lebensmitteln.! Desweiteren! treten! Flavonoide!
nicht! nur! in! den! essbaren! Teilen! von! Pflanzen! auf,! z.! T.! ist! der!Gehalt! in! der! Rinde! beispielsweise!
deutlich!höher,!sodass!beim!Verzehr!der!Früchte!nur!geringe!Mengen!aufgenommen!werden.[15]!
Die! Absorption! der! Flavonoide! erfolgt! im! Dünndarm,! die! Glycoside! können! jedoch! nicht!
aufgenommen! werden.! Erst! nach! Abspaltung! des! Zuckerrestes! durch! Enzyme! im! Verdauungstrakt!
oder!auch!durch!die!Darmflora!können!die!Aglykone!resorbiert!werden[15]!–!allerdings!erfolgt!häufig!
auch!ein!weiterer!Abbau!der!Aglykone!durch!die!Darmflora! [26,!31,!41T42]! (und!zum!Teil!auch!durch!die!
Enzyme! im! Darm! oder! später! in! der! Leber[15]).! Durch! ihre! Stoffwechselaktivitäten! haben! die!
Mikroorganismen!im!Darm!großen!Einfluss!auf!die!dort!verfügbaren!Nährstoffe!und!somit!auch!auf!
deren!Gesundheitswert:!Alle!Nährstoffe,!die!der!Verdauung!entgehen,!könnten!durch!die!Bakterien!
im!Darm!verstoffwechselt!werden,!was!wiederum!zu!einer!großen!Bandbreite!an!Stoffen! führt,!die!
positive! aber! auch! negative! Effekte! auf! die! menschliche! Gesundheit! haben! können.[26,! 31,! 41T42]! So!
werden! z.! B.! die! Topoisomerase! I! und! II! nicht! von! Daidzein! inhibiert,! aber! durch! bakterielle!
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Umsetzung! des! Daidzeins! kann! Equol! entstehen,! welches! die! Topoisomerasen! I! und! II! inhibieren!
kann.[15,!26,!43T44]!
Bei!der!Beurteilung!der!positiven!Wirkung!von!Flavonoiden!auf!die!Gesundheit! sollte!man!deshalb!
stets! beachten,! dass! die! Flavonoidkonzentrationen! in! pharmakologischen! Studien! häufig! deutlich!
höher!sind,!als!die!Konzentrationen,!die!mit!normaler!Nahrungsaufnahme!im!Serum!des!Blutes!und!
letztendlich! im! Gewebe! erreicht! werden! können.[8,! 15,! 30]! Ein! weiterer! großer! Unterschied! besteht!
zwischen!den! zahlreichen! vielversprechenden! in+ vitro! Studien!und!den!weniger! zahlreichen! in+ vivo+
Studien!zu!den!gesundheitsfördernden!Einflüssen!der!Flavonoide.[45]!
Trotz! alledem! bieten! die! Flavonoide! ein! großes! Potential! für! eine! Ernährung,! die! Gesundheit! und!
Lebensqualität! in!der!heutigen!Zeit!positiv!beeinflussen!kann!–!der!Bereich!functional+foods!wird! in!
Zukunft! sicherlich! noch! an! Bedeutung! gewinnen,! wobei! durch! Forschung! (vor! allem! mit! in+ vivo+
Studien)!Klarheit!über!tatsächliche!Wirkungen!geschaffen!werden!muss.!
!

1.3. Naringenin!

!

Abbildung!4:!Strukturformel!von!Naringenin.!

Das! Flavanon! Naringenin! (Abbildung! 4)! kommt! in! Form! des! Glykosids! Naringin!
(NaringeninT7TOT(2TOTrhamnosyl)Tglucosid)!als!charakteristische!Verbindung! in!Zitrusfrüchten!vor.[40]!
Vor!allem!in!Grapefruit!finden!sich!hohe!Konzentrationen.!Grapefruitsaft!kann!bis!zu!481!mg!Naringin!
je!Liter!enthalten,!die!Grapefruitschale!bis!zu!16!g!Naringin!je!Kilogramm!Feuchtmasse.[46]!
In! der! Pflanze! entsteht! Naringenin! aus! Naringeninchalcon,! die! reversible! Isomerisierung! zum! (2S)T
Naringenin+kann! durch! die! Chalconisomerase! (CHI)! katalysiert!werden,! beide! Enantiomere! können!
aber!auch!spontan!entstehen.[47]!Dieser!Weg!wurde!auch!durch!die!heterologe!Expression!der!Gene!
in!E.+coli[48]!und!in!S.+cerevisiae[49]+bestätigt.!Zwei!UDPTGlycosyltransferasen!katalysieren!anschließend!
die!Übertragung!der!Zucker!auf!Naringenin,!sodass!daraus!Naringin!entsteht.[50]!
Der! typische! bittere! Geschmack! der! Grapefruit! wird! durch! das! Naringin! hervorgerufen,! der!
Schwellenwert!für!den!Geschmack!von!Naringin!liegt!bei!20!ppm.!Naringenin!schmeckt!jedoch!kaum!
bitter.! Um! den! bitteren! Geschmack! abzumildern,! wird! Grapefruitsaft! deshalb! teilweise! mit!
Naringinase!behandelt,!welche!die!beiden!Zuckerreste!nacheinander!abspaltet.[51T52]!
Bei! den! physiologischen! Wirkungen! stehen! momentan! die! Wechselwirkungen! von! Naringin! mit!
zahlreichen! Medikamenten! im! Vordergrund! –! dabei! kann! bereits! der! Verzehr! von! einem! Glas!
Grapefruitsaft! für! derartige! Effekte! relevant! sein.! Die! Ursache! liegt! unter! anderem! darin,! dass!
Naringin!die!CytochromTP450TMonooxygenase!CYP3A4! inhibiert,!welche! für! den!Abbau! zahlreicher!
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pharmazeutischer!Wirkstoffen!verantwortlich! ist!–!durch!den!verzögerten!Abbau!dieser!Substanzen!
kann!es!zu!deutlich!erhöhten!Wirkstoffkonzentrationen!im!Blut!kommen.!Teilweise!wird!der!Verzehr!
von!Grapefruitsaft!aber!sogar!empfohlen,!um!die!Bioverfügbarkeit!von!Wirkstoffen!zu!erhöhen!–!dies!
wurde!z.!B.!für!Cyclosporin!und!für!den!Proteaseinhibitor!Saquinavir!berichtet.[53T54]!
In! Tierversuchen! konnte! Naringin! den! Cholesterolspiegel! im! Blut! senken,! gleichzeitig! wurde! die!
Aktivität! antioxidativer! Enzyme! in! den! Erythrozyten! erhöht.[55]! Der! Glut1TGlucoseTTransporter! in!
humanen!Erythrozyten!wird!durch!Naringenin! inhibiert.[56]! In!weiteren!Versuchen!wurde!bewiesen,!
dass!Naringenin!cytotoxisch!auf!diverse!Krebszellinien!wirkt.[57]!

!

1.4. Phloretin!

!

Abbildung!5:!Strukturformel!von!Phloretin.!

Das! Flavonoid! Phloretin! (Abbildung! 5)! gehört! zu! den! Dihydrochalconen! und! kommt! z.! B.! in!
Apfelbäumen! und! anderen! Obstbäumen! der! Familie! Rosaceae! als! Phlorizin! (PhloretinT2'Tglucosid),!
aber! auch! als! Trilobatin! (PhloretinT4'TGlucosid),! PhloretinT2'Txyloglucosid,! 3THydroxyphloretinT2'T
glucosid,!3THydroxyphloretinT2'Txyloglucosid,!PhloretinT2',4'Tdiglucosid!und!als!Aglycon!vor.[58T60]!
Es! tritt! vorrangig! im!Holz!und! in!der!Rinde!der!Bäume!auf!und!wurde!erstmalig!aus!der!Rinde!von!
Apfelbäumen! isoliert.[61T62]! In! den! Pflanzen! spielt! es! vor! allem! eine! Rolle! bei! der! Regulation! von!
Wachstum!und!Differenzierung,!es!wirkt!aber!auch!als!Phytoalexin!gegen!Pilze.[46,!63] 
Auch!in!Äpfeln!selbst!ist!Phlorizin!vorzufinden:!Die!Apfelschale!enthält!12!bis!418!mg!Phlorizin!×!kgT1,!
das!Apfelfruchtfleisch!enthält!4!bis!20!mg!Phlorizin!×!kgT1!und!in!Apfelsaft!sind!bis!zu!190!mg!Phlorizin!
je! Liter! Saft! enthalten.[64]! Das! dimerisierte! Oxidationsprodukt! des! Phlorizins! ist! für! die!
charakteristische! Farbe! und! den! Geschmack! von! Apfelsaft! und! Apfelweinen! mitverantwortlich.[65]!
Insgesamt! schwanken! die! Konzentrationen! von! Phloretin! bzw.! Phlorizin! zwischen! verschiedenen!
Kultivaren! stark;! Wachstumsbedingungen! (z.! B.! Licht),! Reife! zur! Erntezeit,! Lagerung! und!
Prozessierung!beeinflussen!die!Endkonzentration!in!verarbeiteten!Produkten.[46,!63T64,!66]!
In! Birnensaft! kommen! Phlorizin! und! PhloretinT2'Txyloglucosid! nicht! vor,! auf! Grundlage! dieser!
Tatsache! wurde! von! Wald! und! Galensa! eine! Methode! entwickelt,! um! die! Streckung! bzw.!
Manipulation!von!Birnensaft!mit!Apfelsaft!nachzuweisen.[67]!
Eine! weitere,! weniger! bekannte! Quelle! für! Phloretin! sind! Kumquats! (Zwergorangen,! Fortunella+
japonica,+ Familie! Rutaceae),! hier! allerdings! in! Form! von! PhloretinT3',5'TdiTCTglucosid! welches!
hauptsächlich!für!die!antioxidativen!Eigenschaften!dieser!Frucht!verantwortlich!gemacht!wird.[68]!
Die! Biosynthese! von! Phloretin! im! Apfel! wird! aktuell! erforscht,! einige! Details! sind! noch! unklar.[69]!
Gosch! et! al.! gehen! davon! aus,! dass! für! die! Biosynthese! von! Phloretin! wahrscheinlich! eher!
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45DihydrocumarylTCoA! (4THydroxydihydrozimtsäureTCoA)! als! 45CumarylTCoA! (p5CumarylTCoA)! nötig!
ist! und! dass! eine! NADPHTabhängige! Oxidoreduktase! (Enoatreduktase)! für! die! Reduktion! von!
45CumarylTCoA! zu! 45DihydrocumarylTCoA! verantwortlich! ist.[69T70]! Yamazaki! et! al.! konnten! mit!
rekombinanten!Enzymen!nachweisen,!das!45DihydrocumarylTCoA!als!Vorstufe!von!Phloretin!dienen!
kann.[71]!Avadhani!et!al.!konnten!mit!radioaktiv!markiertem!Phenylalanin!die!Bildung!von!radioaktiv!
markiertem!Phlorizin!nachweisen,!allerdings!konnten!sie!kein!45DihydrocumarylTCoA!finden,!sondern!
nur! 45CumarylTCoA.[72]! Ibdah! et! al.! konnten! vor! kurzem! eine! HydroxyzimtsäureTCoATReduktase!
(MdHCDBR)! in!Apfel! identifizieren[73]!und!auch!Dare!et!al.! fanden! in!Malus+sp.!zwei!Gene,!die! ihrer!
Meinung!nach!für!die!Reduktion!von!45CumarylTCoA!zu!4TDihydrocumarylTCoA!verantwortlich!sind.[74]!
4TDihydrocumarylTCoA!wird!von!der!Chalconsynthase!mit!drei!Molekülen!MalonylTCoA!zu!Phloretin!
umgesetzt.! Eine! UDPTGlycosyltransferase! katalysiert! die! Übertragung! des! Zuckerrestes,! so! dass!
Phlorizin!entsteht.[70]!
Die! chemische! Synthese! von! Phloretin! kann! über! eine! FriedelTCraftsTAcylierung! von! Phenol! mit!
Dihydrozimtsäure!erfolgen.[75]!
In!Tieren!und!Menschen!beeinflussen!Phloretin!und!Phlorizin!den!Glucosetransport!in!verschiedenen!
Geweben:! Die! Glucoseaufnahme! in! Erythrozyten! und! über! den! Transporter! SGLTI! des! Dünndarms!
wird! inhibiert,! in! der! Niere! wird! die! Resorption! von! Glucose! vermindert,! was! zu! erhöhter!
Glucosekonzentration!im!Endharn!führen!kann!(Glucosurie,!Phlorizindiabetes).[46,!56,!76]!Phlorizin!wird!
daher! zu! Forschungszwecken! in! der! renalen! Physiologie! und! in! der! Untersuchung! von! Diabetes!
mellitus! eingesetzt.! Es! wurde! in! Tierstudien! nachgewiesen,! dass! Phlorizin! die! Empfindlichkeit!
gegenüber!Insulin!bei!Diabetes!verbessert,!da!es!den!Blutzucker!senkt!–!bei!gesunden!Tieren!konnte!
jedoch!kein!Effekt!auf!die!Insulinwirkung!festgestellt!werden.[64]!
Ebenso! wie! bei! vielen! anderen! Flavonoiden! wirkt! der! Verzehr! von! Phlorizin! laut! verschiedenen!
epidemiologischen! Studien! dem! Auftreten! von! HerzTKreislaufTErkrankungen! entgegen[77],! Phlorizin!
hemmt! die! LipidTPeroxidation[78]! und! die! LDLTOxidation.[79]! Außerdem! bewirkte! Phloretin! in!
Versuchen!mit!isolierten!Arterien!eine!Relaxation!der!Arterienringe.[64,!80]!
Für!Phloretin!wurde!eine!deutliche!Wachstumshemmung!von!Staphylococcus+aureus+ (auch!MRSA),!
Listeria+ monocytogenes! und! Salmonella+ typhimurium! nachgewiesen,! wobei! die! Glykoside! kaum!
antimikrobielle! Wirkung! zeigten.! Ein! Grund! für! die! Inhibition! von! S.+aureus! durch! Phloretin! ist!
demnach!die!Hemmung!der!IsocitratTDehydrogenase!und!der!Katalase.[81]!
In! Versuchen! mit! ovarektomierten! Ratten! wurde! festgestellt,! das! Phlorizin! durch! einen!
östrogenähnlichen! Effekt! dem! Knochenverlust! bei! Osteoporose! entgegenwirkt.[82]! Phloretin! wirkt!
außerdem!anticancerogen:!es!kann!in+vivo+und!in+vitro+die!Apoptose!von!humanen!Leberkrebszellen!
induzieren[83]!und!hemmt!das!Wachstum!humaner!Darmkrebszellen.[84]!
Phloretin!wird!inzwischen!auch!in!kosmetischen!Präparaten!eingesetzt,!die!als!„AntiTAgingTProdukte“!
vermarktet! werden! –! es! wurden! antioxidative! Eigenschaften! für! eine! derartige! Anwendung! von!
Phloretin!nachgewiesen,! außerdem!konnte! in!diesen!Tests! keine! cytotoxische!Wirkung!beobachtet!
werden,!was!für!die!Anwendung!auf!der!Haut!wichtig!ist.[85]!
Eine!weitere!wichtige!Eigenschaft!von!Phloretin!ist!seine!süßkraftverstärkende!Wirkung!(„sweet!taste!
enhancer“):! eine! 5!%ige! Saccharoselösung! wird! mit! Zusatz! von! 30! ppm! Phloretin! ca.! 30! %! süßer!
empfunden.[86]! Phloretin! selbst! schmeckt! nur! sehr! schwach! süß,! Phlorizin! hingegen! hat! einen!
deutlichen! bitterTsüßen! Geschmack.[64,! 86]! Desweiteren! hat! Phloretin! auch! eine! bittermaskierende!
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Wirkung!gegenüber!Bitterstoffen!wie!z.!B!Koffein,!Salicin,!und!Chinin.[86]! In!Abbildung!6! ist! links!die!
bittermaskierende!Wirkung!von!30!ppm!Phloretin!graphisch!dargestellt,! rechts! in!der!Abbildung! ist!
die!süßkraftverstärkende!Wirkung!veranschaulicht.!Aufgrund!dieser!speziellen!Eigenschaften!eignet!
sich!Phloretin!als!Aromastoff!z.!B.!für!die!Getränkeindustrie!und!für!zuckerreduzierte!Lebensmittel.[86T
87]!

!

Abbildung! 6:! links:! relative! bittermaskierende! Wirkung! von! Phloretin! gegenüber! verschiedenen! Bitterstoffen,!
rechts:!Vergleich!der!Süße!von!reinem!Phloretin!mit!der!berechneten!und!der!empfundenen!Süße!einer!Mischung!
von!5!%!Saccharose!mit!Phloretin,!normalisiert!als!SaccharoseAÄquivalente!(%).[86]!

Aufgrund!der!Europäischen!Aromenverordnung[88T89]!kann!Phloretin!nur!als!„natürlicher!Aromastoff“!
bezeichnet!werden,!wenn!es!durch!Extraktion!aus!einer!Pflanze!oder!auf!biotechnologischem!Wege!
gewonnen!wurde!(siehe!auch!Kapitel!1.8,!Geschmack!und!Aroma).!
!

1.5. Chalconisomerasen!
Die! Chalconisomerase! (CHI;! EC! 5.5.1.6)! ist! ein! klassisches! Enzym! des! pflanzlichen!
Flavonoidstoffwechsels,! sie! katalysiert! dort! die! Cyclisierung! von! Naringeninchalcon! zu!
(2S)TNaringenin.!Die!Reaktion!(Abbildung!7)!ist!reversibel,!allerdings!liegt!das!Reaktionsgleichgewicht!
stark! auf! der! Seite! des! Naringenins.! Als! weitere! Substrate! dienen! auch! Pinocembrinchalcon! und!
Eriodictyolchalcon,!es!entstehen!dann!Pinocembrin!bzw.!Eriodictyol.!

!

Abbildung!7:!Durch!die!Chalconisomerase!katalysierte!Reaktion.!

Die!pflanzliche!CHI!ist!ein!Monomer!mit!meistens!ca.!220!Aminosäureresten!und!einer!molekularen!
Masse!von!24!T!28!kDa.!Das!Enzym!wurde!umfassend!untersucht!und!sowohl!in!Pflanzen[90T91]!als!auch!
in!Bakterien[92]!erfolgreich!exprimiert.!
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Bezüglich!des!Reaktionsmechanismus!der!pflanzlichen!Chalconisomerasen!vermuten!Jez!et!al.,!dass!
ein! am! Tyr106! des! Enzyms! gebundenes! Wasser! die! Doppelbindung! zwischen! Cα! und! Cβ! des!
ungesättigten! Chalcons! polarisiert! (Abbildung! 8).! Die! 2’THydroxylgruppe! des! Chalcons! ist! durch!
ungebundenes! Wasser! in! der! Lösung! deprotoniert! und! liegt! als! Oxyanion! vor.! Dieses! greift! das!
partiell!positiv!geladene!Cβ!der!Doppelbindung!nucleophil!an,!dabei!handelt!es!sich!um!eine!MichaelT
Addition.! Anschließend! stabilisiert! das!Wassermolekül! (welches! durch! das! Tyr106!positioniert! wird)!
das!intermediäre!Enolat!FlavT3TenT4Tol,!welches!dann!zum!Flavonon!tautomerisiert!(wobei!ein!Proton!
von!einem!weiteren!Wassermolekül!abstrahiert!wird).[92T94]!

!

Abbildung! 8:! Postulierter! Mechanismus! der! Reaktion! von! Naringeninchalcon! zu! Naringenin! katalysiert! durch!
pflanzliche!Chalconisomerasen!(nach!Jez!et!al.![93])!

Durch! ein! Netzwerk! aus! Wasserstoffbrückenbindungen! werden! im! aktiven! Zentrum! der! CHI! das!
Substrat,! Wasser! und! fünf! essentielle! Seitenketten! (inklusive! Tyr106)! in! der! richtigen! Position!
gehalten.!Andere! Interaktionen! zwischen!Enzym!und!Substrat!beruhen!vor!allem!auf!hydrophoben!
Wechselwirkungen,! bei! denen! auch! viele!Aminosäurereste! aus! der! Substratbindungsstelle! beteiligt!
sind.[94T95]!
Lange! galt! die! CHI! als! ein! typisches,! „evolutionär! einzigartiges“! Pflanzenenzym! und!
pflanzenspezifischer!Genmarker,!da!Flavonoide!natürlicherweise!nur!in!Pflanzen!synthetisiert!werden!
und! homologe!Gene! in! anderen! Lebewesen! nicht! nachgewiesen!werden! konnten.[92]! Im! Jahr! 2003!
fanden! Gensheimer! et! al.! in! verschiedenen! Ascomyceten! und! Gammaproteobakterien! mittels!
besonders! sensitiver! in+ silico5Methoden! Gene,! die! Homologien! zu! pflanzlichen! Chalconisomerasen!
bzw.! Chalconsynthasen! aufweisen.! Auch! die! substratbindenden! Bereiche! sind! dabei! so! gut!
konserviert,! dass! eine! enzymatische! Aktivität! möglich! erscheint.! Interessanterweise! fanden! die!
Autoren! bei! ihren! Analysen! keinen!Organismus,! der! sowohl! Gene!mit! Homologien! zu! pflanzlichen!
Chalconisomerasen!als!auch!zu!pflanzlichen!Chalconsynthasen!enthält,!woraus!sie!schließen,!dass!es!
einen! pflanzenähnlichen! Biosyntheseweg! für! Naringenin! in! den! untersuchten! Organismen!
wahrscheinlich!nicht!gibt.[95]!
Durch! Herles! et! al.! wurde! dann! erstmalig! von! einer! bakteriellen! CHI! berichtet.! Bereits! bei! diesen!
Untersuchungen! zeigte! sich,! dass! dieses! Enzym! wenig! Gemeinsamkeiten! mit! den! pflanzlichen!
Chalconisomerasen!hat,!da!es!z.!B.!aus!mehreren!Untereinheiten!zusammengesetzt!ist.[96T97]!
!
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1.6. Enoatreduktasen!
Die! Enoatreduktasen! (ERED;! EC! 1.3.1.31)! gehören! zu! den! Oxidoreduktasen.! Eine! konkrete!
physiologische!Rolle!lässt!sich!für!die!Enoatreduktasen!nicht!klar!formulieren,!da!sie!weit!verbreitet!
sind!und! ihre!Substrate!bzw.!Produkte!sich!sehr!unterscheiden.[98]!Aufgrund! ihrer!breiten!Spezifität!
und! ihrer! relativ! guten! Stabilität,! sind! diese! Enzyme! für! industrielle! Anwendungen! von! großem!
Interesse,!sie!ermöglichen!auch!die!Bildung!enantiomerenreiner!Produkte.[99T100]!
Enoatreduktasen! katalysieren! die! selektive! Reduktion! von! Doppelbindungen! zwischen! zwei!
Kohlenstoffatomen! in! α,βTungesättigten! Ketonen,! Aldehyden,!Nitroalkenen! und! Carbonsäuren! und!
deren! Derivaten.[99,! 101]! Unter! den! Flavonoiden! gibt! es! zahlreiche! potentielle! Substrate! für!
Enoatreduktasen.! Ein! interessantes! Beispiel! dafür! ist! Naringeninchalcon.! Schneider! und! Blaut!
berichteten! bereits! davon,! dass! in! E.+ ramulus! unter! anaeroben! Bedingungen! durch! Reduktion! des!
Naringeninchalcons! Phloretin! entsteht[102],! diese! Reaktion! könnte! durch! eine! Enoatreduktase!
katalysiert!werden.!Später!führte!Herles!diese!Arbeiten!mit!E.+ramulus!fort!und!untersuchte!das!von!
ihr! als! NaringeninTReduktase! bezeichnete! Enzym.[96]! In! E.+ ramulus+ kommt! auch! eine!
Chalconisomerase!vor,!die!innerhalb!des!Naringeninabbaus!für!die!Isomerisierung!von!Naringenin!zu!
Naringeninchalcon! verantwortlich! gemacht!wird! (Kapitel! 1.5,! Abbildung! 7).[97]!Weitere! Details! zum!
Flavonoidabbau!durch!E.+ramulus+finden!sich!auch!in!Kapitel!1.7.3.1.!
Enoatreduktasen!benötigen!wie!alle!Oxidoreduktasen!Cofaktoren!für!ihre!katalytische!Aktivität:!Das!
Flavinmononucleotid! (FMN)! ist!als!prosthetische!Gruppe! im!Enzym!gebunden,!außerdem!dienen! in!
einer! EREDTkatalysierten! Reaktion! die! löslichen! PyridinTNucleotide! NADH! oder! NADPH! als!
Elektronendonator.!Enoatreduktasen! treten!sowohl!als!Monomere!als!auch!als!Oligomere!auf.! Ihre!
Struktur! basiert! auf! einer! (β/α)8TFassT(TIM!barrel)TFaltung,!wobei! das! FMN! innerhalb! des! Fasses! in!
der! Nähe! des! CTterminalen! Endes! der! βTStränge! gebunden! ist.[103]! Außerdem! enthalten!
Enoatreduktasen!meistens!EisenTSchwefelTCluster!(Fe4S4),!die!für!die!katalytische!Aktivität!essentiell!
sind.[99,!101]!
Der! katalytische! Zyklus! der! Enoatreduktase! umfasst! zwei! Halbreaktionen:! Die! Reduktion! des! FMN!
durch!NAD(P)H!und!die!anschließende!Oxidation!des!Flavins!durch!die! stereospezifische!Reduktion!
der!C=CTBindung!(Abbildung!9).[99]!Es!handelt!sich!dabei!um!einen!biTbi!ping!pongTMechanismus.[104]!
Sowohl! das! oxidierte,! als! auch! das! reduzierte! Substrat! binden! an! der! gleichen! Stelle! im! aktiven!
Zentrum!des!Enzyms.[104]!!

!

Abbildung!9:!Asymmetrische!Reduktion!eines!aktivierten!Alkensubstrates,!katalysiert!durch!eine!Enoatreduktase.!
X! =! elektronenziehende! oder! aktivierende! Gruppe! (Aldehyd,! Keton,! Nitrogruppe,! Carbonsäure,! Ester,! Anhydrid,!
Lacton!oder!Imid)!(nach!Toogood!et!al.![99]).!
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Häufig! wird! für! Enoatreduktasen! der! Begriff! old+ yellow+ enzyme+ (OYE)! verwendet.! Das! liegt! daran,!
dass!die!erste!Enoatreduktase!nach!ihrer!Entdeckung!in!Saccharomyces+pastorianus!von!Warburg!et!
al.!als!gelbes!Ferment!bezeichnet!wurde.[105T106]!In!späteren!Publikationen!wurde!das!Enzym!dann!old+
yellow+enzyme[107]+genannt!und!auch!aus!weiteren!Organismen!isoliert.[99,!108]!
!

1.7. Biotransformation!von!Flavonoiden!
Die!Biotransformation!der!Flavonoide!wird!bereits!seit!den!60er!Jahren!intensiv!untersucht,!aber!erst!
in! den! letzten! beiden! Jahrzehnten! wurden! durch! verbesserte! Analysemöglichkeiten! eindeutige!
Ergebnisse!erzielt,!in!denen!auch!wichtige!Details!genau!beleuchtet!werden!konnten.[3]!Dabei!wurde!
deutlich,! dass! der! Flavonoidabbau! eigentlich! in! zwei! ökologischen! Nischen! auftritt,! in! denen! die!
Flavonoide! vorkommen:! Im! Boden! (vorwiegend! unter! aeroben! Bedingungen),! wenn! das!
Pflanzenmaterial!verrottet!und!im!Darm!(unter!anaeroben!Bedingungen),!wenn!pflanzliche!Nahrung!
aufgenommen!wurde!und!dann!verdaut!wird.[109]!
Die! gewonnenen! Erkenntnisse! sind! inzwischen! sehr! zahlreich,! deshalb! soll! hier! nur! ein! Überblick!
gegeben! werden.! Das! und! Rosazza! schrieben! 2006! einen! sehr! informativen! Artikel[110]! zur!
Biotransformation! von! Flavonoiden,! auch! Tranchimand! et! al.! veröffentlichten! mit! ihrer!
Publikation[111]!eine!gute!Zusammenfassung!zur!Umsetzung!von!Rutin.!In!beiden!Artikeln!wurde!eine!
Gliederung!der!vielfältigen!Informationen!verwendet,!welche!in!diesem!Kapitel!in!veränderter!Form!
für!die!Biotransformation!von!Flavonoiden!aufgegriffen!werden!soll[110T111]:!

• Modifikation!von!Flavonoiden!durch!prokaryotische!und!eukaryotische!Mikroorganismen!

• Anaerober!Abbau!von!Flavonoiden!durch!Bakterien!

• Aerober!Abbau!von!Flavonoiden!durch!Bakterien!

• Aerober!Abbau!von!Flavonoiden!durch!eukaryotische!Mikroorganismen!

• Metabolic!engineering!–!biotechnologische!Ansätze!zur!Herstellung!von!Flavonoiden!

1.7.1. Modifikation!von!Flavonoiden!durch!prokaryotische!und!
eukaryotische!Mikroorganismen!

Die! Modifikation! der! Flavonoide! stellt! eine! Möglichkeit! der! Detoxifizierung! dar.[112]! Bei! der!
mikrobiellen!Modifikation!bleibt!das!Grundgerüst!des!jeweiligen!Flavonoids!erhalten,!jedoch!werden!
funktionelle!Gruppen!hinzugefügt,!entfernt!oder!verändert.!Teilweise!bildet!diese!Modifikation!auch!
schon!den!Übergang!zum!Flavonoidabbau,!wobei!das!modifizierte!Grundgerüst!!noch!nachgewiesen!
werden!kann.!
Eine! häufige! Modifikation! ist! die! Abspaltung! des! Zuckeranteils! durch! Glykosidasen,! wie! z.! B.! der!
Naringinase! oder! der! Quercitrinase.! Diese! Enzyme! sind! bei! Bakterien! und! Pilzen! verbreitet,! und!
ermöglichen! den! Organismen! die! Erschließung! einer! zusätzlichen! Kohlenstoffquelle! (dem! Zucker),!
wobei!das!verbleibende!Aglykon!nicht!immer!verwertet!werden!kann.[51]!
Weitere! wichtige! Beispiele! zur! Flavonoidmodifikation! sind! die! Glycosylierung! (z.! B.! durch! Bacillus+
cereus[113],!Mortierella+ isabellina[110],! Cunninghamella+ elegans[114]),! die! Hydroxylierung! (z.! B.! durch!
Micrococcus+sp.!und!Arthrobacter!sp.[115],!Streptomyces+fulvissimus[116],+Penicillium+chermesinum[117],!
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Aspergillus+ sp.,! [117T118]! u.! a.! [116]),! die! Dehydroxylierung! (z.! B.! durch! Pseudomonas+ putida[109])! die!
Halogenierung! (z.! B.! durch! Streptomyces+ griseus[119]),! die! OTMethylierung! (z.! B.! durch! Aspergillus+
alliaceus[120],! Streptomyces+ sp.[121]),! die! Sulfatierung! (z.B.! durch! Cunninghamella+ elegans[122],+
Streptomyces+fulvissimus[123])+oder!die!OTDemethylierung!(Nocardia+sp.,[110]+Eubacterium+limosum[124],+
Aspergillus+niger[110])!der!Flavonoide.[3,!110]!
Über! das! Screening! von! GenomT! und! MetagenomTBibliotheken! wurden! von! Rabausch! et! al.!
bakterielle!UDPTGlykosyltransferasen!entdeckt,!die!Zuckerreste!auf!Quercetin!übertragen.[125]!
Czeczot!et!al.!berichteten,!dass!auch!in!Säugetieren!OTMethyltransferasen!vorkommen,!die!Catechin!
methylieren.[126]!
Das! und! Rosazza! beschrieben! außerdem,! dass! nach! chemischer! oder! enzymatischer! (mikrobieller)!
Oxidation! oder! Autooxidation! von! Catechin,! die! Bildung! von! polymeren! Produkten! auftreten!
kann.[110]!

1.7.2. Aerober!Abbau!von!Flavonoiden!durch!eukaryotische!
Mikroorganismen!

Für! eukaryotische!Mikroorganismen,!wie! z.! B.! filamentöse! Pilze,!wurde! der! Flavonoidkatabolismus!
bereits!ausführlicher!untersucht.!Ein!bekanntes!Beispiel! ist!der!Abbau!von!Rutin:!Zu!Beginn!spaltet!
eine! Glykosidase! den! Zucker! ab,! sodass! das! Aglykon! Quercetin! frei! wird.! Dann! erfolgt! über! eine!
Quercetinase! (eine! kupferhaltige! Dioxygenase)! die! Einfügung! von! molekularem! Sauerstoff! in! das!
Flavonoid! und! schließlich! die! CTRingspaltung! zwischen! C2! und! C4! zu! einem! Depsid!
(2TProtocatechuylphloroglucinolcarbonsäure)! und! Kohlenstoffmonoxid! (aus! C3).[127]! Fiorucci! et! al.!
beschrieben,!dass!sowohl!die!Ketogruppe!an!C4,!als!auch!die!Doppelbindung!zwischen!C2!und!C3!für!
die!Quercetinase!von!entscheidender!Bedeutung!sind.!Im!weiteren!Verlauf!katalysiert!eine!Esterase!
die! Spaltung! des! Depsids.! In! dieser! Form!wurde! die! Gesamtreaktion! bereits! für!Aspergillus+ flavus!
beschrieben.[128T129]!Der!Quercetinabbau!in!Pflanzen!verläuft!über!einen!sehr!ähnlichen!Weg.[3,!127]!
Von!Ibrahim!und!AbulTHajj!wurden!zahlreiche!Pilze!auf!ihre!Fähigkeiten!hinsichtlich!der!Verwertung!
von!Flavonoiden!untersucht.[116,!130]!Bei!der!Untersuchung!des!Flavonabbaus!wurde!von!den!Autoren!
postuliert,!dass!die!Spaltung!des!CTRings!in!filamentösen!Pilzen!(z.!B.!Absidia,!Gongronella,!Rhizopus,!
Manascus! und! Gymnascella)! über! eine! Dioxygenase! (ähnlich! der! Quercetinase)! oder! über! eine!
P450TMonoxygenase!ablaufen!kann.[110,!116]!
Im! Unterschied! zu! den! oben! beschriebenen! Produkten! der! Quercetinase! und! zum! Flavonabbau!
konnten! Ibrahim!et! al.! bei! Experimenten! zum!mikrobiellen!Abbau! von!Flavanonen!die!Bildung! von!
Chalconen!und!Dihydrochalconen!beobachten.!Der!CTRing!wurde!hier!an!der!Etherbindung!zwischen!
dem!Sauerstoff! und!dem!C2! gespalten.!Die!Autoren! vermuten,! dass!die!untersuchten! Stämme!von!
Aspergillus+niger!und!Penicillium+chrysogenum+über!eine!enzymatische!Isomerisierung!den!CTRing!des!
Flavanons!zum!Chalcon!spalten!können!und!dass!anschließend!eine!Reduktion!zum!Dihydrochalcon!
erfolgt.[130]! Im! Vergleich! zu! Flavonolen!wie! z.! B.! Quercetin! fehlt! in! Flavanonen! die! Doppelbindung!
zwischen!C2!und!C3,!die!wichtig!für!eine!Umsetzung!durch!die!Quercetinase!wäre.[127]!
Auch!der!pflanzenpathogene!Pilz!Gibberella+fujikuroi!kann!Flavanone!verwerten;!durch!Udupa!et!al.!
konnte! in! diesem! Stamm! ebenfalls! die! Spaltung! des! CTRinges! im! Flavanon! nachgewiesen!werden.!
Auch!hier!entstanden!als!Produkte!Chalcone!und!Dihydrochalcone.[131T132]!
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Von!KostrewaTSuslow!et!al.!wurde!in!einer!neueren!Untersuchung!mit!Stämmen!von!Aspergillus+niger+
und!Penicillium+chermesinum+ebenfalls!die!Spaltung!des!CTRings!in!Flavanonderivaten!und!die!daraus!
resultierende!Bildung!der!korrespondierenden!Dihydrochalcone!beobachtet.[117]!
Aspergillus+ alliaceus+ ist! in! der! Lage,! den! offenen! CTRing! in! verschieden! substituierten! Chalconen!
wieder!zu!schließen.!Die!radikalbasierte!Reaktion!wird!vermutlich!durch!eine!Cyclase!katalysiert,!als!
Produkte! entstehen! Flavanone[120]! oder! Aurone.[110]! Für! die! Untersuchung! der! Umsetzung! von!
Chalconen! durch! Aspergillus+ alliaceus+ wurden! spezifische! CytochromTP450TMonooxygenaseT
Inhibitoren!(SKF525A,!Metyrapon!und!Phenylthiocarbamid)!eingesetzt.!Aufgrund!der!resultierenden!
Produktmuster! gehen! die! Autoren! davon! aus,! dass! in! Aspergillus+ alliaceus+ offenbar! drei! P450T
Monooxygenasen! in! die! Biotransformation! von! Chalconen! involviert! sind.! Bei! den! produzierten!
Flavanonen! entstanden! Racemate,! im!Gegensatz! dazu! entsteht! bei! der! Cyclisierung! von! ähnlichen!
Stoffen!in!Pflanzen!nur!ein!Enantiomer.[110,!120]!
Ein! weiteres! Beispiel! für! die! mikrobielle! Chalconcyclisierung! ist! die! Biotransformation! von!
Xanthohumol!zu!einem!Flavanon!durch!Picha+membranifaciens.[133]!

1.7.3. Anaerober!Abbau!von!Flavonoiden!durch!Bakterien!

Die! anaeroben! Bakterien! der! Darmflora! sind! besonders! wichtig! für! den! Flavonoidabbau.[26,! 42]! In!
Versuchen! mit! keimfreien! Ratten! konnte! kaum! Flavonoidabbau! beobachtet! werden! –! demnach!
erfolgt!der!Flavonoidabbau!vorwiegend!durch!die!Darmbakterien.[134]!
Cheng!et!al.!berichteten,!das!Butyrivibrio+sp.!Naringin!deglykosylieren!und!anschließend!offenbar!den!
CTRing! im! Naringenin! spalten! kann.! Diese! Schlussfolgerung! wurde! gezogen,! da! als! Endprodukte!
Phloroglucinol! und! 3T(4THydroxyphenyl)Tpropionsäure! nachgewiesen! wurden.! Es! wurde! jedoch!
weder!Phloretin!noch!Naringeninchalcon!als!Zwischenprodukt!gefunden.[135]!
Desweiteren! ist! Butyrivibrio+ sp.! auch! in! der! Lage,! Rutin! und! einige! verwandte! Flavonoide! auf!
ähnlichem! Weg! abzubauen,! wie! für! Naringin! beschrieben.! Als! Produkte! wurden! hierbei,!
3,4TDihydroxyphenylessigsäure,! 3,4TDihydroxybenzaldehyd,! Kohlenstoffdioxid! und! Phloroglucinol!
detektiert.[136]!
Winter! et! al.! und! Schoefer! et! al.! konnten! in! ihren! Untersuchungen! zeigen,! dass!
Clostridium+orbiscidens! Flavonoide! wie! z.! B.! Quercetin,! Kämpferol,! Luteolin,! Eriodictyol,! Apigenin,!
Naringenin,! Phloretin! und! Hesperetindihydrochalcon! zu! phenolischen! Säuren! und! anderen!
Substanzen!wie! z.! B.! Phloroglucinol,! Resorcinol! u.! ä.! abbauen! kann.! Auch! andere! Vertreter! dieser!
Gattung! können! Flavonoide! verwerten.! Ebenso!wie! bei!Butyrivibrio! sp.!wurde! auch! hier! berichtet,!
dass!dabei!der!FlavonoidTAbbau!über!die!CTRingTSpaltung!erfolgt.[137T140]!
Auch! Eubacterium+ oxidoreducens! sp.! nov.! ist! dazu! in! Lage,! Quercetin! zu! Acetat,! Butyrat! und!
3,4TDihydroxyphenylacetat! abzubauen.[141]! Ein!weiterer! Stamm!dieser!Gattung! kann! nach!Angaben!
von! Wang! et! al.! den! CTRing! in! verschiedenen! Catechinen! spalten.[142]! Das! Darmbakterium!
Eubacterium+ramulus+wurde! in!den! letzten!Jahren! intensiver!untersucht,! im!folgenden!Unterkapitel!
soll!auf!dieses!Thema!näher!eingegangen!werden.!
Schneider!et!al.!vermuteten!aufgrund!ihrer!Ergebnisse,!dass!die!Spaltung!des!CTRings!bei!anaeroben!
Bakterien!CO2Tabhängig!ist,!allerdings!ist!dies!schwer!zu!belegen,!da!anaerobe!Bakterien!häufig!CO2!
zum!Wachstum!benötigen.[143]!
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Im! weiteren! Verlauf! des! Flavonoidabbaus! werden! die! entstandenen! Chalcone! enzymatisch! zu!
Dihydrochalconen!reduziert!und!anschließend!z.!B.!über!Hydrolasen!zu!aromatischen!Alkoholen!und!
Säuren!abgebaut.[3]!

1.7.3.1. Flavonoidabbau!durch!Eubacterium#ramulus!

Eubacterium+ ramulus+ (E.+ramulus)+ ist! ein! gramTpositives,! obligat! anaerobes! Darmbakterium,! es!
wurde!erstmals!1976!von!Moore!et!al.!beschrieben.!Taxonomisch!wird!dieser!Mikroorganismus!zur!
Abteilung!Firmicutes,!Klasse!Clostridia,!Ordnung!Clostridiales,!Familie!Eubacteriaceae[144]!gezählt.!Die!
Zellen!von!E.+ramulus!sind!stäbchenförmig!und!können!keine!Sporen!ausbilden.[145]!
In! Abbildung! 10! sind! mikroskopische! Aufnahmen! von! E.+ramulus+ gezeigt,! häufig! bilden! die! Zellen!
Paare!oder!Ketten.[146]!

!

Abbildung! 10:! Links:! lichtmikroskopische!Aufnahme! von!E.#ramulus,! (aus[146]).! Rechts:! elektronenmikroskopische!
Aufnahme!von!E.#ramulus#(aus![143]).!

Im!menschlichen! Fäzes! kommen!bis! zu! 108! Zellen! von!E.+ramulus! je!Gramm!Trockenmasse! vor[102],!
insgesamt! ist! E.+ramulus+ ein! recht! weitverbreitetes! Darmbakterium.[147]! Das! Bakterium! bevorzugt!
Glucose,! als! alternative! CTQuelle! kann! Galaktose! verstoffwechselt! werden.! E.+ramulus+wächst! bei!
Temperaturen! von! 30! –! 45°C,! die! optimale! Wachstumstemperatur! liegt! bei! 37°C.! Im! Verlauf! der!
Kultivierung!erfolgt!u.!a.!die!Bildung!von!Ameisensäure,!Buttersäure!und!Essigsäure,!wodurch!der!pHT
Wert!in!der!Kultur!sinkt.[96,!145T146]!
In!den!letzten!Jahren!wurden!von!der!Arbeitsgruppe!um!Prof.!Dr.!Michael!Blaut!(Deutsches!Institut!
für! Ernährungsforschung! PotsdamTRehbrücke! (DIfE),! Abteilung! Gastrointestinale! Mikrobiologie)!
bereits! verschiedene!Forschungsarbeiten! zum!Flavonoidabbau!durch!E.+ramulus! veröffentlicht.!Von!
Simmering! et! al.! wurde! 1999! eine! Möglichkeit! publiziert,! E.+ramulus+ im! Darm! über! eine!
OligonukleotidTSonde! zu! quantifizieren.[147]! Schneider! et! al.! beschrieben! im! gleichen! Jahr! eine!
Untersuchung! von! Isolaten! aus! menschlichem! Fäzes,! in! der! nachgewiesen! wurde,! das! E.+ramulus+
QuercetinT3Tglucosid!deglykosylieren!und+das!aromatische!Ringsystem!in!Quercetin!aufspalten!kann.!
Nach! der! Hydrolyse! entstand! als! Zwischenprodukt! Phloroglucinol,! als! Endprodukte! wurden!
3,4TDihydroxyphenylacetat,!Acetat!und!Butyrat!gefunden.!Der!Abbau!des!Aglykons!Quercetin!war!für!
E.+ramulus+ jedoch! nur! möglich,! wenn! zusätzlich! Glucose! als! EnergieT! und! Kohlenstoffquelle! im!
Medium!vorhanden!war.[143]!
Man!kann!davon!ausgehen,!dass!es!sich!bei!Isolaten!aus!dem!menschlichen!Darm,!welche!Flavonoide!
abbauen! können,! sehr! häufig! um! E.+ramulus+ handelt! T! Schneider! konnte! in! allen! 9! Isolaten,! die!
QuercetinT3Tglucosid! abbauen! konnten,! E.+ ramulus+ identifizieren.[143]! Es! wird! daher! angenommen,!
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das!E.+ramulus!eine!Schlüsselrolle!beim!Abbau!von!Flavonoiden!im!menschlichen!Darm!zukommt.[102]!
Blaut!et!al.!schildern!auch,!dass!sich!durch!flavonoidhaltige!Nahrung!der!Anteil!von!E.+ramulus+an!der!
Gesamtzellzahl!im!menschlichen!Fäzes!erhöht.[26,!148]!
In! der! gleichen! Arbeitsgruppe! entwickelten! Schoefer! et! al.! 2001! einen! FluoreszensTQuenchingT
Test[149],!mit!dem!der!Abbau!von!(einigen)!Flavonoiden!nachgewiesen!werden!kann.!Mit!Hilfe!dieses!
Tests!konnte!die!PhloretinTHydrolase!aus!E.+ ramulus! in!den!Klonen!einer!Genbank! identifiziert!und!
anschließend! charakterisiert! werden.[150]! Dieses! Enzym! spaltet! Phloretin! zu! Phloroglucinol! und!
3T(4THydroxyphenyl)Tpropionsäure,! die! gleichen!Produkte! entstanden! auch!beim!anaeroben!Abbau!
von!Naringin!durch!Butyrivibrio+sp..[135]!
Ebenfalls!in!der!Gruppe!von!Prof.!Blaut!konnten!Herles!et!al.!sowohl!die!NADHTOxidase[151]!als!auch!
die! Chalconisomerase[97]! aus! E.+ramulus! näher! untersuchen.! Über! die! Sequenzierung! der!
Proteinsequenz! der! CHI! wurde! von! Herles! et! al.! ein! kurzer! Teil! des! NTTerminus! identifiziert:!
A!D!F!K!F!E!P!M!R!S!L!I!A!W!K.[97]! (Theoretisch! beginnt! der! NTTerminus! natürlich! mit! Methionin,!
wahrscheinlich! wird! diese! Aminosäure! nach! der! Translation! durch! eine!Methionylaminopeptidase!
abgespalten!–!dies!ist!zum!Beispiel!für!E.+coli+bereits!bewiesen!worden.[152])!
Von!Herles!wurde! außerdem!beschrieben,! dass!E.+ramulus+ in! der! Lage! ist,!Naringenin! zu! Phloretin!
umzusetzen!und!dass!die!CHI!an!der!Reaktion!beteiligt! ist.!Allerdings!wurde!postuliert,!dass! für!die!
Gesamtreaktion! noch! mindestens! ein! anderes! Enzym! benötigt! wird,! welches! die! Reduktion! von!
Naringeninchalcon!zu!Phloretin!katalysiert.! In!diesem!Zusammenhang!wurde!von!Experimenten!mit!
einer! NaringeninTReduktase! berichtet.! Die! Entstehung! von! Naringeninchalcon! konnte! in! diesen!
Versuchen!jedoch!nicht!nachgewiesen!werden.[96T97]!
Der! von! Herles! postulierte! Abbau! von! Naringenin! über! Naringeninchalcon! und! Phloretin! zu!
Phloroglucinol!und!3T(4THydroxyphenyl)Tpropionsäure!ist!in!Abbildung!11!gezeigt.!

!

Abbildung! 11:! Abbau! von! Naringenin! über! Naringeninchalcon! und! Phloretin! zu! Phloroglucinol! und!
3A(4AHydroxyphenyl)Apropionsäure!durch!E.#ramulus!(Schema!nach!Herles![96]).!

In! weiteren! Untersuchungen! stellten! Blaut! und! seine!Mitarbeiter! dann! fest,! das! E.+ramulus+ unter!
anderem! auch! LuteolinT7TGlucosid,! Rutin,! Kämpferol,! Luteolin,! Eriodictyol,! Naringenin,! Taxifolin,!
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Genistein,!Daidzein! und!Phloretin! abbauen! kann.[26,!102,!153]!NeohesperidinTDihydrochalcon!hingegen!
kann!von!E.+ramulus+nicht!abgebaut!werden.[140]!
An! der! Universität! Hannover! konnte! in! Untersuchungen! von! A.! Schmidt! festgestellt! werden,! dass!
E.+ramulus+ sehr! empfindlich! auf! Scherstress! reagiert,! während! der! Kultivierung! sollten! die! Zellen!
daher!nicht!geschüttelt!werden.!Auch!zur!Umsetzung!von!Flavonoiden!u.!a.!durch!die!CHI!und!durch!
die!Phloretinhydrolase!wurden!dabei!Experimente!mit!E.+ramulus+durchgeführt.[154]!
Desweiteren! wurde! in! einer! Pressemitteilung[155]! über! Untersuchungen! von! Culpepper! et! al.!
berichtet,! in! denen! ein! Zusammenhang! zwischen! der! Darmflora! und! dem! Auftreten! von!
Darmpolypen! festgestellt!werden!–!eine!überdurchschnittlich!hohe!Besiedlung!mit!E.+ramulus+kann!
demnach! auf! das! Vorhandensein! von! Polypen! im! Darm! hindeuten.! Laut! Pressemitteilung! wurden!
Ergebnisse!auf!dem!110th!General!Meeting!der!ASM!vorgestellt,! aber! in!der!Form!nicht!publiziert.!
Zahlreichen!anderen!Darmbakterien!wird!ebenfalls!eine!wichtige!Rolle!bei!verschiedenen!DarmT!und!
Stoffwechselerkrankungen!zugeschrieben.[156T158]!

1.7.4. Aerober!Abbau!von!Flavonoiden!durch!Bakterien!

Der! aerobe! Abbau! von! Flavonoiden! wurde! vor! allem! für! typische! Bodenbakterien! untersucht.!
Rhizobium+sp.! ist! beispielsweise! in! der! Lage! Flavonoide! zu! verwerten.! Ähnlich!wie!E.+ramulus! oder!
auch!Clostridium+sp.!können!einige!Vertreter!dieser!Gattung!offenbar!den!CTRing!in!Naringenin!zum!
Naringeninchalcon! aufspalten,! wobei! die! direkt! nachfolgenden! Abbauprodukte! nicht! identifiziert!
werden!konnten!–!letztendlich!entstanden!dabei!durch!Rhizobium+sp.!Phloroglucinol!bzw.!Resorcinol!
und!verschiedene!phenolische!Säuren.[159]!
Für!einen!Stamm!von!Pseudomonas+putida+wurde!ebenfalls!beschrieben,!dass!er!in!der!Lage!ist,!den!
CTRing!in!Quercetin!zu!spalten,!wodurch!ein!Chalcon!als!instabiles!Zwischenprodukt!entsteht.!Analog!
zum!Flavonoidabbau!bei!den!anaeroben!Bakterien!und!bei!Rhizobium+sp.!erfolgte!auch!hier!nach!der!
CTRingspaltung!die!Hydrolyse!zu!Phloroglucinol!und!3,4TDihydroxyTZimtsäure.[109]!
Stellenweise! wurde! berichtet,! dass! Quercetinasen! nur! in! filamentösen! Pilzen! auftreten,! doch!
offensichtlich! gibt! es! diese! Enzyme! auch! in! Bakterien.[3]! So! konnten! Merkens! et! al.! die! NickelT
abhängige! Quercetinase! QueD! aus! Streptomyces+ fulvissimus! rekombinant! in! Streptomyces+ lividans+
exprimieren.[112]! Auch! das! weit! verbreitete! Bodenbakterium! Bacillus+ subtilis! hat! ein! Gen! für! eine!
Quercetinase,!welche!durch!Barney!et!al.! in!E.+coli+exprimiert!und!charakterisiert!wurde.[160] Adams!
et!al.! konnten!demonstrieren,!dass!ein!Pirin!aus!E.+ coli+QuercetinaseTAktivität!hat!–!die!eigentliche!
Funktion!des!Proteins!ist!noch!nicht!eindeutig!geklärt,!in!Eukaryoten!sind!Pirine!vor!allem!wichtig!für!
die!Transkriptionsregulation!und!die!Auslösung!der!Apoptose.[161] 
Für! Lactobacillus+ brevis+ wurde! beschrieben,! dass! Flavonoide! einen! Einfluss! auf! die!
Transkriptionsregulation!haben.[162]! Laktobazillen! sind!oft! auch! in!der! Lage!phenolische!Substanzen!
aus! Nahrungsmitteln,! wie! z.! B.! Zimtsäure,! Kaffeesäure! oder! Ferulasäure! abzubauen[163],! allerdings!
wurde!bisher!kein!Flavonoidabbau!von!Lactobazillen!beschrieben.!
Von!Marin!et!al.!wurde!2013!ein!Operon! in!Herbaspirillum+seropedicae! SmR1! identifiziert,!dass! für!
den!Abbau!von!Naringenin!und!anderen!Flavonoiden!verantwortlich! ist.!Herbaspirillum+seropedicae!
SmR1! ist!ein!Bakterium,!das!endophytisch! in!Symbiose!mit!Pflanzen!wie!z.!B.!Mais! (Zea+mays)!und!
Reis!(Oryza+sativa)!lebt!und!dementsprechend!in!engem!Kontakt!mit!Flavonoiden!steht.!Die!Autoren!
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postulieren,! dass! der! Abbau! von!Naringenin!wahrscheinlich!mit! der! Spaltung! des! ATRings! beginnt,!
schließen!jedoch!auch!die!Spaltung!des!CTRings!als!initialen!Schritt!nicht!aus.[3,!164]!
Jeffrey! et! al.! berichteten,! dass! sie! aufgrund! ihrer! Experimente! mit! Pseudomonas+ sp.! ebenfalls!
vermuten,! dass! dieses! Bakterium! den! ATRing! des! Flavonoids! Dihydrogossypetin! mittels! einer!
Dioxygenase!spalten!kann.[165]!

1.7.5. Metabolic#engineering#zur!biotechnologischen!Herstellung!von!
Flavonoiden!

In!den!Pflanzen!kommen!zahlreiche!Flavonoide!mit!verschiedenen!interessanten!Eigenschaften!vor!–!
ihre! Isolation! zur! Anwendung! in! Pharmazeutika,! Lebensmitteln! oder! Kosmetik! ist! jedoch! oftmals!
aufwendig!und!kostenintensiv.!Häufig! liegen!Flavonoide! in!den!Pflanzen! in!komplexen!Mischungen!
und! in! niedrigen! Konzentrationen! vor,! die! Extraktion! aus! dem! inhomogenen! Pflanzenmaterial!
erfordert! den! Einsatz! von! größeren! Mengen! Lösungsmitteln.! Zusätzlich! benötigen! Pflanzen!
vergleichsweise! viel! Zeit! zum! Wachsen.! Außerdem! ist! die! Flavonoidsynthese! von! zahlreichen!
Einflussfaktoren! abhängig,! sodass! die! Konzentrationen! teilweise! erheblich! variieren.! Die!
biotechnologische!Produktion!von!Flavonoiden!bietet!eine!alternative!Option!zur!Gewinnung!dieser!
wertvollen!Produkte.[166]!
Durch! das! zunehmende! Verständnis! des! Flavonoidstoffwechsels! in! Pflanzen! und!Mikroorganismen!
und! die! Isolation! und! Charakterisierung! einiger! Schlüsselenzyme! eröffnen! sich! im! Bereich! der!
Flavonoidbiotechnologie!immer!wieder!neue!Möglichkeiten.!Aus!preiswerteren!Vorstufen!oder!auch!
aus!einfachen!Kohlenstoffquellen!können!so!verschiedene!Flavonoide!gewonnen!werden.[3,!167]!Dieser!
Trend!wird!unterstützt!durch!enorme!Fortschritte!im!Bereich!von!protein+engineering+und!metabolic+
engineering,+ wobei! auch! verschiedene! bioinformatische! Systeme! genutzt! werden.[168]! Die!
entwickelten! Prozesse! basieren! im! Wesentlichen! auf! den! natürlichen! Biosynthesewegen! in! den!
Pflanzen,! aber! auch! auf! den! bereits! genannten! Stoffwechselwegen! der! Biotransformation! von!
Flavonoiden!in!Mikroorganismen.[3,!169T170]!
Für! die! rekombinante! Expression! von! Enzymen! des! Flavonoidstoffwechsels! in! Mikroorganismen!
werden! zur! Zeit! vor! allem! E.+coli! und! Saccharomyces+ cerevisiae! eingesetzt.[171T172]! Beide! Systeme!
haben!sich!bereits!für!viele!biotechnologische!Anwendungen!etabliert.!Die!Vorteile!von!E.+coli+liegen!
unter! anderem! in! der! einfachen! Transformierbarkeit! und! im! schnellen! Wachstum! der!
vergleichsweise! unempfindlichen! Zellen.! Allerdings! ist! E.+coli+ aufgrund! seines! relativ! einfachen!
Translationsmechanismus! nicht! in! der! Lage,! die! für! Eukaryoten! typischen! posttranslationalen!
Modifikationen!bei!den!exprimierten!Proteinen!durchzuführen.!Bei!der!Expression!von!Enzymen!aus!
der! pflanzlichen! Flavonoidbiosynthese! kann! dies! zu! Problemen! führen.[173]! Außerdem! ist! es!
nachteilig,!dass!E.+coli!nicht!über!spezifische!Transporter!verfügt,!sodass!die!von!den!rekombinanten!
Enzymen! produzierten! Flavonoide! in! den! nicht! kompartimentierten! Zellen! gelagert! werden! –! dies!
kann!jedoch!zu!Produktinhibition!und/oder!zu!toxischen!Konzentrationen!führen.[3]!
Im! Gegensatz! dazu! hat! der! Eukaryot! Saccharomyces+ cerevisiae+ die! Möglichkeit,! die!
posttranslationalen! Modifikationen! für! eukaryotische! Proteine! durchzuführen! und! über! das!
endoplasmatische! Reticulum!membrangebundende! Enzyme! wie! z.! B.! die! ZimtsäureT4THydroxylase!
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(eine! P450TMonooxygenase)! korrekt! zu! exprimieren.[3,! 171]! Allerdings! ist! die! Transformation! von!
Hefen!schwieriger!und!auch!die!Wachstumsgeschwindigkeit!ist!geringer!als!die!von!E.+coli.!
!
Aufgrund!der!Vielfalt!der!bisher!unternommenen!Strategien!zur!biotechnologischen!Produktion!von!
Flavonoiden!soll!hier!nur!exemplarisch!auf!die!Produktion!von!Naringenin!und!ähnlichen!Flavonoiden!
eingegangen! werden,! wobei! auch! die! fortschreitende! Verbesserung! der! Ausbeute! hervorgehoben!
werden! soll.! Die! biotechnologische! Produktion! von! Phloretin! wurde! in! der! Literatur! bisher! leider!
kaum!erörtert.!
Hwang! et! al.! gelang! es! als! erstes! über! die! rekombinante! Expression! einer! PAL! aus! der! Hefe!
Rhodothorula+rubra,! einer! 4CL! aus! dem! Bakterium! Streptomyces+coelicolor+ und! einer! CHS! aus! der!
Pflanze!Glycyrrhiza+echinata+ in! E.+coli! mit! Zugabe! von! Tyrosin! 450! µg! Naringenin! je! Liter! bzw.!mit!
Zugabe! von! Phenylalanin! 750! µg! Pinocembrin! je! Liter! herzustellen.[48]! In! einem! ähnlichen! Ansatz!
konnten!Watts!et!al.,!mit!einer!TAL!aus!Rhodobacter+sphaeroides!(als!Ersatz!für!PAL!und!ZimtsäureT4T
Hydroxylase),! einer! 4CL! und! einer! CHS! (beide! aus! Arabidopsis+ thaliana)! in! E.+coli! 20,8!mg!×!LT1!
Naringenin! herstellen,! wobei! die! Cyclisierung! von! Naringeninchalcon! zum! Endprodukt! Naringenin!
nicht! enzymatisch,! sondern! spontan! erfolgte.[47]! Beide! Autoren! konnten! zeigen,! dass! pflanzliche!
Enzyme!des!Flavonoidstoffwechsels!funktionell! in!E.+coli+exprimiert!werden!können.!Bei!Zugabe!von!
3T(4THydroxyphenyl)Tpropionsäure! als! Substrat! konnte! durch! Watts! et! al.! auch! die! Bildung! von!
kleinen!Mengen! Phloretin! nachgewiesen! werden,! allerdings! entstanden! dabei! durch! Einflüsse! des!
E.+coli! eigenen!Stoffwechsels!auch!ähnliche!Mengen!Naringenin!und!es!erfolgte!eine!Akkumulation!
von!4TCumarsäure.[3,!47T48]!
Katsuyama!et!al.!konnten!durch!Kombination!dieses!Genclusters!mit!einem!chiTGen!aus!Glycyrrhiza+
echinata die!Naringeninproduktion!auf!87!mg!×!LT1!steigern.!Außerdem!konnten!sie!in!verschiedenen!
Kombinationen! 4CL,! CHS,! CHI,! FlavonTSynthase,! FlavanonTHydroxylase! und! FlavonolTSynthase! in+
E.+coli+exprimieren.!Durch!Zugabe!von!verschiedenen!z.!T.!unnatürlichen!Carbonsäuren!konnten!sie!
mit! diesen! Enzymen! mehr! als! 30! verschiedene! natürliche! und! synthetische! Flavonoide! in!
Konzentrationen!von!30!bis!80!mg!×!LT1!produzieren.[166]!
Auch!in!Saccharomyces+cerevisiae+konnten!durch!kombinierte!Expression!pflanzlicher!Gene!für!4CL,!
CHS!und!CHI!29!mg!Naringenin!je!Liter!hergestellt!werden.[3,!174]!
Die! Verfügbarkeit! der! benötigten!Vorstufen! in! den! Zellen! ist! ein!wichtiger! limitierender! Faktor! für!
eine! effiziente! Biotransformation! in! derartigen! Prozessen.! Für! ein! Molekül! Naringeninchalcon!
werden!beispielsweise!durch!die!CHS!drei!Moleküle!von!MalonylTCoA!zusammen!mit!einem!Molekül!
4TCumarylTCoA! umgesetzt.! Durch! die! Inhibition! konkurrierender! Stoffwechselwege! in! der!
Fettsäuresynthese,! welche! ebenfalls! MalonylTCoA! verbrauchen,! konnten! Santos! et! al.! die!
Naringeninausbeute! von! 29! mg!×!LT1! auf! 84! mg!×!LT1! steigern.[175]! Eine! weitere! Möglichkeit! ist! die!
Verstärkung! der! MalonylTCoATSynthese:! Leonard! et! al.! konnten! durch! die! Coexpression! von!
AcetylTCoATCarboxylase,! AcetylTCoATSynthase! und! BiotinTLigase! die!MalonylTCoATSynthese! steigern!
und!mit! 4CL,! CHS! und! CHI! 119!mg!Naringenin! je! Liter! bzw.! 429!mg! Pinocembrin! je! Liter! in! E.+coli!
erzeugen.[176]!Xu!et!al.!gelang!es!über!computerbasierte!Optimierung!mit!der!Software!OptForce!die!
nötigen!genetischen!Interventionen!für!eine!hohe!MalonylTCoATSynthese!in!E.+coli+zusagen.!Über!das!
Ausschalten!der!Gene!für!die!Fumarase!und!die!SuccinylTCoATSynthetase!und!die!Überexpression!von!
Pyruvatdehydrogenase,! AcetylTCoATCarboxylase,! Phosphoglyceratkinase! und! GlycerinaldehydT3T
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phosphatdehydrogenase!konnte!der!Kohlenstofffluss!(carbon+flux)! in!E.+coli!so!ausgerichtet!werden,!
das! mit! den! ebenfalls! exprimierten! Enzymen! 4CL,! CHS! und! CHI! letztendlich! 474!mg!Naringenin! je!
Liter!produziert!werden!konnten.[3,!177]!
Für!die!Biosynthese!von!Flavonoiden!und!den!dazugehörigen!Vorstufen!wird!auch!NADPH!benötigt.!
Die!Verbesserung!der!NADPHTVerfügbarkeit! für! die!mikrobielle! Produktion! von! Flavonoiden! ist! ein!
zusätzlicher!Faktor,!der!die!Ausbeute!steigern!kann.[3,!178]!
!
Perspektivisch! gesehen! werden! in! Zukunft! folgende! Themen! für! die! Flavonoidbiotechnologie! von!
Bedeutung!sein[3]:!

• Durch!MetagenomTScreening!und!Genomsequenzierungen!können!neue!Enzyme!bzw.!deren!
Gene!entdeckt!werden.!Dies! ermöglicht! die!Nutzung! von!Genen!bisher!nicht! kultivierbarer!
Mikroorganismen.!

• Mittels!protein+engineering!können!katalytische!Eigenschaften!von!bekannten!Enzymen,!wie!
z.! B.! das! Substratspektrum,! die! Enantioselektivität! und! die! Stabilität! durch! Mutagenese!
verändert! werden.! Dabei! können! diverse! bioinformatische! Anwendungen! (wie! z.! B.! die!
computerbasierte!Analyse!von!Proteinstrukturen)!hilfreich!sein.!

• Die! Anwendung! bioinformatischer! Tools! kann! z.! B.! auch! bei! der! Optimierung! der!
Prozessführung!und!bei! der! Entwicklung! von!heterologen! Expressionssystemen! von!Vorteil!
sein.! Hiermit! ist! es! z.! B.! möglich,! die! Interaktionen! zwischen! den! endogenen! und! den!
eingefügten!Stoffwechselwegen!besser!zu!verstehen!oder!sogar!zusagen.[168]!

• Aus!ökologischen!Gründen! ist!die!Entwicklung!nachhaltiger!Prozesse!wichtig,!dabei!geht!es!
neben! der! benötigten! Energie! auch! um! den! Wasserverbrauch! und! den! Einsatz! von!
Hilfsstoffen!und!Lösungsmitteln.!

• Für! industrielle! Prozesse! ist! es! aus! ökonomischer! Sicht! besser,! wenn! die! verwendeten!
Expressionssysteme! ohne! Einsatz! von! Antibiotika! stabil! funktionieren,! da! hierdurch! die!
Kosten! signifikant! gesenkt! werden! können! –! in! einigen! Bereichen! ist! der! Einsatz! von!
Antibiotika!gar!nicht!erlaubt.!Außerdem!sollte!das!System!ohne!teure!Induktoren!(z.!B.!IPTG)!
auskommen.!

• Die! Löslichkeit! der! Aglykone! ist! in! wässrigen! Lösungen! relativ! schlecht,! wodurch! hohe!
Ausbeuten! oft! nicht! erreicht! werden! können! –! für! eine! effiziente! Flavonoidproduktion!
können! Anpassungen! im! Bereich! downstream+ processing+ und+ der! Einsatz! von! speziellen!
Bioreaktoren!nötig!sein.!

• Neben! der! biotechnologischen! Produktion! von! natürlichen! Flavonoiden,! die! auch! in! der!
Natur!auftreten,!bietet!auch!die!Herstellung!von!synthetischen!Flavonoiden,!die!nicht!in!der!
Natur! auftreten,! ein! großes! Potential,! da! auf! diese! Weise! z.! B.! neue! antimikrobielle!
Flavonoide!gewonnen!werden!können.[179]!

1.8. Geschmack!und!Aroma!
Die!Nahrungsaufnahme!ist!sehr!eng!mit!dem!GeschmacksT!und!Geruchssinn!verbunden.!Pflanzen,!die!
sehr! bitter! sind,! enthalten! möglicherweise! Gifte! wie! z.! B.! Alkaloide;! ein! sehr! saurer! Geschmack!
könnte!ein!Hinweis!auf!unreife!oder!vergorene!Pflanzenteile!sein,!sodass!diese!von!Tieren!aufgrund!
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des! unangenehmen! Geschmacks! eher! nicht! verzehrt! werden.! Nahrungsmittel! wie! reife! Trauben,!
Äpfel! etc.! schmecken! süß! und! signalisieren! dadurch,! dass! in! ihnen! Zucker! als! KohlenstoffT! und!
Energiequelle! vorhanden! sein! müsste.! Ein! gewisser! Anteil! von! bitterem! oder! saurem! Geschmack!
macht! ein! Nahrungsmittel! allerdings! oftmals! sogar! noch! wohlschmeckender.! Neben! den! fünf!
klassischen!Geschmacksrichtungen! (süß,! sauer,!bitter,! salzig!und!umami)! ist!über!den!GeschmacksT!
und! Geruchssinn! aber! noch! die! Unterscheidung! von! etlichen! weiteren! mehr! oder! weniger!
charakteristischen! Geschmacksrichtungen! möglich! –! manchmal! sind! dafür! einzelne! Stoffe!
verantwortlich! (z.! B.! das! αTNonalacton! in! Kokosnuss),! aber! bei! einigen! Nahrungsmitteln! (wie! z.! B.!
Kaffee)! sind! es! wahrscheinlich! Stoffgemische! aus! bis! zu! mehreren! 100! Verbindungen,! die! einen!
speziellen!Geschmack!erzeugen.[180]!
Bei!der!enormen!Vielfalt!an!angebotenen!Nahrungsmitteln!werden!heutzutage!neben!der!Sättigung!
noch!weitere!Ansprüche!an!Nahrungsmittel!gestellt:!Es!wird!beispielsweise!zunehmend!Wert!auf!die!
gesundheitlichen! Aspekte! der! Ernährung! gelegt! (Kapitel! 1.2,! Einfluss! von! Flavonoiden! auf! den!
menschlichen!Stoffwechsel),!desweiteren!sind!kalorienreduzierte!Lebensmittel!erwünscht,! in!denen!
z.!B.!weniger!Zucker!und/oder!weniger!Fett!enthalten! ist,!und!natürlich!soll!das!Lebensmittel!einen!
angenehmen!und!besonderen!Geschmack!haben.[25]!
Die!Verwendung!von!Aromen!ist!eine!Möglichkeit,!ein!Lebensmittel!geschmacklich!an!die!Ansprüche!
der!Konsumenten!anzupassen.!Unter!dem!Begriff!Aroma!versteht!man!ein!Erzeugnis,!das!als!solches!
nicht! zum! Verzehr! bestimmt! ist! und! vorrangig! zum! Nutzen! der! Verbraucher! eingesetzt! wird,! um!
Lebensmitteln! einen! besonderen! Geruch! und/oder! Geschmack! zu! verleihen! oder! diesen! zu!
verändern.! Aromen! können! aus! Aromastoffen,! natürlichen! Aromastoffen,! Aromaextrakten,!
thermisch! gewonnenen! Reaktionsaromen,! Raucharomen,! Aromavorstufen,! sonstigen! Aromen! oder!
deren!Mischungen!hergestellt!werden.[88,!181]!
Im!Jahr!2008!wurde!vom!Europäischen!Parlament!und!dem!Europäischen!Rat!als!Rechtsgrundlage!die!
Verordnung! (EG)! Nr.! 1334/2008! über! Aromen! und! bestimmte! Lebensmittelzutaten! mit!
Aromaeigenschaften!zur!Verwendung!in!und!auf!Lebensmitteln!erlassen,!um!den!Einsatz!von!diesen!
Stoffen! zu! reglementieren! und! den! Endverbraucher! zu! schützen.! Aromen! sollen! nur! verwendet!
werden,!wenn!sie!den!Kriterien!dieser!Verordnung!genügen,!ihr!Vorhandensein!in!einem!Produkt!soll!
gekennzeichnet!sein.!Die!Verwendung!von!Aromen!muss!sicher!sein,!so!dass!bestimmte!Aromen!vor!
ihrer!Zulassung!in!Lebensmitteln!einer!Risikoabschätzung!unterzogen!werden!sollten.[88]!
Neben!vielen!anderen!Bedingungen!ist!in!dieser!Verordnung!auch!die!Verwendung!der!Bezeichnung!
„natürliches! Aroma“! festgelegt.! Demnach! sollen! Aromastoffe! und! Aromaextrakte! nur! dann! als!
natürlich! gekennzeichnet! werden! dürfen,! wenn! sie! bestimmten! Kriterien! entsprechen,! die!
sicherstellen,! dass! der! Verbraucher! nicht! irregeführt! wird:! Laut! Artikel! 3,! Absatz! 2c! dieser!
Verordnung! ist! ein! Aromastoff! dann! „natürlich“,! wenn! er! „durch! geeignete! physikalische,!
enzymatische! oder!mikrobiologische!Verfahren! aus! pflanzlichen,! tierischen! oder!mikrobiologischen!

Ausgangsstoffen!gewonnen![wird],!die!als!solche!verwendet!oder!mittels!eines!oder!mehrerer!der!in!

Anhang! II! [der! Verordnung]! aufgeführten! herkömmlichen! Lebensmittelzubereitungsverfahren! für!
den! menschlichen! Verzehr! aufbereitet! werden.! Natürliche! Aromastoffe! sind! Stoffe,! die! natürlich!
vorkommen!und!in!der!Natur!nachgewiesen!wurden...!„.[88]!
Zu! den! im! Anhang! II! dieser! Verordnung! aufgeführten! Lebensmittelzubereitungsverfahren! gehört!
neben! mechanischen,! thermischen! und! mikrobiologischen! Verfahren,! auch! die! Extraktion!
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(einschließlich! der! Lösemittelextraktion)! gemäß! der! Richtlinie! 2009/32/EG! des! Europäischen!
Parlaments! und! des! Rates.! Als! nach! redlichem!Herstellerbrauch! erlaubte! Lösemittel! zur! Extraktion!
sind! darin! Propan,! Butan,! Ethylacetat,! Ethanol,! Kohlenstoffdioxid,! Aceton! und! Distickstoffmonoxid!
angegeben.! Andere! Lösemittel,! wie! z.! B.! Hexan! oder! Methanol! dürfen! nur! unter! bestimmten!
Verwendungsbedingungen!und/oder!unter!Einhaltung!gegebener!Rückstandshöchstwerte!eingesetzt!
werden.[89]!!
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2.  Z I E L STE L LUNG !

Im!Rahmen!der!vorliegenden!Arbeit!sollte!ein!effizienter!biotechnologischer!Weg!zur!Herstellung!von!
Phloretin!gefunden!werden.!!
Phloretin!kommt!vor!allem!in!Äpfeln!bzw.!Apfelbäumen!vor,!ist!jedoch!aufgrund!der!relativ!geringen!
Konzentration! in! den! Pflanzen! (die! zusätzlich! regionalen! und! jahreszeitlichen! Schwankungen!
unterliegen)!vergleichsweise!teuer.!Außerdem!erfordert!die!Extraktion!aus!dem!Pflanzenmaterial!den!
Einsatz!größerer!Mengen!an!Lösungsmitteln.!
Als! Substrat! sollte! bevorzugt! das! Flavonoid! Naringenin! eingesetzt! werden,! welches! das! gleiche!
Hydroxylierungsmuster! wie! Phloretin! aufweist.! Naringenin! kommt! vor! allem! in! Zitrusfrüchten! in!
höheren!Konzentrationen!vor!und!gilt!als!relativ!preisgünstiger!Ausgangsstoff,!da!es!auch!aus!Resten!
der!Fruchtsaftproduktion!gewonnen!werden!kann.!
Ziel! des! Projektes! war! es,! einen! geeigneten!Mikroorganismus! zu! finden! bzw.! mit! gentechnischen!
Methoden! zu! entwickeln,! der! die! gewünschte! Reaktion! in! angemessener! Zeit! und! mit! hoher!
Ausbeute!durchführen!kann.!Eine!wichtige!Bedingung!für!das!gesuchte!Produktionssystem!war,!dass!
das! Endprodukt! auch! gemäß! der! Europäischen! Aromenverordnung[88]! als! „natürlicher! Aromastoff“!
deklariert! werden! kann,! dies! bedeutet! z.!B.,! dass! bei! Verwendung! von! rekombinanten!
Expressionsmethoden!weder!DNA!noch!Enzyme!im!Endprodukt!vorhanden!sein!dürfen.!
Neben!der!möglichen!Anwendung!von!Phloretin! in!der!LebensmittelT!und!Kosmetikindustrie! ist!das!
Projektziel! auch! von! besonderem! wissenschaftlichen! Interesse,! da! bisher! kein! vergleichbarer!
biotechnologischer!Weg!zur!Produktion!von!Phloretin!existiert.!
!
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3.  ERGEBN I S SE !

3.1. Umsetzung!von!Naringenin!bzw.!Naringin!durch!Pilze!
mit!dem!Zielprodukt!Phloretin!

Zu!Beginn!des!Projektes! lag!der!Fokus!auf!der!Suche!nach!einem!Mikroorganismus,!der!auch!ohne!
gentechnische!Veränderung!dazu!in!der!Lage!ist,!Naringenin!oder!Naringin!zu!Phloretin!umzusetzen.!
Nach! umfangreicher! Literaturrecherche! wurden! verschiedene! Pilze! ausgewählt,! ein! Teil! dieser!
Organismen!wurde!freundlicherweise!von!Prof.!Dr.!Frieder!Schauer!aus!der!SBUG!(Stammsammlung!
Biologie!Universität!Greifswald)!bereitgestelt,!die!übrigen!Pilze!wurden!von!der! [182]DSMZ!(Deutsche!
Sammlung!von!Mikroorganismen!und!Zellkulturen!GmbH,!Braunschweig)!bezogen.! In!Tabelle!1!sind!
die!verwendeten!Stämme!und!die!Literatur!für!die!jeweilige!Gattung!bzw.!Art!zusammengefasst.!

Tabelle!1:!verwendete!Pilzstämme!und!dazugehörige!Literaturstelle!

Stamm! Literatur!
Aspergillus+candidus+ [1T2,!116]!
Aspergillus+niger+ [116T118,!130]!
Aspergillus+niger+var.+conciata+ [116,!130]!
Cunninghamella+blakesleeana+ [116,!122,!130,!183]!
Curvularia+lunata+ [116]!
Fusarium+fujikuroi+ [116,!131T132]!
Gongronella+butleri+ [116]!
Neurospora+crassa+ [95]!
Penicillium+canescens+ [130]!
Penicillium+digitatum+ [130]!
Penicillium+italicum+ [130]!
Penicillium+variabile+ [130]!
Penicillium+chrysogenum+ [117T118,!130]!
Petromyces+alliaceus+ [120]!
!
Außerdem!wurden!von!der!Oberfläche!von!Zitronen!Pilze! isoliert,!bei!denen!es! sich!nach!Auskunft!
von!A.!Reinhard! (AG!Prof.!Dr.!Schauer)!vor!allem!um!Penicillium+digitatum+und!Penicillium+ italicum+
handelte!(Abbildung!12).!
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!

Abbildung!12:!Malzagarplatte!mit!verschiedenen!Pilzen,!die!von!einer!Zitrone!isoliert!wurden.!

Die! Pilze! wurden! in! Flüssigkultur! auf! Phloretinproduktion! getestet,! als! Substrat! wurden!
0,1!T!0,5!%!Naringenin! bzw.! Naringin! eingesetzt.! Für! die! Kultivierungen! wurden! ausschließlich!
Reinkulturen! verwendet,! um! eine! gegenseitige! Beeinflussung! der!Mikroorganismen! zu! vermeiden.!
Nach! einer! Vorkultur! zur! Biomassegewinnung! wurde! die! Hauptkultur! gestartet,! in! der! dann!
Naringenin! bzw.! Naringin! als! Substrat! hinzugefügt! wurde.! Aus! der! Hauptkultur! wurden! Proben!
entnommen,! extrahiert! und! über! HPLC! analysiert.! Im! Kultivierungsverlauf! konnte! festgestellt!
werden,!dass!das!Substrat!durch!die!Pilze!abgebaut!wird!(siehe!beispielhaft!für!Aspergillus+candidus!
in!Abbildung!13).!Das!gewünschte!Produkt!konnte! jedoch! in!keinem!Fall!nachgewiesen!werden.!Da!
bei!den!Experimenten!lediglich!die!Möglichkeit!der!Phloretinproduktion!geprüft!werden!sollte,!wurde!
der!Substratabbau!nicht!weiter!untersucht.!
!

!

Abbildung! 13:! Abnahme! der! Naringeninkonzentration! (entsprechend! der! relativen! Peakfläche)! bei! einer!
Kultivierung!von!Aspergillus#candidus#mit!Naringenin.!
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3.2. Versuche!mit!rekombinanter!Chalconisomerase!und!
Enoatreduktase!aus!E.#ramulus,!exprimiert!in!E.#coli!

Im! Gegensatz! zu! den! filamentösen! Pilzen! wurde! die! Umsetzung! von! Naringenin! zu! Phloretin! für!
anaerobe!Bakterien!zuvor!mehrfach!beschrieben.!Am!Deutschen!Institut!für!Ernährungsforschung!in!
PotsdamTRehbrücke!wurden!von!Claudia!Herles[96T97,!151]!und!Heiko!Schneider[102]!bereits!Versuche!mit!
E.+ramulus!durchgeführt.! In!den!Ergebnissen!wurde!deutlich,!dass!E.+ramulus+prinzipiell! in!der!Lage!
ist,!die!Zielreaktion!durchzuführen!und!dass!eine!Chalconisomerase!an!der!Reaktion!beteiligt!ist.[96]!Es!
wurde!jedoch!auch!berichtet,!dass!noch!ein!weiteres!Enzym!für!die!Zielreaktion!nötig!ist.!Im!Rahmen!
des!Projektes!P19! im!Cluster!Biokatalyse!2021!wurden!dann!am!Institut! für!Technische!Chemie!der!
Universität!Hannover!weitere!Experimente!mit!E.+ramulus+von!Anne!Schmidt!durchgeführt,!in!denen!
unter! anderem!versucht!wurde,! die!CHI! aufzureinigen!und!die! Zielreaktion!mit! ganzen! Zellen!bzw.!
mit!Zellextrakt!ablaufen!zu!lassen.[154]!Die!Ergebnisse!dieser!Experimente!bestätigten,!dass!E.+ramulus!
die! Zielreaktion! katalysieren! kann.! Es! stellte! sich! dabei! jedoch! auch! heraus,! dass! E.+ramulus+ kein!
geeigneter!Produktionsstamm!ist,!unter!anderem!da!der!Organismus!das!Zielprodukt!relativ!schnell!
abbaut!und!aufgrund!seiner!obligat!anaeroben!Lebensweise!die!Prozessführung!erschwert.!Im!Laufe!
des!Projektes!stand!auch!der!Einsatz!von!gentechnisch!veränderten!Mikroorganismen!als!Option!für!
das! Projektziel! zur! Verfügung.!Deshalb!wurde! nun! versucht,! die! relevanten!Gene! zu! identifizieren.!
Nach! der! Klonierung! der! Gene! sollte! mit! dem! Expressionsstamm! die! Zielreaktion! nachgewiesen!
werden.!

3.2.1. Genomsequenzierung!

Um! die! genetischen! Informationen! zu! den! Enzymen! zu! erhalten,! die! für! die! Umsetzung! von!
Naringenin!zu!Phloretin! in!E.+ramulus+verantwortlich!sind,!wurde!das!Genom!des!Bakteriums!durch!
die! TuTech! Innovation! GmbH! sequenziert.! Bisher! waren! nur! einzelne! Proteinfragmente! und! eine!
Gensequenz!von!E.+ramulus+bekannt.[97,!150T151]!
Das! Ergebnis! der! Sequenzierung! waren! 114! contigs! mit! einer! Größe! von! ca.! 500! bp! bis! über!
220.000!bp,!die!nach!Angaben!der!TuTech!Innovation!GmbH!das!Genom!von!E.+ramulus+ausreichend!
abdecken,!sich!jedoch!nicht!weiter!zusammenführen!lassen.!!
Als! nächsten! Schritt!wäre! es!wünschenswert! gewesen,! alle! hypothetischen!Gene! aus! dem!Genom!
und!die!daraus!ableitbaren!Proteine!mit!dem!Programm!Geneious!zu!extrahieren.!Aus! technischen!
Gründen!war!dies!jedoch!für!die!große!Anzahl!an!theoretischen!Genen!nicht!durchführbar.!Deshalb!
wurden!die!114!contigs!komplett!(ohne!Rücksicht!auf!codierende!bzw.!nicht!codierende!Bereiche)!in+
silico+ translatiert.! Da! der! genetische! Code! eine! Triplettstruktur! aufweist! (jeweils! drei! Nukleotide!
stehen!für!eine!Aminosäure)!und!beide!DNATStränge!der!DNA!codierend!sein!können,!ergeben!sich!
für! jedes! contig! sechs! mögliche! Leserahmen.! Aus! den! 114! contigs! ergaben! sich! somit! 684!
theoretische!Aminosäuresequenzen,!die!man!jedoch!nur!bedingt!mit!Proteinsequenzen!gleichsetzen!
kann.!
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3.2.2. Die!Chalconisomerase!aus!E.#ramulus!

3.2.2.1. Suche!und!Klonierung!des!Chalconisomerasegens!

Da! bereits! bekannt!war,! dass! die! von!Herles! untersuchte! CHI! in! die! Gesamtreaktion! involviert! ist,!
wurde! mit! Geneious! in! diesen! 684! Aminosäuresequenzen! nach! dem! von! Herles! publizierten!
NTterminalen! Proteinfragment[97]! gesucht.! Das! Motiv! wurde! nur! in! einer! der! 684! Sequenzen!
gefunden.!Der!dazugehörige!Leserahmen!(open+reading+frame,!orf)!codiert!für!ein!Protein,!bei!dem!
die! Aminosäuresequenz! vom! NTTerminus! aus! gesehen! 12! aufeinanderfolgende! Aminosäuren! mit!
dem!gesuchten!Fragment!gemeinsam!hat!(Abbildung!14).!Der!NTTerminus!des!gefundenen!Proteins!
unterschied!sich!von!dem!durch!Herles!publizierten!Fragment! lediglich!durch!die!erste!Aminosäure!
Methionin!und!die!letzten!drei!Aminosäuren.!

!

Abbildung! 14:! Alignment! des! NATerminus! der! gefundenen! CHI! (in# silico;! 1.)! mit! dem! von! Herles! publizierten!
NATerminus!(2.).!

Mit! einer! Größe! von! 852! bp! (Basenpaaren)! und! einer! daraus! resultierenden! Proteingröße! von!
ca.!32,5!kDa! passte! der! gefundene! orf+ auch! zu! der! von! Herles! beschriebenen! Größe! einer!
Untereinheit!der!CHI.[97]!Eine!BLASTTAnalyse!dieser!Aminosäuresequenz!ergab,!dass!Ähnlichkeiten!zu!
AcetylTCoATHydrolasen!und!hypothetischen!anderen!Proteinen!bestehen,!die!aus!anderen!Vertretern!
der!Klasse!Clostridia!stammen.!
Anhand!der!vorliegenden!DNATSequenz!des!chiTGens!wurden!Primer!erstellt,!mit!denen!in!einer!PCR!
der!gewünschte!orf!aus!der!genomischen!DNA!von!Eubacterium+ramulus+amplifiziert!werden!konnte.!
Gleichzeitig!wurden!zusätzliche!Schnittstellen!für!spätere!Klonierungen!angefügt!(siehe!Übersicht! in!
Abbildung! 15).! Die! genomische! DNA! wurde! freundlicherweise! von! Dr.!Maryna!Royter! von! der! TU!
HamburgTHarburg!bereitgestellt.!

!

Abbildung!15:!Ausschnitte!aus!der!Sequenz!des!PCRAProduktes!mit!Beginn!(oben)!und!Ende!(unten)!des!chiAGens!
(grün),!davor!bzw.!dahinter!die!in!der!PCR!angefügten!Sequenzen!mit!den!wichtigsten!Schnittstellen.!

!
Das! Agarosegel! in! Abbildung! 16! zeigt,! dass! in! der! PCR! die! Amplifikation! eines! ca.! 900! bp! großen!
Fragmentes!erfolgte!(884!bp,!orf!mit!zusätzlichen!Schnittstellen).!
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!

Abbildung! 16:! Agarosegel! nach! der! PCR! zur! Amplifikation! des! chiAGens! mit! genspezifischen! Primern! aus!
genomischer!DNA!von!E.#ramulus.!Für!die!PCRTAnsätze!wurden!verschiedene!Anlagerungstemperaturen!verwendet:!
1:! 58°C;! 2:! 59,5°C;! 3:! 62,4°C;! 4:! 64,6°C;! 5:! 65,6°C.! Die! Größe! des! PCRTProduktes! entspricht! der! des! gesuchten!
Fragmentes.!DNATMarker:!1!kb!Marker!(Roth).!
!
Im! Anschluss!wurde! das! Fragment!mit! dem! chiTGen! über! TOPOTTATCloning®! (Invitrogen,! Carlsbad,!
California,!USA)!in!das!Plasmid!pCR2.1TTOPO!kloniert!und!entsprechend!den!Angaben!des!Herstellers!
transformiert.! Nach! einer! colonyTPCR! von! zehn! zufällig! ausgewählten! Klonen! zeigte! sich! auf! dem!
Agarosegel,!dass!bei!zwei!Klonen!in!der!PCR!eine!Bande!in!der!gewünschten!Größe!von!ca.!1.100!kb!
gebildet!wurde!(Abbildung!17).!Die!Größe!der!Bande!ergab!sich!dadurch,!dass!neben!dem!Insert!mit!
ca.! 850! bp! noch! die! flankierenden,! plasmideigenen! Bereiche! zwischen! den! Primern! amplifiziert!
wurden.!Die!positiven!Ergebnisse!wurden!durch!Sequenzierung!bestätigt.!

!

Abbildung! 17:! Agarosegel! nach! einer! colony8PCR! von! zehn! Klonen,! in! die! über! TOPOATAACloning®! das! chiAGen!
eingefügt!wurde,!die!AnnealingATemperatur!der!PCR!betrug!58°C.!In!Bahn!4!(Klon!IV)!und!5!(Klon!V)!ist!eine!Bande!
in!der!gewünschten!Größe!zu!erkennen.!DNATMarker:!1!kb!Marker!(Roth).!

Nach! einem! Restriktionsverdau! von! pCR2.1TTOPO_chi! (Klon! IV)! mit! NcoI+ und! NotI! wurde! das!
Fragment! mit! dem! chi5Gen! in! den! auf! die! gleiche!Weise! präparierten! ExpressionsTVektor! pET28b!
ligiert.! Zur! Plasmidvermehrung! erfolgte! die! Transformation! des! Konstruktes! in! E.+coli+ DH5α.! Die!
erfolgreiche! Klonierung! des! chiTGens! in! pET28b! wurde! durch! Sequenzierung! der! PlasmidTDNA!
bestätigt.!
Im! Anschluss! daran! wurde! das! Plasmid! pET28b_chi! in! den! Expressionsstamm! E.+coli+ Rosetta!
transformiert.!Dieser!Stamm!trägt!ein!zusätzliches!Plasmid,!das!für!eine!Bereitstellung!von!seltenen!
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tTRNAs! (AGG,! AGA,! AUA,! CUA,! CCC,! GGA)! sorgt.! Auf! diesem! Wege! können! auch! seltene! Codons!
bedient! werden,! die! möglicherweise! durch! die! E.+coliTeigene! codon+ usage+ nicht! ausreichend!
abgedeckt! werden.! Da! E.+ramulus+ als! Ursprungsorganismus! des! chiTGens! mit! dem!
Expressionsorganismus!E.+coli!nicht!eng!verwandt!ist,!könnte!die!codon+usage!unterschiedlich!sein.!

3.2.2.2. Expression,!Aktivität!und!Aufreinigung!der!Chalconisomerase!in!
E.#coli#Rosetta!pET28b_chi!

Mit! E.+coli+ Rosetta! pET28b_chi! wurde! daraufhin! eine! Kultivierung! durchgeführt,! um! Aktivität! und!
Expression! des! Enzyms! nachzuweisen.!Während! der! Kultivierung! wurden! zu! verschiedenen! Zeiten!
Proben! entnommen,! um!die! IPTGTinduzierte! Expression! der! CHI! verfolgen! zu! können.!Die! aus! den!
Proben! gewonnenen! Proteinrohextrakte! wurden! über! SDSTPolyacrylamidTGelelektrophorese!
(SDSTPAGE)!analysiert.! In!Abbildung!18! ist!das!dazugehörige!SDSTGel!gezeigt.!Es! ist!erkennbar,!dass!
durch!die!IPTGTInduktion!die!Überexpression!eines!Proteins!mit!einer!Größe!von!ca.!30!kDa!erreicht!
wurde.!Bereits!4!h!nach!der! Induktion!war!eine!deutliche!Bande! in!der! löslichen!Fraktion! (Ü4h)! zu!
sehen,! in! der! unlöslichen! Fraktion! ist! bei! 4!h! (P4h)! eine! schwächere! Bande! sichtbar.! Aufgrund! der!
passenden!Größe!wurde!davon!ausgegangen,!dass!es!sich!bei!diesem!Protein!um!ein!Monomer!der!
CHI!handelt.!
!

!

Abbildung! 18:! SDSAGel,! Überexpression! der! CHI! aus! E.#ramulus# in! E.# coli# Rosetta! bei! 25°C,!
Induktion! bei! 0! h! mit! 0,1!mmol!×!LT1! IPTG,! Ü:! (Überstand)! lösliche! Proteinfraktion,! P:! (Pellet)! unlösliche!
Proteinfraktion,!M:!Marker:!RotiTMark!Standard.!
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Um! einen! ersten! qualitativen! Aktivitätsnachweis! der! rekombinant! in! E.+ coli! exprimierten! CHI! zu!
erbringen,!wurde!Naringeninchalcon!als!Substrat!mit!einer!Endkonzentration!von!36,75!µmol!×!LT1!für!
eine! Biokatalyse! eingesetzt! (analog! zu! den! Biokatalysen! von! Herles[96]).! Die! Reaktion! ist! in!
Abbildung!19!gezeigt.!!
!

!

Abbildung!19:!Schematische!Darstellung!der!Reaktion!von!Naringeninchalcon!zu!Naringenin,!katalysiert!durch!die!
CHI.!Das!Gleichgewicht!der!Reaktion!liegt!auf!der!Seite!des!Naringenins.!

Das!Substrat!Naringeninchalcon! ist!gelb!gefärbt,!die!Abnahme!der!Naringeninchalconkonzentration!
kann!bei!einer!Wellenlänge!von!368!nm!photometrisch!verfolgt!werden.!Als!Negativkontrolle!dienten!
ein! Reaktionsansatz! mit! einem! Proteinrohextrakt! aus! E.+coli+ Rosetta! ohne! Plasmid! und! ein!
Reaktionsansatz! ohne! Proteinrohextrakt.! In! Abbildung! 20! ist! der! zeitliche! Verlauf! der!
Naringeninchalconisomerisierung!durch!die!rekombinant!exprimierte!CHI!gezeigt,!das!Enzym!konnte!
demnach!aktiv!überexprimiert!werden.!
!

!

Abbildung! 20:! Zeitverlauf! des! NaringeninchalconAAbbaus! in! einer! Biokatalyse! zum! qualitativen! Nachweis! der!
Aktivität!der!rekombinanten!CHI!aus!E.#coli#Rosetta!mit!dem!Plasmid!pET28b_chi,!photometrische!Bestimmung!bei!
368!nm.!
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Der! Aktivitätsnachweis! der! Chalconisomerase! ermöglichte! die! gezielte! Aufreinigung! des! Proteins!
über! Anionenaustauschchromatographie! und! hydrophobe! Interaktionschromatographie.! Das!
Aufreinigungskonzept!basiert!auf!der!von!C.!Herles!in!ihrer!Dissertation!beschriebenen!Strategie!für!
die! Aufreinigung! der! Chalconisomerase! aus!E.+ ramulus.[96]! Nach! dem! Zellaufschluss! erfolgte! zuerst!
eine! FPLCTAufreinigung! über! DEAETSepharose,! die! aktivsten! Elutionsfraktionen! wurde! danach!
vereinigt.! Im! darauffolgenden! Schritt! wurde! mit! der! FPLC! über! hydrophophe!
Interaktionschromatographie! aufgereinigt,! die! aktivsten! Elutionsfraktionen! wurden! vereinigt! und!
über! Ultrafiltration! eingeengt! und! entsalzt.! Die! einzelnen! Fraktionen! der! hydrophophen!
Interaktionschromatographie! können! nicht! auf! ein! SDSTGel! aufgetragen! werden,! da! aufgrund! der!
Ladungen!des!Ammoniumsulfats!in!den!Proben!die!elektrophoretische!Auftrennung!gestört!wäre.!Im!
letzten!Aufreinigungsschritt!wurde!mit!Ressource!Q!ein!weiterer!Anionenaustauscher!eingesetzt.! In!
Abbildung!21!ist!erkennbar,!dass!die!Aufreinigung!der!Chalconisomerase!erfolgreich!war.!
!

!

Abbildung!21:!SDSAGel!der!Aufreinigung!der!Chalconisomerase!nach!AnionenaustauschAChromatographie!mit!
DEAEASepharose!(links)!und!daran!anschließend!nach!hydrophober!Interaktionschromatographie!und!
AnionenaustauschAChromatographie!an!Ressource!Q!(rechts),!RE=!Rohextrakt,!DF=Durchfluss,!M=Marker!(Low!
range!Marker,!Sigma).!

!
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3.2.2.3. Enzymatische!Charakterisierung!der!Chalconisomerase!

Angegliedert!an!diese!Dissertation!wurde!die! rekombinant! in!E.+coli!exprimierte!CHI!aus!E.+ramulus+
von!Maren! Thomsen! im! Rahmen! ihrer! Diplomarbeit! enzymatisch! charakterisiert.! Die! Diplomarbeit!
wurde!von!mir!mitbetreut.!In!diesem!Kapitel!werden!die!Ergebnisse!daraus!zusammengefasst.[184]!
Für!eine!genaue!Charakterisierung!(und!für!die!Kristallisierung!und!Lösung!der!Kristallstruktur)!ist!es!
wichtig,! möglichst! reines! Protein! zu! verwenden,! wodurch! Nebenreaktionen! bzw.!
Hintergrundaktivitäten! minimiert! werden! sollen.! Hierfür! wurde! die! CHI! nach! der! erfolgreichen!
Überexpression! in! E.+coli! an! einer! FPLCTAnlage! (Fast+ protein+ liquid+ chromatography)! über!
Anionenaustauschchromatographie,! daraufhin! mit! hydrophober! Interaktionschromatographie! und!
abschließend! über! Gelfiltration! aufgereinigt.! Die! Vorarbeiten! (Kapitel! 3.2.2.2)! und! die! Dissertation!
von! Claudia!Herles! konnten! genutzt!werden,! um!das! Aufreinigungsprotokoll! unter! den! gegebenen!
Laborbedingungen!zu!optimieren.[96,!184]!
Durch!eine!Silberfärbung!konnte!gezeigt!werden,!dass!die!Chalconisomerase!nach!der!Aufreinigung!
in!sehr!reiner!Form!vorlag.!Über!Massenspektrometrie!wurde!nachgewiesen,!dass!es!sich!wirklich!um!
die! gesuchte! CHI! handelt,! wobei! auch! hier! kein! NTterminales! Methionin! nachgewiesen! werden!
konnte.! Daraus! lässt! sich! schließen,! dass! das!Methionin! in! einer! posttranslationalen!Modifikation!
entfernt!wurde!(Kapitel!1.7.3.1,!Flavonoidabbau!durch!Eubacterium+ramulus).[184]!
Das! pHTOptimum! der! CHI! wurde! durch! Aktivitätsmessungen! bei! verschiedenen! pHTWerten! im!
Bereich!von!pH!6,0!bis!8,0!ermittelt.!Die!CHI!ist!im!Bereich!von!pH!6,4!bis!7,4!am!aktivsten.!Das!pHT
Optimum! liegt! bei! pH! 6,8.! Auch! ohne! die! enzymatische! Katalyse! durch! die! CHI! läuft! die!
Isomerisierung!von!Naringeninchalcon!zu!Naringenin!ab.!Vor!allem!im!neutralen!und!basischen!pHT
Wertbereich!wird!die!nichtenzymatische!Reaktion!begünstigt!und!läuft!bei!pH!6,8!doppelt!so!schnell!
ab!wie!bei!pH!6,4.!Da!der!Aktivitätsunterschied!für!die!CHI!bei!diesen!beiden!pHTWerten!nur!gering!
ist,!wurden!die!weiteren!Messungen!bei!pH!6,4!durchgeführt,!um!bevorzugt!die!enzymkatalysierte!
Reaktion!untersuchen!zu!können.[184]!
Zur!Ermittlung!des!Temperaturoptimums!der!CHI!wurden!die!Aktivitätsmessungen!bei!verschiedenen!
Temperaturen! im!Bereich!von!23°C!bis!50°C!durchgeführt.!Die!Aktivität!der!CHI! steigt!proportional!
zur! Temperatur! an,! die! höchste! Aktivität! wurde! bei! 45°C! ermittelt.! Dieser! Punkt! stellt! das!
Temperaturoptimum!der!CHI!dar,!hier!ist!die!Aktivität!mehr!als!fünfmal!so!hoch!wie!bei!23°C.[184]!
Die! Stabilität! der! CHI! bei! höheren! Temperaturen! wurde! untersucht,! indem! das! Enzym! über!
verschiedene! Zeitintervalle! bei! unterschiedlichen! Temperaturen! im! Bereich! von! 23°C! bis! 50°C!
inkubiert!und!anschließend!die!Restaktivität!bestimmt!wurde.!Bei!41°C!ergab!sich!eine!Halbwertzeit!
von!ca.!32!h,!bei!44°C!hingegen!ist!die!Stabilität!deutlich!vermindert,!die!Halbwertszeit!beträgt!hier!
aber!immer!noch!ca.!6!h.!Bei!50°C!trat!der!Aktivitätsverlust!dann!relativ!schnell!und!stark!ein,!bereits!
nach! einer! halben! Stunde! Inkubation! unter! dieser! Temperatur! war! die! Aktivität! um! ca.! 75!%!
vermindert.!Nach!Inkubation!über!24!Stunden!bei!den!entsprechenden!Temperaturen!konnte!in!allen!
Reaktionsansätzen!ein!Aktivitätsverlust!beobachtet!werden,!wobei!dieser!bei!23°C!und!30°C!deutlich!
geringer!ausfiel!als!bei!den!höheren!Temperaturen.[184]!
Zur! Ermittlung! von! KM! und! Vmax! wurde! die! Aktivität! der! CHI! bei! verschiedenen!
Substratkonzentrationen!in!einer!Quarzküvette!mit!einer!Schichtdicke!von!2!mm!gemessen.!Der!für!
diese! Küvette! ermittelte! Extinktionskoeffizient! ε für! Naringeninchalcon! lag! bei!
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23,0425!L!×!mmolT1!×!cmT1.!Die!Auswertung!der!Messdaten!erfolgte!anschließend!mit!SigmaPlot!über!
hyperbole!Regression,!die!Ergebnisse!sind!in!Tabelle!2!gezeigt.[184]!

Tabelle!2:!Ergebnisse!der!Berechnungen!für!die!Aktivität!der!CHI[184]!

Parameter! Wert!

KM![µmol!×!LT1]! 35,4!±!3,5!

Vmax![U!×!mgT1]! 352,7!±!8,8!

kcat![s
T1]! 1142!±!29*[182]!

kcat!×!KM
T1![L!×!molT1!×!sT1]! 3,2!×!107*[182]!

*Aufgrund!eines!Rechenfehlers!in!der!Diplomarbeit!von!M.!Thomsen!
weichen!die!Werte!in!dieser!Tabelle!von!den!in!der!Diplomarbeit!
angegebenen!Werten!ab.!

!
Aufgrund!des!Reaktionsgleichgewichtes!wurde!zur!Untersuchung!der!Chalconisomerase!die!Reaktion!
von! Naringenchalcon! zu! Naringenin! beobachtet.! Die! Zielreaktion! beinhaltet! jedoch! die!
entgegengesetzte!Richtung!der!reversiblen!Reaktion.!Das!Enzym!müsste!prinzipiell!auch!Naringenin!
als! Substrat! zum! Produkt! Naringeninchalcon! umsetzen,! photometrisch! ist! diese! Reaktion! jedoch!
nicht!nachweisbar.!Um!dennoch!die!Bildung!von!Naringeninchalcon!nachzuweisen,!wurde!eine!HPLCT
Methode! von!Krause!und!Galensa[185]! an!die! gegebenen! Laborbedingungen! angepasst,! sodass! eine!
Trennung! von!Naringenin! und!Naringeninchalcon!möglich!war.! Die! Bildung! von!Naringeninchalcon!
aus!Naringenin!durch!die!CHI!konnte!in!den!durchgeführten!Biokatalysen!jedoch!nicht!nachgewiesen!
werden.[184]!
Die! CHI! setzt! Naringeninchalcon! zum! chiralen! Produkt! Naringenin! um.! Zur! Bestimmung! der!
Enantioselektivität! der! CHI! wurde! das! Verhältnis! der! gebildeten! Enantiomere! untersucht.! Für! die!
Biokatalysen! wurden! 100!µmol!×!LT1! Naringeninchalcon! eingesetzt,! die! chirale! HPLCTAnalyse! wurde!
von!Egon!Gross!(Symrise!AG,!Holzminden)!durchgeführt.!Es!konnte!nachgewiesen!werden,!dass!die!
CHI! das! Naringeninchalcon! vollständig! zu! (S)T(−)TNaringenin! umsetzt.! Der! berechnete! ETWert!
ist!>!100,!das!heißt,!dass!die!CHI!sehr!enantioselektiv!für!die!Bildung!des!(S)T(−)TNaringenin!ist.[184]!
Über!Gelfiltration!und!FergusonTPlot!wurde!versucht,!das!Molekulargewicht!der!CHI!zu!bestimmen.!
Die! Größe! einer! Untereinheit! der! CHI! beträgt! 32,4! kDa,! rein! rechnerisch! ergibt! sich! aus! den!
Ergebnissen!beider!Versuche,!dass!die!CHI!in!ihrer!nativen!Form!ein!Oktamer!ist.!Die!Gelfiltration!der!
in! E.+ ramulus+ exprimierten! CHI! zeigte,! dass! das! Enzym! rein! rechnerisch! auch! dort! als! Oktamer!
gebildet!wird.[184]!
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3.2.3. Suche!und!Klonierung!des!EnoatreduktaseAGens!

Wie!bereits!beschrieben,!ist!die!CHI!für!die!Katalyse!der!Zielreaktion!zum!Endprodukt!Phloretin!nicht!
ausreichend.!Es!wurde!vermutet,!dass! für!die!Reduktion!von!Naringeninchalcon!zum!Phloretin!eine!
Enoatreduktase!verantwortlich! ist,!deren!Gen!auch!im!Genom!von!Eubacterium+ramulus+vorhanden!
sein! sollte.!Über!ein!Alignment!von!34!bekannten!Aminosäuresequenzen!anderer!Enoatreduktasen!
aus! der! Datenbank! BRENDA! wurde! das! Motiv! N!X!R!X!D!X!X!G!G! als! hoch! konserviert! in! diesen!
Proteinen!identifiziert!(Abbildung!22),!wobei!in!vielen!anderen!Bereichen!des!Alignments!eine!hohe!
Variabilität!erkennbar!ist.!

!

Abbildung! 22:! Oben:! Alignment! der! Aminosäuresequenzen! bekannter! Enoatreduktasen! (aus! der! Datenbank!
BRENDA,!Hinweise! zu!den! Sequenzen!befinden! sich! im!Anhang)!mit! konserviertem!Motiv! der! Enoatreduktasen.!
Unten:!Vergrößerter!Ausschnitt!aus!dem!Alignment!mit!dem!gefundenen!konservierten!Motiv.!
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Analog! zur!Suche!nach!der!chiTGensequenz!wurde! in!den!684!Aminosäuresequenzen,!die!nach!der!
Sequenzierung!des!E.+ramulusTGenoms!mit!dem!Programm!Geneious!in+silico+generiert!wurden,!nach!
dem!Motiv!N!X!R!X!D!X!X!G!G!gesucht.!Im!Genom!von!E.+ramulus+wurde!auf!diesem!Weg!ein!Gen!mit!
einer! Größe! von! 2037! bp! gefunden,! das! für! ein! Protein!mit! diesem!Motiv! codiert.! Die! gefundene!
Proteinsequenz! besteht! aus! 678! Aminosäuren! und! hat! rechnerisch! eine! molekulare! Masse! von!
74,46!kDa.! Neben! dem! konservierten! Motiv! zwischen! Position! 202! und! 210! weist! das! gefundene!
Protein! auch! in! anderen! Sequenzbereichen! Homologien! zu! den! in! Abbildung! 22! gezeigten!
Aminosäuresequenzen!anderer!Enoatreduktasen!auf.! In!einem!weiteren!Alignment!der!gefundenen!
EREDTSequenz! mit! anderen! Enoatreduktasen! aus! verschiedenen! obligat! anaeroben! Bakterien! sind!
ebenfalls!konservierte!Bereiche!erkennbar!(Abbildung!23).!

!

Abbildung! 23:! Alignment! der! gefundenen! Enoatreduktase! (KF154735)! aus! E.#ramulus! mit! anderen!
Enoatreduktasen.! Die!Motive! für! die! Bindung! von! Fe/SACluster,! FAD! und! NADH! sind! annotiert.! C36912:!NADHT
Flavinoxidase!aus!Eubacterium+sp.!strain!VPI!12708;!CAA71086.1,:!2TEnoatreduktase!aus!Clostridium+tyrobutyricum;!
P32382.1:!NADHTAkzeptorTOxidoreduktase!aus!Thermoanaerobium+brockii.[186] 
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Über!genspezifische!Primer!wurde!das!Gen! in!einer!PCR!amplifiziert,!als!Templat!diente!wieder!die!
genomische! DNA,! die! auch! für! die! Isolation! des! chiTGens! verwendet! wurde.! Im! Agarosegel! in!
Abbildung!24!ist!erkennbar,!dass!in!der!PCR!ein!Fragment!mit!ca.!2.100!kb!amplifiziert!wurde.!

!

Abbildung! 24:! Amplifikation! des! eredAGens!mit! genspezifischen! Primern! aus! genomischer! DNA! von! E.#ramulus;!
gezeigt! ist! ein! Agarosegel! der! fünf! PCRAAnsätze,! die! AnnealingATemperatur! betrug! 61°C.! Die! Größe! des! PCRA
Produktes!entspricht!der!des!gesuchten!Fragmentes.!DNATMarker:!1!kb!Marker!(Roth).!

Das!resultierende!PCRTProdukt!wurde!über!TOPOTTATCloning®!(Invitrogen,!Carlsbad,!California,!USA)!
in! das! Plasmid! pCR2.1TTOPO! kloniert,! die! erfolgreiche! Klonierung! wurde! über! Sequenzierung!
bestätigt.!
Um!eine!Klonierung! in!pET52b!zu!ermöglichen,!wurde!mit!spezifischen!Primern!über!eine!PCR!eine!
Schnittstelle! für!das!Restriktionsenzym!KpnI! vor!den!Teil!des!Gens!gesetzt,!der! für!den!NTTerminus!
codiert.! Als! reverseTPrimer! diente! M13TRV,! sodass! hinter! dem! insertierten! Gen! ein! Teil! des!
pCR2.1TTOPOTVektors! mitamplifiziert! wurde.! Das! Agarosegel! zu! dieser! PCR! ist! in! Abbildung! 25!
gezeigt.!

!

Abbildung!25:!Agarosegel!nach!der!PCR!zum!Einfügen!einer!KpnIASchnittstelle!vor!dem!eredAGen,!in!der!PCR!wurde!
auch!ein!Teil!des!pCR2.1ATOPOAVektors!mitamplifiziert.!DNATMarker:!1!kb!Marker!(Roth).!

Das! PCRTProdukt! enthielt! nun! vor! dem! eredTGen! die! neu! eingefügte! KpnITSchnittstelle! und! hinter!
dem!eredTGen!eine!SacITSchnittstelle!aus!dem!pCR2.1TTOPOTVektor.!Nach!einem!Restriktionsverdau!
des! PCRTProduktes! mit! KpnI! und! SacI+wurde! das! Gen+ in! den! auf! die! gleiche! Weise! präparierten!
Expressionsvektor! pET52b! ligiert,! das! Gesamtkonstrukt! wurde! dann! als! pET52b_ered! bezeichnet.!
Anschließend! wurde! das! Plasmid! in! E.+coli! DH5α! zur! Plasmidvermehrung! transformiert.! Durch!
Sequenzierung!wurde!bestätigt,!dass!die!Klonierung!erfolgreich!war.!
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3.2.4. Nachweis!der!Zielreaktion!mit!E.#coli#Rosetta!(mit!pET28b_chi!
und!pET52b_ered)!in!Ganzzellbiokatalysen!

Nachdem! nun! beide! Gene! für! die! Zielreaktion! vorlagen! und! für! die! CHI! bereits! Aktivität! und!
Überexpression!nachgewiesen!werden!konnte,!wurden!die!Plasmide!pET28bTchi+und!pET52bTered!in!
E.+coli+Rosetta! transformiert,! um!einen!Stamm!zu!generieren,!der! sich! für! eine!Ganzzellbiokatalyse!
eignet.!
Da!von!Herles[96T97]!bereits!berichtet!wurde,!dass!die!Umsetzung!von!Naringenin!zu!Phloretin!mit!den!
Enzymen!aus!E.+ramulus!sauerstoffempfindlich!ist,!wurde!die!Ganzzellbiokatalyse!zum!Nachweis!der!
Zielreaktion! sowohl! unter! aeroben! als! auch! unter! anaeroben! Bedingungen! durchgeführt.! Um! die!
anaeroben!Bedingungen!garantieren!zu!können,!wurde!der!Versuch!in!Fermentern!durchgeführt.!In!
Abbildung! 26! und! Abbildung! 27! sind! die! Ergebnisse! zusammengefasst:! Deutlich! erkennbar! ist! die!
Zunahme! der! Phloretinkonzentration! im! anaeroben! Reaktionsansatz! (Abbildung! 26),! während! die!
Konzentration! des! Substrates! Naringenin! abnimmt.! Im! Vergleich! dazu! wird! im! aeroben!
Reaktionsansatz! (Abbildung! 27)! nur! wenig! Phloretin! gebildet! und! auch! der! Substratverbrauch! ist!
deutlich!geringer.!
!

!

Abbildung! 26:! Anaerobe! Kultivierung! von! E.#coli! Rosetta! (mit! pET52b_ered# und! pET28b_chi)! mit!
1!mmol!×!LA1!Naringenin.! Gezeigt! sind! die! PhloretinA! und! NaringeninAKonzentrationen! im! Kultivierungsverlauf!
gemessen! über! HPLC.! Bei! Zeitpunkt! 0! wurde! induziert,! das! Substrat! Naringenin! hinzugegeben! und! die!
Sauerstoffzufuhr!unterbrochen.!

!
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!

Abbildung! 27:! Aerobe! Kultivierung! von! E.#coli! Rosetta! (mit! pET52b_ered# und! pET28b_chi)! mit! 1!mmol!×!LA1!
Naringenin.! Gezeigt! sind! die! PhloretinA! und!NaringeninAKonzentrationen! im! Kultivierungsverlauf! gemessen! über!
HPLC.! Bei! Zeitpunkt! 0! wurde! induziert! und! das! Substrat! Naringenin! hinzugegeben,! die! Sauerstoffzufuhr! wurde!
nicht!unterbrochen.!

Die!Konzentrationsangaben!in!Abbildung!26!und!Abbildung!27!wurden!mit!Hilfe!von!Standardreihen!
errechnet,! welche! in! gleicher! Weise! wie! die! Proben! der! Kultivierung! extrahiert! und! separat!
vermessen!wurden.!Die!Diagramme!der!Standardreihen!sind!im!Anhang!angefügt.!
!
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3.2.5. Untersuchungen!zur!Expression!und!Aktivität!der!Enoatreduktase!
aus!E.#ramulus,!exprimiert!in!E.#coli!

Angegliedert! an! diese! Dissertation! wurde! die! ERED! aus! E.+ramulus! in! E.+ coli! BL21! exprimiert! und!
untersucht.!Die!Ergebnisse!sind!in!diesem!Kapitel!zusammengefasst.!Die!Arbeiten!dazu!wurden!von!
Christin!Peters!in!ihrer!Diplomarbeit!durchgeführt,!die!Diplomarbeit!wurde!von!mir!mitbetreut.[187]!
In! Vorversuchen! hatte! sich! gezeigt,! dass! das! native! Gen! der! ERED! nur! sehr! schlecht! in! E.+coli!
exprimiert! wird.! Für! eine! bessere! Expression! wurde! deshalb! mit! einem! synthetischen,!
codonoptimierten!Gen!gearbeitet!(im!folgenden!als!sered+bezeichnet).!Der!dafür!verwendete!Stamm!
E.+coli+BL21! verfügt! über! fast! alle! genetischen! Merkmale! des! bisher! genutzten! Stammes! E.+coli+
Rosetta,!in!E.+coli+BL21!fehlt!nur!das!Plasmid!pRARE!(mit!Chloramphenicolresistenz).!In!E.+coli!Rosetta!
sorgt!pRARE!dafür,!dass!für!seltene!Codons!tRNAs!verfügbar!sind,!sodass!eine!heterologe!Expression!
eines! nativen! Gens! in! E.+coli! Rosetta! verbessert! werden! kann.! Durch! die! Verwendung! des!
codonoptimierten! Gens,! war! der! Einsatz! von! E.+coli! Rosetta! mit! pRARE! nicht! nötig.! Für! die!
Kultivierung! ist! das! von!Vorteil,! da! so!nur!das!Antibiotikum! zum!Plasmiderhalt!mit! dem!seredTGen!
eingesetzt!werden!muss!–!der!Stoffwechsel!des!Expressionsorganismus!wird!so!weniger!belastet.[187]!
Die! Temperatur! kann! die! Expressionsqualität! signifikant! beeinflussen.! Häufig! kann! durch! die!
Verringerung! der! Temperatur! während! der! Kultivierung! die! lösliche! Proteinexpression! in! E.+coli+
verbessert! werden.! Daher! wurde! die! Expression! der! ERED! in! E.+coli! bei! 20,! 25,! 30! und! 37°C!
durchgeführt.! Bei! 20°C! wurde! das! Protein! am! besten! exprimiert,! mit! zunehmender! Temperatur!
wurde!die!ERED!eher!unlöslich!exprimiert.[187]!
Die! gewonnenen! Rohextrakte! zeigten! jedoch! trotz! löslicher! Expression! bei! 20°C! keine! Aktivität!
gegenüber! Naringeninchalcon.! Die! Kultivierungen! wurden! allerdings! unter! aeroben! Bedingungen!
durchgeführt.! Für! die! ERED! aus! dem! obligat! anaeroben! Bakterium!C.+tyrobutyricum+wurde! bereits!
beschrieben,!dass!das!Enzym!sauerstoffempfindlich!ist.[188]!In!Ganzzellbiokatalysen!(mit!ERED!und!CHI!
aus! E.+ramulus,! exprimiert! in! E.+coli,+ Kapitel! 3.2.2.3)! wurde! ein! deutlicher! negativer! Einfluss! von!
Sauerstoff! auf! die! Zielreaktion! beobachtet,! wobei! sich! die! Chalconisomerase! bisher! eindeutig!
tolerant! gegenüber! normalen! Sauerstoffkonzentrationen! zeigte.! Um! die! Sensibilität! der! ERED! aus!
E.+ramulus! gegenüber! Sauerstoff! weiter! zu! untersuchen! und! aktives! Protein! zu! gewinnen,!wurden!
deshalb! anaerobe! Fermentationen! durchgeführt,! in! denen! auch! die! Temperatur,! das!Medium!und!
die!Konzentration!des!Induktors!IPTG!variiert!wurde!(Tabelle!3).[187]!

Tabelle!3:!Anaerobe!Fermentationen!mit!E.#coli!mit!pET22b_sered!(nach!Peters![187]).!

Fermentation!(F)! Medium! Temperatur![°C]! IPTGAKonzentration![mmol!×!LA1]!
F1! LB! 20! 0,1!
F2! LB! 20! 0,025!
F3! TB! 20! 0,1!
F4! TB! 25! 0,1!
F5! LB! 25! 0,1!

!

Während!der!Fermentationen!wurden!Proben!entnommen,!die!über!SDSTPAGE!analysiert!wurden.!Es!
wurde!festgestellt,!dass!die!ERED!in!TBTMedium!etwas!besser!exprimiert!wird,!als!in!LBTMedium.!Ein!
Einfluss!der!geringeren!IPTGTKonzentration!(F2)!auf!die!Expression!wurde!nicht!beobachtet.[187]!
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Die! Zellen! der! Fermentationen! wurden! anaerob! mittels! Zellhomogenisator! aufgeschlossen.! Die!
Rohextrakte!der!Fermentationen!F4,!F5!und!der!Rohextrakt!einer!aeroben!Kultivierung!wurden! für!
aerobe! und! anaerobe! Biokatalysen! mit! Naringeninchalcon! und! NADH! eingesetzt.! Die! Reaktionen!
wurden!nach!einer!Stunde!gestoppt!und!extrahiert,!die!Extrakte!wurden!dann!bei!der!Firma!Symrise!
über!LCTMS!analysiert.!In!den!Biokatalysen!mit!dem!Rohextrakt!der!aeroben!Kultivierung!konnte!(wie!
bereits! vermutet)!weder!mit!noch!ohne!Sauerstoff!ein!Umsatz!beobachtet!werden! (Abbildung!28).!
Hingegen! konnte! bei! den! Biokatalysen,! die! mit! dem! anaerob! erzeugten! Rohextrakt! durchgeführt!
wurden,! sowohl! unter! aeroben! als! auch! anaeroben! Bedingungen! die! Phloretinbildung! aus!
Naringeninchalcon! und! NADH! erfolgreich! nachgewiesen! werden.! In! den! anaeroben!
Reaktionsansätzen!war!der!Umsatz!höher!als!in!den!aeroben!Ansätzen.!Bei!dem!Reaktionsansatz!mit!
dem!Rohextrakt! aus! F5! ist! sogar!mehr!Umsatz! erkennbar,! als! bei! F4.! Demnach! ist! LBTMedium! zur!
Vorbereitung!von!Proteinextrakten!für!diese!Biokatalysen!besser!geeignet,!als!TBTMedium.!!
Zusammenfassend! lässt! sich! sagen,! dass! die! ERED! unter! anaeroben! Bedingungen,! bei! 25°C! und!
Induktion!mit!0,1!mmol!×!LT1!IPTG!am!besten!und!am!aktivsten!exprimiert!wird.!Für!die!Biokatalysen!
sind!die!anaeroben!Bedingungen!besser!geeignet,!aber!nicht!zwingend!erforderlich.!
In!einer!weiteren!Biokatalyse!wurde!zusätzlich!zur!ERED!die!CHI!eingesetzt,!beide!Enzyme!stammen!
aus!E.+ramulus+und!wurden!in!E.+coli+exprimiert.!Von!der!ERED!wurde!ein!anaerob!aufgeschlossener!
Rohextrakt! aus! F4! eingesetzt.! Die! CHI! wurde! unter! aeroben! Bedingungen! hergestellt! und! vor! der!
Verwendung! aufgereinigt! (Kapitel! 3.2.2.3).! Zusätzlich! wurden! als! Substrate! Naringenin! und! das!
Reduktionsäquivalent! NADH! hinzugegeben.! Um! ein! effizientes! Verhältnis! zwischen! der!
aufgereinigten!und!sehr!aktiven!Chalconisomerase!und!der!Enoatreduktase!zu!erreichen,!wurde!der!
Rohextrakt! sowohl! im! Verhältnis! 1:1! als! auch! 1:4!mit! der! Chalconisomerase! eingesetzt.! Zusätzlich!
wurden!die!Reaktionen!unter!aeroben!und!anaeroben!Bedingungen!durchgeführt.!Nach!einer!Stunde!
wurden! die! Biokatalysen! gestoppt,! die! Extrakte! wurden! dann! bei! der! Firma! Symrise! über! LCTMS!
analysiert.! Die! Ergebnisse! sind! in! Abbildung! 28! gezeigt:! in! allen! vier! Reaktionsansätzen! wurde!
Phloretin! gebildet,! bei! den!Ansätzen!mit! EREDTÜberschuss!entstand!allerdings!mehr!Phloretin.!Der!
Grund!für!diesen!Unterschied!liegt!wahrscheinlich!im!Reaktionsgleichgewicht!der!ersten!Teilreaktion.!
Im!Gegensatz!zu!den!bisherigen!Beobachtungen!konnte!erstaunlicherweise!festgestellt!werden,!dass!
in!diesem!Experiment!die!Menge!an!gebildetem!Phloretin!in!den!aeroben!Biokatalysen!höher!ist,!als!
unter!anaeroben!Bedingungen.!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!! !!

Abbildung!28:!Links:!gezeigt!ist!der!Umsatz!von!Naringeninchalcon!zu!Phloretin!in!Biokatalysen!mit!ERED!aus!dem!
Rohextrakt!aus!F4!bzw.!F5!(Tabelle!3).!Rechts:!gezeigt!ist!der!Umsatz!von!Naringenin!zu!Phloretin!in!Biokatalysen!
mit!CHI!und!ERED[187]!
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4.  DISKUSS ION !

4.1. Umsetzung!von!Naringenin!bzw.!Naringin!durch!Pilze!
mit!dem!Zielprodukt!Phloretin!

Im!Rahmen!dieser!Arbeit!wurde!nach!einem!biotechnologischen!Weg!zur!Herstellung!von!Phloretin!
gesucht,!als!Substrat!sollte!bevorzugt!Naringenin!bzw.!das!Glycosid!Naringin!verwendet!werden.!
Zu! diesem! Zweck! wurden! nach! Literaturrecherche! verschiedene! Stämme! filamentöser! Pilze!
ausgewählt! und! mit! Naringenin! bzw.! Naringin! kultiviert.! Ibrahim! et! al.! hatten! beispielsweise!
verschiedene! Pilze! untersucht,! die! in! der! Lage! sind! Flavanon! zu! Dihydrochalconen! umzusetzen.!
Naringenin!wurde! dabei! zwar! nicht! als! Substrat! eingesetzt,! das! von! Ibrahim! verwendete! Flavanon!
stellt!aber!das!Grundgerüst!des!Naringenins!dar.[116,!130]!Ähnliche!Experimente!wie!bei! Ibrahim!et!al.!
wurden!auch!in!Arbeiten!von!KostrzewaTSusłow!beschrieben.[117T118,!189]!
In! der! vorliegenden! Dissertation! wurden! mehrere! Stämme! der! u.! a.! von! Ibrahim! untersuchten!
Pilzarten! genutzt,! die! Bildung! von! Phloretin! aus! den! genannten! Substraten! konnte! jedoch! nicht!
nachgewiesen!werden.!Naringenin!hat!im!Vergleich!zum!Flavanon!drei!zusätzliche!Hydroxylgruppen,!
welche! eventuell! eine! Umsetzung! über! andere! Stoffwechselwege! als! die! Zielreaktion! begünstigt!
haben.!
Die! Schalen! von! Zitrusfrüchten! werden! häufig! von! Pilzen! wie! z.!B.! Penicillium+ digitatum! und!
Penicillium+ italicum+ besiedelt.! Verschiedene! Faktoren! begünstigen! das! Pilzwachstum! an! diesem!
Standort,!dazu!zählen!der!relativ!niedrige!pHTWert!und!die!geringe!Menge!an!verfügbarem!Wasser!–!
viele!Bakterien!können! in!dieser!Umgebung!nicht!wachsen.!Zusätzlich!sind!besonders! in!der!Schale!
der!Zitrusfrüchte!relativ!hohe!Konzentrationen!an!sekundären!Pflanzenstoffen!wie!z.!B.!Flavonoiden!
enthalten,!welche!das!Wachstum!von!Mikroorganismen!hemmen!können.!Die!Möglichkeit,!derartige!
Stoffe! abbauen! zu! können,! kann! ein! entscheidender!Wachstumsvorteil! sein.! In! den! Kultivierungen!
war! jedoch! nicht! nachweisbar,! dass! die! Pilze,! die! in! dieser! Dissertation! von! Zitrusfrüchten! isoliert!
wurden,!Naringenin!bzw.!Naringin!zu!Phloretin!abbauen!können.!Aus!zeitlichen!Gründen!konnte!der!
Substratabbau!durch!die!Pilze!nicht!eingehender!untersucht!werden.!
!

4.2. Versuche!mit!rekombinanter!Chalconisomerase!und!
Enoatreduktase!aus!E.#ramulus,!exprimiert!in!E.#coli#

4.2.1. Identifizierung!der!Gene!für!die!Zielreaktion!

Im! Gegensatz! zu! den! filamentösen! Pilzen! wurde! die! Zielreaktion! für! anaerobe! Bakterien! in! der!
Vergangenheit!bereits!mehrfach!beschrieben.!Von!besonderem! Interesse! für!das!Projektziel!waren!
dabei! vorangegangene!Publikationen!aus!der!Arbeitsgruppe!um!Prof.!Dr.!Michael!Blaut! (Deutsches!
Institut! für! Ernährungsforschung! PotsdamTRehbrücke! (DIfE),! Abteilung! Gastrointestinale!
Mikrobiologie)! und! vor! allem! die! Forschungsarbeiten! zum! Flavonoidabbau! durch! Eubacterium+
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ramulus! in!der!Dissertation!von!Claudia!Herles[96]!aus!dieser!Arbeitsgruppe.! In!dieser!Arbeit!konnte!
nachgewiesen! werden,! dass! E.+ramulus+ in! der! Lage! ist,! die! Zielreaktion! durchzuführen.! Es! gelang!
außerdem! eines! der! Schlüsselenzyme! –! die! Chalconisomerase! –! zu! untersuchen.! Nach! der!
chemischen! Synthese! von! Naringeninchalcon! stand! ein! Substrat! für! die! Chalconisomerase! zur!
Verfügung,!sodass!mit!Hilfe!eines!photometrischen!Assays!das!Enzym!aus!dem!Proteinrohextrakt!von!
E.+ramulus! über! ein!mehrstufiges! FPLCTProtokoll! aufgereinigt!werden! konnte.!Außerdem!konnte! in!
dieser! Dissertation! der! NTTerminus! der! Chalconisomerase! sequenziert! werden.! Ein! weiteres!
interessantes!Detail! im! Stoffwechsel! von!E.+ ramulus! ist! die! Phloretinhydrolase,! die! 2004! von! Lilian!
Schoefer! (ebenfalls! aus! der! Arbeitsgruppe! um! Prof.!Dr.!Michael!Blaut)! kloniert! und! charakterisiert!
wurde.! Dieses! Enzym! baut! Phloretin! zu! Phloroglucinol! und! 3T(4THydroxyphenyl)Tpropionsäure! ab.!
Herles!konnte!ebenso!nachweisen,!dass!während!der!Kultivierung!von!E.+ramulus+mit!Naringenin!das!
entstandene!Phloretin!zu!den!Produkten!der!Phloretinhydrolase!abgebaut!wird.!Aus!physiologischer!
Sicht! ist! das! aus! dem! Naringenin! gebildete! Phloretin! für! E.+ramulus+ nur! ein! Zwischenprodukt!
innerhalb!des!Flavonoidabbaus.!
Ebenfalls! im! Projekt! P19! wurde! parallel! zur! vorliegenden! Arbeit! eine! Dissertation! von! Anne!
Schmidt[154]!an!der!LeibnizTUniversität!Hannover!angefertigt.!Nachdem!die!anspruchsvolle,!anaerobe!
Kultivierung! von! E.+ramulus+ gelang! und! auch! die! Phloretinproduktion! durch! dieses! Bakterium!
nachgewiesen! werden! konnte,! wurde! von! Anne! Schmidt! versucht,! die! Schlüsselenzyme! der!
Zielreaktion!aus!dem!Proteinrohextrakt!von!E.+ramulus!aufzureinigen.!Außerdem!wurden!Inhibitoren!
der!PhloretinhydrolaseTReaktion!gesucht,!um!den!Abbau!des!produzierten!Phloretins!zu!mindern.[154]!
Insgesamt! ist! E.+ramulus+ aus! folgenden! Gründen! nicht! als! Produktionsstamm! für! eine! industrielle!
Anwendung!geeignet:!

• Die!obligat!anaerobe!Lebensweise!dieses!Bakteriums!erschwert!das!Arbeiten! im!Labor!und!
wäre!auch!bei!industrieller!Anwendung!hinderlich.[154]!

• Die!Zusammensetzung!und!die!Herstellung!des!anaeroben!Mediums!für!E.+ramulus!ist!relativ!
komplex.[154]!

• Die!Kultivierung!von!E.+ramulus!konnte!bereits!in!10TLiterTMaßstab!durchgeführt!werden.[190]!
Allerdings! reagiert! das! Bakterium! empfindlich! auf! Scherstreß,! was! einer! guten!
Durchmischung!in!einem!großvolumigen!Reaktor!widerspricht.[154]!

• In!den!Fermentationen!mit!E.+ramulus!wurden!Werte!von!OD600!nm!>!10!im!10TLiterTMaßstab!
erreicht[190],! dennoch! bleiben+ die!Wachstumsraten! für! E.+ramulus! hinter! denen! von! E.+coli!
und! anderen! industriell! verwendeten! Bakterien! zurück.! E.+ramulus+ ist! kein! etablierter!
Organismus!in!der!industriellen!Biotechnologie.!

• Während! der! E.+ramulusTKultivierung! baut! die! Phloretinhydrolase! das! aus! dem!Naringenin!
gebildete!Phloretin!ab!und!verhindert!somit!eine!gute!Produktausbeute.[154]!

Um! dennoch! das! Potential! von! E.+ramulus! nutzen! zu! können,! wurde! das! Genom! von! E.+ramulus+
sequenziert.!In!der!vorliegenden!Arbeit!wurde!nach!den!Genen!der!Schlüsselenzyme!gesucht.!Damit!
sollte! die! Herstellung! eines! rekombinanten! Mikroorganismus! zur! Produktion! von! Phloretin! aus!
Naringenin!ermöglicht!werden.!
Zu!Beginn!des!Projektes!war!bereits!klar,!dass!die!CHI!für!die!Zielreaktion!sehr!wichtig!ist.!Für!dieses!
Enzym! waren! durch! die! oben! erwähnten! Forschungsarbeiten! viele! wichtige! Informationen!
vorhanden!–!die!Sequenz!des!chiTGens! lag! jedoch!noch!nicht!vor.!Von!der!Aminosäuresequenz!der!
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CHI! aus! E.+ramulus! war! nur! der! von! Herles! identifizierte! NTTerminus! (A!D!F!K!F!E!P!M!R!S!L!I!A!W!K)!
bekannt.[97]!Nach!der!Sequenzierung!des!Genoms!von!E.+ramulus,!konnte!mit!dieser!Sequenz! in!der!
vorliegenden! Arbeit! das! dazugehörige! Gen! der! CHI! in+silico! erfolgreich! identifiziert! werden.! Im!
Vergleich!mit! der!NTterminalen! Sequenz! von!Claudia!Herles!wurden! jedoch! 3! aufeinanderfolgende!
Aminosäuren!ermittelt,!die!an!diesen!Positionen!in+silico!nicht!gefunden!wurden!(bei!Herles:!A,!W,!K;!
tatsächlich:! Y,!V,!D).! Vermutlich! resultiert! dieser! Unterschied! in! einer! fehlerhaften!
Proteinsequenzierung!bei! den!Arbeiten! von!Herles.!Nach!der! Identifikation!wurde!das! chiTGen! aus!
E.+ramulus! in! E.+coli+ kloniert.! Die! IPTGTinduzierte! heterologe! Überexpression! des! rekombinanten!
Proteins! verlief! zufriedenstellend,! in! der! löslichen! Fraktion! war! auf! den! Gelen! der! SDSTPAGE! eine!
deutliche! Zunahme! einer! Bande! bei! einer! Größe! von! ca.! 32! kDa! über! die! Dauer! der! Kultivierung!
erkennbar.!
Herles!beschrieb!bereits,!dass!das!Gleichgewicht!der!ChalconisomeraseTReaktion!sehr!stark!auf!der!
Seite! des! Naringenins! liegt.! Deshalb! war! in! ihren! Experimenten! ein! Nachweis! der!
Naringeninchalconbildung! ausgehend! vom! Substrat! Naringenin! unter! Einsatz! der! aufgereinigten!
Chalconisomerase!nicht!möglich.!Nur!die!entgegengesetzte!Reaktionsrichtung!mit!Naringeninchalcon!
als!Substrat!konnte!durch!Herles!nachgewiesen!werden.[96]!Für!die!vorliegende!Dissertation!war!die!
chemische!Synthese!von!Naringeninchalcon!durch!die!Symrise!AG!(nach!modifizierter!Vorschrift!von!
Herles[96]! und! Moustafa! und! Wong[191])! ein! äußerst! wichtiger! Schritt,! denn! mit! diesem! Substrat!
konnte! die! enzymatische! Aktivität! der! rekombinanten! Chalconisomerase! erfolgreich! nachgewiesen!
werden.!
Da!bereits!bekannt!war,!dass!die!an!der!Zielreaktion!beteiligte!Chalconisomerase!die!Isomerisierung!
von!Naringenin! zu!Naringeninchalcon! katalysieren! kann,!wurde! nach! dem! zweiten! Schlüsselenzym!
gesucht,! das! anschließend! die! Reduktion! von!Naringeninchalcon! zu! Phloretin! katalysiert.! Aufgrund!
der! chemischen! Strukturen! wurde! von! Prof.!Dr.!Bornscheuer! vermutet,! dass! es! sich! bei! diesem!
Enzym! um! eine! Enoatreduktase! handeln! könnte.! Im! Rahmen! dieser! Arbeit! konnte! auch! dieser!
Suchprozess! wieder! in+ silico+ durchgeführt! werden! –+ zielführend! war! dabei! das! Alignment! der!
Aminosäuresequenzen! von! 34! bereits! bekannten! Enoatreduktasen! aus! der! Datenbank! BRENDA,!
wobei! das! konservierte! Aminosäuremotiv!N!X!R!X!D!X!X!G!G! für! Enoatreduktasen! ermittelt! werden!
konnte.!Mit!diesem!Motiv!wurde!dann!analog!zur!Identifikation!des!ChalconisomeraseTGens!in+silico!
ein! Gen! im! Genom! von! E.+ramulus! identifiziert,! dessen! dazugehörige! Aminosäuresequenz!
Homologien!zu!den!Enoatreduktasen!aus!der!Datenbank!BRENDA!aufweist.!Auch!dieses!Gen!wurde!
in!E.+coli+kloniert.!
Nachdem!nun!beide!Gene!rekombinant!vorlagen,!wurden!die!Plasmide!mit!Chalconisomerase!bzw.!
Enoatreduktase! zusammen! in! E.+coli! Rosetta! kloniert,! um! die! Aktivität! der! Enoatreduktase! im!
Zusammenspiel! mit! der! CHI! zu! testen! und! generell! die! Funktionalität! des! neuen! Systems! zu!
bestätigen.! Für! homologe! Enoatreduktasen! aus! anderen! obligat! anaeroben! Bakterien! wurde! von!
Rohdich!et!al.[188]!bereits!von!einer!Sauerstoffsensitivität!sowohl!bei!der!Expression,!als!auch!bei!der!
Aktivität!des!Enzyms!berichtet.!Auch!die!Ergebnisse!von!Herles[96]!deuteten!auf!die!Empfindlichkeit!
des! damals! noch! unbekannten! zweiten! Schlüsselenzyms! aus!E.+ramulus! hin.! Die! Chalconisomerase!
aus! E.+ramulus! ist! unter! aeroben! Bedingungen! sehr! gut! in! E.+coli! exprimierbar! und! zeigt! keine!
Empfindlichkeit! gegenüber! Sauerstoff.! Die! Zielreaktion! mit! E.+coli! Rosetta! mit! den! beiden! nativen!
Genen! chi! und!ered! (kloniert! in! separaten! Plasmiden),!wurde!mit! 1!mmol!×!LT1! Naringenin! in! einer!
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Ganzzellbiokatalyse! durchgeführt.! Aufgrund! des! vermuteten! Einflusses! von! Sauerstoff! auf! die!
Expression!und!Aktivität!der!Enoatreduktase!und!somit!auf!die!Gesamtreaktion!erfolgten!die!aerobe!
und!die!anaerobe!Fermentation!parallel.!Die!HPLCTAnalyse!der!extrahierten!Proben!ergab,!dass!unter!
aeroben!Bedingungen!ca.!100!µmol!×!LT1!Phloretin!gebildet!wurden!T!unter!anaeroben!Bedingungen!
hingegen!wurden!sogar!mehr!als!500!µmol!×!LT1!Phloretin!gebildet.!Man!könnte!vermuten,!dass!das!
gebildete! Phloretin! unter! den! aeroben! Bedingungen! deutlich! instabiler! ist! und! daher! nach! der!
Bildung!abgebaut!wurde.!Die! chemische!Degradation!des!Phloretins!wurde! in!der!Dissertation! von!
Patrick!Jonczyk[190]!an!der!Universität!Hannover!untersucht.!Dabei!wurde!vor!allem!festgestellt,!dass!
Phloretin! temperaturempfindlich! ist! –! die! Temperatur! während! der! Fermentation! und! der!
anschließenden!Aufarbeitung!stieg! jedoch!nicht! in!den!kritischen!Bereich.!Ein!Abbau!des!Phloretins!
kann! deshalb! nicht! in! einem! Ausmaß! stattgefunden! haben,! der! zu! einem! derart! großen!
Konzentrationsunterschied! führen! könnte,! wie! er! zwischen! dem! aeroben! und! dem! anaeroben!
Reaktionsansatz! existiert.! Außerdem! wurde! unter! aeroben! Bedingungen! auch! deutlich! weniger!
Naringenin!verbraucht.!Aufgrund!des!Reaktionsgleichgewichtes!auf!Seiten!des!Naringenin!kann!man!
davon! ausgehen,! dass! die! Reaktion! der! ERED! in! der! enzymatischen! Synthese! des! Phloretins! aus!
Naringenin!sauerstoffempfindlich!ist.!Der!Unterschied!in!der!Konzentration!des!Produktes!Phloretin!
resultiert! demnach! nicht! aus! einer! sauerstoffabhängigen! Abbaureaktion,! sondern! aus! der!
verminderten!Aktivität!der!aerob!exprimierten!ERED.!
!

4.2.2. Untersuchung!der!CHI!aus!E.#ramulus!

In! den! Ergebnissen! von! Herles[96]! hatte! sich! bereits! gezeigt,! dass! mit! einer! mehrstufigen!
konventionellen! Proteinaufreinigung! über! FPLC! für! die! CHI! aus! E.+ramulus! eine! sehr! gute! Reinheit!
erreicht!werden!kann.!Das!FPLCTProtokoll!von!Herles!zur!Aufreinigung!der!nativen!CHI!aus!E.+ramulus+
beinhaltete! die! folgenden! vier! Schritte:! Anionenaustauschchromatographie! an! DEAETSephacel,!
Anionenaustauschchromatographie! an! einer! MonoQTSäule,! Gelfiltration! an! Sephadex! und!
abschließend!hydrophobe! Interaktionschromatographie!an!Phenylsepharose.[96]!Statt!einer!MonoQT
Säule! wurde! in! der! vorliegenden! Arbeit! eine! ResourceQTSäule! verwendet,! die! Gelfiltration! wurde!
nicht!durchgeführt.!
Durch! die! sehr! gute! Proteinexpression! der! Chalconisomerase! ist! der! mengenmäßige! Anteil! des!
Enzyms!bereits!im!Proteinrohextrakt!relativ!hoch,!sodass!bei!der!SDSTPAGETProbe!auch!im!Durchfluss!
des!ersten!Aufreinigungsschrittes!noch!sehr!deutlich!die!Bande!der!Chalconisomerase!mit!ca.!32!kDa!
erkennbar!ist.!
Aufbauend! auf! den! im!Rahmen!dieser! Arbeit! durchgeführten!Versuchen! und! den! Ergebnissen! von!
Herles!konnte!Maren!Thomsen!in!ihrer!Diplomarbeit!das!Protokoll!der!FPLCTAufreinigung!optimieren.!
Es! wurde! zusätzlich! eine! Gelfiltration! durchgeführt,! auf! die! Anionenaustauschchromatographie! an!
der! ResourceQTSäule! konnte! hingegen! verzichtet! werden.! Mit! dem! optimierten! Protokoll! konnte!
dann! eine! hervorragende! Reinheit! für! die! rekombinant! in! E.+coli! exprimierte! CHI! aus! E.+ramulus!
erreicht! werden.! Das! aufgereinigte! Enzym! wurde! von! Maren! Thomsen! für! enzymatische! und!
kristallographische! Untersuchungen! verwendet.! Bei! kristallographischen! Untersuchungen! ist! die!
hohe! Reinheit! eine! wichtige! Voraussetzung! für! die! Bildung! qualitativ! hochwertiger! Kristalle.! Für!
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enzymatische! Untersuchungen! wird! durch! den! Einsatz! reinen! Proteins! z.!B.! der! Einfluss! von!
Nebenreaktionen!minimiert.[184]!
Die!aufgereinigte!CHI!konnte!genutzt!werden,!um!den!Einfluss!des!pHTWertes!und!der!Temperatur!
auf! die! Enzymaktivität! und! die! kinetischen! Parameter! des! Enzyms! zu! untersuchen.! Für! die!
Untersuchung!des!pHTOptimums!der!Chalconisomerase!ist!es!wichtig!zu!wissen,!dass!das!eingesetzte!
Substrat!Naringeninchalcon!auch!spontan!zum!Naringenin!zyklisieren!kann.! In!Untersuchungen!von!
Mol!et!al.! konnte!bereits! festgestellt!werden,!dass!bei!pHTWerten!≥!pH!6,5!die!nicht!enzymatische!
Reaktion! deutlich! zunimmt.[192]! Die! Zugabe! von! Serumalbumin! wurde! dort! empfohlen,! um! die!
spontane! Reaktion! zum! Naringenin! zu! minimieren.! Das! ermittelte! pHTOptimum! der!
Chalconisomerase!aus!E.+ramulus!liegt!bei!pH!6,8.!Die!Aktivität!der!CHI!aus!E.!ramulus!ist!bei!diesem!
pHTWert! ähnlich! hoch,! wie! bei! 6,4.! Um! bevorzugt! die! enzymkatalysierte! Reaktion! untersuchen! zu!
können,!wurden!alle!weiteren!Messungen!bei!pH!6,4!durchgeführt.!Die!Untersuchungen!der!CHI!von!
Herles! ergaben,! dass! das! pHTOptimum! im! Bereich! von! pH!6,6! bis! pH!7,0! liegt! –! die! aktuellen!
Untersuchungen!bestätigen!dieses!Ergebnis.[96,!184]!
Im!Vergleich!dazu!liegt!das!pHTOptimum!von!einigen!pflanzlichen!Chalconisomerasen!etwas!darüber.!
Für! eine! Chalconisomerase! aus! der! Sojabohne! (Glycine+ max)+ wurde! von! Boland! und! Wong! ein!
pHTOptimum!im!Bereich!von!7,0!bis!8,5!festgestellt.[193]!Cheng!et!al.!beschrieben,!dass!der!optimale!
pHTWert!für!eine!Chalconisomerase!aus!Gingko+biloba+bei!pH!7,5!liegt.[194]!Mol!et!al.!konnten!für!eine!
Chalconisomerase! aus! Petunia!hybrida+ ebenfalls! ein! pHTOptimum! von! 7,5! ermitteln.[192]! Eine!
Chalconisomerase!aus!Phaseolus+vulgaris+hat!laut!Untersuchungen!von!Dixon!et!al.!ein!pHTOptimum!
von!8,0.[195]!
Bei!der!Untersuchung!der!Temperaturstabilität! konnte!beobachtet!werden,!dass!die! rekombinante!
CHI! bis! 41°C! über! längere! Zeit! stabil! ist.! Bei! 44°C! ist! die! Stabilität! deutlich! vermindert,! bei! 50°C!
hingegen! ist! der! Aktivitätsverlust! so! stark,! dass! nach! 30! Minuten! Inkubation! nur! noch! 25%!
Restaktivität!nachweisbar!ist.[184]!
Für!die!rekombinant!exprimierte!CHI!konnte!ein!Temperaturoptimum!von!45°C!festgestellt!werden.!
Im! Gegensatz! dazu! berichtete! Herles! in! ihrer! Dissertation,! dass! das! native! Enzym! ein!
Temperaturoptimum!von!40°C!hat,!bei!45°C!konnte!von!ihr!ein!Absinken!der!CHITAktivität!festgestellt!
werden.[96]! Möglicherweise! ist! die! verminderte! Stabilität! der! CHI! bei! 44°C! der! Grund! für! das!
abweichende!Temperaturoptimum,!das!von!Herles!ermittelt!wurde.!Grundsätzlich!ist!es!jedoch!nicht!
empfehlenswert,!die!Reaktion!bei!45°C!ablaufen!zu!lassen,!da!die!Stabilität!des!Enzyms!hier!bereits!
deutlich! vermindert! ist.[184]! Außerdem! wird! laut! Mol! et! al.! die! spontane! Isomerisierung! von!
Naringeninchalcon! zu! Naringenin! bei! höheren! Temperaturen! beschleunigt.[192]! Für! die! pflanzliche!
Chalconisomerase! aus! Gingko+ biloba+ wurde! von! Cheng! et! al.! ein! Temperaturoptimum! von! 30°C!
beschrieben.[194]! Der! Grund! für! die! verschiedenen! Temperaturoptima! der! pflanzlichen! und! der!
bakteriellen! Chalconisomerase! liegt! vermutlich! darin,! dass! sich! die! durchschnittliche!
Umgebungstemperatur!der!Ursprungsorganismen!ebenfalls!unterscheidet.!Die!Chalconisomerase!des!
Darmbakteriums! Eubacterium+ramulus+ ist! an! die! höhere! Temperatur! im! menschlichen! Darm!
angepasst.!
Aufgrund! der! guten! Expression! der! Chalconisomerase! und! der! hohen! Reinheit,! die! bei! der! FPLCT
Aufreinigung!des!Enzyms!erzielen!werden!konnte,!war!es!möglich,!die!MichaelisTMentenTKonstante!
KM,!die!maximale!Reaktionsgeschwindigkeit!Vmax!und!die!Wechselzahl!kcat!zu!bestimmen.!Der!KMTWert!
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der! rekombinant! in! E.+coli+ exprimierten! Chalconisomerase! aus! E.+ramulus+ liegt! bei!
35,4!±!3,5!µmol!×!LT1.[184]!Für!das!native!Enzym!wurde!von!Claudia!Herles!ein!ähnlicher!KMTWert!von!
43!µmol!×!LT1! ermittelt.[97]! Die! in! der! Literatur! angegeben! KMTWerte! der! pflanzlichen!
Chalconisomerasen! sind! größtenteils! niedriger! als! die! für! die! bakterielle! Chalconisomerase!
ermittelten! Werte.! Z.! B.! wurden! für! die! drei! Isoenzyme! CHI2,! CHI1B2! und! CHI1A! der!
Chalconisomerase! aus! Glycine+ max+ von! Ralston! et! al.! Werte! von! 2!µmol!×!LT1,! 7! µmol!×!LT1! bzw.!
15!µmol!×!LT1! publiziert.[196]! Die! Chalconisomerase! aus! dem! Kaktus! Cephalocereus+senilis+ hat! einen!
KMTWert!von!11,9!µmol!×!LT1.!Für!das!Enzym!aus!der!Luzerne!(Medicago+sativa)+hingegen!wurde!von!
Jez!et!al.!ein!deutlich!höherer!KMTWert!von!112!µmol!×!LT1!angegeben.[93]!
Die! Wechselzahl! kcat! der! rekombinanten! Chalconisomerase! wurde! von! Maren! Thomsen! mit!
1142!±!29!sT1! berechnet.[182,! 184]! Herles! hingegen! gab! für! das! native! Enzym! eine! Wechselzahl! von!
2300!sT1!an! (Die!Ursache! für!den!Unterschied! liegt!wahrscheinlich! im!von!Herles! falsch!bestimmten!
Molekulargewicht! der! CHI,! wodurch! sich! ein! Fehler! in! der! Berechnung! ergeben! könnte.! Nähere!
Informationen!dazu!folgen!bei!der!Diskussion!der!Molekulargewichtsbestimmung).!Die!Wechselzahl!
pflanzlicher! Chalconisomerasen! ist! im! Vergleich! dazu! geringer.! Bednar! et! al.! gaben! für! eine!
Chalconisomerase!aus!Glycine+max+eine!Wechselzahl!von!833!sT1!an.[197]!Ralston!et!al.!ermittelten!für!
die!drei!Isoenzyme!CHI2,!CHI1B2!und!CHI1A!aus!Glycine+max+Wechselzahlen!von!152,2!sT1,!219,1!!sT1!
bzw.!478,8!sT1.[196]!Die!Chalconisomerase!aus!Medicago+sativa+hat!eine!Wechselzahl!von!186!sT1.[93]!Für!
eine!Chalconisomerase,!die!aus!unreifen!Orangen!(von!Citrus+sinensis)!isoliert!wurde,!lag!kcat!nur!bei!
1,87!sT1.[198]!Die!CHI!aus!E.+ramulus!ist!demnach!effizienter!als!die!pflanzlichen!Chalconisomerasen.[184]!
Die! CHI! aus! E.+ramulus! katalysiert! bevorzugt! die! Isomerisierung! von! Naringeninchalcon! zu!
Naringenin,!zeigt!aber!auch!Aktivität!gegenüber!Eriodictyol!und!Homoeriodictyol.[186]!Herles!konnte!
außerdem!die!Umsetzung!von!Isoliquiritigenin!und!Butein!nachweisen.[96T97]!
Wie!bereits!erwähnt!wurde,!ist!die!Reaktion!der!Chalconisomerase!reversibel,!das!Gleichgewicht!der!
enzymatischen! Reaktion! liegt! jedoch! sehr! stark! auf! der! Seite! des! Naringenins.! Auch! die! spontane!
Isomerisierung!von!Naringeninchalcon!zum!Naringenin!verläuft!im!gemäßigten!TemperaturT!und!pHT
Bereich!vorwiegend!nur!in!eine!Richtung.[192]!Für!die!chemische!Synthese!des!Naringeninchalcons!aus!
Naringenin!sind!eine!stark!alkalische!Umgebung!und!eine!Temperatur!von!100°C!erforderlich.[96,!191]!
Ein! photometrischer! Nachweis! der! Naringeninchalconbildung! ist! aufgrund! des! beschriebenen!
Reaktionsgleichgewichtes!nicht!möglich.!Daher!wurde!versucht,!dass!entstehende!Naringeninchalcon!
über!HPLC!nachzuweisen.!Die!enzymatische!Synthese!von!Naringeninchalcon!aus!Naringenin!mit!der!
Chalconisomerase!konnte!dabei!jedoch!nicht!beobachtet!werden.!Auch!durch!Claudia!Herles!konnte!
diese!Reaktionsrichtung!nicht! nachgewiesen!werden.[96]! Im! Zusammenspiel!mit! der! ERED!wurde! in!
den! oben! diskutierten! Ergebnissen! jedoch! die! Entstehung! von! Phloretin! beobachtet,! ebenso! wie!
Claudia! Herles! für! den! Proteinrohextrakt! aus!E.+ramulus! die! Entstehung! von! Phloretin! nachweisen!
konnte.! Man! kann! davon! ausgehen,! dass! die! Katalyse! dieser! Reaktionsrichtung! nur! dadurch!
nachweisbar! ist,! dass! ein! nachgeschaltetes! Enzym! das! resultierende! Produkt! Naringeninchalcon!
sofort!weiter!zu!Phloretin!umsetzt!und!so!aus!dem!Reaktionsgleichgewicht!entfernt.[184]!
Sowohl! in! der! Diplomarbeit! von!Maren! Thomsen! als! auch! in! der! Dissertation! von! Patrick! Jonczyk!
wurde!die!Enantioselektivität!der!Chalconisomerase!aus!E.+ramulus!untersucht.!Maren!Thomsen[184]!
konnte! zeigen,! dass! das! rekombinante! Enzym! sehr! enantioselektiv! für! die! Bildung! des!
(S)T(−)TNaringenins! ist!–!dies!entspricht!der!Enantioselektivität!der!pflanzlichen!Chalconisomerasen.!
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In!der!Natur!tritt!nur!das!(S)T(−)TNaringenin!auf,!bei!der!stark!basischen!Isolation!von!Naringenin!aus!
Naturstoffen! jedoch!auch!das! (R)T(+)TNaringenin.[199]! Für! Experimente! liegt! das!Naringenin!dadurch!
fast! immer! als! Racemat! vor.! Eventuell! ist! dies! der! Grund! dafür,! dass! in! den! bisherigen!
in+vitroTVersuchen! zur! Zielreaktion! (mit! rekombinanter! CHI! und! ERED)! die! Ausbeute! bei! maximal!
68!%! lag.! Dieser!Wert! könnte! sich! ergeben,! wenn! nur! ein! Enantiomer! umgesetzt! wird! und! durch!
spontane! Isomerisierung!aus!einem!Teil!des!verbliebenen!(R)T(+)TNaringenins!das! (S)T(−)TNaringenin!
entstanden! ist.! Patrick! Jonczyk! konnte! jedoch! feststellen,! dass! E.+ramulus+ racemisches! Naringenin!
in+vivo! komplett!umsetzen!kann.!Möglicherweise! liegt!die!Ursache! für!diese!Beobachtung! in!einem!
weiteren! Reaktionsweg! über! ein! anderes! Enzym,! das! in! E.+ramulus! die! Umsetzung! des!
(R)T(+)TNaringenins! katalysiert.! Viele! Bakterien! exprimieren! z.! B.! Racemasen,! die! meist! spezifisch!
LTAminosäuren!zu!DTAminosäuren!umsetzen.[200]!Prinzipiell!kann!sich!durch!chemische!Racemisierung!
aus! dem! (R)T(+)TNaringenin! natürlich! wieder! das! (S)T(−)TNaringenin! bilden,! aber! dafür! sind! stark!
basische! Bedingungen! und! hohe! Temperaturen! notwendig.! Bei! den! beschriebenen! Versuchen!mit!
den! rekombinanten! Proteinen! konnte! die! Racemisierung! daher! nicht! in! ausreichendem! Maße!
erfolgen.! Bei! Versuchen! von! Patrick! Jonczyk! zur! Forcierung! der! Racemisierung! stellte! sich! heraus,!
dass!die!dafür!erforderlichen!Bedingungen!die!Stabilität!des!Phloretins!herabsetzen.[190]!
!

Für! die! Bestimmung! des! Molekulargewichts! der! rekombinant! exprimierten! Chalconisomerase!
wurden!verschiedene!Methoden!angewendet.!Bei!der!Gelfiltration!werden!die!Moleküle!durch!die!
Matrix!des!Gels! ihrer!Größe!nach!aufgetrennt.!Dabei!bleiben!kleine!Proteine!eher! in!den!Poren!der!
Matrix! hängen! und! eluieren! dadurch! später! von! der! Säule! als! größere! Proteine.! Die! verwendete!
Säule!wurde!mit!Standardproteinen!bekannter!Größe!kalibriert.!In!einem!Diagramm!wurde!dann!der!
Logarithmus! des! Molekulargewichts! gegen! das! Elutionsvolumen! aufgetragen.! Mit! der! daraus!
resultierenden! Geradengleichung! konnte! nach! der! Gelfiltration! der! rekombinanten! CHI! das!
Molekulargewicht!errechnet!werden.!Das!Elutionsvolumen!betrug!66,02!ml,!dadurch!ergab!sich!ein!
Molekulargewicht!von!264,5!kDa! für!die!Chalconisomerase.!Da!eine!Untereinheit!der!CHI!32,4!kDa!
groß! ist,! handelt! es! sich! bei! der! Chalconisomerase! rein! rechnerisch! um! ein! Oktamer.! Von! Patrick!
Jonczyk! wurde! Feuchtzellmasse! von! E.+ramulus+ bereitgestellt,! die! daraus! aufgereinigte!
Chalconisomerase! hatte! nach! der! Gelfiltration! eine! Molekulargewicht! von! 259,8! kDa! und! ist!
rechnerisch! ebenfalls! ein! Oktamer.! Über! native! PolyacrylamidTGelelektrophorese! wurde! ebenfalls!
eine!Molekulargewichtsbestimmung!durchgeführt.!Durch!die!Verwendung!eines!speziellen!Markers!
und!von!Gelen!mit!verschiedenen!AcrylamidTKonzentrationen!konnte!für!die!rekombinante!CHI!über!
einen!FergusonTPlot!ein!Molekulargewicht!von!248,3!kDa!errechnet!werden.!Analog!zur!Gelfiltration!
der!CHI!ergibt!sich!auch!hier,!dass!die!CHI!theoretisch!als!Oktamer!vorliegt.[184]!
Herles! hatte! über! Aktivitätsfärbung! eines! nativen! AcrylamidTGels! ebenfalls! eine!
Molekulargewichtsbestimmung! der! Chalconisomerase! durchgeführt.! Als! Substrat! wurde! dafür! das!
gelbe!Naringeninchalcon!eingesetzt,!die!Detektion!der!Chalconisomerase!erfolgte!dann!über!farblose!
Banden! im! gelbgefärbten! Gel.! Herles! bestimmte! das! Molekulargewicht! der! CHI! mit! 129!kDa,!
demnach!wäre!die!Chalconisomerase!ein!Tetramer.[96]!
Mit! den! bis! hierher! beschriebenen! Methoden! kann! die! Bestimmung! des! Molekulargewichts! nur!
näherungsweise! erfolgen.!Das! Ergebnis! kann!durch! verschiedene! Faktoren!beeinflusst!werden.! Bei!
der!Gelfiltration!ist!z.!B.!auch!die!Form!des!Proteins!wichtig.!Für!den!FergusonTPlot!ergibt!sich!durch!
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den!Einfluss!des!isoelektrischen!Punktes!des!Proteins!auf!das!Laufverhalten!ein!systematischer!Fehler!
bei!der!Molekulargewichtsbestimmung.[184]!
In! der! Diplomarbeit! von! Maren! Thomsen! wurden! mit! der! aufgereinigten! CHI! auch! strukturelle!
Untersuchungen! durchgeführt.! Bei! CDTspektroskopischen! Untersuchungen! konnte! festgestellt!

werden,!dass!die!CHI!aus!E.+ramulus!überwiegend!aus!αTHelices!besteht.!Bei!der!Beurteilung!dieser!
Ergebnisse!darf!jedoch!nicht!außer!Acht!gelassen!werden,!dass!es!sich!um!eine!Abschätzung!anhand!

von! relativ! eng! definierten! Parametern! handelt! –! durch! die! großen! Freiheitsgrade! der! βTStränge!
werden!diese! Elemente! als! ungeordnete! Strukturen! betrachtet.! Außerdem!werden!die! Signale! der!

βTStränge! oft! von! denen! der!αTHelices! überlagert.! Der! tatsächliche! Anteil! an!βTSträngen! ist! daher!
wahrscheinlich!größer.[184]!
Der! Schmelzpunkt! für! die! CHI! lag! in! den! CDTspektroskopischen! Untersuchungen! bei! 47,4°C! –! dies!
bestätigt!die!Ergebnisse!der!Aktivitätsmessungen!zur!Temperaturstabilität!der!CHI.!Dort!war!ab!45°C!
ein!deutlicher!Aktivitätsverlust!erkennbar.[184]!
Bei! den! CDTspektroskopischen! Untersuchungen! zum! Einfluss! von! Ethylendiamintetraessigsäure!
(EDTA)!auf!die!Proteinstruktur!konnte!festgestellt!werden,!dass!sich!die!Schmelzpunkte!der!CHI!mit!
und! ohne! EDTATBehandlung! nur! um! 0,4! Kelvin! unterscheiden.! Das! EDTA! könnte! koordinative!
Metallionen!des!Enzyms!durch!Chelatbildung!binden!und!dadurch!Strukturänderungen!hervorrufen,!
die! dann! in! einer! Änderung! der! Schmelzkurve! sichtbar!wäre.! Aufgrund! des! geringen!Unterschieds!
kann! jedoch! kein! eindeutiger! Einfluss! von! EDTA! auf! die! CHI! festgestellt! werden.! Wahrscheinlich!
enthält!die!CHI!keine!koordinativen!Metallionen.!Claudia!Herles!hatte!beschrieben,!dass!die!CHI!zu!
25!%!durch!10!mmol!×!LT1!EDTA!inhibiert!wird!–!dies!konnte!hierdurch!nicht!bestätigt!werden.[184]!
Ein!wichtiger!Punkt!bei!der!Beurteilung!von!CDTspektroskopischen!Analysen!ist!der!NRMSDTFaktor!als!
Maß!für!die!Datenqualität.!Bei!den!durchgeführten!Untersuchungen!betrug!der!NRMSDTFaktor!0,192,!
bei!einer!guten!Qualität!der!gewonnenen!Daten!ist!dieser!Wert!jedoch!kleiner!als!0,1.!Vermutlich!war!
der! NRMSDTFaktor! in! den! vorgestellten! Ergebnissen! deshalb! so! hoch,! weil! zur! Auswertung!
Datenbanken!mit!bekannten!Strukturen!genutzt!werden!T!für!die!CHI!war!jedoch!zum!Zeitpunkt!der!
Untersuchung!keine!Kristallstruktur!eines!homologen!Proteins!bekannt.![184]!
Außerdem! wurden! in! der! Diplomarbeit! von! Maren! Thomsen! auch! Kristalle! der! rekombinanten!
Chalconisomerase! erzeugt,! es!wurden! auch! SelenomethioninTsubstituierte! CHITKristalle! hergestellt.!
Sowohl! für!einen!nativen!Kristall,! als!auch! für!einen!DerivatTKristall! konnten!Datensätze!gewonnen!
werden.!Für!eine!erfolgreiche!Phasenbestimmung!reichte!die!Qualität!der!Datensätze!aufgrund!der!
zu!geringen!Auflösung!aber!noch!nicht!aus.!Die!Struktur!konnte!während!der!Diplomarbeit!noch!nicht!
gelöst!werden.[184]!
!
In! ihrer! Dissertation! konnte! Maren! Thomsen! die! Kristallstruktur! der! CHI! aus! E.+ramulus! dann!
erfolgreich!lösen.[182,!201]!Die!Röntgenstrukturanalyse!der!Chalconisomerase!ergab,!dass!das!Enzym!als!
Hexamer!vorliegt,!welches!als!Trimer!von!drei!Dimeren!gebildet!wird!–!damit!wurden!die!Resultate!
von! Herles! und! die! Resultate! aus! der! Diplomarbeit! von! Maren! Thomsen!
(Molekulargewichtsbestimmung! über! Gelfiltration! und! FergusonTPlot)! widerlegt.! In! der!
Kristallstruktur! liegt! eine! D3TSymmetrie! vor.! Zwischen! den! Untereinheiten! der! Dimere! sind! die!
ProteinTProteinTWechselwirkungen! sehr! stark,! denn! der! CTTerminus! einer! Untereinheit! ragt! in! die!
andere! Untereinheit! hinein.! In! der! Tertiärstruktur! der! Untereinheiten! zeigt! sich! eine! weitere!
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Besonderheit,! hier! liegt! eine! interne! Symmetrie! vor:! eine! Untereinheit! ist! in! zwei! gleich! gefaltete!
Domänen! geteilt,! die! im! rechten! Winkel! zu! einander! stehen.! Die! Tertiärstruktur! der! CHI! weist!
außerdem! Ähnlichkeiten! zur! FerredoxinTähnlichen! Faltung! einer! Chloritdismutase! aus!
Dechloromonas+aromatica!und!zum!mit!Stress!verbundenen!Protein!SP1!aus!Populus+tremula+auf+–!
funktionell! sind! die! Proteine! jedoch! nicht! miteinander! verwandt.[182,! 201]! In! Abbildung! 29! ist! die!
Kristallstruktur!der!CHI!graphisch!dargestellt.[182,!186,!201]!
!

!

Abbildung! 29:! Kristallstruktur! der! Chalconisomerase,! links:! Blickrichtung! entlang! der! dreizähligen! Achse;!!
rechts:!Drehung!des!Moleküls!um!90°!und!Blickrichtung!entlang!der!zweizähligen!Achse,!pdbAcode:!3zph[186]!

Im!Gegensatz!zur!Chalconisomerase!aus!E.+ramulus!treten!die!pflanzlichen!Chalconisomerasen!nur!als!
Monomere! auf,! können! aber! möglicherweise! Komplexe! mit! anderen! Enzymen! des!
Flavonoidstoffwechsels!bilden.[202]!
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In! der! Diplomarbeit! von!Maren! Thomsen! wurde! in! einem! Vergleich! der! Strukturvorhersagen! von!
PSIPRED! für! eine! Konsensussequenz! pflanzlicher! Chalconisomerasen! und! für! die! Chalconisomerase!
aus! E.+ramulus! festgestellt,! dass! kaum! strukturelle! Gemeinsamkeiten! zwischen! dem! bakteriellen!
Enzym! und! den! pflanzlichen! Enzymen! bestehen! (Abbildung! 30).! Es! wurden! keine! konservierten!
Abfolgemotive!gefunden.[184]!
!

!

Abbildung! 30:! PSIPREDAStrukturvorhersage! der! Konsensussequenz! der! pflanzlichen! Chalconisomerasen! aus!
Medicago#sativa! (P28012),!Glycine#max! (Q53B70,!Q53B74)!und!Arabidopsis#thaliana! (P41088)!(links)!und!der!CHI!
aus!Eubacterium#ramulus!(rechts).[184,!203]!
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Ein! AminosäuresequenzTAlignment! (Abbildung! 31)! der! Chalconisomerase! mit! vier! anderen!
pflanzlichen! Chalconisomerasen! zeigte,! dass! das! bakterielle! Enzym! weniger! als! 10!%! mit! den!
pflanzlichen!Enzymen!gemeinsam!hat.[186]!

!

Abbildung! 31:! AminosäuresequenzAAlignment! der! CHI! (KF154734)! aus! E.#ramulus# mit! vier! pflanzlichen!
Chalconisomerasen:! AAA32766.1,! Chalconisomerase! aus! Arabidopsis# thaliana;! Q9ZWR1.1,! ChalconAFlavanonA
Isomerase! aus! Citrus# sinensis;! AES63019.1,! ChalconAFlavanonAIsomerase! aus!Medicago# truncatula;! AAB41524.1,!
Chalconisomerase!aus!Medicago#sativa.[186]!

In! ihrer! Dissertation! erörtert! Maren! Thomsen! dann! die! Unterschiede! der! Chalconisomerase! aus!
E.+ramulus+ zu! pflanzlichen! Chalconisomerasen! auf! Basis! der! von! ihr! gelösten! Kristallstruktur.! Es!
bestehen! keine! strukturellen! Gemeinsamkeiten! zu! den! pflanzlichen! Chalconisomerasen.! Aufgrund!
der! gewonnenen! Ergebnisse! geht! sie! davon! aus,! dass! die! bakterielle! und! die! pflanzlichen!
Chalconisomerasen! eine! konvergente! Evolution! ausgehend! von! verschiedenen! Vorläuferproteinen!
durchlaufen!haben.[182,!201]!
Bei!der!Untersuchung!des!Reaktionsmechanismus!der!bakteriellen!CHI!konnte!ebenfalls! festgestellt!
werden,! dass!wenige!Parallelen! zu!den!pflanzlichen!Chalconisomerasen!bestehen.! Zwar! verläuft! in!
beiden!Enzymen!die!Reaktion!über!einen!SäureTBasenTMechanismus;! in!der!bakteriellen!CHI!beruht!
die! SäureTBasenTKatalyse! jedoch! auf! einem! HistidinTRest,! während! diese! Funktion! bei! der!
pflanzlichen!CHI!durch!ein!katalytisches!Wasser!übernommen!wird.[182]!
Sowohl!für!die!CHI!aus!E.+ramulus+als!auch!für!die!pflanzlichen!Chalconisomerasen!ist!die!Ketogruppe!
am! CTRing! des! Naringenins! entscheidend! für! die! enzymatische! Aktivität.[186]! Schneider! beschrieb!
bereits,!dass!E.+ramulus+Catechin!nicht!umsetzen!kann[102],! in!diesem!Flavonoid!befindet!sich!an!der!
beschriebenen!Position!keine!KetoTGruppe.!
!

4.2.3. Untersuchung!der!ERED!aus!E.#ramulus!

Nachdem! innerhalb! des! Projektes! bereits! wichtige! Informationen! über! die! Chalconisomerase! aus!
E.+ramulus+ gewonnen! und! nach! erfolgreicher! Coexpression! von! CHI! und! ERED! in! E.+coli! auch! die!
Zielreaktion!nachgewiesen!werden!konnte,!wurden!Versuche!mit!der!Enoatreduktase!durchgeführt.!
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Wie!bereits! beschrieben!wurde,! ist! das! Enzym! sauerstoffempfindlich.! Zu!Beginn!des! Projektes!war!
jedoch! noch! nicht! bekannt,! ob! die! Expression! und/oder! die! Aktivität! des! Enzyms! durch! Sauerstoff!
beeinflusst! werden.! Im! Rahmen! der! Diplomarbeit! von! Christin! Peters! wurden! dann! Versuche! zur!
Expression!und!zur!Aktivität!der!rekombinanten!ERED!aus!E.+ramulus+durchgeführt.[187]!
Die!Temperatur!hat!einen!großen!Einfluss!auf!die!rekombinante!Proteinexpression!in!E.+coli!–!häufig!
wird! die! Proteinexpression! deutlich! unter! dem! Temperaturoptimum! für! E.+ coli! durchgeführt.! Der!
Grund! dafür! liegt! in! der! häufigen! Fehlfaltung! der! rekombinanten! Proteine,! wenn! die! Expression!
innerhalb! des! Temperaturoptimums! erfolgt.! Falschgefaltete! Proteine! sind! in! der! Regel! nicht!mehr!
enzymatisch! aktiv.! Es! kommt! dann! zur! Bildung! von! inclusion+ bodies! (Einschlußkörpern).! Für! die!
rekombinante!ERED!aus!E.+ramulus!wurden!von!Christin!Peters!aerobe!Kultivierungen!bei!20,!25,!30!
und!37°C!durchgeführt.!Bei!20°C!konnte!die!größte!Menge!an!löslichem!Protein!gebildet!werden.!Mit!
zunehmender!Temperatur!wurde!mehr!unlösliches!und!weniger!lösliches!Protein!der!ERED!gebildet.!
In! den! Biokatalysen! zeigten! die! Proteinrohextrakte! jedoch! keine! Aktivität! gegenüber!
Naringeninchalcon.! Christin! Peters! führte! dann! auch! anaerobe! Fermentationen! durch,! um! die!
Sensibilität!der!ERED!aus!E.+ramulus!gegenüber!Sauerstoff!weiter!zu!untersuchen!und!aktives!Protein!
zu!gewinnen.!In!diesen!Versuchen!wurden!auch!die!Temperatur,!das!Medium!und!die!Konzentration!
des! Induktors! IPTG! variiert.! Es! konnte! festgestellt!werden,! dass! unter! anaeroben!Bedingungen!die!
beste!Expression! in!TBTMedium!bei!25°C!erfolgt.!Die!Konzentration!von! IPTG!zeigte!keinen!Einfluss!
auf!die!Expression.[187]!
Im!Anschluss!wurden!von!Christin!Peters!aerob!und!anaerob!gewonnene!Proteinrohextrakte!mit!der!
rekombinanten! ERED! für! Biokatalysen! mit! Naringeninchalcon! und! NADH! eingesetzt.! Die! LCTMST
Ergebnisse! zeigten,! dass! bei! aerober! Kultivierung! keinerlei! Aktivität! der! ERED! nachweisbar! ist.! Die!
anaerob! erzeugte! ERED! hingegen! zeigte! sowohl! unter! anaeroben! als! auch! aeroben!
Reaktionsbedingungen!Aktivität! in!der!Biokatalyse.!Unter!anaeroben!Bedingungen!war!die!Aktivität!
jedoch!deutlich!höher.!Zusammenfassend!kann!man!daher!sagen,!dass!die!anaeroben!Bedingungen!
für!die!Expression!der!ERED!unbedingt!erforderlich!sind.!Für!die!Biokatalyse! ist!eine!sauerstofffreie!
Umgebung!besser!geeignet,!aber!nicht!zwingend!nötig.[187]!
Der!Grund!der!hohen!Sauerstoffempfindlichkeit!der!ERED!wird!sicherlich!der!Fe/STCluster!im!Enzym!
sein.! Imlay!postulierte,!dass!Fe/STCluster!evolutionär!gesehen!ein!Relikt!aus!der!Zeit!sind,!als! in!der!
Atmosphäre!noch!kein!Sauerstoff!vorhanden!war.[204]! Im!Vergleich!zu!den!Enoatreduktasen!aus!den!
anaeroben! Bakterien,! hat! das! „old+ yellow+ enzyme“! aus! der! aerotoleranten/fakultativ! anaeroben!
Bäckerhefe! Saccharomyces+ cerevisiae+ keinen! Fe/STCluster! –! daher! ist! das! Enzym! auch! nicht! so!
empfindlich!gegenüber!Sauerstoff.[188]!
Außerdem!wurden! von! Christin! Peters! Biokatalysen!mit! dem! Proteinrohextrakt! der! ERED! und! der!
aufgereinigten! Chalconisomerase! durchgeführt.! Als! Substrate! wurden! Naringenin! und! NADH!
hinzugefügt.! In! allen! vier! Reaktionsansätzen! wurde! Phloretin! gebildet.! Dabei! zeigte! sich,! dass! die!
eingesetzte! Menge! an! ERED! (in! Form! des! Proteinrohextraktes)! einen! deutlichen! Einfluss! auf! die!
Umsetzung! zum! Phloretin! hat.! Bei! den! Ansätzen! mit! EREDTÜberschuss! wurde! mehr! Phloretin!
gebildet.!Der!Grund!dafür!liegt!darin,!dass!die!Reaktion!der!CHI!reversibel!ist!und!das!Gleichgewicht!
der! Reaktion! auf! der! Seite! des!Naringenins! liegt.! Das! entstandene!Naringeninchalcon!wird! diesem!
Gleichgewicht! entzogen,! indem! es! durch! die! ERED! umgesetzt! wird.! Es! konnte! erstaunlicherweise!
beobachtet!werden,!dass!in!diesem!Experiment!die!Menge!an!gebildetem!Phloretin!in!den!aeroben!
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Biokatalysen!höher!ist,!als!unter!anaeroben!Bedingungen!–!dies!steht!im!Gegensatz!zu!den!bisherigen!
Beobachtungen,!laut!denen!anaerobe!Bedingungen!vorteilhafter!für!die!Gesamtreaktion!und!für!die!
Reaktion! der! ERED! sind.[187]! Eine!mögliche! Ursache! für! diese! Auffälligkeit! könnten! andere! Enzyme!
sein,! die!mit! dem!Proteinrohextrakt!der! ERED! in!die!Biokatalyse! gelangt! sind.!Durch!diese! Enzyme!
könnte!auch!das!NADH!aus!der!Biokatalyse!oxidiert!werden,!sodass!es!nicht!mehr!für!die!ERED!zur!
Verfügung!stehen!würde.!Eine!weitere!Möglichkeit!wäre,!dass!die!Chalconisomerase!unter!aeroben!
Bedingungen! aktiver! ist! als! unter! anaeroben! Bedingungen.! Zur! Klärung! dieses! Sachverhalts! und!
weiterer! Aspekte!wären!Versuche! interessant,! in! denen! die! Expression! und! die! Aktivität! der! ERED!
und! auch! die! Gesamtreaktion! (in+ vivo! und! in+ vitro)! bei! verschiedenen! Sauerstoffkonzentrationen!
untersucht!werden.!In!diesem!Zusammenhang!wäre!es!auch!von!Vorteil,!die!ERED!in!aufgereinigter!
Form!zu!untersuchen.!Durch!die!beschriebene!Sauerstoffsensibilität!des!Enzyms!ist!die!Aufreinigung!
jedoch!sehr!schwierig.!
!

4.3. Weiterführende!Untersuchungen!zur!Entwicklung!eines!
biotechnologischen!Prozesses!

Bislang!gibt!es!kein!vielversprechendes,!biotechnologisches!System!zur!Herstellung!von!Phloretin.!Die!
Extraktion!aus!Pflanzen!führt!aufgrund!der!schwankenden!Konzentrationen!zu!einer!recht!schlechten!
Verfügbarkeit! und! ist! daher! vergleichsweise! teuer.[199]! Watts! et! al.[47]! konnten! zwar! mit! der!
Expression! von! CHS! und! 4CL! aus! Arabidopsis+ thaliana! in+ E.+coli! und! durch! Zugabe! von!
3T(4THydroxyphenyl)Tpropionsäure!die!Bildung!von!kleinen!Mengen!Phloretin!nachweisen!T!es!wurde!
jedoch! keine! Größenordnung! der! gebildeten! Phloretinkonzentration! angegeben.! Außerdem!
entstanden! bei! Watts! et! al.! durch! unbekannte! Einflüsse! des! E.+coli! eigenen! Stoffwechsels! auch!
ähnlich! große! Mengen! Naringenin! und! es! erfolgte! eine! Akkumulation! von! 4TCumarsäure.[47]! Die!
Verfügbarkeit! der! benötigten! Vorstufen! ist! dabei! wahrscheinlich! der! limitierende! Faktor.!
Desweiteren!ist!die!Expression!von!eukaryotischen!Genen!in!E.+coli!häufig!mit!Problemen!verbunden!
(Kapitel! 1.7.5,! Metabolic+ engineering+ zur! biotechnologischen! Herstellung! von! Flavonoiden).! Die!
bisher! in! der! Literatur! beschriebenen! Möglichkeiten! zur! biotechnologischen! Flavonoidproduktion!
basieren! jedoch! fast! ausschließlich! auf! dem! Einsatz! von! pflanzlichen! Genen.! In! der! vorliegenden!
Arbeit!wurde! hingegen! die! Basis! für! ein! aussichtsreiches! neuartiges! System! geschaffen,! dass! ohne!
den! Einsatz! von! pflanzlichen! Genen! funktioniert! und! außer! NADH! keine! Vorstufen! aus! dem!
Expressionsorganismus!benötigt.!
Die! bisher! diskutierten! Ergebnisse! der! anaeroben! Fermentation! mit! den! heterolog! exprimierten!
Enzymen! Chalconisomerase! und! Enoatreduktase! aus!E.+ramulus! boten! einen! guten! Ausgangspunkt!
für!Optimierung!und!UpTScaling!des!Prozesses.!Auch!hierfür!wurden! in!der!Dissertation!von!Patrick!
Jonczyk[190]! verschiedene! Experimente! durchgeführt.! Die! erfolgreiche! Coexpression! der! beiden!
Proteine! durch! den! E.+coliTKlon! mit! chi! und! ered! konnte! dort! ebenso! bestätigt! werden,! wie! die!
Umsetzung! von! Naringenin! zu! Phloretin! in! Ganzzellbiokatalysen.! Mit! dem! OVATTVerfahren! (engl.:!
„one! variable! at! a! time“)! wurde! versucht,! die! optimalen! Prozessvariablen! zu! ermitteln:! demnach!
sollte!die!IPTGTKonzentration!≤!0,5!mmol!×!LT1!sein,!die!Inkubationstemperatur!sollte!bei!30°C!und!die!
Naringeninkonzentration!bei!0,54!!g!×!LT1!liegen.[190]!



DISKUSSION!

! 53!

Außerdem!wurden! von! Patrick! Jonczyk! unter! dem!Aspekt! „Design! of! Experiments“! (DoE)!mit! dem!
Programm! MODDE! (Fa.!Umetrics, Schweden)! weitere! Versuche! ausgewertet,! in! denen! die!
Temperatur! und! die! IPTGTKonzentration! erneut! variiert! wurden.! Dieses! Vorgehen! stellte! einen!
Kompromiss! zwischen!hoher! statistischer!Belastbarkeit!der!Ergebnisse!und!vertretbarer!Anzahl!der!
durchzuführenden!Versuche!dar.!Die!besten!Bedingungen!für!eine!hohe!Ausbeute!sind!demnach!bei!
0,1!mmol!×!LT1!IPTG!und!30!–!32°C!gegeben.!Da!in!den!beschriebenen!Versuchen!die!Ausbeute!nur!bis!
zu!68!%!gesteigert!werden!konnte,!wurde!versucht,!diese!in!kürzerer!Reaktionszeit!zu!erreichen.!Es!
zeigte! sich,! dass! die! optimale! Temperatur! bei! 32°C! liegt! T! hier! bestehen! jedoch! deutliche!
Unterschiede!zu!den!Ergebnissen!von!Christin!Peters.!In!ihren!Expressionsversuchen!zur!ERED!wurde!
das! Enzym! in! diesem! Temperaturbereich! vor! allem! in! der! unlöslichen! Fraktion! exprimiert! und! ist!
dann!nicht!mehr!aktiv.[187,!190]!
Bezüglich!der!IPTGTKonzentration!konnte!Patrick!Jonczyk!beobachten,!dass!die!Konzentration!keinen!
erkennbaren!Einfluss!hat! –! ähnliche!Beobachtungen!wurden!auch! von!Christin!Peters! gemacht.[187]!
Die! Substratzugabe! konnte!unabhängig! von!der! Induktion!mit! IPTG!erfolgen.! Eine!Ursache! für! den!
recht!geringen!Einfluss!von!IPTG!liegt!wahrscheinlich!in!der!hohen!Basalexpression!beider!Gene,!die!
durch! den! undichten! Promoter! auch! ohne! die! Induktion! erreicht!wird.! Es!wurde! festgestellt,! dass!
auch!ohne!Induktion!mit! IPTG!für!das!vorliegende!System!sowohl!die!Expression!als!die!Umsetzung!
von!Naringenin!zu!Phloretin!erfolgen!kann!–!besonders!aus!finanzieller!Sicht! ist!dies! interessant!für!
die! Prozessentwicklung,! da! IPTG! vergleichsweise! teuer! ist.! Letztendlich! konnten! durch! die!
Optimierungen!von!Patrick! Jonczyk!Produktkonzentrationen!von!bis! zu!0,3!g!×!LT1!Phloretin!erreicht!
werden,!die!maximale!Ausbeute!betrug!68!%.[190]!
Desweiteren!wurde!durch!Patrick!Jonczyk!festgestellt,!dass!der!Stamm!E.+coli!Rosetta!mit!pET28b_chi!
und!pET52b_ered! die! Rückreaktion! (Bildung!des!Naringenins)!mit! beiden! Enzymen!bei! Zugabe! von!
Phloretin!nicht!durchführen!kann.!Als!mögliche!Ursache!für!die!häufig!beobachtete!leichte!Abnahme!
der!Produktkonzentration!wurde!die!Instabilität!von!Phloretin!und!der!mögliche!Abbau!des!Produkts!
durch!E.+coli!angegeben.[190]!

Außerdem!wurde!von!Patrick! Jonczyk! für!die!Gesamtreaktion!auch!ein!neuer!Vektor! in!E.+coli!BL21!
eingesetzt,! der! das! Plasmid! pET22b!mit! beiden!Genen! enthielt.! Da! in! der! Dissertation! von! Patrick!
Jonczyk! festgestellt! wurde,! dass! die! Expression! des! nativen! EnoatreduktaseTGens! im! Vergleich! zur!
Chalconisomerase!noch!Raum!für!Optimierung!bietet,!wurden!auch!Arbeiten!mit!dem!synthetischen,!
codonoptimierten!Gen!der!Enoatreduktase!durchgeführt.!Durch!die!Codonoptimierung!der!ERED!war!
der! Einsatz! von! E.+coli! Rosetta! nicht! mehr! notwendig! und! somit! konnte! die! Kultivierung!mit! dem!
neuen! Klon!mit! nur! einem!Antibiotikum!als! Selektionsmarker! durchgeführt!werden.! Beide! Enzyme!
konnten! löslich! exprimiert!werden,! die!maximale! Phloretinausbeute! lag! bei! 0,34!g!×!LT1.!Man! kann!
daher!davon!ausgehen,!dass!die!Expression!der!Enoatreduktase!derzeit!nicht!der!begrenzende!Faktor!
in!der!Entwicklung!dieses!Prozesses!ist.[190]!

Von!Claudia!Herles[96]!wurde!beschrieben,!dass!die!Chalconisomerase!aus!E.+ramulus! sowohl!durch!
Phloretin,!als!auch!durch!Naringenin!inhibiert!wird!–!diese!Eigenschaft!eines!Enzyms!innerhalb!eines!
Abbauweges! ist! vorteilhaft! für! den! Stoffwechsel! des! Organismus,! da! sich! sonst! Metabolite!
akkumulieren! würden.! Patrick! Jonczyk! konnte! für! die! Gesamtreaktion! ebenfalls! beobachten,! dass!
Naringenin! und! Phloretin! inhibierend! wirken.! Als! optimale! Substratkonzentration! wurden!
0,54!g!×!LT1!ermittelt,! die! höchste! Produktausbeute! lag! bei! 0,34!g!×!LT1.! Für! den! biotechnologischen!
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Prozess!zur!Produktion!von!Phloretin!bedeutet!das!jedoch,!dass!technische!Wege!erarbeitet!werden!
müssen,! in! denen! das! Substrat! schrittweise! zugegeben! und! das! Produkt! aus! dem! System! entfernt!
wird,! um! die! Ausbeute! signifikant! zu! erhöhen.! In! Experimenten! zur! Extraktion! aus! der!
Ganzzellbiokatalyse! konnte! durch! Patrick! Jonczyk! bereits! gezeigt! werden,! dass! der! Einsatz! von!
Hohlfasermodulen! sich! prinzipiell! zur! Entfernung! von! Phloretin! aus! dem! Reaktor! eignet.! Eine!
Schädigung! der! Zellen! konnte! nicht! beobachtet! werden.! Die! Methode! bietet! noch! Raum! für!
Optimierung,!da!eine!Oberflächenvergrößerung!oder!auch!der!Wechsel!des!Hohlfasermaterials!oder!
des!Extraktionsmittels!möglich!sind.[190]!

!
In! der! vorliegenden!Dissertation! ist! es! gelungen,! einen! neuen! biotechnologischen! Weg! zur!
Produktion!von!Phloretin!zu!entwickeln.!Durch!die!Identifizierung!der!erforderlichen!Gensequenzen!
konnte!das!Potential!von!E.+ramulus!mit!molekularbiologischen!Methoden!nutzbar!gemacht!werden.!
Die! rekombinante! Expression! in! E.+coli! bietet! gegenüber! E.+ramulus! verschiedene! Vorteile! für! die!
industrielle!Biotechnologie.!E.+coli!ist!als!Expressionsorganismus!bereits!etabliert,!kann!das!gebildete!
Phloretin! nicht! abbauen! und! ist! vergleichsweise! unempfindlich! gegenüber! Sauerstoff.! Insgesamt!
bietet! das! System! eine! sehr! gute! Ausgangsposition! für! die! Entwicklung! eines! industriellen!
Produktionsverfahrens.!
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5.  ZUSAMMENFASSUNG !

Neben! verschiedenen! gesundheitsfördernden! Eigenschaften! hat! das! Flavonoid! Phloretin! eine!
süßkraftverstärkende!Wirkung.!Es!ist!daher!nicht!nur!in!der!PharmaT!und!Kosmetikindustrie,!sondern!
vor! allem! auch! als! Aromastoff! für! die! Produktion! von! Getränken! und! zuckerreduzierten!
Lebensmitteln!von!Interesse.!Bislang!gab!es!kein!vielversprechendes,!biotechnologisches!System!zur!
Herstellung! von! Phloretin.! Die! Extraktion! aus! Pflanzen! führt! aufgrund! der! relativ! niedrigen! und!
schwankenden! Konzentrationen! zu! einer! schlechten!Verfügbarkeit.! Bei! einer! chemischen! Synthese!
hingegen! kann! Phloretin! aufgrund! der! „Europäischen! Aromenverordnung“! nicht! als! „natürlicher!
Aromastoff“! deklariert! werden.! Daher! ist! Phloretin! als! „natürlicher! Aromastoff“! vergleichsweise!
teuer!und!bisher!für!die!Aromenindustrie!kaum!nutzbar.!
Das!Ziel!dieser!Arbeit!war!es,!einen!effizienten!Weg!zur!biotechnologischen!Produktion!von!Phloretin!
zu!finden.!Als!Substrat!sollte!bevorzugt!das!Flavanon!Naringenin!eingesetzt!werden.!Obwohl!ähnliche!
Reaktionswege! in! der! Literatur! beschrieben! werden,! konnte! mit! danach! ausgewählten! Stämmen!
filamentöser!Pilze!in!Ganzzellbiokatalysen!keine!Phloretinbildung!beobachtet!werden.!
Es! gibt! jedoch! auch! einige! Bakterien,! die! dazu! in! der! Lage! sind,! die! Zielreaktion! auszuführen.!
Allerdings! eignen! sie! sich! eher! nicht! für! die! biotechnologische! Produktion! von! Phloretin:! Die!
beschriebenen!Bakterien!sind!obligate!Anaerobier!und!dadurch!schwierig!zu!handhaben.!Außerdem!
erfolgt!in!diesen!Bakterien!die!Zielreaktion!als!Teil!des!Naringeninabbaus,!das!entstehende!Phloretin!
wird!dann!in!weiterführenden!Reaktionen!abgebaut.!
Über!die!Zielreaktion!im!anaeroben!Bakterium!Eubacterium+ramulus+lagen!bereits!Informationen!aus!
anderen!Forschungsarbeiten!vor,!darunter!auch!die!Sequenz!eines!kurzen!NTterminalen!Fragmentes!
der! Chalconisomerase! aus! E.+ramulus,+ Ergebnisse! zu! enzymatischen! Untersuchungen! und!
Aufreinigung!dieses!Enzyms.!Die!Chalconisomerase!katalysiert!die!Isomerisierung!von!Naringenin!zu!
Naringeninchalcon,!das!Gleichgewicht!dieser!Reaktion!liegt!allerdings!auf!der!Seite!des!Naringenins.!
Aus! der! Literatur! ging! hervor,! dass! E.+ramulus! die! Zielreaktion! von! Naringenin! über!
Naringeninchalcon! zum! Phloretin! durchführen! kann,! aber! dass! außer! der! Chalconisomerase! ein!
weiteres!Enzym!beteiligt!ist.!
Das! genetische! Potential! von! E.+ramulus! sollte! nun! genutzt! werden,! um! einen! rekombinanten!
Mikroorganismus! zu! generieren.! Nach! der! Sequenzierung! des! Genoms! von! E.+ramulus! konnte! die!
NTterminale!Sequenz! in!der!vorliegenden!Dissertation!genutzt!werden,!um! in+silico!das!Gen! für!die!
Chalconisomerase! zu! identifizieren.! Da! vermutet! wurde,! dass! für! die! verbleibende! Reduktion! von!
Naringeninchalcon! zu! Phloretin! eine! Enoatreduktase! verantwortlich! ist,! wurde! über! eine! BLASTT
Analyse!ein!konserviertes!Motiv! für!Enoatreduktasen!ermittelt,!mit!dem! im!Genom!von!E.+ramulus+
das!Gen!einer!Enoatreduktase! in+ silico+ identifiziert!wurde.!Die!Gene!wurden!anschließend! in!E.+coli+
kloniert.!
Für! die! Chalconisomerase! konnte! sowohl! eine! sehr! gute! Überexpression,! als! auch! enzymatische!
Aktivität! in! zellfreien! Biokatalysen! gegenüber! Naringeninchalcon! nachgewiesen! werden.! Der!
Aktivitätsnachweis! ermöglichte! auch! die! gezielte! Aufreinigung! des! Enzyms! aus! dem!
Proteinrohextrakt.!Im!Zuge!der!Diplomarbeit!von!Maren!Thomsen!wurde!die!Aufreinigung!optimiert,!
um! genaue! enzymatische! Untersuchungen! zu! ermöglichen.! Der! Aufreingungsprozess! beinhaltete!
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dann! eine! Anionenaustauschchromatographie,! hydrophobe! Interaktionschromatographie! und!
Gelfiltration!und!führte!zu!einer!sehr!hohen!Reinheit!der!Chalconisomerase.!Das!aufgereinigte!Enzym!
konnte!anschließend!biochemisch!charakterisiert!werden.!Die!Entstehung!von!Naringeninchalcon!aus!
Naringenin! konnte! aufgrund! des! Reaktionsgleichgewichtes! nicht! nachgewiesen! werden.! Bei! den!
Untersuchungen!zur!Enantioselektivität! zeigte! sich,!dass!die!Chalconisomerase!sehr!enantioselektiv!
für! die! Bildung! des! (S)T(−)TNaringenins! ist! –! dies! entspricht! der! Enantioselektivität! der! pflanzlichen!
Chalconisomerasen.!In!vielen!anderen!Punkten!unterscheidet!sich!die!Chalconisomerase!jedoch!sehr!
von!den!pflanzlichen!Enzymen,!da!keine!direkte!Verwandtschaft!besteht.!
Außerdem!wurden!mit! dem! rekombinanten! Stamm! (mit! den! beiden! Genen! für! Chalconisomerase!
und!Enoatreduktase)!Kultivierungen! im!Ganzzellsystem!mit!dem!Substrat!Naringenin!durchgeführt.!
Dabei! wurde! festgestellt,! dass! die! Reaktion! zum! Zielprodukt! Phloretin! empfindlich! gegenüber!
Sauerstoff! ist.! Unter! anaerober! Atmosphäre! konnte! in! diesem! System! eine! deutlich! höhere!
Phloretinbildung! beobachtet!werden.!Da! die! Chalconisomerase! in! den! vorherigen!Untersuchungen!
keine!Sensitivität!gegenüber!Sauerstoff!gezeigt!hatte,!wurden!in!der!Diplomarbeit!von!Christin!Peters!
Expression! und! Aktivität! der! Enoatreduktase! unter! diesem! Aspekt! näher! untersucht.! Es! konnte!
festgestellt!werden,!dass!die!Expression!der!Enoatreduktase!unter!anaeroben!Bedingungen!erfolgen!
sollte,!das!Enzym!ist!dann!jedoch!auch!unter!Anwesenheit!von!Sauerstoff!aktiv.!
Die! in! der! Literatur! beschriebenen! Ansätze! zur! Entwicklung! von! biotechnologischen! Verfahren! zur!
Phloretinproduktion! basieren! vor! allem! auf! der! Verwendung! pflanzlicher! Gene! und! führten! bisher!
nur! zu! geringen! Produktkonzentrationen.! Im! Zuge! der! vorliegenden! Arbeit! ist! es! gelungen,! ein!
neuartiges! System! zur! biotechnologischen! Produktion! von! Phloretin! zu! entwickeln,! mit! dem! eine!
höhere!Ausbeute!erzielt!werden!kann.!Basierend!auf!den!neu! identifizierten!Genen!aus!E.+ramulus,!
die! erfolgreich! in! E.+coli! exprimiert! werden! konnten,! wird! die! Problematik! der! rekombinanten!
Expression!eukaryotischer!Gene! in!Prokaryoten!umgangen.! Im!Vergleich!zu!E.+ramulus+ ist+E.+coli+als!
Produktionsorganismus! für! die! Biotechnologie! bereits! etabliert! und! ist! relativ! unempfindlich!
gegenüber! Sauerstoff.! Außerdem! findet! der!Abbau!des! gebildeten!Phloretins,!wie! er! in!E.+ ramulus!
und!in!verwandten!Bakterien!ablaufen!würde,!in!E.+coli+nicht!statt.!!
In! dieser! Arbeit! konnte! gezeigt! werden,! dass! es! für! die! Weiterentwicklung! der! industriellen!
Biotechnologie!vorteilhaft!ist,!das!enorme!Potential!des!bakteriellen!Stoffwechsels!durch!Gentechnik!
nutzbar! zu! machen.! Durch! diese! Strategie! wird! „nachhaltige! Biokatalyse! auf! neuen! Wegen“! im!
Bereich!der!Flavonoidbiotechnologie!ermöglicht.!
!
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6.  MATER IA L !UND !METHODEN !

6.1. Materialien!

6.1.1. Geräte!

Tabelle!4:!verwendete!Laborgeräte.!

Bezeichnung!und!Typ! Hersteller!

Autoklav:!VT120! Systec!(Wettenberg)!!

DNATGelelektrophorese:!MiniTSub!Cell!GT!! BioRad!Laboratories!GmbH!(München)!!

DNATSpektrophotometer:!Nanodrop®!! Peqlab!Biotechnology!GmbH!(Erlangen)!!

Feinwaagen:!!
R180D!
AC120S!!

!
Sartorius!AG!(Göttingen)!!
!

Fermenter/Bioreaktor!BioFlo110! New!Brunswick!Scientific!GmbH!(Nürtingen)!

Fluorimeter:!!
Fluostar!Optima!!
Fluostar!Omega!!
Varioscan!!

!
BMG!Labtech!GmbH!(Offenburg)!!
!
Thermo!Fisher!Scientific!Corp.!(Waltheim,!MA,!USA)!!

French!Press!! Thermo!Fisher!Scientific!Corp.!(Waltheim,!MA,!USA)!!

HPLC:!Hitachi!Elite!LaCrom!! Hitachi!High!Technologies!(San!Jose,!USA)!!

Inkubatoren:!!
Inkubator!noctua!IH50!!
Schüttler!noctua!K15/500!!
!
Unitron/Multitron!!
Minitron!
!
Fricocell!!
Incucell!!

!
Noctua!GmbH!(Mössingen)!!
!
!
Infors!AG!(Bottmingen,!Schweiz)!!
!
!
MMM!MedcenterTEinrichtungen!GmbH!(Gräfeling)!!
!

Magnetrührer:!!
IKAMAG®!safety!control!MR!3001K!!

!
IKA!Labortechnik!(Staufen)!!

Netzgeräte:!EPS!301!! Amersham!Biosystems!(Uppsala,!Schweden)!!

Orbitalschüttler:!Polymax1040!! Heidolph!Instruments!(Kelheim)!!

PCRTGeräte:!!
Progene!FPROG02D!!
Tpersonal!48!!
FlexCycler!!
PXEC001!!

!
TechNet!(Cambridge,!UK)!!
Biometra!(Göttingen)!!
Analytikjena!(Jena)!!
Thermo!Electron!(Milford,!USA)!!

pHTMeter:!Microprocessor!HI9321!! Hanna!Instruments!(Kehl!am!Rhein)!!

Proteinelektrophorese:!MinigelTTwin!! Biometra!GmbH!(Göttingen)!!

Rotationsverdampfer:!Laborota!4000! Heidolph!Elektro!GmbH!&!Co!KG.!(Kelheim)!

Vakuumpumpensystem! Vaccubrand!GmbH!&!Co!KG.!(Wertheim)!

Sicherheitswerkbank:!!
NapFlow!1200TGS!!
HeraSafe!KS15!!

!
NAPCO!(Unterhaching)!!
Thermo!Fisher!Scientific!Corp.!(Waltheim,!MA,!USA)!!

Speedvac:!Jouan!RC10T10!und!Jouan!RCT60!! Thermo!Fisher!Scientific!Corp.!(Waltheim,!MA,!USA)!

Thermomixer:!Thermomixer!comfort!! Eppendorf!AG!(Hamburg)!!
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Bezeichnung!und!Typ! Hersteller!

Ultraschallgerät:!Sonoplus!HD2070!! Bandelin!GmbH!&!Co!KG.!(Berlin)!!

Photometer:!
UVmini!1240!!
VT550!

!
Shimadzu!Corp.!(Duisburg)!!
JASCO!(Tokio,!Japan)!

Vortexer:!VortexTGenie®!2!! Scientific!Industries!(Bohemia,!NY,!USA)!!

Waage:!!
ScoutTM!800!!
Explorer!!
R180D!!

!
Ohaus!Corp.!(Pine!Brook,!NJ,!USA)!!
!
Sartorius!(Göttingen)!!

Zellhomogenisator:!FastPrep®24!! MP!Biomedicals!(Solon,!OH,!USA)!!

Zentrifuge:!!
Multifuge!3!STR!!
Labofuge!400R!!
Biofuge!fresco!!
Biofuge!pico!!

!
Heraeus!bzw.!Thermo!Fisher!Scientific!(Langenselbold)!!
!
!
!

6.1.2. Computerprogramme!und!Internetseiten!

Tabelle!5:!Computerprogramme!und!Internetseiten.!

Programm!bzw.!Internetseite! Anwendung!!
BLAST!(Basic!Local!Alignment!Search!Tool):!
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/!

Alignment!von!ProteinT!und!Nukleotidsequenzen!

BRENDA!(BRaunschweig!ENzyme!Database):!
http://www.brendaTenzymes.info/index.php4!

Informationen!über!EnzymTEigenschaften!

Geneious:!http://www.geneious.com,!!
entworfen!von!biomatters!

Alignment!von!ProteinT!und!Nukleotidsequenzen,!
virtuelle!Planung!der!Klonierungsversuche,!Auswerten!
von!Nukleotidsequenzen!(z.!B.!nach!Sequenzierung)!

http://www.ncbi.nlm.nih.gov! GenomT!und!ProteinT!Datenbank!des!National!Center!
for!Biotechnology!Information!(USA)!

PDB:!http://www.rcsb.org[205]! Datenbank!von!Proteinstrukturen!(pdb)[184]!
KEGG:!Kyoto!Encyclopedia!of!Genes!and!Genomes:!
http://www.genome.jp/kegg/!

Datenbank!mit!Informationen!über!Gene,!Genome!und!
Stoffwechselwege!u.!ä.!

Hyper32!Version1.0.0!
http://homepage.ntlworld.com/john.!easterby!

Hyperbolische!Regressionsanalyse!von!
Enzymkinetiken[184]!

CaryWinUV!www.chem.agilent.com! UV/VisTSpektrophotometer[184]!
Unicorn!5.0!http://www.gelifesciences.com! FPLC[184]!

!
! !
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6.1.3. Chemikalien,!Verbrauchsmittel!und!ChromatographieASäulen!

Alle! Chemikalien! wurden! –! soweit! nicht! anders! angegeben! –! von! Sigma! Aldrich! (Steinheim,!
Deutschland),! Fluka! (Buchs,! Schweiz),! Merck! (Darmstadt,! Deutschland),! Roth! (Karlsruhe,!
Deutschland)! oder! VWR! (Hannover,! Deutschland)! bezogen.! Es! wurden! die! Chemikalien! mit! dem!
höchstmöglichen!Reinheitsgrad!verwendet.!Flavonoide!wurden!von!der!Firma!Symrise!(Holzminden,!
Deutschland)! bereitgestellt.! Das! Naringeninchalcon! wurde! von! Symrise! nach! einer! modifizierten!
SyntheseTVorschrift!von!Moustafa[191]!synthetisiert.!

Tabelle!6:!Chromatographiesäulen.!

Typ/Name!der!Säule! Hersteller! Verwendung!
ZorbaxTC18TSBTSäule!
(50!×!4,6!mm,!Partikelgröße!1,8!μm)!

Agilent,!Heilbronn! Trennung!von!Naringenin!bzw.!Naringin!
und!Phloretin!

ODSTHypersilsäule!
(5!μm;!250!×!4,6!mm)!

Qiagen!GmbH,!Hilden! Trennung!von!Naringenin!und!
Naringeninchalcon!

DEAETSepharoseTSäule! GE!Healthcare,!Freiburg! Anionenaustauschchromatographie!
ButylsepharoseTSäule! GE!Healthcare,!Freiburg! Hydrophobe!Interaktionschromatographie!
Superdex200!(HiLoad!16/60)! Amersham!Pharmacia!Biotech/!

GE!Healthcare,!Freiburg!
Gelfiltration!

Tabelle!7:!Kits!für!die!Molekularbiologie!und!Biochemie.!

Name!des!Produktes! Hersteller!
TOPO!TA!Cloning®!Kit! Invitrogen!(Darmstadt)!
GeneJetTM!Plasmid!MiniPrep!Kit! Fermentas!(St.!LeonTRot)!
QIAprep!Spin®!Miniprep!Kit! Qiagen!GmbH!(Hilden)!
QIAquickTM!PCR!Purification!Kit! Qiagen!GmbH!(Hilden)!
QIAquickTM!Gel!Extraction!Kit! Qiagen!GmbH!(Hilden)!
BCTAssay! Uptima!(Montluçon!Cedex,!Frankreich)!

Tabelle!8:!Sonstige!Verbrauchsmaterialien.!

Name!des!Produktes! Hersteller!

Ultrafiltrationseinheit!VIVASPIN!4,!MWCO!10!kDa,!V!=!4!mL! Sartorius!Stedim!Biotech!(Göttingen)!
Spritzenvorsatzfilter!Filtropur!S!0.2,!0,2!µm!Porengröße! Sarstedt!(Nümbrecht)!
SERVAPOR!Dialysis!Tubing,!Ø!16!mm,!MWCO!12T14!kDa,!
25!Å!Porengröße!

SERVA!(Heidelberg)!
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6.1.3.1. Größenstandards!

Tabelle!9:!verwendete!Größenstandards!für!Gelelektrophorese!(DNA!bzw.!Protein).!

Name!des!Produktes! Hersteller! !
Größen!der!Proteine!(kDa)!bzw.!DNAA
Fragmente!(kbp)!

1!kbp!DNATLeiter! Roth,!Karlsruhe! ! 10!kbp!
8!kbp!
6!kbp!
5!kbp!
4!kbp!
3!kbp!
2,5!kbp!
2!kbp!
1,5!kbp!
1!kbp!
0,5!kbp!

Roti®TMark!Standard!! Roth,!Karlsruhe! Myosin!(Rind)! 200!kDa!
Galactosidase!(rekomb.)!
)aus!E.+coli)!

119!kDa!
Serumalbumin!(Rind)! 66!kDa!
Ovalalbumin!(Huhn)! 43!kDa!
Carboanhydrase!! 29!kDa!
TrypsinTInhibitor!(Soja)! 20!kDa!
Lysozym!(Huhn)! 14,2!kDa!

PageRuler!Prestained!Protein!Ladder! Fermentas! ! 170!kDa!
130!kDa!
100!kDa!
70!kDa!
55!kDa!
40!kDa!
35!kDa!
25!kDa!
15!kDa!
10!kDa!

Nondenaturated!Protein!Molecular!Weight!
Marker!Kit!!

Sigma!Aldrich! Urease!(Jack!Bohne)!Hexamer! 545!kDa!
Urease!(Jack!Bohne)!Trimer! 272!kDa!
Serumalbumin!(Rind)!Dimer! 132!kDa!
Serumalbumin!(RInd)!Monomer! 66!kDa!
Albumin!(Hühnerei)! 45!kDa!
Carboanhydrase!(Rind)! 29!kDa!
αTLactalbumin!(Kuhmilch)! 14,2!kDa!

non5denaturating!Molecular!Weights!
4!T!545!kDa!Marker!

Sigma!Aldrich! Urease!(Hexamer)! 545!kDa!
Urease!(Trimer)! 272!kDa!
BSA!(Dimer)! 129!kDa!
BSA!(Monomer)! 66!kDa!
Carboanhydrase! 29!kDa!
αTLactalbumin! 14,5!kDa!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
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6.1.3.2. Kulturmedien!&!spezielle!Zusätze!für!mikrobiologische!Arbeiten!

Tabelle!10:!Kulturmedien!&!spezielle!Zusätze!für!mikrobiologische!Arbeiten.!

Lösung!! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!
Flüssiges!Komplexmedium!für!filamentöse!
Pilze[130]!

1!%!Glycerol!
0,5!%!Hefeextrakt!
0,5!%!Pepton!
0,5!%!K2HPO4!

0,5!%!NaCl!
in!A.+dest.,!autoklavieren!
anschließend!2!%!der!50!%igen!Glucoselösung!hinzugeben,!
Endkonzentration:!1!%!Glucose!

GlucoseTLösung!50!%! DTGlucose!50!g!!
A.+dest.!ad!100!mL!!
DTGlucose!wurde!durch!schwaches!Erhitzen!(ca.!50°C)!gelöst,!
anschließend!sterilfiltriert.!

IPTGTStammlösung!! 1!mol!×!LT1!Stammlösung!in!A.+dest.!(sterilfiltriert),!
Einsatzkonzentration!i.!d.!R.!0,1!mmol!×!LT1!Endkonzentration!

LBTAgar!! 15!g!AgarTAgar!in!1!L!LBTMedium!!
LBTMedium!(LuriaTBertani)[206]! 5!g!Hefeextrakt!

10!g!Trypton!!
10!g!(m/v)!NaCl!!
A.+dest.!ad.!1!L,!autoklaviert!!

LBTSOC!! 10!mL!10!×!SOC!Lösung!!
90!mL!LBTMedium!

Malzagar! 18!g!AgarTAgar!
25!g!Biomalz!
A.+dest.!ad.!1!L,!autoklaviert!

Mineralsalzmedium[207]! 5,0!g!NH4H2PO4!!
2,5!g!K2HPO4!!
0,5!g!MgSO4!×!7!H2O!!
0,5!g!NaCl!
0,46!g!K2SO4!!
0,07!g!CaCl2!!
0,002!g!FeCl3!×!6!H2O!!
A.+dest.!ad!950!mL!
Danach!50!mL!Spurenelementlösung!dazugeben,!pHTWert!auf!5,4!
einstellen!und!autoklavieren.!

RF1TPuffer!pH!5,8!! 100!mmol!×!LT1!RbCl!!
50!mmol!×!LT1!MnCl2!!
30!mmol!×!LT1!Kaliumacetat!
10!mmol!×!LT1!CaCl2!!
15!%!Glycerol!
in!A.+dest.,!sterilfiltriert!

RF2TPuffer!pH!7,0!! 10!mmol!×!LT1!RbCl!
75!mmol!×!LT1!CaCl2!!
10!mmol!×!LT1!3T(NTMorpholin)Tpropansulfonsäure!(MOPS)!!
15!%!Glycerol!
in!A.+dest.,!sterilfiltriert!

10!×!SOCTLösung!! 0,2!%!(w/v)!KCl!
2,0!%!(w/v)!MgCl2!
2,0!%!(w/v)!MgSO4!!
4,0!%!(w/v)!Glucose!!
in!A.+dest.,!sterilfiltriert!
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Lösung!! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!
Spurenelementlösung[208]!für!
Mineralsalzmedium!(s.o.)!

2!mg!H3BO3!
1,6!mg!MnSO4!×!4!H2O!!
1,6!mg!ZnSO4!×!7!H2O!!
0,8!mg!Na2MoO4!!
0,4!mg!CuSO4!×!5!H2O!
0,4!mg!KJ!
0,4!mg!CoCl2!
A.+dest.!ad!200!mL!
pHTWert!auf!6,3!einstellen!und!autoklavieren!

TBTMedium! 24!g!Hefeextrakt!
12!g!Trypton!
4!g!Glycerol!
ad.!0,9!L!A.+dest.!und!autoklavieren!
anschließend!100!mL!TBT10!×!TSalzlösung!hinzugeben!

TBT10!×!TSalzlösung! 0,17!mol!×!LT1!KH2PO4!
0,72!mol!×!LT1!K2HPO4!
ad.!A.+dest.+und!autoklavieren!

Vitaminlösung! 20!mg!4TAminobenzoesäure!
0,2!mg!Biotin!
0,2!mg!Folsäure!
200!mg!myoTInositol!
40!mg!Nicotinsäure!
40!mg!Pantothensäure,!CaTSalz!
40!mg!Pyridoxinhydrochlorid!
20!mg!Riboflavin!
100!mg!Thiaminhydrochlorid!!
A.+dest.!ad!1000!mL!
Lösung!sterilfiltrieren!(0,2!µm),!aliquotieren,!kühl!und!dunkel!
lagern.!

!

Tabelle!11:!Stammlösungen!der!verwendeten!Antibiotika.!

Name!der!Stammlösung! Konzentration!des!Antibiotikums!
KanamycinTStammlösung!! 50!mg!×!mLT1!in!A.+dest.!(sterilfiltriert)!!
AmpicillinTStammlösung!! 100!mg!×!mLT1!in!A.+dest.!(sterilfiltriert)!!
ChloramphenicolTStammlösung!! 50!mg!×!mLT1!in!70!%!Ethanol!(sterilfiltriert)!!

!
!

6.1.3.3. Puffer!&!Lösungen!für!molekularbiologische!&!biochemische!
Arbeiten!

Tabelle!12:!Lösungen!und!Puffer!für!die!Agarosegelelektrophorese.!

Lösung!bzw.!Puffer! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!
Agarosegellösung!! 1!%!(w/v)!Agarose!!

10!%!(v/v)!TAETPuffer!(1!×!)!!
2!μl!Ethidiumbromid!
ad!40!mL+A.+dest!

DNATAuftragspuffer!! 30!%!(v/v)!Glycerol!!
25!mmol!×!LT1!EDTA!!
0,2!%!(w/v)!Bromphenolblau!!
in!A.+dest!

TAETPuffer!(1!×!)!! 40!mmol!×!LT1!Tris!
20!mmol!×!LT1!Essigsäure!!
2!mmol!×!LT1!EDTA!!
in!A.+dest.!pH!auf!8,3!einstellen!
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Tabelle!13:!Lösungen!und!Puffer!für!die!SDSAPAGE!

Lösung!bzw.!Puffer! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!
TrisTPuffer!für!Trenngel! 1,5!mol!×!LT1TrisTHCl!(pH!8)!!

0,4!%!(w/v)!SDS!!
in!A.+dest!

TrisTPuffer!für!Sammelgel! 0,5!mmol!×!LT1!TrisTHCl!(pH!6,8)!!
0,4!%!(w/v)!SDS!
in!A.+dest!

Acrylamidlösung! 30!%!(v/v)!Acrylamid!!
0,8!%!Bisacrylamid!!
in!A.+dest.!!

APSTLösung!! 10!%!(w/v)!Ammoniumpersulfat!!
in!A.+dest.!!

Laufpuffer!pH!8,3! 30,3!g!TrisTHCl!!
144!g!Glycin!!
10!g!SDS!!
ad!1!L!A.+dest.!(pH!8,4)!!

Probenpuffer!! 20!%!(v/v)!Glycerol!!
6!%!(v/v)!Mercaptoethanol!!
0,0025!%!(w/v)!Bromphenolblau!!
In!Upper!Tris!Puffer!!

!

Tabelle!14:!Lösungen!für!die!CoomassieAFärbung.!

Lösung! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!
Coomassie!Färbelösung!! 1!g!CoomassieTBrilliantTBlue!G250!!

100!mL!Eisessig!!
300!mL!Methanol!!
600!mL!A.+dest.!!

Entfärbelösung!! 100!mL!Eisessig!!
300!mL!Ethanol!!
600!mL!A.+dest.!!

!

Tabelle!15:!Lösungen!für!die!Silberfärbung.!

Lösung! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!
Fixierlösung! 40!mL!Ethanol!

10!mL!Essigsäure!
ad!100!mL!A.+bidest.!

SensitivierungsTLösung! 30!mL!Ethanol!
0,02!g!Na2S2O3!×!5!H2O!
ad!100!mL!A.+bidest.!

FärbeTLösung! 0,2!g!AgNO3!
75!μL!37!%!Formaldehyd!
ad!100!mL!A.+bidest.!

EntwicklungsTLösung! 3!g!K2CO3!
0,4!mg!Na2S2O3!×!5!H2O!
50!μL!37!%!Formaldehyd!
ad!100!mL!A.+bidest.!

StopTLösung! 1!g!Glycin!
ad!100!mL!A.+bidest.!

!
! !
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6.1.3.4. Sonstige!Lösungen!und!Puffer!

Tabelle!16:!Sonstige!Lösungen!und!Puffer.!

Lösung!bzw.!Puffer! Zusammensetzung!bzw.!Herstellung!!

Natriumphosphatpuffer!(NaPP)!
pH!6,8;!50!mmol!×!LT1!

3,78!g!NaH2PO4!×!H2O!
8,05!g!Na2HPO4!×!12!H2O!
ad!1!L!A.+dest.!

Natriumphosphatpuffer!(NaPP)!
pH!6,4;!50!mmol!×!LT1!

4,84!g!NaH2PO4!×!H2O!
5,44!g!Na2HPO4!×!12!H2O!
ad!1!L!A.+dest.!

Aufschlusspuffer!aerob!
(100!mmol!×!LT1!Natriumphosphat,!pH!7,5,!300!mmol!×!LT1!NaCl)!

2,25!g!NaH2PO4!×!H2O!
14,98!g!Na2HPO4!×!12!H2O!
17,4!g!NaCl!
ad!1!L!A.+dest.!

Aufschlusspuffer!anaerob!
(50!mmol!×!LT1!Natriumphosphat,!pH!7,5,!!
5!mmol!×!LT1!Dithiothreitol,!300!mmol!×!LT1!NaCl)!

1,125!g!NaH2PO4!×!H2O!
29,96!g!Na2HPO4!×!12!H2O!
17,4!g!NaCl!
ad!1!L!A.+dest.,+mit!N2!begasen!

BSATStammlösung!für!die!Aktivitätsbestimmung!der!CHI! 100!mg!in!5!mL,!Endkonzentration!im!
Reaktionsansatz:!1!mg!×!mLT1!

Naringin!bzw.!NaringeninTLösung!für!Pilzscreening! 5!g!Naringin!bzw.!Naringenin,!ad!25!mL!DMSO!

NaringeninTLösung!für!CHITBiokatalyse!
7,35!mmol!×!LT1!

20!mg!in!10!mL!DMSO!

NaringeninchalconTLösung!für!CHI!Biokatalyse!7,35!mmol!×!LT1! 20!mg!in!10!mL!DMSO!

transT4THydroxyzimtsäurelösung!10!mmol!×!LT1! 1,64!mg!×!mLT1!in!Methanol!

!
! !
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6.1.3.5. Plasmide!

Tabelle!17:!Übersicht!der!verwendeten!Plasmide.!

Plasmid!! Antibiotikaresistenz!! Promotor!! Größe!des!Leerplasmids![bp]!!
pET22b! Ampicillin! T7! 5493!
pET28b! Kanamycin!! T7!! 5369!!
pET52b! Ampicillin! T7! 5227!

!

!

Abbildung!32:!Vektorkarte!pET28b_chi.!



MATERIAL!UND!METHODEN!!

!66!

!

!

Abbildung!33:!Vektorkarte!von!pET52b_ered.!

!

Abbildung!34:!Vektorkarte!von!pET22b_sered.#
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6.1.3.6. Primer!

Die!Primer!wurden!von!Invitrogen!(Darmstadt)!bezogen.!!

Tabelle!18:!Sequenz!und!Verwendung!der!Primer.!

Primer!! Sequenz!! Verwendungszweck!
T7! 5‘TTAATACGACTCACTATAGGGT3’! Amplifikation!und!Sequenzierung!bei!pET!Plasmiden!!
pETTRP!! 5’TCTAGTTATTGCTCAGCGGT3’! Amplifikation!und!Sequenzierung!bei!pET!Plasmiden!!
M13TFW! 5‘TTGTAAAACGACGGCCAGTT3’! Amplifikation!und!Sequenzierung!bei!pCR2.1TTOPO!
M13TRV! 5‘TCAGGAAACAGCTATGACCT3’! Amplifikation!und!Sequenzierung!bei!pCR2.1TTOPO;!

Einfügen!einer!KpnITSchnittstelle!vor!das!eredTGen!während!
der!Klonierung!von!pCR2.1TTOPO!in!pET52b!

CHIfw+ 5’T!CTAATCGGATCCGGTACCATGGCAGATTTC
AAATTCGAACCAATGT3’!

Amplifikation!des!CHITGens!aus!GenomTDNA!von!E.+ramulus+

CHIrev! 5’T!TCAGTAGCGGCCGCTTATCTCATGGTGATGT
ATCCACGATAATTT!3’!

Amplifikation!des!CHITGens!aus!GenomTDNA!von!E.+ramulus!

EREDfw! 5’T!GATCCTCGAGATGGCAGAAAAAAATCAGTA
TTTTCCACAT!3’!

Amplifikation!des!EREDTGens!aus!GenomTDNA!von!
E.+ramulus!

EREDrev! 5’T!GATCAAGCTTAGATAATTTCCATTGCTGCGG
TCCAT!3’!

Amplifikation!des!EREDTGens!aus!GenomTDNA!von!
E.+ramulus!

EREDkpnIfw! 5’T!GTGTGATGGGTACCTGCAGAATTCGCCT!3’! Einfügen!einer!KpnITSchnittstelle!vor!das!eredTGen!während!
der!Klonierung!von!pCR2.1TTOPO!in!pET52b!

6.1.4. Mikroorganismen!

6.1.4.1. Pilze!

Tabelle!19:!verwendete!Pilze.!

Stamm! Bezugsquelle!und!Nr.!in!der!jeweiligen!Stammsammlung!
Aspergillus+candidus+ SBUG!868!
Aspergillus+niger+ SBUG!26,!SBUG!91,!SBUG!96,!SBUG!99,!SBUG!821,!SBUG!885,!DSMZ!821!
Aspergillus+niger+var.+conciata+ SBUG!102!
Cunninghamella+blakesleeana+ DSMZ!1906!
Curvularia+lunata+ DSMZ!63137!
Fusarium+fujikuroi+ DSMZ!893,!SBUG!185!
Gongronella+butleri+ DSMZ!2917,!SBUG!430!
Neurospora+crassa+ SBUG!212!
Penicillium+canescens+ SBUG!1139!
Penicillium+digitatum+ SBUG!924,!SBUG!937!
Penicillium+italicum+ SBUG!918,!SBUG!928!
Penicillium+variabile+ SBUG!818!
Penicillium+chrysogenum+ SBUG!263,!SBUG!266,!SBUG!378,!SBUG!397,!SBUG!946,!SBUG!958,!SBUG!1006,!

SBUG!1171!
Petromyces+alliaceus+ DSMZ!813!

!
! !
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6.1.4.2. Bakterien!

Tabelle!20:!Escherichia#coli#8#Stämme!mit!Genotyp.!

Stamm!! Genotyp!! Hersteller/Bezugsquelle!
BL21!(DE3)!! FT!ompT+gal+dcm+hsdSB(rB

T!mB
T)!(DE3)!! Novagen!(Darmstadt)!

DH5α!! F!Φ80dlacZΔM15,!Δ(lacZYATargF)U169,!deoR,+recA1,+endA1,+
hsdR17(rK

TmK
+),!phoA,+supE44,+λ5+thiT1,!gyrA96,!relA1!

Clontech!!

RosettaTM!(DE3)! FT!ompT+gal+dcm+hsdSB(rB
T!mB

T)!(DE3)!pRARE2!(CAMR)! Novagen!(Darmstadt)!
TOP10!! FT!mcrA!Δ(mrr5hsdRMS5mcrBC)+Φ80dlacZΔM15!ΔlacX74!nupG+recA1+

araD139!Δ(ara5leu)7697+galE15+galK16+rpsL(StrR)+endA1+fhuA2+λ5!!
Invitrogen!!

!

6.2. Mikrobiologische!Methoden!

6.2.1. Screening!der!Pilzstämme!

Zum!Screening!der!Pilze!wurde! je!Pilzstamm!eine!Vorkultur!ohne!Naringin!angesetzt,!aus!der!dann!
die!Hauptkultur!angeimpft!wurde.!Durch!diese!Vorkultur!sollte!ein!möglichst!hohes!Zellvolumen!für!
die!Hauptkultur!erzeugt!werden.!
Für! die! Vorkultur! wurden! sterile,! mit! Wattestopfen! verschlossene! 250TmLTErlenmeyerkolben! (mit!
Schikanen)! mit! 40!mL! Mineralsalzmedium! (mit! 2!%! Glucose)! oder! mit! 40!mL! flüssigem!
Komplexmedium!für!filamentöse!Pilze[130]!(mit!1!%!Glucose)!befüllt.!Die!Vorkulturen!wurden!mit!drei!
ca.! 1!cm3

! großen,! gut! bewachsenen! Agarstücken! einer! ca.! sieben! Tage! alten! Malzagarkultur!
angeimpft.!Die!Kulturansätze!wurden!für!ca.!48!h!bei!125!U!×!minT1!und!25°C!inkubiert.!
Anschließend! wurden! die! Vorkulturansätze! in! sterile! 50TmLTFalcons! abgefüllt! und! bei! mindestens!
4.000!×!g!für!30!min!zentrifugiert.!Der!Überstand!wurde!vorsichtig!dekantiert!und!verworfen!und!der!
verbliebene!Rückstand!wurde!zum!Animpfen!der!Hauptkultur!genutzt.!
Für! die! Hauptkultur! wurden! sterile,! mit! Wattestopfen! verschlossene! 500TmLTErlenmeyerkolben!
(Weithals,! ohne! Schikanen)! mit! 100!mL! Mineralsalzmedium[207T208]! (mit!2!%!Glucose,!
0,1!T!0,5!%!Naringenin! bzw.! Naringin,! 1!mL! Vitaminlösung)! oder! mit! 100! mL! flüssigem!
Komplexmedium! für! filamentöse! Pilze[130]! (mit! 2!%!Glucose,! 0,5!%!Naringenin! bzw.!Naringin).!Nach!
der!Beimpfung!mit!ca.!10!mL!Zentrifugatder!Vorkultur!wurden!die!Hauptkulturansätze!für!5!Tage!bei!
125!U!×!minT1!und!25°C!inkubiert.!
Die!Probenahme! erfolgte! am! 1.! Tag!mehrfach,! die! erste! Probe!wurde! direkt! nach! dem! Beimpfen!
entnommen.! Ab! dem! 2.! Tag!wurden! in! der! Regel! täglich! Proben! genommen.! Das! Probenvolumen!
betrug!1!mL.!
Die!Proben!wurden!zeitnah!je!zweimal!mit!300!µL!Ethylacetat!extrahiert,!die!organische!Phase!wurde!
abgenommen! und! über! Vakuumrotation! eingedampft.! Der! verbleibende! Rückstand! im!
Reaktionsgefäß!wurde!in!Methanol!aufgenommen!und!nach!Filtration!über!HPLC!analysiert.!

6.2.1.1. Pilzisolation!von!Zitrusfrüchten!

Zur!Gewinnung!von!Pilzstämmen,!die!auf!Zitrusfrüchten!vorkommen!und!möglicherweise!Naringenin!
abbauen!können,!wurden!Zitronen!aus!ökologischer!Landwirtschaft!verwendet.!Die!Früchte!wurden!
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über! Platten! mit! Malzagar! gerollt! und! bei! Raumtemperatur! inkubiert.! Nachdem! verschiedene!
Pilzkolonien! angewachsen!waren,! wurden! diese! auf! weitere!Malzagarplatten! vereinzelt,! um! sie! in!
Reinkultur!halten!zu!können.!Anschließend!wurden!die!Pilze!nach!obigem!Protokoll!in!Reinkultur!mit!
Naringenin!kultiviert!und!die!aus!den!Proben!gewonnenen!Extrakte!wurden!analysiert.!
!

6.2.2. Übernachtkulturen!

Zur!Anzucht!von!E.+coli5Übernachtkulturen!(ÜNK)!wurden!je!3!mL!bzw.!5!mL!LBTMedium!verwendet.!
Die! Kultivierung! verlief! in! sterilen! Kulturröhrchen,! welche! bei! Bedarf! mit! den" entsprechenden"
AntibiotikaTStammlösungen, mit, einer, Verdünnung, von, 1:1000, versetzt, wurden., Mittels, steriler,
Zahnstocher+ wurden+ die+ Kulturen+ aus+ Glycerolkulturen+ oder+ mit+ Einzelkolonien+ von+ Agarplatten+
angeimpft.+Anschließend+wurden+die+Röhrchen+über+Nacht!bei!37°C!und!200!U!×!minT1!inkubiert.!
!

6.2.3. Stammhaltung!

Zur! langfristigen! Lagerung! von! Mikroorganismen! wurden! Glycerolstocks! angelegt,! die! bei! T80°C!
gelagert! wurden.! Dazu! wurden! die! Stämme! in! Übernachtkultur! angezogen! und! mit! 60!%Tigem!
sterilem! Glycerol! versetzt,! sodass! eine! Endkonzentration! von! 30! %! Glycerol! in! 1,5TmLTKulturen!
erreicht!wurde.!
Die$ kurzfristige$ Aufbewahrung$ von$ Bakterienstämmen$ erfolgte$ auf$ LBTAgarplatten* (ggf.* mit*
entsprechenden*Antibiotika).*Die*gut*bewachsenen*Platten*wurden*bei*4°C*für*maximal!vier!Wochen!
gelagert.!
Die$Pilzstämme$wurden$auf$MalzagarTPlatten'bei'Raumtemperatur' inkubiert.'Anschließend'wurden'
die$bewachsenen$Platten$mit$Parafilm$eingewickelt$und$bei$4°C$für$maximal$vier$Wochen$gelagert.!
!

6.2.4. Herstellung!von!chemischAkompetenten!E.#coli8Zellen!
(RubidiumchloridAMethode)!

Die!Herstellung! chemischTkompetenter! Zellen! erfolgte! nach!Hanahan.[209]!Hierfür'wurden' zunächst'
100!mL!LBTMedium!mit! einer!Übernachtkultur! des! entsprechenden! Stammes! angeimpft! und!bis! zu!
einer!OD600!nm!von!0,3!–!0,5!bei!37°C!und!200!U!×!minT1!inkubiert.*Die*Zellen*wurden*für*15*min*auf*Eis*
gekühlt!und!anschließend!für!10!min!bei!4.000!×!g"und"4°C"zentrifugiert."Alle"folgenden"Lösungen"und"
Materialien)wurden)vorgekühlt.)Das)Zellpellet)wurde)vorsichtig) in)30)mL!RF1TLösung' resuspendiert'
und$15$min$im$Eisbad$inkubiert.$Nach$erneuter$Zentrifugation$für$10$min$bei$4.000!×!g!und!4°C!wurde!
der!Überstand!verworfen!und!das!Pellet!in!4!mL!RF2TLösung!resuspendiert.!Die!Zellen!wurden!erneut!
für!15!min!auf!Eis! inkubiert!und!anschließend!wurde!die!Suspension!in!Portionen!zu!50!μl! in!sterile!
1,5TmLTReaktionsgefäße.überführt.und.sofort. in. flüssigem.Stickstoff. tiefgefroren..Die.so.erhaltenen.
kompetenten!Zellen!konnten!anschließend!durch!Hitzeschocktransformation!mit!PlasmidTDNA!oder!
mit!Ligationsansätzen!transformiert!werden.[209]!
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!

6.2.5. HitzeschockATransformation!von!chemoAkompetenten!E.#coli!
Zellen!

Es! wurden! 2! μL! PlasmidTDNA! oder! 10! μL! eines! Ligationsansatzes! zu! 50! µL! Suspension) mit)
kompetenten(Zellen(gegeben(und(die(Mischung(für(30(min#auf#Eis#inkubiert.#Anschließend#wurde#der#
Hitzeschock+ ausgelöst,+ indem+ der+ Transformationsansatz+ für+ 45+ s+ in+ ein+ 42+ °C+ heißes+ Wasserbad+
gestellt&wurde.&Nach&einer&zweiminütigen&Erholungszeit!auf!Eis!wurden!500!μL!vorgewärmtes!LBTSOC!
Medium!zugegeben!und#die#Zellen#für#eine!Stunde!bei!37°C!und!200!U!×!minT1!geschüttelt,*um*eine*
Antibiotikaresistenz!auszubilden.!Zur!Selektion!der!transformierten!Zellen!wurden!50!bis!500!μL!der!
Zellsuspension!auf!LBTAgarTPlatten!mit!den!entsprechenden!Antibiotika!ausplattiert%und%über%Nacht%
bei!37°C!im!Brutschrank!inkubiert.[209]!
!

6.2.6. Ganzzellbiokatalyse!von!E.#coli!Rosetta!mit!pET28b_chi!und!
pET52b_ered!zum!Nachweis!der!Zielreaktion!

Die! Ganzzellbiokatalysen! von! E.+coli! Rosetta! mit! pET28b_chi! und! pET52b_ered! wurden! in! zwei!
800!mLTFermentern!mit! einem!Arbeitsvolumen! von! 700!mL!durchgeführt,!welche! von! einer! BioFlo!
110TEinheit! (New! Brunswick! Scientific! GmbH,! Nürtingen)! gesteuert! wurden.! Um! die!
Substratumsetzung!mit!einer!möglichst!hohen!Zelldichte!zu!starten,!wurden!die!Zellen!unter!aeroben!
Bedingungen! (Begasung!mit! synthetischer! Luft! bei! 0,5! L!×!minT1! für! 40!%! Sauerstoffsättigung)! über!
Nacht!bis!zu!einer!OD600!nm!von!ca.!8!herangezogen.!Der!pHTWert!im!Verlauf!der!Fermentation!wurde!
mit!3!mol!×!LT1!NaOH!konstant!gehalten.!
Um!sicherzustellen,!dass!die!relativ!große!Zellmenge!ausreichend!IPTG!zur!Induktion!der!Expression!
beider!Gene!erhält,!wurde!mit!1!mmol!×!LT1! IPTG! induziert! (=!Beginn!der!Produktionsphase,!T0).! Es!
wurden! 2! analoge!Reaktionsansätze! parallel! gestartet,!wobei! in! einem!eine! anaerobe!Atmosphäre!
geschaffen! wurde,! indem! der! Fermenter! ab! Beginn! der! Produktionsphase! nur! noch!mit! Stickstoff!
begast!wurde! (0!%! Sauerstoffsättigung).!Der! andere! Fermenter!wurde!wie! zuvor!mit! synthetischer!
Luft! begast,! sodass! eine! Sauerstoffsättigung! von! ungefähr! 40!%! erreicht!wurde.! Zeitgleich!mit! der!
Induktion!wurde! zum!Start!der!Produktionsphase!das! Substrat!Naringenin!gelöst! in!DMSO! in!einer!
Endkonzentration!von!1!mmol!×!LT1!hinzugegeben.!
Im!Verlauf!der!Kultivierung!wurden!Proben!mit!einem!Volumen!von!1!mL!entnommen!und!zeitnah!je!
zweimal! mit! 300! µL! Ethylacetat! extrahiert.! Die! organische! Phase! wurde! abgenommen! und! über!
Vakuumrotation! eingedampft.! Der! verbleibende! Rückstand! im! Reaktionsgefäß! wurde! in! 400! µL!
Methanol!aufgenommen!und!nach!Filtration!über!HPLC!analysiert.!
Für! eine! Quantifizierung! der! Umsätze! wurden! Standardreihen! für! Phloretin! und! Naringenin!
angesetzt,! die! analog! zu! den! Proben! extrahiert,! in! Methanol! aufgenommen! und! über! HPLC!
vermessen!wurden.!
!
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6.2.7. Expression!der!Chalconisomerase!zur!Aufreinigung!

Für! die! enzymatische! Charakterisierung! des! Enzyms! im! Rahmen! der! Diplomarbeit! von! Maren!
Thomsen!wurde!E.+coli+Rosetta!mit!pET28b_CHI!von!ihr!kultiviert!und!die!CHI!durch!sie!aus!den!Zellen!
isoliert.[184]!

6.2.7.1. Kultivierung!von!E.#coli#Rosetta!mit!pET28b_CHI!zur!rekombinanten!
Proteinexpression!der!Chalconisomerase!

Mit! einer! gut! gewachsenen! Übernachtkultur! wurden! 500!mL! LBTMedium! in! einem! Schüttelkolben!
angeimpft.! Die! Zellen! wurden! bei! 37°C! bis! zu! einer! OD600!nm! von! 1! angezogen,! dann! wurde! die!
Proteinexpression!mit!100!µmol!×!LT1!IPTG!induziert!und!die!Kultivierung!wurde!bei!30°C!fortgesetzt.!
Während!der!Kultivierung!wurden!zu!verschiedenen!Zeiten!Proben!der!Kultur!entnommen,!die!auf!
eine!OD600!nm!=!3!normiert!wurden.!Nach!21!Stunden!wurde!die!Kultivierung!beendet!und!die!Zellen!
wurden! geerntet.! Dabei! wurde! die! Kultur! für! 30! min! bei! 4.000!×!g! zentrifugiert,! das! Medium!
dekantiert! und! das! Pellet! wurde! zum! Waschen! in! 50! mL! Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,!
pH!6,8)!resuspendiert.!Nach!erneuter!Zentrifugation!wurde!das!Pellet!bei!T20°C!eingefroren.!

6.2.7.2. Zellaufschluß!von#E.#coli#mit!pET28b_CHI!

Die! Kultivierungsproben! für! die! SDSTPAGE! wurden! 10! min! bei! 4.000!×!g! zentrifugiert,! das! Pellet!
wurde! mit! Natriumphosphatpuffer! gewaschen,! resupsendiert! und! anschließend! über! Ultraschall!
aufgeschlossen.! In! einem! weiteren! Zentrifugationsschritt! wurden! die! löslichen! Proteine! von! den!
unlöslichen!Proteinen!und!den!Zelltrümmern!abgetrennt.!Vom!Überstand!(lösliche!Fraktion)!wurden!
20!µL!für!die!SDSTPAGE!verwendet.!
Die! Zellpellets! der! Ernte! der! Kultivierung! wurden! auf! Eis! aufgetaut! und! in! 7,5! mL!
Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,! pH! 6,8)! resuspendiert.! Der! Zellaufschluss! wurde! dann! mit!
Ultraschall! für!dreimal!10!Minuten!bei!50!%!Power!durchgeführt.!Das!Zelllysat!wurde!anschließend!
für!20!min!bei!40.000!×!g!und!4°C!zentrifugiert,!der!Überstand!mit!den!löslichen!Proteinen!wurde!zur!
Proteinaufreinigung!eingesetzt.!
! !
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6.2.8. Expression!der!Enoatreduktase!

Die!ERED!wurde!von!Christin!Peters!im!Rahmen!ihrer!Diplomarbeit!untersucht.!

6.2.8.1. Aerobe!Kultivierung!mit!E.#coli#mit!pET22b_sERED!

Für! die! aerobe! Kultivierung! und! Expression! der! ERED! wurden! die! Zellen! einer! Übernachtkultur!
(5TmLTRöhrchen! mit! LBTMedium)! in! einem! Schüttelkolben! 1:100! mit! LBTMedium! und! Ampicillin!
angeimpft.!Die!Kulturen!wurden!bei!37°C!und!180!U!×!minT1!inkubiert,!bei!OD600!nm!=!0,5!–!0,8!wurde!
die!Proteinexpression!mit!IPTG!induziert.!Im!Anschluss!daran!wurde!die!Kultur!bei!einer!niedrigeren!
Temperatur! für!20!h! inkubiert.!Nach!21!h!wurden!die!Zellen!geerntet!und! für!15!min!bei!4.500!×!g!
zentrifugiert.! Während! der! Kultivierung! wurden! zu! verschiedenen! Zeiten! auf! die! OD600!nm!=!7!
normierte! Proben! der! Kultur! entnommen,! diese! wurden! aufgeschlossen,! zentrifugiert! und! die!
löslichen! Überstände! und! die! unlöslichen! Fraktionen! der! Zelllysate! wurden! durch! SDSTPAGE!
analysiert.[187]!

6.2.8.2. Anaerobe!Fermentation!mit!E.#coli#mit!pET22b_sered!

Zu!Beginn!wurde!eine!Übertagkultur!von!E.+coli!mit!pET22b_sered! (5TmLTRöhrchen!mit!LBTMedium)!
zum! Animpfen! einer! Vorkultur! mit! LBTMedium! genutzt,! diese! wurde! über! Nacht! bei! 37°C! und!
180!U!×!minT1! unter! aeroben!Bedingungen! inkubiert.! Für! die! Expression!der! ERED!unter! anaeroben!
Bedingungen!wurde!in!einem!Kulturvolumen!von!700!mL!(LBTMedium!mit!Ampicillin)! im!Fermenter!
mit! der! gut! bewachsenen! Vorkultur! im! Verhältnis! 1:50! angeimpft.! Der! pHTWert! wurde! auf! 7,5!
eingestellt! und! durch! die! automatische! Zugabe! von! NaOH! konstant! gehalten.! Die! Fermentation!
erfolgte!zunächst!noch!aerob!unter!50!%!Sauerstoffsättigung!und!bei!37°C.!Bei!OD600!nm!=!1!wurde!die!
Sauerstoffbegasung! dann! eingestellt! und! der! restliche! Sauerstoff! wurde! durch! Begasung! mit!
Stickstoff! entfernt.! Die! Temperatur! wurde! auf! 20! bzw.! 25°C! eingestellt! und! die! Proteinexpression!
wurde!mit! IPTG! induziert.!Nach! 21!h!wurden!die! Zellen! unter! Stickstoffbegasung! geerntet! und! für!
15!min!bei!4.500!×!g!zentrifugiert.!Anschließend!wurden!die!Zellen!mit!anaerobem!Aufschlusspuffer!
unter!Stickstoffbegasung!gewaschen.!Auch!hier!wurden!während!der!Kultivierung!zu!verschiedenen!
Zeiten! auf! OD600!nm!=!7! normierte! Proben! der! Kultur! entnommen,! diese! wurden! aufgeschlossen,!
zentrifugiert! und! die! löslichen! Überstände! und! die! unlöslichen! Fraktionen! der! Zelllysate! wurden!
durch!SDSTPAGE!analysiert.[187]!

6.2.8.3. Zellaufschluss!und!Herstellung!des!Proteinrohextraktes!

Während! der! aeroben! bzw.! anaeroben! Kultivierung! entnommene! Proben! wurden! mit! jeweils!
500!μL!Natriumphosphatpuffer! (100!mmol!×!LT1;!pH!7,5;!mit!300!mmol!×!LT1!NaCl)! resuspendiert!und!
mit! Glasperlen! (0,1T0,11! mm)! versetzt.! Der! Zusatz! von! NaCl! verhindert,! dass! das! Protein! an! den!
Glasperlen! hängen! bleibt.! Der! Zellaufschluss! erfolgte! für! 40! s! bei! 4! m!×!s‑1! über! FastTPrep.! Der!
resultierende!Überstand!enthielt! die! lösliche!Proteinfraktion,! das!Pellet!mit! den! Zelltrümmern!und!
den!Glasperlen!wurde!nach!einmaligem!Waschen!in!500!µL!resuspendiert!und!es!wurde!jeweils!eine!
Probe! entnommen.! Die! resultierenden! Pellets! der! Zellernte! am! Ende! der! Kultivierung! wurden! in!
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Natriumphosphatpuffer! (100!mmol!×!LT1;! pH! 7,5;! mit! 300!mmol!×!LT1! NaCl)! resuspendiert! und! über!
French!Press!oder!FastTPrep!(zweimal!30!s!bei!4!m!×!s‑1,!dazwischen!5!min!Pause)!aufgeschlossen!und!
anschließend! für! 45!min! bei! 7.500!×!g! zentrifugiert.! Der! Überstand! enthielt! die! lösliche!
Proteinfraktion! und! wurde! anschließend! weiterverwendet.! Alle! Zellen! der! anaeroben! Kultivierung!
wurden!unter!Stickstoffatmosphäre!bearbeitet.!Die!gewonnen!Proteinextrakte!wurden!in!gasdichten!
Gefäßen!unter!Stickstoff!gelagert.[187]!
!

6.3. Molekularbiologische!Methoden!

6.3.1. Isolierung!von!PlasmidAVektoren!

Die! Isolierung! der! PlasmidTDNA! aus! E.+ coli+ erfolgte! mit! dem! GeneJetTM! Plasmid! MiniPrep! Kit! von!
Fermentas! oder! mit! dem! QIAprep! Spin®! Miniprep! Kit! von! Qiagen! nach! Angaben! der! jeweiligen!
Hersteller.!
!

6.3.2. Sequenzierungen!

Die!Sequenzierung!des!Genoms!von!E.+ramulus+wurde!von!der!TuTech!Innovation!GmbH!(Hamburg)!
durchgeführt.!
Plasmide!und!PCRTProdukte!wurden!von!der!GATC!Biotech!AG!(Konstanz)!sequenziert.!
!

6.3.3. Photometrische!Bestimmung!der!DNAAKonzentration!mit!
Nanodrop!

Während!der!molekularbiologischen!Arbeiten!wurde!zur!Quantifizierung!und!zur!Qualitätskontrolle!
der! DNA! 1! μl! Probe! auf! das! Nanodrop! aufgetragen! und! die! Extinktion! bei! 260!nm! und! 280!nm!
gemessen.! Ein! Ergebnis! von! (E260nm)!×!(E280nm)T1! in! Höhe! von! 1,8!wies! auf! reine! DNA! hin.!Mit! E260nm!
konnte!durch!das!Gerät!die!Konzentration!der!DNA!bestimmt!werden.!
!

6.3.4. AgaroseAGelelektrophorese!

Die!DNATFragmente!wurden!über!Gelelektrophorese!nach! ihrer!Größe!aufgetrennt.! In!Abhängigkeit!
von! der! Fragmentgröße! wurden! Gele! mit! 0,8! T! 2!%! Agarose! eingesetzt.! Die! Agarose! wurde! in!
1!×!TAETPuffer! gelöst! und! in! der!Mikrowelle! aufgekocht,! nach! einer! kurzen!Abkühlzeit!wurden!pro!
10!mL! Gelvolumen! 0,5!µL! Ethidiumbromid! hinzugefügt! und! das! Gel! wurde! in! einen! Laufschlitten!
gegossen.! Nach! der! Polymerisation! wurden! die! vorbereiteten! Proben! (5!µL! Probe! und! 2!µL!
Laufpuffer)!in!die!entsprechenden!Taschen!gegeben.!Anschließend!wurden!die!Proben!aufgetragen.!
Außerdem! wurde! ein! Größenstandard! mit! aufgetragen,! um! die! Größe! der! DNATFragmente!
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bestimmen!zu!können.!Die!Elektrophorese!wurde!für!40!min!bei!100!mV!durchgeführt.!Anschließend!
wurde!das!Gel!unter!UVTLicht!analysiert!und!fotographiert.!Gegebenenfalls!wurden!DNATBanden!mit!
einem!Skalpell!herausgeschnitten!und!über!das!QIAquick!Gel!Extraction!Kit!(QIAGEN)!aufgereinigt.!
!

6.3.5. Polymerasekettenreaktion!(PCR)!

Zur! Amplifikation! von!DNA!wurde! die! Polymerasekettenreaktion!mit! einem! Temperaturgradienten!
durchgeführt.!
Ein!Reaktionsansatz!von!100!µL!enthielt!standardmäßig:!

79!µL!steriles!A.+bidest.!
10!µL!Puffer!10!×!
2!µL!DMSO!
2!µL!dNTPs!
2!µL!Primer!forward!
2!µL!Primer!reverse!
1!µL!Template!
2!µL!PfuPlus!Polymerase!

Der! Reaktionsansatz! wurde! auf! 5! Reaktionsgefäße! aufgeteilt,! um! in! der! GradientenTPCR!
verschiedene! Temperaturen! für! die! Phase,! in! der! sich! die! Primer! an! das! Template! anlagern,! zu!
ermöglichen.!
Folgende!PCRTMethode!wurde!standardmäßig!angewendet:!

1.!Initiale!Denaturierung! ! ! ! 10!min!bei!95°C!
2.!Denaturierung!! ! ! ! ! 1!min!bei!95°C!
3.!Anlagerung!der!Primer! ! ! ! 0,5!T!1!min!bei!58!T!67,5°C!
4.!Verlängerung!durch!die!Polymerase! ! ! 1!min!×!kbT1!bei!72°!
(2.!bis!4.!wurden!als!Zyklus!25!bis!30!mal!wiederholt)!
5.!Finale!Verlängerung!durch!die!Polymerase! ! 10!min!bei!72°C!
6.!Abkühlen!und!Lagerung!bei!4°C!bis!zur!Weiterverarbeitung.!

Über! ein! Agarosegel! wurde! das! Ergebnis! der! PCR! kontrolliert,! dabei! konnte! auch! unterschieden!
werden,!bei!welcher!Temperatur!die!Anlagerung!der!Primer!am!besten!funktioniert.!
Mit!Hilfe!des!QIAquick!PCR!Purification!Kits!konnten!die!Reaktionsansätze!aufgereinigt!werden.!Zur!
Gewinnung!größerer!Mengen!des!PCRTProduktes!wurde!die!PCR!gegebenenfalls!mit!der!optimalen!
Anlagerungstemperatur!der!Primer!wiederholt.!
! !
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6.3.6. ColonyAPCR!

Zur!Kontrolle!der!Klonierungen!wurde!auch!die!colonyTPCR!eingesetzt.!Es!wurde!ein!Mastermix!von!
600!µL!erstellt,!der!dann!für!40!Reaktionsansätze!mit!je!15!µL!verwendet!wurde!
Zusammensetzung!Mastermix:!

495!µL!steriles!A.+bidest.!
10!µL!DMSO!
60!µL!Puffer!B!(10!×!)!
10!µL!Primer!forward!
10!µL!Primer!reverse!
10!µL!dNTPs!
5!µL!TaqTPolymerase!

Von! einer! LBTAgarplatte! (z.! B.! von! einer! Plasmidtransformation! nach! einer! Ligation),! wurden! mit!
sterilen!Zahnstochern!Kolonien!gepickt,!in!jeweils!einem!15!µLTPCRTAnsatz!geschwenkt!und!auf!einer!
frischen!LBTAgarplatte!ausgestrichen.!
Folgende!PCRTMethode!wurde!standardmäßig!für!die!colony5PCR+angewendet:!

1.!Initiale!Denaturierung!(und!Zellaufschluss)! ! 10!min!bei!95°C!
2.!Denaturierung!! ! ! ! ! 1!min!bei!95°C!
3.!Anlagerung!der!Primer! ! ! ! 1!min!bei!58!T!67,5°C!
4.!Verlängerung!durch!die!Polymerase! ! ! 1!min!×!kbT1!bei!72°!
(2.!bis!4.!wurden!als!Zyklus!25!bis!30!mal!wiederholt)!
5.!Finale!Verlängerung!durch!die!Polymerase! ! 10!min!bei!72°C!
6.!Abkühlen!und!Lagerung!bei!4°C!bis!zur!Weiterverarbeitung.!

Anschließend!wurden!die!PCRTAnsätze!über!AgaroseTGelelektrophorese!analysiert.!
!

6.3.7. Restriktionsverdau!

Ein!Ansatz&für&einen!Restriktionsverdau!enthielt:!
30!μl!DNA!Lösung!(PlasmidTDNA!bzw.!lineare!DNA)!
6!μl!A.+bidest!
7!μl!BSA!(100!×!)!(bei!Bedarf,!sonst!A.+bidest.)!
5!µL!Puffer!(NEB!Buffer!bzw.!FD!Buffer,!10!×!)!
1!–!2!μl!Restriktionsenzym(e)!

Der!Verdau!erfolgte!für#anderthalb#bis#drei#Stunden#bei#37°C,#anschließend#wurde#der#Verdau#durch#
Hitzeinaktivierung!des!Restriktionenzyms!bzw.!der!Restriktionsenzyme!für!10!min!bei!85°C!gestoppt.!
Bis!zur!Weiterverarbeitung!wurden!die!Reaktionsansätze!bei!4°C!aufbewahrt.!
Eine! Kontrolle! des! Verdaus! erfolgte! gegebenenfalls! über! eine! AgaroseTGelTElektrophorese,! wobei!
auch!die!Möglichkeit!bestand,!Banden!mit!DNATFragmenten!aus!dem!Gel!auszuschneiden!und!über!
das!QIAquick!Gel!Extraction!Kit!(QIAGEN)!aufzureinigen.!
!
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6.3.8. Ligation!von!DNAAFragmenten!in!Plasmidvektoren!

Als! optimale! Menge! wurde! von! 60! ng! Plasmid! in! einem! Ansatz! von! 20! µL! ausgegangen.! Um! ein!
ausgewogenes! Verhältnis! von! Insert! und! Plasmid! zu! erhalten,! wurden! mit! den! über! Nanodrop!
gemessenen! DNATKonzentrationen! und! der! folgenden! Formel! die! benötigten! Mengen! von!
Plasmidlösung!und!Lösung!des!Inserts!ermittelt:!

! !"#$"!!"#$%&! !" = !!×!!"#$"!!"#$%&'! !" !×!!"öß!!!"#$%&!(!")
!"öß!!!"#$%&'!(!") ! ! ! ! (F.!1)!

Ein!Ligationsansatz!mit!einem!Gesamtvolumen!von!20!µL!enthielt!außerdem:!
1!µL!TTDNATLigase!
4!µL!T4TLigase!Puffer!
und!zum!Volumenausgleich!A.+bidest.!

Die!Ligationen!wurden!über!Nacht!bei!16°C!mit!anschließender!Inaktivierung!für!15!Minuten!bei!65°C!
durchgeführt.!Danach!wurde!der!Reaktionsansatz!bis!zur!Weiterverarbeitung!bei!4°C!aufbewahrt.!
!

6.4. Biochemische!und!analytische!Methoden!

6.4.1. Aufreinigung!der!Chalconisomerase!

Die! Aufreinigung! der! CHI! wurde! auch! von! Maren! Thomsen! im! Rahmen! ihrer! Diplomarbeit!
durchgeführt!und!dabei!optimiert.[184]!

6.4.1.1. Anionenaustauschchromatographie!an!DEAEASepharose!

Zu! Beginn! der!mehrstufigen! Aufreinigung!wurde! eine! Anionenaustauschchromatographie! an! einer!
DEAETSepharoseTSäule!(GE!Healthcare,!Freiburg)!durchgeführt.!Hierfür!wurde!der!Proteinrohextrakt!
(lösliche! Fraktion)! mit! einer! Injektionsspritze! auf! die! Säule! aufgetragen.! Ungebundene! Proteine!
wurden!mit!dem!dreifachen!Säulenvolumen!Natriumphosphatpuffer!(50!mmol!×!LT1,!pH!6,8)!von!der!
Säule! gespült.! Anschließend! wurden! die! an! die! Säule! gebundenen! Proteine! mit! einem! linearen!
Gradienten! (0! T! 0,15!mol!×!LT1!KCl,! 25!mL)! eluiert,! das! Eluat! wurde! in! 3TmLTFraktionen! gesammelt.!
Danach! wurden! 50! mL! 1!mol!×!LT1!KCl! in! Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,! pH!6,8)! zum!
Waschen! auf! die! Säule! gegeben.! Die! Flussrate! während! der! Anionenaustauschchromatographie!
betrug!4!mL!×!minT1.[184]!

6.4.1.2. Hydrophobe!InteraktionsAChromatographie!an!Butylsepharose!

Für! den! nächsten! Aufreinigungsschritt! wurde! die! Butylsepharosesäule! mit!
1,5!mol!×!LT1!Ammoniumsulfat! in! Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,! pH! 6,8)! nach!
Herstellerangaben! equilibriert.! Die! Proteinlösung! wurde! unter! Kühlung! mit!
1,5!mol!×!LT1!Ammoniumsulfat!versetzt,!filtriert!(0,2!µm!Porengröße)!und!auf!die!Säule!gegeben.!Die!
ungebundenen! Proteine! wurden! mit! dem! doppelten! Säulenvolumen! Natriumphosphatpuffer!
(50!mmol!×!LT1,! pH!6,8,! mit! 1,5!mol!×!LT1! Ammoniumsulfat)! heruntergewaschen.! Dann! folgte! die!
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fraktionierte! Elution! der! gebundenen! Proteine! über! 80! mL! mit! einem! linearen! Gradienten! von!
1,5!T!0,3!mol!×!LT1! Ammoniumsulfat! in! Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,! pH!6,8)! und!
anschließend! ein! Waschschritt! mit! 20! mL! Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,! pH! 6,8,! mit!
0,3!mol!×!LT1! Ammoniumsulfat).! Danach! folgte! in! einem! Volumen! von! 20!mL! ein! weiterer! linearer!
Gradient! von! 0,3!mol!×!LT1! bis! 0!mol!×!LT1! Ammoniumsulfat.! Die! Flussrate! betrug! 4! mL!×!minT1,! es!
wurden!Fraktionen!mit!jeweils!3!mL!gesammelt.[184]!

6.4.1.3. Gelfiltration!!

Zur!Entsalzung!und!zur!Trennung!von!Proteinen!mit!unterschiedlichem!Molekulargewicht!wurde!die!
Gelfiltration! an! Superdex200! (HiLoad! 16/60,! Amersham! Pharmacia! Biotech)! in! NatriumphosphatT
Puffer! (50!mol!×!LT1,!pH!6,8)!durchgeführt,!der!Trennbereich!der!Säule! liegt!bei!600!bis!10!kDa.!Bei!
einer!Flußrate!von!0,3!mL!×!minT1!wurden!Fraktionen!mit!jeweils!3!mL!gesammelt.[184]!
!

6.4.2. Proteingehaltsbestimmung!!

Für!die!Ermittlung!der!Proteinkonzentration!wurde!der!BCTAssay+(Uptima,!Frankreich)!nach!Angaben!
des!Herstellers!eingesetzt.[184,!187]!Desweiteren!wurde!über!den!molaren!Extinktionskoeffizienten!des!
Proteins! der! Proteingehalt! auch! mittels! Spektrophotometrie! bestimmt.! Der! molare!
Extinktionskoeffizient! !der! CHI! wurde! mit! Protparam! bei! ExPASy! berechnet! und! betrug!
74370!L!×!molT1!×!cmT1.[184]!

! !
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6.4.3. SDSAPolyacrylamidAGelelektrophorese!

6.4.3.1. Vorbereitung!der!Proben!

20!µL!Proteinlösung!wurden!mit!Probenpuffer!vermischt!und!für!10!min!bei!95°C!denaturiert.!Danach!
wurden!die!Taschen!des!Gels!mit!10!µL!bzw.!20!µL!befüllt!(abhängig!von!der!Taschengröße!und!von!
der!Schichtdicke!des!Gels).!

6.4.3.2. Durchführung!der!Elektrophorese!

Die!SDSTPAGE!wurde!in!einem!diskontinuierlichen)System)(Minigel)Twin,)Biometra))durchgeführt.)Es)
wurden!Trenngele!mit!10!%!und!12,5!%!Acrylamid!verwendet.!Die!Zusammensetzung!der!Gele!ist!in!
Tabelle!21!aufgelistet.!

Tabelle!21:!Zusammensetzung!der!Gele!für!die!SDSAPolyacrylamidAGelelektrophorese.!

Lösung! Trenngel!(10!%)! Trenngel!(12,5!%)! Sammelgel!(4!%)!
TrisTPuffer!für!Trenngel! 2!mL! 2!mL! T!
TrisTPuffer!für!Sammelgel! T! T! 1!mL!
Acrylamidlösung!(30!%ig)! 2,67!mL! 3,33!mL! 0,53!mL!
A.+dest+ 3,33!mL! 2,67!mL! 2,47!mL!
APS!(10!%)! 40!µL! 40!µL! 40!µL!
TEMED!(N,N,N‘,N‘TTetramethylethylendiamin)+ 4!µL! 4!µL! 4!µL!

!
Die!elektrophoretische!Trennung!erfolgte!für!ca.!eine!Stunde!bei!12,5!mA!pro!Gel,!bis!die!Proben!das!
gesamte!Gel!vollständig!durchlaufen!hatten.!Um!die!Proteinbanden!sichtbar!zu!machen,!wurden!die!
Gele!mit!CoomassieTBrilliantTBlau!oder!mit!Silber!angefärbt.!

6.4.3.3. Färbung!der!Gele!

Coomassie5Färbung+

Die! Gele! wurden! für! 30! Minuten! in! der! CoomassieTFärbelösung! angefärbt.! Um! die! angefärbten!
Proteinbanden! deutlich! sichtbar! zu!machen,! wurden! die! Gele! anschließend! in! der! Entfärbelösung!
inkubiert,!bis!der!Hintergrund!farblos!wurde.!

Silberfärbung+

Die!Silberfärbung!ist!sensitiver!als!die!CoomassieTFärbung.!Die!Färbung!der!Proteinbanden!mit!Silber!
kann! sowohl! bei! ungefärbten! als! auch! bei! bereits! mit! CoomassieTgefärbten! Gelen! durchgeführt!
werden.!Die!Gele!wurden!zuerst!mit!A.+dest.+gespült(und(anschließend(mit(100(mL(der(Fixierlösung(
für!30!Sekunden! in!der!Mikrowelle! inkubiert!und!anschließend!für!5!Minuten!geschüttelt.!Es! folgte!
ein! Waschschritt! mit! 30!%! Ethanol,! auch! hier! wurde! nach! 30! Sekunden! Inkubationszeit! in! der!
Mikrowelle! noch! einmal! für! 5! Minuten! geschüttelt.! Nach! der! Zugabe! der! Sensitivierungslösung!
wurde!nach!30!Sekunden!Inkubationszeit! in!der!Mikrowelle!noch!einmal$für$5$Minuten$geschüttelt.$
Es#folgten#zwei#Waschschritte#mit#jeweils#100#mL#MilliQTWasser&(je&30&s&Mikrowelle,&5&min&schütteln).&
Die$Färbung$erfolgte$durch$Zugabe$von$100$mL$Färbelösung$und$30$s$Inkubation$in$der$Mikrowelle.!
Nach!weiteren!5!Minuten!Schütteln!wurde!das!Gel!kurz!mit!MilliQTWasser!gewaschen!und!es!wurden!
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50!mL!Entwicklerlösung! hinzugegeben.! Proteinbanden! wurden! dann! innerhalb! von! 4! T! 8! Minuten!
sichtbar.! Je! nach! gewünschter! Farbintensität! der! Proteinbanden,! wurde! die! Inkubationsdauer! ggf.!
modifiziert.! Durch! die! Zugabe! der! StopTLösung! (10! min! Inkubation)! wurde! die! Entwicklung! der!
Färbung!beendet.!Abschließend!wurde!das!Gel!noch!einmal!mit!MilliQTWasser!gewaschen.[184]!
!

6.4.4. FergusonAAnalyse!&!Native!PolyacrylamidAGelektrophorese!
(Native!PAGE)!

Zur!Molekulargewichtsbestimmung!der!Chalconisomerase!wurden!in!einer!FergusonTAnalyse!(Sigma!
Tech.!Bulletin!No.!MKRT137,!1986)!PolyacrylamidTGele!mit!verschiedenen!Acrylamidkonzentrationen!
für! die! Native! PAGE! verwendet.! Die! Zusammensetzung! des! Sammelgels! und! der! verschiedenen!
Trenngele!ist!in!Tabelle!22!bzw.!Tabelle!23!gezeigt.!Mit!der!Nativen!PAGE!ist!es!möglich,!native,!nichtT
denaturierte!Proteine!ihrer!Größe!nach!aufzutrennen.!Bei!den!verschiedenen!Gelen!besteht!dann!in!
der! FergusonTAnalyse! eine! lineare! Beziehung! zwischen! der! verwendeten! Acrylamidkonzentration!
und!dem!Logarithmus!der!relativen!Mobilität!der!Proteine.[184,!210T211]!

Tabelle!22:!Herstellung!des!Sammelgels!für!die!Native!PAGE.[184]!

Komponente! eingesetzte!Menge!
0,125!mol!×!LT1!TrisTHCl,!pH!6,8! 5!mL!
Acrylamid!(30!%ig)! 1,48!mL!
A.+dest.+ 3,41!mL!
APS! 100!µL!
TEMED! 10!µL!

Tabelle!23:!Herstellung!des!Trenngele!für!die!Native!PAGE.[184]!

AcrylamidA!
konzentration![%]!

Acrylamidlösung!
(30!%ig)![mL]!

A.!dest.!
[mL]!

0,75!mol!×!LA1!TrisAHCl!
pH!8,8![mL]!

APS!
[µL]!

TEMED!
[µL]!

Marker!
[µL]!

10! 2,5! 1,175! 3,75! 75! 7,5! 5!
9! 2,25! 1,425! 3,75! 75! 7,5! 5!
8! 2! 1,675! 3,75! 75! 7,5! 5!
7! 1,75! 1,925! 3,75! 75! 7,5! 5!
6! 1,5! 2,175! 3,75! 75! 7,5! 5!
5,5! 1,375! 2,3! 3,75! 75! 7,5! 5!
5! 1,25! 2,425! 3,75! 75! 7,5! 5!
4,5! 1,125! 2,55! 3,75! 75! 7,5! 5!

!
! !
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6.4.5. Untersuchung!der!Aktivität!der!Chalconisomerase!

Nachdem!die!Klonierung!des!ChalconisomeraseTGens! aus!E.+ramulus+erfolgreich! verlaufen!war!und!
sowohl! Expression! als! auch! Aktivität! des! rekombinanten! Enzyms! erstmalig! nachgewiesen! werden!
konnte,! wurde! die! detaillierte! Untersuchung! der! enzymatischen! Aktivität! von! Maren! Thomsen! in!
ihrer!Diplomarbeit[184]!durchgeführt.!

6.4.5.1. Bestimmung!der!aktiven!Fraktionen!bei!der!Aufreinigung!der!
Chalconisomerase!

Zur! Ermittlung! der! aktiven! Fraktionen! wurden! jeweils! 20! µL! von! einer! Fraktion! in! ein! Well! einer!
Mikrotiterplatte! gegeben.! Die! Reaktion! wurde! anschließend! mit! der! Zugabe! von! 120! µL! Puffer!
(50!mmol!×!LT1!NaPPTPuffer,! pH! 6,4),! 50! μL! BSATLösung! (Endkonzentration! 1! mg!×!mLT1,! zur!
Unterdrückung! der! Isomerisierung! des! Substrates! ohne! Enzym)! und! 10! μL! einer! 1! mg!×!mLT1!
NaringeninchalconTLösung!je!Well!gestartet.!Eine!rasche!Entfärbung!der!gelben!Reaktionslösung!wies!
daraufhin,!dass!in!der!entsprechenden!Fraktion!die!CHI!enthalten!war.[184]!

6.4.5.2. Aktivitätsbestimmung!der!Chalconisomerase!mittels!Photometer!

Zur! Ermittlung! der! spezifischen! Aktivität! und! weiterer! Parameter! für! die! CHI! wurden! 15! μL! einer!
verdünnten!Lösung!des!aufgereinigten!Enzyms!in!einem!Reaktionsvolumen!von!1!mL!verwendet.!Mit!
der! Substratstammlösung! wurden! verschiedene! Substratkonzentrationen! vorbereitet.! Außerdem!
wurden! 50! µL! BSA! (Endkonzentration! 1! mg!×!mLT1,! zur! Unterdrückung! der! Isomerisierung! des!
Substrates!ohne!Enzym)!und!NatriumphosphatTPuffer! (50!mmol!×!LT1,!pH!6,4)! zugefügt.!Bei!368!nm!
wurde! die! Abnahme! der! Extinktion! verfolgt,! zur! Kontrolle! wurden! auch! Reaktionsansätze! ohne!
Enzym!vermessen.!Für!die!Bestimmung!von!KM!und!Vmax!wurden!die!Reaktionsansätze!halbiert!und!
die!photometrische!Messung!wurde!in!einer!Quarzküvette!mit!2!mm!Schichtdicke!durchgeführt.!Die!
anderen!Messungen!wurden!in!Kunststoffküvetten!mit!1!cm!Schichtdicke!durchgeführt.[184]!
Die!spezifische!Aktivität!in!Units!×!mgT1!wurde!nach!folgender!Formel!berechnet:!

! !"#$%&%!'(#!!"#$%$#ä! =
∆!"# ∆! !×!"#$ü!!"!#$%&'()*

!"##"!$#%&'&!!"#$%&#$'%(&')**$+$)%#!! !"#$%&'(#')%'$"*$&#'! ! (F.!2)!

Für! die! Erstellung! der! Standardgerade! zur! Errechnung! der! millimolaren! Extinktionskoeffizienten!ε 
wurden!verschiedene!Naringeninchalconkonzentrationen!von!7!–!70!µmol!×!LT1!verwendet.!Der!damit!
berechnete!millimolare! Extinktionskoeffizient!ε für!Naringeninchalcon! lag! in! der! Kunststoffküvette!
bei! 29,068!L!×!mmolT1!×!cmT1,! für! die! Quarzküvette! (mit! 2!mm! Schichtdicke)! bei!
23,0245!L!×!mmolT1!×!cmT1.[184]!

Ermittlung+des+pH5Optimums+der+CHI+

Die! Aktivität! der! CHI! wurde! gemessen! wie! unter! 6.4.5.2! beschrieben,! es! wurden! jedoch! durch!
verschiedene!Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1)! folgende!pHTWerte! in!den!Reaktionslösungen!
eingestellt:!6,1;!6,4;!6,6;!6,8;!7,0;!7,2;!7,5;!7,7!und!8,0.[184]!
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Ermittlung+des+Temperatur5Optimums+

Das!Temperaturoptimum!der!CHI!wurde!ebenfalls! analog! zu! 6.4.5.2!bestimmt,!es!wurde!allerdings!
eine!konstante!Substratkonzentration!von!36!µmol!×!LT1!eingesetzt.!Die!Reaktion!wurde!bei!23,!30,!37,!
40,!45!und!50!°C!durchgeführt.!Alle!Reaktionslösungen!außer!der!Enzymlösung!wurden!für!30!min!bei!
den!gewünschten!Temperaturen!inkubiert,!die!Küvette!wurde!für!die!Messung!beheizt.[184]!

Ermittlung+der+Temperaturstabilität+

Die!CHI!wurde!bei!den!Temperaturen!23,!30,!37,!40,!45!und!50°C!für!0,5;!1;!2;!4;!6;!24!h!inkubiert,!die!
verbliebene!enzymatische!Aktivität!wurde!photometrisch!bei!Raumtemperatur!bestimmt!und!mit!der!
enzymatischen!Aktivität!ohne!Inkubation!verglichen.[184]!

6.4.5.3. Nachweis!von!Naringeninchalcon!über!Biokatalyse!

Zum! Nachweis! der! Bildung! von! Naringeninchalcon! durch! die! CHI! wurden! Biokatalysen! mit!
verschiedenen!Substratkonzentrationen!analog!zu!6.4.5.2!durchgeführt.!Die!Inkubation!erfolgte!über!
ein!bis!fünf!Minuten!bei!Raumtemperatur,!anschließend!wurden!200!µL!der!Biokatalyse!entnommen!
und!mit!800!µL!Ethylacetat!extrahiert.!Durch!Zentrifugation!für!5!Minuten!bei!16.200!×!g!wurde!die!
organische!Phase!von!der!wässrigen!Phase!getrennt.!Die!organische!Phase!wurde!abgenommen,!das!
Ethylacetat! wurde! durch! Vakuumzentrifugation! entfernt! und! der! Rückstand! im! Reaktionsgefäß!
wurde! in! 200! µL! Methanol! (mit! 100! µmol!×!LT1! transT4THydroxyzimtsäure! als! externen! Standard)!
gelöst.!Anschließend!wurden!die!Proben!in!der!HPLC!über!ODS!HypersilTSäule!analysiert.[184]!

6.4.5.4. !Bestimmung!der!Enantioselektivität!der!CHI!

Es! wurde! mit! einer! 7,35!mmol!×!LT1! Stammlösung! eine! Substratkonzentration! von!
100!µmol!×!LT1!Naringeninchalcon!eingestellt,!außerdem!enthielten!diese!Biokatalysen!4T6!µg!CHI!und!
BSA! in!einer!Endkonzentration!von!1!mg!×!mLT1.!Mit!Natriumphosphatpuffer! (50!mmol!×!LT1,!pH!6,4)!
wurden! die! Ansätze! auf! 1! mL! aufgefüllt.! Die! Inkubation! erfolgte! über! ein! bis! fünf! Minuten! bei!
Raumtemperatur,! anschließend! wurden! 200! µL! der! Biokatalyse! entnommen! und! mit! 800! µL!
Ethylacetat!extrahiert.!Durch!Zentrifugation!für!5!min!bei!16.200!×!g!wurde!die!organische!Phase!von!
der! wässrigen! Phase! getrennt.! Die! organische! Phase! wurde! abgenommen,! das! Ethylacetat! wurde!
durch! Vakuumzentrifugation! entfernt.! Die! Chiralanalytik! wurde! von! Egon! Gross! (Symrise,!
Holzminden)!durchgeführt.[184]!
! !
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6.4.6. Untersuchung!der!Aktivität!der!ERED!

Nachdem!die!Klonierung!des!EnoatreduktaseTGens!aus!E.+ramulus!erfolgreich!verlaufen!war!und!die!
Funktionalität! der! rekombinanten! Enoatreduktase! im! Zusammenspiel! mit! der! rekombinanten!
Chalconisomerase! aus!E.+ramulus+erstmalig! nachgewiesen!werden! konnte,!wurden!weiterführende!
Experimente!zur!Enoatreduktase!von!Christin!Peters!in!ihrer!Diplomarbeit[187]!durchgeführt.!

6.4.6.1. NADHANaringeninchalconAAssay!

Die! Proteinrohextrakte! mit! der! ERED! aus! aerober! bzw.! anaerober! Kultivierung! wurden! auf! ihre!
Aktivität!gegenüber!Naringeninchalcon!getestet.!Dabei!wurde!die!Abnahme!der!NADHTKonzentration!
photometrisch! bei! 340!nm! bestimmt.! Der! Reaktionsansatz! in! der! Küvette! enthielt! folgende!
Komponenten:!!

5!%!einer!20!mg!×!mLT1!BSATLösung!(zur!Stabilisierung!des!Naringeninchalcons)!
2!%!einer!2!mg!×!mLT1!NaringeninchalconTLösung!
10!T!200!μL!des!Rohextraktes!
1!μL!einer!300!mmol!×!LT1!NADHTLösung!
100!mmol!×!LT1!Natriumphosphatpuffer!pH!7,5!
Reaktionsvolumen:!1!mL!

Die!Reaktion!wurde!am!Photometer! für!120!s!verfolgt.!Die!anaeroben!Messungen!wurden! in!einer!
Küvette!mit!Septum!und!unter!Stickstoffatmosphäre!durchgeführt.[187]!

6.4.6.2. Biokatalysen!mit!ERED!(und!CHI)!aus!E.#ramulus,!exprimiert!in!E.#coli!

Zur!Untersuchung!der!ERED!in!einer!Biokatalyse!wurde!folgender!Reaktionsansatz!verwendet:!
4!%!einer!2!mg!×!mLT1!Naringeninchalconlösung!
5!%!einer!10!mg!×!mLT1!BSATLösung!(zur!Stabilisierung!des!Naringeninchalcons)!
2!µL!einer!500!mmol!×!LT1!NADHTLösung!
Rohextrakt!(Proteingehalt:!1,0!bis!3,5!mg!×!mLT1)!
100!mmol!×!LT1!Natriumphosphatpuffer,!pH!7,5!
Reaktionsvolumen!insgesamt:!0,5!mL!

Für! die! Biokatalyse! mit! Enoatreduktase! und! Chalconisomerase! wurde! folgender! Reaktionsansatz!
verwendet:!

4!%!einer!2!mg!×!mLT1!Naringeninlösung!
5!%!einer!10!mg!×!mLT1!BSATLösung!(zur!Stabilisierung!des!Naringeninchalcons)!
2!µL!500!mmol!×!LT1!NADH!
>! bei! Verhältnis! 1:1:! 200! µL! Chalconisomerase! (aufgereinigt),! 200! µL! EREDTRohextrakt!
(0,5T3,5!mg!×!mLT1)!
>! bei! Verhältnis! 1:4:! 80! µL! Chalconisomerase! (aufgereinigt),! 320! µL! EREDTRohextrakt!
(0,5T3,5!mg!×!mLT1)!
100!mmol!×!LT1!Natriumphosphatpuffer,!pH!7,5!
Reaktionsvolumen!insgesamt:!0,5!mL!
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Die!Biokatalysen!wurden!für!1!h!bei!Raumtemperatur!und!800!U!×!minT1!durchgeführt.!Die!aeroben!
Biokatalysen! wurden! in! DeepwellTPlatten! durchgeführt,! für! die! anaeroben! Biokatalysen! wurden!
verschlossene!Glasvials! verwendet.! Im!Anschluss! daran!wurden!0,5!mL!der!Biokatalyse!mit! 0,3!mL!
Ethylacetat! und! ein! weiteres! Mal! mit! 0,2! mL! Ethylacetat! extrahiert.! Die! Phasen! wurden! über!
Zentrifugation! getrennt,! die! organische! Phase! wurde! abgenommen! und! in! der! Vakuumzentrifuge!
eingedampft.!Die!Analyse!der!Proben!erfolgte!über!LCMS!bei!der!Firma!Symrise.[187]!
!

6.4.7. HPLC!

Für!Experimente,!in!denen!der!Umsatz!von!Naringenin!bzw.!Naringin!zu!Phloretin!untersucht!werden!
sollte,! wurde! die! in! Tabelle! 24! angegebene! Methode! mit! der! ZorbaxTC18TSBTSäule!
(50! ×! 4,6! mm,! Partikelgröße! 1,8! μm)! verwendet.! Die! Temperatur! während! der! Chromatographie!
betrug!40°C.!

Tabelle!24:!HPLCAMethode!zur!Trennung!von!Phloretin!und!Naringenin!und!Naringin.!

Zeit! %!Acetonitril! %!H2O!(enthält!0,1!%!TFA)! Flußrate![mL!×!minA1]!
0! 10! 90! 1,3!
5! 10! 90! 1,3!
15! 25! 75! 1,3!
20! 25! 75! 1,3!
23! 100! 0! 1,3!
26! 100! 0! 1,3!
26,1! 10! 90! 1,3!
31! 10! 90! 1,3!

!

Nachweis+der+Bildung+von+Naringeninchalcon+durch+die+CHI+

Um!die!Bildung!des!Naringeninchalcons!durch!die!CHI!in!den!Biokatalysen!nachzuweisen,!wurden!die!
Proben! über!HPLC! analysiert.! Es!wurde! eine! von! Krause! und!Galensa[185]! entwickelte!Methode! zur!
Trennung! von! Naringenin! und! Naringeninchalcon! modifiziert.! Auf! die! ODSTHypersilsäule! (5! μm;!
250!×!4,6!mm)! wurden! 10! µL! der! extrahierten! Produkte! injiziert.! Die! Details! der!Methode! sind! in!
Tabelle!25!dargestellt.!Detektiert!wurde!über!die!Absorption!bei!300!nm.[184]!

Tabelle!25:!HPLCAMethode!zur!Trennung!von!Naringeninchalcon!und!Naringenin.[184]!

Zeit! %!Methanol! %!H2O!(enthält!0,1!%!TFA)! Flußrate![mL!×!minA1]!
0! 48! 52! 1,0!
20! 48! 52! 1,0!
20,5! 100! 0! 1,0!
25! 100! 0! 1,0!
30! 48! 52! 1,0!
32! 48! 52! 1,0!

!
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11.  ANHANG !

11.1. Sequenzen!
Folgende+ Sequenzen+ aus+ der+ Datenbank+ BRENDA,+ wurden+ für+ das+ Alignment+ zur+ Ermittlung+ des+
konservierten+Motivs+der+Enoatreduktasen+verwendet:+
>P40952|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Kluyveromyces lactis|Swiss-Prot 
>P11887|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium tyrobutyricum|Swiss-Prot 
>O52933|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium tyrobutyricum|TrEMBL 
>D8GPF4|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium ljungdahlii (strain ATCC 55383 / 
DSM 13528 / PETC)|TrEMBL 
>A5N6X6|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>A5N2U3|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>A5N665|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>E0RXY5|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Butyrivibrio proteoclasticus B316|TrEMBL 
>C3KYU2|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain 657 / Type 
Ba4)|TrEMBL 
>C8P8F1|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Lactobacillus antri DSM 16041|TrEMBL 
>A5N6P5|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>B1KVG9|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain Loch Maree / 
Type A3)|TrEMBL 
>O52935|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Moorella thermoacetica|TrEMBL 
>D5W0Q0|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain 230613 / Type 
F)|TrEMBL 
>O52922|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri|TrEMBL 
>A5I3T7|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain Hall / ATCC 
3502 / NCTC 13319 / Type A)|TrEMBL 
>A5N0D9|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>D8GTN1|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium ljungdahlii (strain ATCC 55383 / 
DSM 13528 / PETC)|TrEMBL 
>B1QMX5|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum Bf|TrEMBL 
>A5N8V0|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>D5W0Q1|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain 230613 / Type 
F)|TrEMBL 
>B2TM54|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain Eklund 17B / 
Type B)|TrEMBL 
>B1QC26|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum NCTC 2916|TrEMBL 
>D8GUK7|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium ljungdahlii (strain ATCC 55383 / 
DSM 13528 / PETC)|TrEMBL 
>D8GP44|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium ljungdahlii (strain ATCC 55383 / 
DSM 13528 / PETC)|TrEMBL 
>D8GRM6|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium ljungdahlii (strain ATCC 55383 / 
DSM 13528 / PETC)|TrEMBL 
>A5N6X0|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>B1IGR5|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain Okra / Type 
B1)|TrEMBL 
>C1FQH1|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain Kyoto / Type 
A2)|TrEMBL 
>C9YQU4|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium difficile (strain R20291)|TrEMBL 
>A7FVK7|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain ATCC 19397 / 
Type A)|TrEMBL 
>A5N5R4|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
>A7GFA2|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium botulinum (strain Langeland / 
NCTC 10281 / Type F)|TrEMBL 
>E0RV80|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Butyrivibrio proteoclasticus B316|TrEMBL 
>D8GQ32|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium ljungdahlii (strain ATCC 55383 / 
DSM 13528 / PETC)|TrEMBL 
>A5N668|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Clostridium kluyveri (strain ATCC 8527 / DSM 
555 / NCIMB 10680)|TrEMBL 
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>Q9R9V9|2-enoate reductase|EC 1.3.1.31|Pseudomonas putida|TrEMBL 

Sequenzen+der+untersuchten+Enzyme:+

Chalconisomerase aus E. ramulus (Genbank Accession Number: KF154734) 
Enoatreduktase aus E. ramulus (Genbank Accession Number: KF154735) 

11.2. Standardreihen!Naringenin!und!Phloretin!

!
Abbildung!35:!Standardreihe!für!Naringenin,!Dreifachbestimmung.!Gezeigt!ist!die!Peakfläche!aus!den!
HPLCAChromatogrammen!nach!der!Messung!verschiedener!definierter!Naringeninkonzentrationen.!

!

!
Abbildung!36:!Standardreihe!für!Phloretin,!Dreifachbestimmung.!Gezeigt!ist!die!Peakfläche!aus!den!
HPLCAChromatogrammen!nach!der!Messung!verschiedener!definierter!Phloretinkonzentrationen.!

!
!


