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Einleitung 5

1 Einleitung

1.1 Struktur, Vorkommen und Wirkungsweise des Vitamin E (To-

copherol)

1.1.1 Struktur und Vorkommen des Vitamin E

Das Vitamin E wurde 1936 erstmals von Evans et al. aus dem Ol von Weizenkeimlin-
gen isoliert. Zwei Jahre spéter wurde dann von Fernholz (1938) die Struktur des Vitamins
aufgeklart.

In der Natur kommen acht Derivate des 6-Chromanols mit Vitamin E-Aktivitit vor.
Diese acht Derivate gehdren zu zwei Gruppen, den Tocopherolen und den Tocotrienolen,
welche sich nur in ihren Seitenketten unterscheiden. Die Tocopherole besitzen einen gesét-
tigten Phytylrest und die Tocotrienole einen ungesittigten Geranylgeranyl-Rest. Die vier Ver-
bindungen der Tocopherole und Tocotrienole unterscheiden sich nur in ihren Methylgruppen,

wie in Abbildung 1-1 zu sehen ist.

Ry
HO
CHs
Ry 0 H” NCH; H” “CHs CHs
Rs Hs
RRR-Tocopherol R R: Rs
o CH; CH; CH;
R B CH; H CH;
HO y H CH; CH;
8 H H CH,
Ry o) 7 X
Rs3
Tocotrienol

Abbildung 1-1  Tocopherole und Tocotrienole
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Die Tocopherole wurden in allen untersuchten Hoheren Pflanzen gefunden (Bucke et al.
1966, Lichtenthaler 1968). Es ist bekannt, da3 durch den relativen Gehalt der Tocopherole das
Samendl von verschiedenen Kulturpflanzen charakterisiert werden kann. Das Keimdl von
Weizen enthdlt zum Beispiel 60% o-Tocopherol und 23% J&-Tocopherol, das Leindl enthélt
dagegen 76% y-Tocopherol und 24% Plastochromanol-8, welches ein ungewdhnliches Tocol-
Derivat bei Pflanzendlen ist (Balz et al. 1992). In Sojabohnendl betrdgt der Anteil des
d-Tocopherols 30% des Gesamttocopherols (van Niekerk et al. 1985; Yoshida 1990). Die
Tocotrienole findet man in héherem Anteil in dem Ol von Palmen. In diesem Zusammenhang
soll die strenge Korrelation zwischen dem Tocopherol-Gehalt pflanzlicher Ole und ihrem Ge-
halt an ungesattigten Fettsduren nicht unerwéhnt bleiben.

Im Gegensatz zu Pflanzen konnen Sdugetiere Vitamin E nicht selbst synthetisieren. In
tierischen Geweben und Fetten findet man hauptsichlich a-Tocopherol bei mittleren Gehalten
von 15 pg/g (Bauernfeind, 1980), wobei Fettgewebe mit 150 pg/g die hochste und
Erythrocyten mit 2 pg/g die niedrigste Vitamin-E-Konzentration aufweisen.

Untersuchungen zum Vitamin-E-Gehalt verschiedener Mikroorganismen zeigen, daf3
Griinalgen hauptsédchlich a-Tocopherol, die untersuchten Rotalgen und Hefen aber kein To-
copherol bilden (Skinner et al. 1968). Powls und Mitarbeiter fanden 1967 o- und
y-Tocopherol in dem Cyanobacterium Anabaena variabilis sowie a-Tocopherol in den Blau-
algen Nostoc muscorum und Fremyella diplosyphon, jedoch kein Tocopherol in dem Cyanob-
acterium Anacystis nidulans. Im Gegensatz hierzu wurde jedoch von Dasilva und Mitarbeitern
1971 a-Tocopherol in Anacystis nidulans festgestellt. Es existieren bislang keine Hinweise

fiir das Vorkommen von Tocotrienolen in Mikroorganismen.

1.1.2 Wirkungsweise und Bedeutung des Vitamin E

Tocopherole sind amphipatische Molekiile, deren hydrophobe Phytyl-Reste in der Bio-
membran verankert sind und deren polare Chromanol-Kopfgruppen an der dem Cytosol zuge-
kehrten Membranoberfliche zu finden sind. Dort kdnnen sie mit anderen Biomolekiilen in
Kontakt treten (Fryer 1992; Wang und Quinn 1999).

Die biologisch aktivste Verbindung ist das a-Tocopherol, in dem alle drei Chiralitits-
zentren in der R-Konfiguration vorliegen. Die vier Tocotrienole zeigen im Vergleich zu den
Tocopherolen verminderte biologische Aktivitit (Pennock et al. 1964). Der klassische Test
zur Bestimmung der biologischen Wirksamkeit von Vitamin E ist eine Weiterentwicklung des

Antisterilitdtstestes nach Evans durch Brubacher und Weiser (1967). Der Antisterilitatstest
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stiitzt sich auf die Tatsache, daf} trichtige Ratten bei Vitamin E-Mangel nicht imstande sind,
thre Jungen normal auszutragen. Die Jungen sterben in der Regel gegen Ende der Tragzeit ab.
In Tabelle 1-1 ist die relative Wirksamkeit verschiedener Tocopherole und Tocotrienole im

Antisterilitétstest gezeigt.

Substanz relative Wirksamkeit in %
a-Tocopherol 100

B-Tocopherol 25-40

y-Tocopherol 8-19

d-Tocopherol 0,7

a-Tocotrienol 21

B-Tocotrienol 4

Tabelle 1-1: Relative Vitamin-E-Wirksamkeit verschiedener Tocopherole und Tocotrienole im

Antisterilisationstest nach Brubacher und Weiser (1967).

In der Literatur der letzten 10 Jahre wurden neue Hypothesen zur Wirkungsweise von
Vitamin E publiziert, die vor allem die physikochemischen Eigenschaften der E-Vitamine in
Betracht ziehen. In Fachkreisen anerkannt ist die Antioxidantienhypothese, welche besagt,
daB Vitamin E in zelluliren Membransystemen die Autoxidation ungeséttigter Fette verhin-
dert, diese also vor dem ,,Ranzigwerden* schiitzt.

Burton und Ingold zeigten 1981, dal a-Tocopherol in vitro die hochste Wirkung als
Kettenreaktions-Terminations-Antioxidans aufweist. Kommerzielle Antioxidantien wie BHA
und BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol) sind dem o-Tocopherol in ihrer Wirkung weit
unterlegen. Burton und Mitarbeiter schlugen 1983 vor, daB3 Vitamin E aufgrund seines lipo-
philen Charakters bevorzugt in Lipid-Membranen eingelagert wird. Die Schutzwirkung von
Vitamin E beruht auf seiner hohen Affinitit gegeniiber Peroxidradikalen. In den folgenden
Abschnitten soll der Mechanismus der Schutzfunktion ndher erldutert werden.

In der pflanzlichen Zelle werden wihrend der Photosynthese aktive Sauerstoffspezies
gebildet, wie z. B. '0,, 0,", HO," und *OH. Diese Molekiile sind sehr reaktiv und bilden mit
oxidierbaren Biomolekiilen leicht Peroxide bzw. Ketone (Logani und Davies 1980; Asada und
Takahashi 1987). Der Hauptschaden, der von den aktiven Sauerstoffspezies ausgeht, besteht
darin, daB3 er mit Acyl-Ketten polyungesittigter Fettsduren (PUFAs) in Membranlipiden rea-
giert und somit eine autokatalytische Kettenreaktion der Lipidoxidation auslosen kann. Diese
Reaktion wird durch die Anwesenheit von Eisenionen in Spuren noch verstarkt (Logani und
Davies 1980). Um die reaktiven Sauerstoffspezies zu entgiften, besitzt die Pflanze eine Reihe

von enzymatischen (z.B. Superoxid-Dismutase und Ascorbatperoxidase) und nicht enzymati-
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schen (niedermolekulare Antioxidantien wie Tocopherole, Flavonoide und Phenolische Ver-
bindungen) Abwehrmechanismen (Larson 1988).

Bei den Tocopherolen handelt es sich um niedermolekulare Antioxidantien, die in der
Lage sind, Singulett-Sauerstoff direkt aus der Membranumgebung zu entfernen, indem sie als
Radikalfanger fungieren. Die Tocopherole binden den Sauerstoff und werden so irreversibel
oxidiert. Dieser Prozefl wurde von Nishikimi et al. (1980) und Fukuzawa und Gebicki (1983)
in vitro an Mizellen- und Liposomen-Systemen gezeigt. Der hypothetische Mechanismus ist
in Abbildung 1-2 dargestellt. Obwohl es auller Frage steht, daB3 Singulett-Sauerstoff entfernt
wird, ist das Ausmal3 der Entgiftung der aktiven Sauerstoffspezies durch Tocopherole nach

dem beschriebenen Mechanismus in Membranen in vivo nicht bekannt.

R4
HOI
R, 0
3
R3
Tocopherol
lloz, 0,~, HO," oder "OH
Ry
0]
R, O
OOH 3
Rs

Hydroperoxydienon

Zerfall

R4 R4
0
@) @)
Ry o) R, 0
OH 3 OH 3
R3 R3

Quinone Quinone-2,3-epoxide

Abbildung 1-2: Mechanismus der Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies durch o-Toco-
pherol (nach Fryer 1992).
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Wie schon erwéhnt, 16sen reaktive Sauerstoffspezies die Autokatalyse der Lipidoxidati-
on aus, wenn sie nicht direkt entgiftet werden. Polyungesittigte Fettsduren unterliegen sehr
schnell der Photooxidation. Da Membranen einen sehr hohen Anteil an diesen PUFA-Resten
wie Linolensdure und Arachidonsiure besitzen, sind sie sehr anfillig. Die Mehrzahl der in der
Literatur getroffenen Aussagen stimmten darin {iberein, da3 a-Tocopherol in allen biologi-
schen Membranen als ein hoch wirksamer wiederverwendbarer Radikalfanger fiir die Oxida-
tionsprodukte von PUFAs fungiert. Ein vorstellbarer Mechanismus ist in Abbildung 1-3 dar-
gestellt. PUFA-Radikale werden durch die Ubertragung eines Wasserstoffatoms von der
Chromanol-Hydroxylgruppe des a-Tocopherols unter Bildung des a-Chromanoxyl-Radikals
(auch ,,Tocopherol-Radikal* genannt) reduziert (Fukuzawa et al. 1981, 1982; Niki et al. 1982;
Scarpa et al. 1984). Die Radikale vom Vitamin E werden durch die direkte Wechselwirkung
an der Membran-Cytosol-Oberfliche mit Vitamin C (Packer et al. 1979; Leung et al. 1981;
Niki et al. 1984; Scarpa et al. 1984; Liebler et al. 1986) oder mit reduziertem Glutathion
(GSH) (Niki et al. 1982; Liebler et al. 1986; Wefers und Sies 1988) reduziert. Das Glutathion-
bzw. Ascorbat-Radikal wird seinerseits durch NADH oder NADPH regeneriert (Asada und
Takahashi 1987). Die Antioxidantienwirkung der Tocopherole gegen die Lipidoxidation
nimmt in der Reihenfolge a>p>y>06 ab (Fukuzawa et al. 1982; Matsuo und Matsumoto 1983;
Niki et al. 1986).

Ein anderer Fakt, der nicht auler Acht gelassen werden sollte, sind die Quervernetzun-
gen, die Endprodukte der PUFA-Oxidation wie das Malondialdehyd in Proteinen verursachen
konnen. Die Folgen der Radikalbildung in den Proteinen sind Di- und Polymerisationen. Eine
weitere Funktion des Vitamin E kdnnte darin liegen, Radikale von hydrophoben Aminoséure-
resten, wie sie wihrend der Lipidoxidation in den intrinsischen Membranproteinen gebildet
werden, zu reduzieren (Bisby et al. 1984). Das ,,Recycling des a-Tocopherols erfolgt wie

oben beschrieben.

In den letzten Jahren hat natiirliches Vitamin E aufgrund seiner Wirkung als effizientes
Antioxidationsmittel industriell an Bedeutung gewonnen. Vitamin E wird der menschlichen
Nahrung und Kosmetika zugesetzt und dient als Stabilisator von tocopherolarmen bzw. —frei-
en Fetten. Da Vitamin E in reiner Form als RRR-a-Tocopherol zu industrierelevanten Preisen
nur von photosynthetisch aktiven Organismen produziert werden kann, ist es von industriel-
lem Nutzen, einen Weg zu finden, natiirliches Vitamin E in Pflanzen anzureichern.

In tierischen Zellmembranen spielt a-Tocopherol eine essentielle Rolle beim Schutz

gegen eine Reihe von schweren Krankheiten, die durch Licht induziert werden (Hirai et al.
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1985; Kagan et al. 1981). Weiterhin wird Vitamin E in der Medizin gegen Krankheiten wie
z.B. AIDS (Suzuki und Packer 1993; Wang und Watson 1994; Periquet et al. 1995; Mi-
guezburbano et al. 1995; Buck und Chojkier 1996; Tang et al. 1997), Krebs (Comstock et al.
1997; Thompson et al. 1997; Albanes et al. 1997), Parkinson (Nakao et al. 1994) und Alzhei-
mer (Hirai et al. 1990; Sano et al. 1996) angewendet.
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1.2 Tocopherolbiosynthese

Untersuchungen zur Aufkliarung der Biosynthese der Tocopherole, verwandter Polypre-
nylchromanole und ihrer acyclischen Vorlaufer sind im Wesentlichen von den Arbeitsgruppen
Threlfall, Schultz und Pennock an intakten Pflanzenzellen, an isolierten Chloroplasten sowie
an photoautotrophen Mikroorganismen durchgefiihrt worden. Die experimentellen Resultate
zeigen einheitlich, dal Homogentisinsdure und Phytylpyrophosphat biosynthetische Vorlaufer
der Tocopherole sind (Abbildung 1-4). Einbauversuche von [2-'*C]-Homogentisinsiure in
verschiedene Organismen (hohere Pflanzen, Griinalgen und Cyanobakterien) ergaben unter
anderem radioaktives Plastohydrochinon-9, y- und a-Tocopherol (Whistance und Threlfall
1968, 1970; Schultz 1985; Henry et al. 1987).

Threlfall und Mitarbeiter untersuchten 1985 die Methylierung des Monomethyl-
phytylhydrochinons in Salat- und Spinat-Chloroplasten durch Inkubation mit [Methyl-'*C]-
SAM, [2-’H]-Homogentisinsiure und Isopentylpyrophosphat. Die Autoren bestitigten mit
einer fortgeschrittenenen Analytik die fritheren Resultate von Soll und Schulz (1980), wonach
das 2,3-Dimethyl-5-phythylhydrochinon (bzw. das entsprechende Chinon) das einzige acycli-
sche Methylierungsprodukt von 2-Methyl-6-phythylhydrochinon ist. Daneben wurden radio-
aktives y- und a-Tocopherol mit Inkorporationsraten von 0,3 bzw. 0,08% nachgewiesen.

Pennock und Mitarbeiter (1987) zeigten, dall simtliche Isomere der monomethylierten
Phytylhydrochinone in der Griinalge Scenedesmus obliquus vorkommen und dal3
o-Tocopherol hauptsidchlich in den Chloroplasten, - ,y- und 3-Tocopherol aber mehr im
Cytosol nachweisbar sind. Aufgrund dieser Untersuchungen stellte sich die Frage nach einer
Kompartimentierung der Tocopherol-Biosynthese. In diesem Zusammenhang haben Schultz
und Mitarbeiter 1985 einen wichtigen Beitrag geleistet. Nach Dichtegradientenzentrifugation
von Chloroplastenmembranen aus Spinat wurden die inneren und dufleren Hiillmembranen
getrennt und auf ihre Synthesekapazitét fiir Tocopherole untersucht. Es zeigte sich, daf3 die
duBere Hiilllmembran 50% mehr a-Tocopherol enthielt als die innere Hiillmembran, dal3 aber
die Enzymaktivititen zur Synthese von 2-Methyl-6-phythyl-hydrochinon aus Homogentisin-
sdure und Phytylphyrophosphat sowie zur Methylierung von 2-Methyl-6-phythyl-hydro-
chinon und von y-Tocopherol in der inneren Hiillmembran angereichert waren. Die Zykli-
sierung von 2,3-Dimethyl-5-phythylhydrochinon zu y-Tocopherol konnte jedoch mit keiner

der beiden Membranfraktionen nachgewiesen werden, was dazu fiihrte, in dieser Reaktion
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einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Tocopherolsynthese zu vermuten (Soll et. al
1985).

Auch die geringen Syntheseraten von o-Tocopherol, die Camara und Mitarbeiter (1982)
durch Inkubation von Chromoplasten-Membranen aus roten Paprikaschoten mit [Methyl-'*C]-
SAM und unmarkiertem 2,3-Dimethyl-5-phythylhydrochinon messen konnten, sind vermut-
lich nur auf die Akkumulation von Vorstufen der Tocopherolbiosynthese zuriickzufiihren, wie
Arango und Heise (1998) an Chromoplastenmembranen aus Paprikaschoten einer gelben Va-
rietdt zeigen konnten. Die gleichen Autoren konnten durch Inkubation der Membranen mit
[*H]-Homogentisinsdure und Phytylpyrophosphat die vollstindige Biosynthese der Tocophe-
role (Abbildung 1-4) simulieren, wenn die Homogentisinsdure direkt im Ansatz reduziert
wurde. Eine Ratenlimitierung der a-Tocopherolbiosynthese durch die Chromanringbildung
(Cyclasereaktion) wurde dagegen aufgehoben, wenn der leicht oxidierbare Chromanolrest
reduziert (Hydrochinonform) und die hydrophobe Seitenkette (Phytylrest) des Vorldufers in
eine wasserlosliche Form gebracht wurde. So gelang es der Arbeitsgruppe Stocker 1992 erst-
malig, hohe Aktivititen der Tocopherol-Cyclase (y-Tocopherolbildung) in Inkubationsansit-
zen von Spheroplasten aus Anabaena variabilis (Cyanobakterien) nachzuweisen, in denen sie
die hydrophobe Vorstufe (2,3-Dimethyl-5-phytylhydrochinon) mit 2,6-Di-O-methyl-B-Cyclo-
dextrin maskierten und mit Ascorbat im reduzierten Zustand hielten. Die Cyclase wurde an-
schlieBend von der gleichen Arbeitsgruppe isoliert (Stocker et al. 1994) und auf Substratspezi-
fitditen und Reaktionsmechanismus hin untersucht (Stocker et al. 1996).

Camara und d’Harlingue isolierten die y-Tocopherolmethyltransferase bereits 1985 aus
Capsicum annuum-Chromoplasten. Die Reinigung umfafite fiinf Stufen und fiihrte zu einer
65-fachen Anreicherung. AnschlieBend wurde die Reinheit im Gel durch eine Proteinbande
bei ca. 33 kDa gezeigt. Im Jahre 1992 untersuchte die Arbeitsgruppe von Mitsunaga das glei-
che Enzym nacheinander in Chloroplastenmembranen aus Spinat und in Zellhomogenaten aus
Euglena gracilis. Es gelang aber nicht, das Enzym bis zur vollstindigen Homogenitit zu rei-
nigen. Das native Molekulargewicht der y-Tocopherolmethyltransferase wurde von beiden
Arbeitsgruppen auf etwa 150 kDa geschitzt, woraus man schlof3, daB sie als Aggregat vorlag.
Proteinsequenzen von den gereinigten Enzymen liegen jedoch nicht vor, womit auch die
Reinheit nicht direkt bewiesen wurde.

DellaPenna und Mitarbeiter untersuchten 1998 den Biosyntheseweg von o-Tocopherol
mit molekularbiologischen Methoden und lieferten die Proteinsequenz (abgeleitet von der

DNA-Sequenz) fiir die y-Tocopherolmethyltransferase von Synechocystis und Arabidopsis.
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Dieses Enzym zeigte hohe Homologien zu einer A-(24)-Sterol-C-Methyltransferase bei Pflan-

zen.
H CH3
HO SAM  SAH HO
R R
H 0 H o
CHs CHs
3-Tocopherol B-Tocopherol
HO Zyklisierung
OH
CH,COOH I e
S o, HO HO.
Homogentisinsaure \ i R R
Prenylierung H OH HC3 0]
CH3 CH3
R
P— P— O —CHa 2-Me-6-PhQH, a-Tocopherol
CHs CHs Methylierung Methylierung
Phytyl-PP SAH SAM
H H
HO HO
R Zyklisi i
HC o yklisierung HCy o
CHs CHs
2,3-Mey-5-PhQH> y-Tocopherol

Abbildung 1-4:  Tocopherolbiosynthese ausgehend von Homogentisinsdure und Phytylpyro-
phosphat.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt wurde, gewinnen die Tocopherole zunehmend an
industrieller Bedeutung durch ihre Eigenschaft als lipidldsliche Antioxidantien. Da die tech-
nisch hergestellte Mischung aus acht Stereoisomeren sich von den natiirlichen Tocopherolen,
welche drei chirale Zentren mit R-Konfiguration besitzen, wesentlich in ihrer biologischen
Wirkung unterscheidet, ist das Interesse der Industrie an der Gewinnung von natiirlichem Vit-
amin E gestiegen. Von Interesse sind natiirliche Tocopherole wie z. B. a- und y-Tocopherol,

denen unterschiedliche Wirkmechanismen im Stoffwechsel zugeschrieben werden.
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Das vorrangige Ziel dieser Arbeit bestand darin, die y-Tocopherolmethyltransferase,
welche die Synthese von a-Tocopherol aus y-Tocopherol und SAM katalysiert, zu isolieren.
Anschliefend sollte die Proteinsequenz ermittelt und mittels molekularbiologischer Methoden
das Enzym in E. coli oder Hefe produziert werden. Das im heterologen System produzierte
Enzym sollte eingehend auf seine Substratspezifitit und seinen Reaktionsmechanismus hin

untersucht werden.

Anhand des von Camara (1985) publizierten Protokolls wurde die Reinigung der
y-Tocopherolmethyltransferase aus Capsicum annuum nachvollzogen. Da es anhand des pu-
blizierten Protokolls nicht mdglich war, das Enzym bis zur vollstindigen Homogenitét zu
reinigen, wurde Schritt fiir Schritt ein neues Reinigungsprotokoll entwickelt. Die Reinigung
wurde auch nach der Verdffentlichung der Sequenzdaten fiir die y-Tocopherolmethyl-
transferase von Synechocyctis und Arabidopsis thaliana (DellaPenna et al. 1998) weiterver-
folgt, da dieses Enzym eine hohe Homologie zur pflanzlichen A-(24)-Sterol-C-Methyl-
transferase aufwies. Weiterhin lag die Vermutung nahe, daf3 in Capsicum ein Enzym mit einer
anderen Proteinsequenz fiir die y-Tocopherolmethyltransferase-Aktivitit verantwortlich sein
konnte und daB3 in Capsicum Isoformen dieses Enzyms existieren.

Da keine Reinigung bis zur vollstindigen Homogenitit moglich und absehbar war, daf3
auch eine weitere Optimierung der Reinigung zu keinem befriedigenderen Ergebnis gefiihrt
hitte, sollte das partiell gereinigte Enzym aus Capsicum annuum charakterisiert werden. Au-
Berdem sollte eine kinetische Charakterisierung des rekombinanten Enzyms aus Arabidopsis
thaliana, welche iiber die von DellaPenna beschriebene Proteinsequenz zugdnglich war,
durchgefiihrt werden. AnschlieBend sollten die gemessenen Eigenschaften der beiden Enzyme
miteinander verglichen werden.

Weiterhin sollte mit Hilfe des rekombinanten Enzyms aus Arabidopsis thaliana die Fra-
gestellung untersucht werden, welcher Reaktionsmechanismus bei der durch die y-Toco-

pherolmethyltransferase vermittelten Zwei-Substrat-Reaktion vorliegt.

Um iiber die Regulation der a-Tocopherolbiosynthese in der Pflanze eine Aussage tref-
fen zu konnen, wurden von der Firma SunGene (Dr. Ebneth) Antisense-Pflanzen gegen die
y-Tocopherolmethyltransferase zur Verfiigung gestellt. Diese Pflanzen sollten auf ihren Toco-

pherolgehalt und ihre Tocopherolverteilung hin untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial

211 Paprika

Fiir die vorliegenden Experimente wurden Friichte von Capsicum annuum L. verwen-
det, welche auf dem Markt kduflich erworben bzw. im Gewéchshaus angezogen wurden.

Die roten Friichte fiir die Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase wurden kéuflich
auf dem Markt erworben. Tabelle 2-1 zeigt eine Aufstellung der verwendeten Sorten. Die

Sorte variierte je nach Jahreszeit und Herkunftsland.

Jahreszeit Herkunftsland
November, Dezember Kalifornien (Sorte: ROJO)
Januar, Februar, Mirz, Mai, September, Oktober Spanien (Sorte: Grand und Kalieber G)
Juni, Juli, August Holland

Tabelle 2-1:  Aufstellung der Paprika-Sorten fiir die Reinigung

21.2 Anzucht der Grunalgen

Die untersuchten Algen wurden von der Algensammlung der Universitidt Gottingen zur

Verfligung gestellt.
2.1.21 Grunalge - Chlamydomonas reinhardtii

2-3 ml einer Stammkultur von Chlamydomonas reinhardtii 11-32 wurden in Kulturréh-
ren mit 300 ml steriler Kuhl-Losung (Kuhl 1994) gegeben und bei 20°C unter autotrophen
Bedingungen (bei einer Lichtintensitit von etwa 150 pmol*m™*s'an der Oberfliche der
Kulturréhren) kultiviert. Die Kulturen wurden in Luftgemischen mit 5% CO, angezogen und

erreichten nach 5-7 Tagen eine optische Dichte von 3,0 bei 680 nm.
2.1.2.2 Grunalge - Chlorella sorottiana

Die Anzucht von Chlorella sorottiana 211-8K wurde, wie fiir Chlamydomonas rein-

hardtii unter 2.1.2.1 beschrieben, durchgefiihrt.
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2.1.2.3 Grunalge - Dunaliella bioculata

Die Zellen der Stammkultur von Dunaliella bioculata SAG 19-4 wurden in 300 ml
Kulturrohren im Lichtthermostaten (KNIESE, Marburg) unter konstanter Beleuchtung
(20 W*m™) und Begasung (Luft angereichert mit 2% CO,) bei 25°C angezogen. Das verwen-
dete Kuhl-Medium (Kuhl 1962) enthielt zusitzlich 0,1 bzw. 1 M NaCl.

Dunaliella Medium: 5 mM Na,HPO,4 / NaH,POy4, pH 7
0,5 M NaCl
10 mM KNO;
1 mM MgSOq4
11 pM CaCl,
1 uM H;BO;
1 uM MnSO4
1 uM ZnSO4

10 nM CuSOy4
10 nM (NH4)6MO7024
2,5 nM FeSO4/ EDTA Komplex

2.1.3 Transformierte E.coli-Kulturen

Der y-TMT Klon wurde von der Firma SunGene zu Verfligung gestellt. Herr Dr. Badur
transformierte E.coli mit einem Expressionskonstrukt, welches die volllingen cDNA von
Arabidopsis enthielt. Die Expressionsstudien wurden unter Verwendung des pQE30-Vektors

durchgefiihrt.

2.1.4 Anzucht von Arabidopsis thaliana

Die Arabidopsis Pflanzen fiir die Tocopherol Untersuchungen wurden von der Firma
SunGene angezogen. Nach der Ausbildung der vollen Rosetten (ca. 6 Wochen) wurden die

Pflanzen geerntet und die Rosettenblitter der Tocopherolanalyse unterworfen.
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2.2 Bestimmung der Tocopherole mittels HPLC

2.21 Aufarbeitung, Lyophilisierung und Trockengewichtsbestimmung

Das Paprikaperikarp wurde zerkleinert und in einem vorgekiihlten Morser unter fliissi-
gem Stickstoff zu feinem Pulver zerrieben. So wie das Paprikaperikarp wurden auch die
Pflanzensamen, Blitter, Bliitenblétter und Friichte behandelt, welche auf ihren Tocopherolge-
halt mittels HPLC untersucht werden sollten. Die Algen wurden abzentrifugiert und in fliissi-
gem Stickstoff eingefroren.

Das Trockengewicht des Pulvers der Pflanzenteile bzw. der gefrorenen Algen wurde

nach Lyophilisation (-20°C, eine Woche) ermittelt.
2.2.2 Isooctan — Extraktion

Diese Extraktionsmethode wurde bei allen untersuchten Spezies mit Ausnahme der Al-
gen verwendet.

Etwa 50 mg lyophilisiertes Pulver wurden mit 1 ml Isooctan 30 min unter stindigem
Schiitteln extrahiert. AnschlieBend wurde 10 Minuten bei 15800 x g (Eppendorf-Tischzentri-
fuge) zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Watte filtriert.

2.2.3 n-Hexan - Isopropanol — Extraktion fiir Grinalgen

30 mg lyophilisiertes Algenpulver wurden zundchst 2 Minuten mit n-Hexan:Isopropanol
(2:1; v/v) geschiittelt, dann 10 min mit Ultraschall behandelt und 1 Minute geschiittelt, an-
schlieBend mit 600 pl 0,9 % NaCl 1 Minute lang ausgeschiittelt und 10 Minuten bei 15800 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment noch zweimal mit 800 pl
n-Hexan:Isopropanol (2:1; v/v) ausgeschiittelt. Die vereinigten Uberstinde wurden unter
Stickstoff eingeengt und die Riickstinde in 1 ml Isooctan resuspendiert und iiber Watte fil-

triert.
224 HPLC - Messung

Die Messung der Tocopherole wurden in Anlehnung an die Methode von Thies (1997)

durchgefiihrt. Die Tocopherole wurden nach Trennung an einer Normalphase mittels Fluores-
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zenz-Detektor gemessen. Die Detektion mittels Fluoreszenz erlaubt eine fast 100%ige Erfas-
sung des Tocopherols (Thies 1997).

Der HPLC-Aufbau und die HPLC-Bedingungen sind in der folgenden Tabelle darge-
stellt.

HPLC-Pumpe: Pharamazia-LKB; HPLC-Pump 2248
FluBrate: 0,7 ml / min (Druck: 8,5 MPa)
Detektor: Dionex Fluoreszenz Detector
Anregung: 295nm
Emission: 320nm

Empfindlichkeit: Response: 0,1

Range: 1
Vorsiule: 5 x 4 mm 1.8 LiChrospher Si 60, 5 pm
Trennsaule: 250 x 30 mm 1.¢ LiChrospher 100 Diol, 5 pm
Laufmittel: Isooctan : tert. Butylmethylether (94 : 6, v/v)

Dauer des Laufes: 40 Minuten

Tabelle 2-2: HPLC-Aufbau und HPLC-Bedingungen

Die Eichung des Gerétes und die Ermittlung der Responsefaktoren erfolgte mit einem

Tocopherolgemisch aus a-, -, y- und 8-Tocopherol der Firma Merck.

Responsefaktoren: o-Tocopherol 0,849
B-Tocopherol 0,822
y-Tocopherol 1,312
d-Tocopherol 1

100 pl Isooctanextrakt aus Paprika wurden mit einem internen Standard (4 ng/ul) ver-

setzt. Als interne Standards wurden verwendet:
d-Tocopherol fiir Paprika, da 8-Tocopherol kaum vorkommt

B-Tocopherol fiir Algen, da y-, 6- bzw. B-Tocopherol nicht mef3bar

waren
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Die Tocopherolkonzentrationen wurden mittels folgender Formel errechnet:

Fldche* Responsfaktor * Konzentrationg,, .., [ug/ ]

KonzentrationTocopheml [ﬂg / g] = Einwaage [g]

F ldCheStandard *
Extraktionsvolumen [ ul ]

2.3 Lipidanalyse

3 g Fruchtperikarap von Capsicum anuum wurden unter fliissigem Stickstoff zerrieben
und mit 50 ml Hexan:Isopropanol (3:2 v/v) extrahiert und zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Sediment nochmals mit 10 ml des gleichen Losungsmittelgemisches
reextrahiert. Die vereinigten Uberstinde wurde anschlieBend mit dem gleichen Volumen an
6,7%iger Na,SO4-Losung ausgeschiittelt. Die Hexan-Phase wurde abgenommen und die waB-
rige Phase nochmals mit 5 ml Hexan gewaschen. Die Hexan-Phasen wurden vereint, in der
Vakuumzentrifuge eingeengt und in 1 ml Chloroform aufgenommen.

Der Extrakt wurde auf eine Kieselgelsdule (1g Sdulenmaterial in Chloroform) aufgetra-
gen. Die Lipide wurden stufenweise mit folgenden Losungsmitteln eluiert: a) Neutralfette
(Di-, Triglyceride und freie Fettsduren) und Pigmente mit 12 ml Chloroform; b) Glykolipide
und polarere Carotinoide nacheinander mit 20 ml Aceton und 20 ml Aceton:Essigsdure
(99:1 v/v) und c¢) Phospholipide mit 12 ml Methanol.

Zur gaschromatographischen Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung (Sauer und
Heise 1983; Aach und Heise 1998) wurden die Lipideluate sauer methanolysiert. Dazu wurde
ein Aliquot der Lipideluate mit 27 mg/ml Heptadecansdurelosung in Chloroform als ,,Inter-
nem Standard* versetzt und in Schraubdeckelglisern mit 4 ml einer Mischung aus Metha-
nol/Schwefelsdure/Toluol (20:1:1, v/v/v) 45 Minuten bei 75°C sauer methanolysiert. Nach
dem Abstoppen der Reaktion mit 4 ml Wasser wurden die Fettsduremethylester dreimal mit je
1 ml Heptan ausgeschiittelt und die Heptanphasen vereint. Der Heptanextrakt wurde anschlie-

Bend gaschromatographisch untersucht.
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2.4 Reinigung der ~-Tocopherolmethyltransferase (~-TMT) aus

Capsicum annuum

241 Isolierung von Chromoplasten aus Paprika

Die Chromoplasten wurden nach einer durch Arango und Heise (1997) modifizierten
Methode von Camara (1985) isoliert.
Das Perikarp von 12 kg frischen Paprikafriichten wurde zundchst mit einem Messer in
Stiicke geschnitten und anschlieBend in 21 1 Isolationsmedium mit einem ,,Waring Blendor*
homogenisiert. Das Homogenat wurde durch 4 Lagen Nylon-Siebgewebe (50 pm Poren-
durchmesser) filtriert und 10 Minuten bei 2000 x g (Sorvall, GS3) zentrifugiert. Das Sediment
wurde noch zweimal mit Isolationsmedium gewaschen und 5 Minuten bei 2000 x g (Sorvall,
SS34) sedimentiert.
Das Isolationsmedium hatte folgende Zusammensetzung:
Tris-HCI (pH 8) 50 mM
Saccharose 0.4 M
EDTA 1 mM
2-Mercaptoethanol 1 mM

24.2 Messung der a-Tocopherol-Synthese

o-Tocopherol wird aus y-Tocopherol in einer Methylierungsreaktion mit SAM als
CHs-Donor gebildet (Soll et al. 1985). Durch das im Versuchansatz verwendete ['*C]-SAM
wird es moglich, die a-Tocopherol-Bildung durch die ['*C]-Markierung zu messen.

Der Testansatz (500 ul) war wie folgt zusammengesetzt:

Tricin-NaOH (pH 7,6) 50 mM

Sorbitol 0,25M

MgCl, 1 mM

Adenosyl-L-Methionin, S-[Methyl-'*C] 14 puM (1,85 Gbg/mmol, Amersham
Pharmacia)

y-Tocopherol (in Ethanol) 100 uM

Der Reaktionsstart erfolgte durch die Zugabe von 0,1-0,7 mg Protein. Nach 2,5 Stunden
Inkubation der Probe bei 25°C im Dunkeln wurde die Reaktion durch die Zugabe von 750 pl
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Chloroform/Methanol (1:2 v/v) gestoppt. Anschlieend wurde mit 750 pl 0,9%iger NaCl-
Losung ausgeschiittelt und zentrifugiert. Die wélrige Phase wurde verworfen, die organische
wurde unter Stickstoff abgedampft und die Riickstdnde in 20 pl Diethylether resuspendiert.
AnschlieBend wurde a-Tocopherol als interner Standard fiir die diinnschichtchromatographi-
sche Analyse zugesetzt. Die Trennung erfolgte auf Kieselgel-Platten (HPTLC-Kieselgel 60
Fys4; Firma Merck) mit Toluol als Laufmittel. Die Tocopherolflecken wurden unter UV-Licht
(254 nm) lokalisiert. Das radioaktiv markierte Produkt wurde mit dem Phosphorlmager
(Storm; Molekular Dynamic) detektiert. Die Quantifizierung erfolgte mit dem Programm
»Ilmage Quant 5.0° (Molekular Dynamic) unter Verwendung einer Verdiinnungsreihe von

['C]-SAM.

243 Messung der 2,3-Dimethylphytylhydrochinon- und y-Tocopherol-
Synthese

Der Enzymtest flir die a-Tocopherol-Synthese beruht auf der Methylierung von
2-Methylphytylhydrochinon, der anschlieBenden Zyklisierung von 2,3-Dimethylphytylhydro-
chinon und der Methylierung von y-Tocopherol in Anwesenheit von S-Adenosyl-L-methionin

(Soll et al. 1985; Camara et al. 1982).

Die Cyclaseaktivitdt wurde nach einer modifizierten Methode von Stocker (1992) und
Camara (1982) bestimmt. Als MeBgroBe diente a-Tocopherol. Mit dem Test sollte nur unter-
sucht werden, ob sich die Aktivitdten von Methyltransferase und Cyclase trennen lassen. Der
Testansatz war wie unter 2.4.2 zusammengesetzt mit der Einschrinkung, daf} statt
y-Tocopherol 2,3-Dimethylphytylhydrochinon eingesetzt wurde. Die 2,3-Dimethylphytyl-
hydrochinon-Stammldsung wurde, wie von Stocker 1992 beschrieben, wie folgt hergestellt:
2,3-Dimethylphytylhydrochinon und 2,6-Di-O-methyl-B-Cyclodextrin wurden in einem mola-
ren Verhiltnis von 1:5 gemischt. Nach der Zugabe von 4 ml Puffer, bestehend aus 30 mM
Kaliumphosphat (pH 7,0), 500 mM Saccharose, 4 mM MgSO4 x 7 H,O und 175 uM EDTA,
wurde die Losung vorsichtig bei 4°C fiir ca. 5 Minuten geschwenkt. Nach der Bildung des
EinschluBkomplexes wurde der zitronengelben Losung 2,5 mmol Ascorbinséure zugesetzt.
Anschlieend wurde die Losung so verdiinnt, da3 eine Losung mit 100 uM 2,3-Dimethyl-
phytylhydrochinon entstand. Nach Lagerung fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur und an-

schlieBend fiir 1 Stunde bei 4°C wurde die glasklare Losung im Testansatz eingesetzt.
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Die Methode zur Messung der 2-Methylphytylhydrochinon-Methyltransferase wurde
aus dem y-Tocopherolmethyltransferase-Test entwickelt. Der Testansatz enthielt statt y-
Tocopherol 2-Methylphytylhydrochinon als Substrat. Dem Ansatz wurden zusitzlich noch 10
mM Ascorbinsdure und 30 uM S-Adenosyl-L-metheonin zugesetzt. Die Messung erfolgte wie

unter 2.4.2 beschrieben.

2.4.4 Herstellung des Acetonpulvers

Das Acetonpulver wurde nach einer modifizierten Methode von Camara (1985) herge-
stellt.

Das Chromoplastensediment aus 20 kg Paprikaperikap (2.4.1) wurde in 400 ml Ace-
tonfallungsmedium aufgenommen. Die Chromoplastenproteine wurden mit 4 1 eiskaltem
Aceton tiber Nacht bei -20°C gefillt und 10 Minuten bei 1000 x g zentifugiert. Das Sediment
wurde viermal mit Aceton (-20°C) bei 9000 x g (Sorvall) gewaschen. AnschlieBend wurde
das Sediment in Ether resuspendiert, auf einer Fritte getrocknet und nach Pulverisierung fiir
30 min unter Vakuum getrocknet. AnschlieBend erfolgte eine Gewichtsbestimmung des Ace-
tonpulvers.

Das Acetonfiallungsmedium hatte folgende Zusammensetzung:
Tris-HCI (pH 8) 50 mM
MgCl,*6H,0 1 mM
DTT 10 mM

245 Solubilisierung und (NH4).SO4 — Fallung der y-Tocopherolmethyl-

transferase

Das erhaltene Pulver wurde mit einem 0,1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7 mit 5 mM
DTT und 1 mg/ml Tween 80 (20 ml Puffer pro 1 g Pulver), 30 Minuten auf Eis in einem
Hand-Potter extrahiert und danach 1h bei 100000 x g zentrifugiert.

Die Proteine wurden anschlieBend mit Ammoniumsulfat ((NH4),SO,4) gefillt. Dazu
wurde das zuvor gewonnene Solubilisat mit (NH4),SO4 bis zu einer Séttigung von 20% ge-
fillt. Der durch anschlieBende Zentrifugation (10 Minuten, 27000 x g, 4°C) gewonnene Uber-
stand wurde mit (NH4),SO4 bis zu einer Sittigung von 50% gefillt. Die Fraktion von 50%
(NH4),S0O,-Séttigung wurde durch Sedimentation (10 Minuten, 27000xg, 4°C) gewonnen und
in 25 ml 0,1 M Kaliumphosphat (pH 8) mit | mM DTT und 1 mM EDTA resuspendiert. In
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diesem Puffer konnte das Enzym bei —20°C bis zu 4 Tage ohne Aktivititsverlust gelagert
werden.
Vor der weiteren Verwendung wurde die Enzymlosung mittels einer Sephadex G25

Séule entsalzt und umgepuffert.

24.6 Saulenchromatographie

Fiir die Sdulenchromatographie wurde ein FPLC-System der Firma Pharmazia Biotech
verwendet.

Das System bestand aus folgenden Einzelbausteinen:

Kontrolleinheit LCC-501 Plus FPLC-Controller
Pumpe High Precision Pump P-500

(2 Stiick)
UV-Detektor UV-M 11
Schreiber Recorder REC-112 dual channel
Fraktionssammler FRAC 200 Fraction Collector

2.4.6.1 Verwendete Puffersysteme

Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7,2
1 mM EDTA
3mM DTT
2 % Glycerin (v/v)

Puffer Al: A+ 1 M NaCl

Puffer B: 50 mM Tris/HCI pH 7,8
1 mM EDTA
3mM DTT

5 % Glycerin (v/v)

Puffer B1: B+ 1 M NaCl
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Puffer C:

Puffer D:

Puffer E:

Puffer E1:

Puffer F:

Puffer G:

2.4.6.2 Anionenaustauscher-Chromatographie (2,6 cm x 30 cm, DEAE — Sepharo-

10 mM Kaliumphosphat pH 7,3
3mM DTT
5 % Glycerin (v/v)

400 mM Kaliumphosphat pH 7,3
3mM DTT
5 % Glycerin (v/v)

25 mM Tris/HCI pH 7,6
1 mM EDTA

3mM DTT

5 % Glycerin (v/v)

E +2 M NaCl
0,1 M Kaliumphosphat pH 7
1 mM EDTA

3mM DTT

20 mM Kaliumphosphat pH 5,6
6 M Guanidinhydrochlorid

se Fast Flow)

Die Proteine wurden auf eine DEAE-Sepharose-Saule im Puffer A geladen. Die Tren-

nung erfolgte mittels eines Gradienten (0 min: 100% A, 60 min: 20% A1, 95 min: 50% Al,

110 min: 100% A1, FluBrate von 4 ml/min). 10 ml Fraktionen wurden aufgefangen. Die

Fraktionen mit der hochsten Gesamtaktivitdt wurden vereinigt und iiber Nacht dialysiert ge-

gen den Puffer B.
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2.4.6.3 Anionenaustauscher-Rechromatographie (1,6 cm x 12 cm, DEAE — Sepha-

rose Fast Flow)

Fiir die Anionenaustauscher — Rechromatographie wurde eine 25 ml Siule bei einem
verdnderten pH-Wert (pH 7,8) verwendet. Die Trennung erfolgte bei einer FluBgeschwindig-
keit von 2 ml/min. Die Fraktionsgrofle betrug 5 ml.

Die Fraktionen mit der hochsten Gesamtaktivitdt wurden vereinigt. Vor der Auftragung
der Proteinldsung auf die Hydroxylapatit — Sdule wurde mit PEG das Volumen auf die Halfte
reduziert (siehe 2.4.8) und durch den Puffer C iiber Sephadex G25 ausgetauscht.

2.4.6.4 Proteintrennung durch hydrophobe Wechselwirkungen (1,6 cm x 10 cm,
Hydroxylapatit)

Die weitere Trennung erfolgte auf einer Hydroxylapatit — Sdule (20 ml Sdulenmateri-
al). Eluiert wurden die Proteine mittels eines Phosphat-Gradienten (0 min: 100% C, 60 min:
25% D, 85 min: 100%D) bei einer FluBgeschwindigkeit von 1 ml/min. Die Fraktionen ( Sml)
mit der hochsten Gesamtaktivitdt wurden vereinigt. AnschlieBend wurde ein Pufferaustausch

mittels Sephadex G25 vorgenommen.
2.4.6.5 Affinitatschromatographie (1,6 cm x 8 cm, Blue Sepharose Fast Flow)

Zur weiteren Reinigung wurde die Proteinldosung mit einer Flurate von 0,5 ml/min
auf eine Blue Sepharose-Siule (Fast Flow) aufgetragen (15 ml Sdulenmaterial, Fraktionsgrof3e
5 ml) und mit einer FluBrate von 1 ml/min chromatographiert. Die Elution erfolgte mittels
eines Gradienten (0 min: 100% E; 45 min: 10% E1, von 50 bis 110 min: 100% E1).

Die Fraktionen mit der hochsten Gesamtaktivitit wurden vereint und mittels PEG

konzentriert.

2.4.7 Denaturierende Gelfiltration (BioSep-SEC-S3000, HPLC gestiitzte Reini-
gung)

Bei dieser Reinigungsmethode konnen die denaturierten Enzyme nach ihrem Molge-
wicht getrennt werden. Diese Methode ist sehr bedeutend bei Enzymen, die eine geringe Le-
bensdauer haben und somit nicht nativ bis zur vollstdindigen Homogenitit gereinigt werden

konnen.
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Die konzentrierten Fraktionen von der Blue Sepharose-Sdule wurden mittels Chloro-
form/Methanol nach der Methode von Wessel und Fliigge (1984) gefillt und in Puffer G auf-
genommen.

AnschlieBend wurden die Proteine im Puffer G auf eine BioSep-SEC-S3000-Saule (300
x 7,8 mm) aufgetragen. Die FluBrate von 1 ml/min wurde mit einer HPLC-Pumpe (Waters
2690 Separation Modul, Aliance System) erzeugt und das Enzym wurde mittels des PDA-

Detektors von Waters detektiert. Als Aufzeichnungsgerit diente ein Schreiber von BioRad.

Als Standard wurden folgende Proteine verwendet:

BSA 68 kDa
Eialbumine 45 kDa
Carboanhydrase 30 kDa
Myoglobine 17,8 kDa

24.8 Konzentrierung der Enzymlésungen

Die Enzymlosung wurde mittels einer Dialyse gegen Polyetylenglycol 35000 konzen-
triert. Es wurde ein Dialyseschlauch von der Firma Roth (Zellu Trans, MWCO 4000-6000)

verwendet.

249 Molekulargewichtsabschatzung

2.4.9.1 Nativ: Gelfiltration (Superdex 200 HR 30/10)

Die Proteinlosung (200 pl einer Proteinlosung mit 7 ng Protein/pl) wurde mit 0,5
ml/min Puffer F auf einer Superdex 200 HR 30/10-Sé&ule (30 cm x 1 cm, Fraktionierungsbe-
reich: 10 kDa - 600 kDa, Fraktionsgrof3e 1,25 ml) chromatographiert.
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Als Standard wurde folgende Proteine verwendet:

Aldolase 160 kDa
BSA 68 kDa
Eialbumine 45 kDa
Carboanhydrase 30 kDa
Myoglobine 17,8 kDa

2.4.9.2 Denaturiert: SDS-PAGE

Die Methode wird wie unter 2.5 beschrieben durchgefiihrt. Zur Eichung wurde der

LMW Calibration Kit von Pharmacia verwendet.
2.4.9.3 Photoaffinitats — Markierung mit ['*C]-SAM

Die Photoaffinitdts—Markierung wurde mit gereinigten Fraktionen der y—TMT in An-
lehnung an die von Subbaramaiah und Simms (1992) beschriebene Methode durchgefiihrt.
Fiir den Markierungsversuch wurden die Inkubationszeiten nicht verdndert, der Extrakt wurde

lediglich unter einer UV—Lampe (254 nm) in 1 — 2 cm Abstand inkubiert.
2.410 Chromatofocussing

Das verwendete System stammt von der Firma Pharmacia Biotech und wird unter dem
Namen ,,Polybuffer'™ and Polybuffer Exchangers for Chromatofocussing® vertrieben. Wih-
rend der Chromatographie bildete sich durch die Aquilibrierung mit dem Startpuffer (25 mM
Imidazol, pH 7,4) und die anschlieBenden Elution mit ,,Polybuffer (Polybuffer 74-HCL,
pH 4,0) ein pH-Gradient auf der Sdule. Die Flurate betrug 1 ml/min. 1 ml Fraktionen wurden
gesammelt. Der pH-Wert und die Enzymaktivitit jeder Fraktion wurde getestet.

2.5 Rekombinante y-TMT aus Arabidopsis

2.5.1 Anzucht der transformierten E.coli-Kulturen

150 ml LB-Medium wurden mit Zellen einer Glycerinkultur von E. coli (y-TMT Klon)
angeimpft und liber Nacht bei 37°C angezogen. Aus dieser Kultur wurde eine 2 1 Kultur

(13 ml Vorkultur auf 250 ml LB-Medium) angeimpft und bei 28°C bis zu einer optischen
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Dichte von 0,6 bei 600 nm angezogen. Dann erfolgte mit 0,4 mM IPTG die Induktion der
Zellen, d.h. die Bildung des y-TMT-Proteins wurde angeregt. Nach 2 Stunden Induktion wur-
den die Zellen geerntet. Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation bei 4000 x g fiir 10 Minuten.

Anschlieend wurden die Zellen bis zur Aufarbeitung bei —80°C eingefroren.

LB (Luria Broth) — Medium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
werden mit H,O auf 1000 ml aufgefiillt, mit NaOH auf pH 7,5
eingestellt und autoklaviert.
Nach dem Autoklavieren werden 50 pg/ml Kanamycin und

200 pg/ml Ampicillin dem Medium steril zugesetzt.

2.5.2 Lysat Praparation

(in Anlehnung an das Qiagen-Protokoll)

Die E.coli Zellen wurden bei 4000 x g abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen
im Lysis-Puffer (2-3ml pro g Zellfrischgewicht) resuspendiert. Bevor die Zellsuspension fiir
30 min auf Eis inkubiert wurde, wurden der Suspension 0,4 mg/ml Lysozym zugesetzt. Der
ZellaufschluB3 erfolgte mit Ultraschall (vier Beschallungsschritte 4 15 s unterbrochen durch
Kiihlperioden von 30 s). Das erhaltene Lysat wurde 20 min bei 15000 x g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde fiir die Reinigung verwendet.

2.5.3 Reinigung des nativen rekombinanten Enzyms

Das rekombinante Enzym trdgt einen His-tag. Dieser His-fag bindet in einer Metall-
Chelat-Affinitdtschromatographie an Nickel-Agarose.

Die Beladung der Nickel-Agarose-Sdule (Quiagen Ni-NTA Superflow; 1 x 10 cm,
Fraktionsgrof3e 10 ml) erfolgte mit einer FluBrate von 0,5 ml/min. Eluiert wurden die Proteine
mittels eines Stufengradienten (0 min: 100% Lysispuffer, 20 min: 4% Elutionspuffer, 20 min:
20% Elutionspuffer, 30 min: 100% Elutionspuffer) bei einer FlieBgeschwindigkeit von

2 ml/min.



Material und Methoden 30

Lysispuffer: 50 mM NaH,PO4, pH8,0
300 mM NacCl
10 mM Imidazol
5 % Glycerin (v/v)
1 Tablette Proteaseinhibitor ,,Complete EDTA free* (Firma:

Roche) pro 50ml Lysispuffer

Elutionspuffer: 50 mM NaH,POy4, pH 8,0
300 mM NacCl
250 mM Imidazol
5 % Glycerin (v/v)

2.54 Messung der a-Tocopherol-Biosynthese

In Anlehnung an den radioaktiven Bioassay fiir Paprika (2.4.2) wurde ein nicht radio-
aktiver Testansatz entwickelt.
Der Testansatz (500 pl) war wie folgt zusammengesetzt:
Tricin-NaOH (pH 8,5) 50 mM
S-Adenosyl-L-Methionin 25 uM [Sigma; Chloridsalz]
y-Tocopherol 50 uM [Sigma]

Der Reaktionsstart erfolgte durch die Zugabe von 1-5 pg y-TMT. Nach der Inkubation
der Probe fiir 2,5 Stunden bei 25°C im Dunkeln wurde die Reaktion durch die Zugabe von
750 pl Chloroform/Methanol (1:2 v/v) gestoppt. Anschliefend wurde mit 750 ul 0,9 %iger
NaCl-Losung ausgeschiittelt und zentrifugiert. Die wisserige Phase wurde verworfen, die
organische Phase abgedampft und die Riickstdnde in 1 ml Methanol aufgenommen.

Die Detektion erfolgte nach der HPLC-Trennung (Waters 2690 Separations Module;
Auswertesoftware: Millennium®?) iiber die Fluoreszenz (Detektor: Jasco FP-9205). Die Anre-
gung erfolgte bei 295 nm und die Emission bei 332 nm. Fiir die Trennung wurde eine Pronto-
sil 200-3-C30-Séule (Bischoff Chromatography; NC (230 x 4,6 mm, 3,0 um)) verwendet.

Eluiert wurde isokratisch mit 100% Methanol und einem Fluf3 von 1 ml/min.
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2.6 Elektrophorese

2.6.1 SDS - Polyacrylamid — Gelelektrophorese

Die Elektrophorese erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970).
2.6.1.1 Aufarbeitung der Proben

Die Proben wurden in Probenpuffer bei Raumtemperatur solubilisiert. Nach einer Inku-
bationszeit von 5 Minuten bei 95°C wurde die Probe 5 Minuten zentrifugiert, um ungeldste

Bestandteile zu sedimentieren.

Probenpuffer:
Na,CO; 56 mM
DTT 56 mM
EDTA 2 mM
SDS 2 % (v/v)
Saccharose 12 % (W/v)
Bromphenolblau 0,25 % (W/v)

2.6.1.2 Zusammensetzung der Gele und Elektrophoresebedingungen

Es wurden Minigele mit einer Acrylamidkonzentration von 12,5 % (w/v) im Trenngel
verwendet. Die Geldicke betrug 0,75 bzw. 1 mm (Gele fiir die Sequenzierung). Die Sammel-
gele hatten eine Lange von 0,5 — 1 cm und die Lénge der Trenngele lag bei ca. 6 cm. Als

Elektrophoresesystem wurde das BioRad-System (BioRad Mini-Protean II Cell) verwendet.
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Die Gele hatten folgende Zusammensetzung:

Sammelgel:

Tris/HCI (pH 6,8) 0,13M

SDS 0,1 % (w/v)
Acrylamid 4,6 %
N,N-Methylenbisacrylamid 0,12 %

APS 0,06 % (w/v)
TEMED 0,1 %
Trenngel:

Tris/HCI (pH 8,8) 0,38 M

SDS 0,1 % (w/v)
Acrylamid 12,5 %
N,N-Methylenbisacrylamid 0,33 %

APS 0,05 % (w/v)
TEMED 0,05 %

Zusammensetzung der Stammldsungen:
Tris/HCI (pH 6,8)
Tris/HCI (pH 8,8)
Rotiphorese Gel 30 — Gebrauchsfertige
Acrylamidstammlosung (Acrylamid Stock)

SDS
Ammoniumpersulfat (APS)
N,N,N’,N’ - Tetramethylendiamin (TEMED)

Elektrophoresepufter:
Tris/HCI (pH 8,3) 50 mM
Glycin 380 mM
SDS 0,1 % (W/v)

0,5M

I,5M

30 %ige Acrylamidstammldsung mit 0,8 %
Bisacrylamid im Verhéltnis 37,5 : 1, gassta-
bilisiert

10 % (w/v)

10 % (w/v)
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Fiir zwei Gele wurde folgende Menge der Stammldsungen eingesetzt:

Sammelgel ml Trenngel ml
Tris/HCI (pH 6,8) 2,5 Tris/HCI (pH 8,8) 2,5
Acrylamid Stock 1,3 Acrylamid Stock 4,0
Wasser 6,1 Wasser 3,35
SDS 0,1 SDS 0,1
TEMED 0,01 TEMED 0,005
APS 0,05 APS 0,05
Total 10 Total 10

Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Stromstirke (25 mA/Gel), bis die durch
Bromphenolblau markierte Lauffront nach ca. 1 Stunde das Gelende erreichte.

Fiir die Gele, die anschlieBend fiir die Sequenzierung eingesetzt wurden, betrug die auf-
getragene Proteinmenge pro Bahn 20 — 40 pg. Die Gele fiir die Coomassie — Farbung wurden
mit 15 pg und solche fiir die Silberfarbung mit 0,5 — 3 pg beladen. Das Auftragevolumen be-
trug 10 — 20 pl.

Zur Identifizierung des Molekulargewichts der aufgetragenen Proteine wurden folgende
Proteinmarker eingesetzt:

LMW ELECTROPHORESIS CALIBRATION KIT von Amersham Pharmacia Biotech:

Phosphorylase b 94 kDa
Rinderserumalbumin (BSA) 67 kDa
Ovalbumin 43 kDa
Carboanhydrase 30 kDa

Sojabohnen- Trypsin Inhibitor 20,1 kDa
a-Lactalbumin 14,4 kDa
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2.6.1.3 Farbung der Gele

2.6.1.3.1 Silberfdrbung

(Jungblut & Seifert 1990)

Die Silberfiarbung weist gegeniiber der Coomassie Brilliant Blue — Farbung eine bis zu
hundertfach gesteigerte Empfindlichkeit auf. Die Empfindlichkeit betrdgt 5 — 30 ng / 0,5 cm
Bande.

Die Silberfarbung wurde wie folgt durchgefiihrt:

Arbeitsschritt Losungen Dauer

Fixierung 50 % Methanol 30 min - iiber Nacht
10 % Essigsaure
Vorbehandlung 30 % Ethanol 2 Stunden
0,5 M Natrium-Acetat
0,5 %(v/v) Glutaraldehyd
0,2 % (w/v) Na,S,03 x 5 H,0

Waschen H,0 bidest 3 x 20 min

Férben 0,1 % (w/v) Silbernitrat 30 min
0,01 (v/v) Formaldehyd

Waschen H,0 bidest 20 sec

Entwickeln 2,5 % (w/v) Na,COs max. 25 min bei Raumtem-
0,01 % Formaldehyd pH 10,9  peratur

Abstoppen 50 mM EDTA

Aufbewahrung H,O0 bidest.

2.6.1.3.2 Coomassie — Farbung

Bei der Coomassie — Farbung wurden die Proben durch Inkubation fiir 30 Minuten in
einer Firbelosung fixiert und angefdrbt und anschlieend in der Entfarbelosung gewaschen

(2 - 3 mal) bis der Gelhintergrund nahezu farblos war.
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Die Zusammensetzung der Losung:

Féarbelosung:

Coomassie Blue 1,25 g
(Serva Blau R)

Methanol 227 ml
Essigsdure 46 ml
dest. Wasser ad. 500 ml
Entfarber:

Methanol 40 %
Essigsdure 10 %

dest. Wasser 50 %

2.7 Proteinanalyse durch ,,Western Blotting*

Um eine Sequenzanalyse der gereinigten Proteine mittels Edman-Abbau durchzufiihren,
wurde die Proteinfraktion des letzten Reinigungsschrittes gelelektrophoretisch getrennt und
auf PVDF-Membran iibertragen. Die mit Amidoschwarz geférbten Proteinbanden wurden aus
der getrockneten Membran ausgeschnitten und der Sequenzanalyse unterworfen.

Fir die immunologische Untersuchung der Expression der y-Tocopherolmethyl-
transferase in E. coli wurde die Markierung des Enzyms mittels eines Histidin-tag ausgenutzt.
Auch in diesem Fall wurde der Proteinextrakt der E. coli-Zellen gelelektrophoretisch getrennt
und auf PVDF-Membran iibertragen. Als Markerproteinmix wurde der ,,6 x His Protein Lad-
der” von Qiagen benutzt. Die Proteinbanden wurden auf der Membran mittels Ponceaurot
gefarbt. Das gesuchte Protein wurde durch Antikorperbindung und Lumineszenz auf einem

Rontgenfilm sichtbar gemacht.
2.7.1 Blotting

Nach dem Auftrennen der Proteine mittels SDS-PAGE wurden diese durch den elektro-
phoretischen Transfer vom Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran immobilisiert. In die-
ser Arbeit wurde die Methode des ,,Semidry-Blotting* zwischen zwei Graphitplatten unter

Verwendung eines diskontinuerlichen Verfahrens genutzt:
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Anodenldsung I 0,3 M Tris-Base

20 % (v/v) Methanol
Anodenlosung 11 25 mM Tris-Base

20 % Methanol
Kathodenldsung 40 mM 6-Aminohexansdure

0,01 % SDS (g/v)

20 % Methanol

Die Gele wurden ca. 5 min in Anodenlosung II dquilibriert. Die PVDF-Membran (Mil-
lipore Immobilon P; 7 x 9 cm) wurde 1-3 s mit Methanol angefeuchtet, dann fiir 1-2 Minuten
in Wasser und anschlieBend kurz in Anodenlésung I getaucht. Der Aufbau der Blotting-

Apparatur erfolgte wie in Abbildung 2-1 beschrieben.

I K athode

Whatman-Papier in Kathodenldsung getrénkt

s —p Gel
—» PVDF-Membran
} Whatman-Papier in Anodenldsung 11 getréinkt

Whatman-Papier in Anodenlésung I getrénkt
I A node

Abbildung 2-1:  Aufbau der Blotting-Apparatur

Der Transfer erfolgte fiir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur mit konstantem Strom

(0,8 mA/cm?).
2.7.2 Amidoschwarz-Farbung

Die Proteinbanden auf der PVDF-Membran wurden in einer Losung bestehend aus
0,1 % (w/v) Amidoschwarz, 5 % (v/v) Methanol und 7 % Essigsdure fiir ca. 1 Minute ange-
farbt. Der Filterhintergrund wurde anschlieend mit 50 % (v/v) Methanol entfarbt. Nach dem

Waschen des Filters in Wasser wurde dieser zwischen Whatman-Papier getrocknet.
2.7.3 Ponceaurot-Farbung

Der Blot wurde 1-2 min bei Raumtemperatur in Ponceaurot (2 % in 3 %iger Trichlores-

sigsdure) inkubiert und die liberschiissige Farbe danach mit Wasser entfernt.
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Bei der Farbung handelt es sich um eine Methode, die reversibel ist und sich mit einer
anschliefenden Immunfarbung vertrdgt. Die Trichloressigsdure in der Firbelosung fixiert

gleichzeitig die Proteine auf dem Blot.

2.7.4 Immunfarbung

Die immobilisierte Membran wurde iiber Nacht bei 4°C mit einer Losung aus 0,5 %
I-Block und 0,1 % Tween 20 behandelt. AnschlieBend wurde die Membran auf eine Folie
gelegt, mit 1 ml Antikorper 1 in [-Block-Waschpuffer betrdufelt und eine zweite Folie blasen-
frei dariibergelegt. Nach einer Inkubationszeit von drei Stunden bei Raumtemperatur wurde
die Membran zweimal 10 Minuten in TBST-Puffer und einmal 10 Minuten in I-Block-
Waschpuffer mit 1 % Tween gewaschen. Danach folgte nach dem gleichen Prinzip eine
45miniitige Inkubation bei Raumtemperatur mit Antiképer 2, worauf die Membran zweimal
5 Minuten mit TBST, einmal 10 Minuten mit [-Block-Waschpuffer mit 0,15 % Tween und
zweimal 5 Minuten mit DEA-Puffer gewaschen wurde. Das Sichtbarmachen der Proteine er-
folgte durch analoge Inkubation der Membran (5 min bei Raumtemperatur) mit 2,5 pl/ml
CDP-Star-Reagens (TROPIX) und 100 pl/ml Sapphire blue (TROPIX) in DEA-Puffer
(pH 10). AnschlieBend wurde die Membran in Folie eingeschweif}t, fiir 15 bis 30 Minuten in
einer Autoradiographie-Kassette auf einem Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak) exponiert und

nachfolgend entwickelt (Entwickler und Fixierer, Kodak).

Verdiinnung Puffer
1. Antikorper
Tetra Anti-His (Qiagen) 1:1000 [-Block-Waschpuffer + 1 % Tween
2. Antikorper
Alkaline Phosphatase-conjugated 1:5000 I-Block-Waschpuffer + 0,15 %
AffiniPure Rat Anti-Mouse IgG Tween

(H+L) (Dianova)

Tabelle 2-3: Verwendete Antikorper
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10 x TBST

[-Block-Waschpuffer
0,15 % bzw. 1 % Tween
10 x PBS

DEA-Puffer

100 mM Tris-HCI pH 8

1,5 M NaCl

0,5 % Tween 20

1:10 verdiinnt einsetzen

0,2 % I-Block (TROPIX)

0,15 % bzw. 1 % Tween 20 in PBS
77,33 mM Na,HPO,*2 H,O

22,66 mM NaH,PO4*2 H,0

1,5 M NaCl

pH 7,3 — 7,4 nach 1:10 Verdiinnung einstellen
0,1 M Diethanolamin

1 mM MgCl,

pH 10

Tabelle 2-4:

2.8 Proteinbestimmung

Verwendete Puffersysteme fiir die Immunfirbung

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford (1976) durchgefiihrt.

Diese Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffes ,,Coomassie Brilliant Blue G — 250

oder ,,Serva Blau G* an Proteine. Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum der Farbe

von 465 nm auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist ein MaB} fiir die Pro-

teinkonzentration der Losung. Der Vorteil gegeniiber anderen Proteinmefverfahren besteht in

der schnellen Ausbildung des Farbkomplexes, die nach 2 Minuten beendet ist.

Das Reagens wurde wie folgt hergestellt:
Serva Blau G
96 % Ethanol
dest. Wasser

86 % Phosphorséure

70 mg
50 ml

600 ml
100 ml

Die Losungen wurden gemischt und mit dest. Wasser auf 1 1 aufgefiillt und filtriert. Das

Farbreagens ist lichtempfindlich und ist deshalb lichtgeschiitzt aufzubewahren.

Daneben wurde auch die entsprechende Farbreagenslosung der Firma Bio-Rad (Protein

Assay; Farbstoff — Konzentrat; Cat. 500 — 0006) verwendet. Dieses Produkt wurde aus-
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schlieBlich bei der Verwendung von Mikrotiterplatten in der Verdiinnung von 1:5 im Test
eingesetzt.

50 pl einer Probe (Proteingehalt zwischen 5 bis 10 ug) wurden mit 1 ml Farbreagens
versetzt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Als Blindwert wurden 50 pl Pufferlo-
sung verwendet. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595 nm (Uvikon 930) bestimmt. Bei
der Verwendung von Mikrotiterplatten wurden 2 ul Probe und 200 pl Farbreagens verwendet.

Die Eichreihe wurde mit BSA im Bereich von 0 bis 20 pg erstellt.

2.9 Proteinfallung durch Chloroform — Methanol

(Wessel und Fliigge, 1984)

Bei dieser Methode handelt es sich um eine denaturierende Féllung. Verglichen mit an-
deren Methoden (z.B. Aceton- oder TCA-Fillung) bietet die mit Chloroform — Methanol eine
nahezu vollstindige Fillung der Proteine auch aus stark verdiinnten Losungen (bis zu
2 ug/ml). AuBerdem hat diese Methode noch den Vorteil, dal die Proben gleichzeitig von
Detergenzien und Salzen befreit werden, welche bei der SDS — PAGE stdren.

100 pl Proteinlosung wurden mit 400 pul Methanol versetzt und durchmischt. Anschlie-
end wurden 100 ul Chloroform hinzugefiigt und die Losung wiederum kurz geschiittelt. Bei
hohem Gehalt an Lipiden oder Detergens wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt. Nach der
Zugabe von 300 pl Wasser und guter Durchmischung wurde die Probe 5 Minuten auf Eis in-
kubiert und danach 2 Minuten bei 9000 x g zentrifugiert, bis sich eine deutliche Phasentren-
nung zwischen Chloroform und wisseriger Oberphase ausgebildet hatte. Die denaturierten
Proteine befanden sich in der Interphase.

Die Oberphase wurde ohne Zerstorung der Interphase abgehoben. Zum verbleibenden
Rest wurde 300 pl Methanol gegeben, die Mischung geschiittelt, 5 Minuten auf Eis inkubiert
und das Protein durch Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 9000 x g sedimentiert. Der Uberstand
wurde entfernt und das Protein bei Raumtemperatur oder 37°C getrocknet.

Bei der Verwendung fiir die SDS — PAGE oder bei der denaturierenden Gelfiltration

wurden die Proteinsedimente direkt in den entsprechenden Probenpuffern resuspendiert.
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2.10 Darstellung der Vorstufen der o - Tocopherolbiosynthese

Die Vorstufen wurden nach der Methode von Soll 1985 dargestellt. Sie wurden als
Standard fiir die Diinnschichtchromatographie und als Substrate der Tocopherolbiosynthese-

Messungen verwendet.
2.10.1 Darstellung von 2—Methyl-6—phythyl-1,4-hydrochinon
[2,5-Cyclohexadien-1,4-dion-2-methyl-5-(3,7,11,15)-tetramethyl-2-hexadecenyl]

Zu einer Mischung aus 1,1 mmol 2-Methylhydrochinon (Fa. Schuchardt), 200 mg Al,O;
und 1,1 mmol Isophytol wurde tropfenweise BF3 (0,3 ml BF; in 1ml frisch dest. Tetrahydro-
furan) hinzugegeben. Die Mischung wurde anschlieBend 35 Stunden unter Argon geriihrt. Das
restliche BF; wurde dann in Eis hydrolysiert. Die prenylierten Hydrochinone wurden mit
Diethylether extrahiert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer unter Argon ent-
fernt und das Hydrochinon mit 400 mg Ag,0O in Diethylether oxidiert. Das Chinon ist stabiler
als das Hydrochinon.

Die synthetisierten Verbindungen wurden mittels Flashchromatographie gereinigt und

die Reinheit tiber Diinnschichtchromatographie kontrolliert.
2.10.2 Darstellung von 2,3-Dimethyl-5-phytyl-1,4-hydrochinon
[2,5-Cyclohexadien-1,4-dion-2,3-dimethyl-5-(3,7,11,15)-tetramethyl-2-hexadecenyl]

Die Synthese von 2,3-Dimethylhydrochinon wurde analog zu 2.10.1 durchgefiihrt. Als
Ausgangsmaterial diente lediglich 2,3-Dimethylhydrochinon.

2.10.3 NMR Untersuchung

Die Identitdt der synthetisierten Verbindungen wurde durch NMR-Analyse iiberpriift.
Die NMR- Spektroskopie wurde bei 300 MHz in CDCl; durchgefiihrt.
Als interner Standard fiir 1H-NMR—Spektren wurden Tetramethylsilan (0,00 ppm) bzw.

Chloroform (7,26 ppm) im jeweiligen Losungsmittel verwendet. Die chemischen Verschie-
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bungen wurden in ppm, die Kopplungskonstante in Hertz angegeben. Die 'H-NMR-Integrale

stimmten mit den getroffenen Zuordnungen iiberein.

2.11 Statistische Auswertung der durchgefiihrten Experimente

Die in dieser Arbeit angegebenen Ergebnisse geben einen typischen Verlauf aller
durchgefiihrten Experimente oder aber zusammengefalite Ergebnisse wieder. Im letzten Fall
wurde das arithmetische Mittel und die Standardabweichung (SD) als mittlerer Fehler der

Einzelmessungen angegeben.

Einzelmessungen
Mittelwert = Z

Anzahl der Einzelmessungen

Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente (n) betrug mindestens drei, wenn dies nicht
anders im Text angegeben ist.

Die K- und v -Werte der Enzymreaktionen sowie der Inhibitor-Experimente wur-

den nach den Methoden von Lineweaver-Burk und Hanes graphisch ausgewertet. Fiir die K-

Werte wurde zusétzlich noch die Methode nach Eadie-Hofstee verwendet. Diese Verfahren

setzen die MeBwerte in einen linearen Zusammenhang. Dabei handelt es sich um Sonderfille

eines linearen Zusammenhanges mit der folgenden Formel: y = 4+ Bx. Infolge der Mef3feh-

ler stimmt der y-Wert im Allgemeinen nicht mit dem wahren MeBwert y iiberein. Aus diesem
Grund ist es wichtig, Ausgleichsrechnungen zur Bestimmung der Fehler von A und B durch-
zufiihren.

Der Fehler von B wird auch Standardfehler von y genannt und wurde wie folgt be-

- 1
SB=S = =
n(x"—x7)

stimmt:
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Der Fehler von A wurde folgendermaf3en bestimmt:
- X
S4=5, m

Aus dem Fehler von B 1463t sich der Fehler von K, und aus dem Fehler von A der von
Vmax berechnen. Die errechneten Fehler fiir K, und vy, in der vorliegenden Arbeit waren
nicht groBer als 10 %.

Zusitzlich wurden noch Standardfehler und Korrelationskoeffizient bestimmt. Der
Standardfehler der geschétzten y-Werte fiir alle x- Werte der Regression ist ein Mal3 dafiir,
wie grof} der Fehler bei der Prognose des zu einem x-Wert gehorenden y-Wertes ist. Der Wert
des Standardfehlers war < 0,008.

Der Korrelationskoeffizient mifit den Zusammenhang zwischen zwei Datensétzen. Die
Korrelation der Grundgesamtheit ergibt sich aus der Kovarianz zweier Datensétze, dividiert
durch das Produkt aus deren Standardabweichung. Die Korrelationskoeffizienten der in der
vorliegenden Arbeit aufgefiihrten Beziehungen waren grof3er oder gleich 0,9.

Das Verhiltnis vy,.x/K, wurde fiir die Substrate jeder einzelnen Préparation berechnet
und verglichen. Anschliefend wurde fiir die Darstellung der Mittelwert iiber alle Priparatio-

nen gebildet. Die Standardabweichung betrug nicht mehr als 10 %.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Tocopherolgehalte bei Hoheren Pflanzen

und Griinalgen

In der Literatur gibt es widerspriichliche Angaben der Tocopherolgehalte verschiedener
Organismen aus dem Reich der Hoheren Pflanzen und der Griinalgen. Dieser Umstand ist in
erster Linie auf die unterschiedlichen Mefimethoden zuriickzufiihren, welche zur Erzeugung
der Daten verwendet wurden. Somit war ein direkter Vergleich der Tocopherolgehalte anhand
der Literatur nicht mdglich. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Organismen aus
dem Reich der Hoheren Pflanzen und Griinalgen, welche fiir fortfithrende Arbeiten von Inter-
esse sein konnten, auf ihren Tocopherolgehalt hin untersucht (Tabelle 3-1 und Tabelle 3-2).
Wie aus den Tabellen zu entnehmen ist, wird in den untersuchten Samen vorwiegend y-Toco-
pherol gespeichert. Friichte mit hohen Carotinoidgehalten scheinen auch relativ grole Men-
gen an a-Tocopherol zu akkumulieren. Die Tocopherolzusammensetzung in Griinalgen ist im

Allgemeinen mit der in griinen Pflanzen und Friichten zu vergleichen.

a-Tocopherol -Tocopherol y-Tocopherol
Arabidopsis thaliana
Sprof 0,78 ng/g FG n. d. 0,3 ng/g FG
Samen n. d. n. d. 463 pg/g TG
Pisum sativum
Greenfast — Samen n.d. n.d. 91 ng/g TG
Tagetes patulus
Bliitenblatter 571 ng/g TG 47 pg/e TG 648 ng/g TG
Capsicum annuum
Topboy (GWH) 109 png/g TG 4 ug/g TG n.d.
Pustagold (GWH) 13 ng/g TG n.d. n.d.
Topgirl (GWH) 146 ug/g TG n.d. n.d.
Szergedine (GWH) 190 png/g TG 7ug/lg TG n.d.
Griine Frucht (Markt) 61 ug/g TG 5ug/lg TG n.d.
Gelbe Frucht (Markt) 75 ng/g TG 18 pg/eg TG 2 ngg TG
Rote Frucht (Markt) 171 pg/g TG 28 ng/g TG 7pg/g TG
Lycopersicum esculentum
Sink Blatt 85 ug/g TG n.d. n.d.
Source Blatt 376 ng/g TG n.d. n.d.
Senescentes Blatt 130 pg/g TG n.d. n.d.
Frucht 150 ng/g TG 4 ng/g TG 20 ug/g TG

Tabelle 3-1:  Tocopherolgehalte bei Vertretern Héherer Pflanzen (6-Tocopherol n.d.)
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a-Tocopherol

Dunaliella bioculata

(1 M NaCl) 84 ug/g TG
(0,1 M NaCl) 52 ug/g TG
Chlorella sorottiana 64 ng/g TG
Chlamydomonas reinhardtii ~150 pg/g TG

Tabelle 3-2:  Tocopherolgehalte bei Vertretern von Griinalgen (-, y- und o6-Tocopherol

wurde nicht detektiert)

3.2 Untersuchung verschiedener Varietdten von Capsicum annu-

um

Da angenommen wird, dafl die Tocopherole als Antioxidantien der Lipidoxidation ent-
gegenwirken (Fryer 1992), wurde in dieser Arbeit versucht, einen Zusammenhang zwischen
Tocopherolsynthese und Lipidgehalt nachzuweisen.

Tabelle 3-3 zeigt im Perikarp von Paprikafriichten (vom lokalen Markt) einen Zusam-
menhang zwischen der Carotinoid-Akkumulation und Tocopherolspiegeln einerseits und
Triacylglyceringehalten mit relativ hohen Anteilen an Linol- (20-50%) und Linolensiure
(15-25%) andererseits. Die Tocopherolzusammensetzung ist durch hohe Konzentrationen an
a-Tocopherol (80-90%) und niedrige Gehalte an - (< 20%) und y-Tocopherol (< 3%) ge-
kennzeichnet (Tabelle 3-1).

[umol / g Trockengewicht]

Fruchtfarbe a-Tocopherol Triacylglycerin  Cjs.p + Cig.3 in Triacylglycerin
Griin 0,142 £ 0,03 1,61 £0,43 2,41 £0,37
Gelb 0,177 £ 0,04 3,88 +£0,50 3,48 £0,45
Rot 0,397 £ 0,09 7,59 +0,52 14,39 +£ 2,88

Tabelle 3-3: Anstieg der a-Tocopherol- und Triacylglycerinkonzentrationen sowie der in
Triacylglycerin gebundenen hoher ungesdittigten Fettsduren [Cis.; + Cjs:3] im Perikarp von

Paprikafriichten vom Markt mit zunehmendem Carotinoidgehalt.

Im Weiteren sollte untersucht werden, welche Fruchtsorte von Paprika sich besonders

fiir die Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase, einem Enzym aus der Tocopherolbio-
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synthese, eignet. Bei der Paprika handelt es sich um eine Frucht, die groBere Mengen
o-Tocopherol bildet und somit auch das Enzym anreichern sollte.

Um den Zusammenhang zwischen Enzymaktivitdt und Gehalt zu untersuchen, wurden
Paprikaftriichte verschiedener Varietdten vom Markt auf ihren Gehalt an a-Tocopherol unter-
sucht. Von den Varietiten mit hoherem o-Tocopherol-Gehalt wurden die y-Tocopherol-

methyltransferse-Aktivititen ndher untersucht.

Griine Frucht Gelbe Frucht Rote Frucht
o-Tocopherol — Gehalt 61 75 171
in [ug g Trockenmasse]
spezifische Aktivitdt nicht gemessen 4,8 7,5
in [fkat/mg Protein]
Acetonpulver-Ausbeute nicht gemessen ca. 0,5 ca. 1

in [g]

Tabelle 3-4: Zunahme der oa-Tocopherolkonzentration und der y-Tocopherolmethyl-

transferase-Aktivitditen in Paprikafriichten mit steigendem Carotinoid-Gehalt.

Rote Friichte weisen die hochste y-Tocopherolmethyltransferase- Aktivitdt mit
7,5 fkat/mg Protein auf und wurden deshalb als Ausgangsmaterial fiir die Enzymreinigung

verwendet.

3.3 Reinigung der »~-Tocopherolmethyltransferase aus Frucht-

schalen von Capsicum annuum der roten Varietét

Da die Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase anhand des publizierten Protokolls
von Camara et al. (1985) bis zur vollstindigen Homogenitdt nicht nachvollzogen werden
konnte, wurde Schritt fiir Schritt ein neues Reinigungsprotokoll erstellt. Die Reinigungsse-
quenz von Camara et al. umfafite folgende Schritte: Isolierung intakter Chromoplasten, Anrei-
cherung der Plastidenhiillmembran, Acetonfillung, Ammoniumsulfatfiallung 20%-40%, Affi-

nitits-Chromatographie und —Rechromatographie an Blue Sepharose unter Verwendung ver-
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schiedener Puffersysteme und einer Anionenaustauscherchromatographie an DEAE-Sepha-
rose.

Im Vergleich zu Camara et al. (1985), die von 4 kg Frischgewicht ausgegangen sind,
wurde hier die dreifache Menge an Paprikaperikarp eingesetzt. Der Aufschlu3 des Pflanzen-
materials erfolgte wie unter 2.4.1 beschrieben. Vor der Beladung der ersten Sdule erfolgte
eine Aceton- und eine fraktionierte (NH4),SO4-Féllung (2.4.4 - 2.4.5), die die Gesamtprotein-
menge deutlich verringerte.

Folgendes Reinigungsschema zeigte bei der Reinigung der y-TMT die optimale Anrei-
cherung (Abbildung 3-1).

Rohmembranpréparation aus Capsicum annuum

v

Acetonfillung

v

Ammoniumsulfatfallung (Bereich 20%-50% Séttigung)

v

DEAE — Sepharose (50 mM Tris/HCI pH 7,2)

v

DEAE — Sepharose (50 mM Tris/HCI1 pH 7,8)

v

Hydroxylapatit

v

Blue Sepharose (Affinitdtschromatographie)

zwel denaturierende Gelfiltrationen

Abbildung 3-1:  Flufsdiagramm fiir die Reinigung der »-TMT aus Paprikaperikarp. Die ein-

zelnen sdulenchromatographischen Reinigungsschritte sind unter 2.4.6 néiher beschrieben.

Mit dem Anionenaustauscher Ressource Q (Pharmacia Biotech) und dem Affinitdtsma-
terial Adenosin-Sepharose (Sigma) war kein Reinigungseffekt zu erzielen, da das Enzym
wiahrend der Chromatographie wesentlich an Aktivitdt verlor. Beim Test einer RP-Séule
(YMC*Gel Butyl C4: 200 A, S-5/15 uM) konnte das Enzym nicht mehr von der Séule eluiert

werden.
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Die Versuche zur Affinitdts-Chromatographie mit SAM als Ligand waren erfolglos. Die
Ursache dafiir lag offensichtlich in der hohen Instabilitdt von SAM.

3.3.1 Elutionsprofile

Die Elutionsprofile der fiir die Reinigung der y-TMT benutzten Sdulen mit der jeweili-
gen Proteinkonzentration (pg/pl), der Volumenaktivitit (fkat), der spezifischen Aktivitit
(fkat/mg Protein) und dem Verlauf der Gradienten (M NaCl) sind in

Abbildung 3-2 bis Abbildung 3-5 dargestellt. Detaillierte Informationen zu den jeweili-
gen Methoden sind unter 2.4.6 — 2.4.7 beschrieben. Die denaturierende Gelfiltration wurde am

Ende zweimal durchgefiihrt.

3.3.1.1  Konventionelle Reinigung

DEAE |

3000,00
2500,00 -
2000,00 -
1500,00 -
1000,00 -
500,00 A

0,00 -

N O ©o©
~—

spez. Aktivitat
Gradient

Volumenaktivitat ;
Proteinkonz.; Salz-

B Akt. [fkat] spez. Akt. [fkat/mg Protein]
m——Proteinkonz. [ug/pl] S alz- Gradient [M]

Abbildung 3-2: Elutionsprofil der yTMT nach der ersten Anionenaustauscher-
Chromatographie an DEAE-Sepharose bei pH 7,2 (Fast Flow). Die Fraktionen 47 bis 59

wurden gepoolt.
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Abbildung 3-3:  Elutionsprofil der y-TMT nach der Anionenaustauscher-Rechromatographie
auf DEAE-Sepharose bei pH 7,8 (Fast Flow). Die Fraktionen 71 bis 89 wurden gepoolt.

Hydroxylapatit

Volumenaktivitit;
spez. Aktivitat
Proteinkonz. ;

Kaliumphosphat-

Gradient

Fraktionen (5 ml)

‘mAkt. [fkat] spez. Akt. [fkat/mg Protein] ======Proteinkonz. [ug/ul] ™====Salz-Gradient [M]

Abbildung 3-4:  Elutionsprofil der y-TMT nach der Hydroxylapatit-Séiule. Die Fraktionen 30
bis 39 wurden gepoolt.
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Blue Sepharose
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Abbildung 3-5:  Elutionsprofil der »-TMT nach der Blue Sepharose-Sdiule. Die Fraktionen

34 bis 53 wurden gepoolt und mittels Dialyse (Schlauch-Ausschlufsgrenze:4-6kDa) gegen
50 % PEG 35000 in 2,5 Tagen bis auf 5 ml eingeengt.

Da es wihrend der gesamten Reinigung nicht moglich war, das Enzym auf herkommli-
che Art und Weise (Ultrafiltration) zu konzentrieren, mufite das Enzym wie in Abbildung 3-5
und unter 2.4.8 beschrieben mittels PEG konzentriert werden. Konzentrierungsmethoden z.B.
mit Ultrafiltrationsmembranen fiihrten zu keinem befriedigenden Ergebnis, weil das Enzym
moglicherweise hydrophobe Wechselwirkungen mit Membranen und GefaBwinden eingeht,
von denen es nur unter denaturienden Bedingungen wieder abgeldst werden kann.

Die Reinigung konnte nur innerhalb von fiinf Tagen durchgefiihrt werden, da das En-
zym im verdiinnten Zustand sehr instabil war. Versuche, das Enzym mit zweiwertigen Metall-
ionen, Lipiden oder BSA zu stabilisieren, waren erfolglos. Somit war es nicht moglich, das
Enzym mit konventionellen Chomatographiemethoden weiter aufzureinigen.

In einer Pufferlosung aus 50 mM Tris/HCl (pH 7,2), 3mM DTT; 1mM EDTA und
2 % (v/v) Glycerin und bei einer Proteinkonzentration von ca. 15-20 mg/ml betrug die Halb-
wertszeit des Enzyms 96 h. Hierbei war es unerheblich, ob das Enzym bei 4°C oder bei 25°C

gelagert wurde.
3.3.1.2 HPLC-gestutzte Reinigung

Da das Enzym wihrend der Aufkonzentrierung erheblich an Aktivitdt verlor und eine

Reinigung auf konventionelle Art und Weise unmoglich war, wurde entschieden, die Reini-
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gung mittels denaturierender Gelfitration fortzusetzen. Hierbei wurde das Enzym gereinigt,
indem dreizehnmal 100 pl auf eine zuvor geeichte HPLC-Gelfitrationssédule injiziert wurden
(Abbildung 3-6) und ein Bereich von 30 bis 45 kDa herausgegriffen wurde (Abbildung 3-7,
Gelfiltration 1). Die so erhaltenen Fraktionen wurden konzentriert und nochmals in dreimal
100 pl auf die Séule gegeben. Es wurde wieder der Bereich zwischen 30 und 45 kDa fokus-
siert (Abbildung 3-7, Gelfiltration 2).

Die Kontrolle der Reinigung erfolgte iiber SDS-PAGE (Abbildung 3-9).

Eichung BioSep-SEC-S3000

y = -3,2509x + 21,946
8 R? = 10,9984

4,2 4,4 4,6 4,8 5
ml

Abbildung 3-6: Eichung der BioSep-SEC-$3000-Sdiule (BSA 68 kDa, Eialbumin 45 kDa,
Carboanhydrase 30 kDa, Myoglobin 17,8 kDa)
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Abbildung 3-7: Elutionsprofil der Enzyme auf der BioSep-SEC-S3000-Sdule [1) Gelfiltrati-
on 1 und 2) Gelfiltration 2]. Ebenfalls gezeigt werden die Standardenzyme, zwischen denen
geschnitten wurde (45 kDa: Eialbumin, 30 kDa: Carboanhydrase).
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3.3.2 Reinigungstabelle

In Tabelle 3-5 sind die Ergebnisse der Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase
dargestellt. Das Enzym konnte mit einer Ausbeute von 9 % und einem Reinigungsfaktor von
45 partiell gereinigt werden. In den Durchldufen der DEAE II-, Hydroxylapatit- und der Blue

Sepharose-Saule befanden sich weniger als 10 % der Gesamtvolumenaktivitét.

Volumen | Protein | Aktivitit | spez. Aktivitit | Ausbeute |Reinigungsfaktor
[ml] [mg] [fkat] |[fkat/mg Protein] [%]
Membranpriparation 500 1906 18164,2 9,53 100 1
Rohextraktpréparation 98 1161 | 20501,1 17,66 113 2
20%-50% (NH4),SO4 54 650 24086,0 37,04 133 4
DEAE I 110 187 15481,9 82,80 85 9
DEAE II 54 70 10834,2 154,07 60 16
Hydroxylapatit 48 19 4541,1 235,41 25 25
Blue Sepharose 92 4 1647,6 426,83 9 45

Tabelle 3-5: Reinigungstabelle der y-Tocopherolmethyltransferase aus der roten Varietit

von Capsicum annuum

Wiéhrend der Reinigung wurde ein Nachweis auf Aktivitditen der 2-Methyl-
phytylhydrochinon- und y-Tocotrienol-Methylierung sowie auf Cyclase—Aktivitdten gefiihrt,
um zu untersuchen, ob es sich bei Enzymen der Tocopherolbiosynthese um Einzelenzyme
oder um einen Enzymkomplex handelt. 2-Methylphytylhydrochinonmethylierungs- und Cy-
clase-Aktivititen konnten nach der ersten Anionenaustauscherchromatographie nicht mehr
nachgewiesen werden. Die y-Tocotrienolmethylierung wies nach der Affinitdtschromatogra-

phie dhnliche Aktivitdten wie die von y-Tocopherol auf.

3.3.3 Reinigung anhand der SDS-PAGE

In den nachfolgenden Abbildungen ist die Reinigung der y-Tocopherolmethyl-
transferase mit der konventionellen Reinigungssequenz und die Reinigung mittels denaturie-
render Gelfiltration dargestellt. Aus den Abbildungen ist zu erkennen, dafl das Enzym nicht
bis zur vollstdndigen Homogenitét gereinigt werden konnte. In Abbildung 3-8 ist eine schwa-
che Bande bei 36 kDa zu erkennen. Das Enzym, welches die y-Tocopherolmethyltransferase-
Aktivitdt aufweist, ist vermutlich 36 kDa grof3 (siche Abschnitt 3.4.1)

Wie in Abbildung 3-9 zu sehen ist, konnte mittels der denaturierenden Gelfiltration kein

sichtbarer Reinigungseffekt erzielt werden.
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Abbildung 3-8: SDS-PAGE der Reinigungschritte. Die Proteinextrakte nach den einzelnen
Reinigungsstufen wurden in einem 12,5 %igen Trenngel nach ihrem Molekulargewicht auf-
getrennt. Aufgetragen wurde 1ug Protein, welches anschlieffend nach der Silberfdrbung von
Seifert und Jungblut (1990) angefdrbt wurde ( RM ... Membran, Ol ... Extrakt nach Aceton-
fallung; O2 ... Extrakt nach (NH,);SO4-Fillung, O3 ... Extrakt nach DEAE I; O4 ... Extrakt
nach DEAE II; OS5 ... Extrakt nach Hydroxylapatit; O6 ... Extrakt nach Blue Sepharose; M ...

Proteinmarker).
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Abbildung 3-9: SDS-PAGE der denaturierenden Gelfiltration. Die Proteinextrakte nach den
zwei Gelfiltrationen wurden in einem 12,5 %igen Trenngel nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt und anschlieffend nach der Silberfirbung von Seifert und Jungblut (1990) ange-
farbt (1 ... 1. Gelfiltration, 2 ... 2. Gelfiltration; M ... Proteinmarker).

3.3.4 Proteinsequenzen

Nach verschiedenen Reinigungsschritten mit zum Teil unterschiedlicher Anzahl von
Séulen erfolgte am Ende der Reinigungssequenz die Auftrennung der Proteine der gereinigten
Fraktionen mittels SDS-PAGE und anschlieBende Proteinsequenzierung. Dabei konnte wie-
derholt ein Peptid mit der Molekiilmasse von ca. 40 kDa sequenziert werden. Die Sequenzie-
rung erfolgte N-terminal. Bei dem Peptid konnte es sich nach der Teilsequenz um das P-541

Protein aus Capsicum annuum handeln, welches von Houlne et al. (1994) beschrieben wurde.

WSFLDLAPT(S)SMESX

Abbildung 3-10: N-terminale Sequenz des ca. 40 kDa grofsen Proteins

Weitere Teilsequenzen von Proteinen, welche sich im Bereich von 30 bis 40 kDa auf
der SDS-PAGE trennten, konnten mittels der N-terminalen Sequenzierung nicht erhalten wer-

den.
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3.4 Charakterisierung der »-TMT aus Fruchtperikarp von Capsi-

cum annuum der roten Varietét

3.4.1 Abschatzung der Molekiilmasse

3.4.1.1 Native Gelfiltration an Superdex 200

Die Abschitzung der Molekiilmasse der y-TMT erfolgte am Ende der konventionellen
Reinigung an einer geeichten Superdex HR 30/10 S&ule. Nach halblogarithmischer Auftra-
gung des Elutionsvolumens gegen die Molekiilmasse der Eichproteine konnte eine Molekiil-
masse von ca. 36 kDa fiir das native Enzym ermittelt werden (Abbildung 3-11 und Abbildung
3-12). Es gilt zu erwédhnen, daf3 das Enzym nach den ersten Reinigungsstufen eine Molekiil-
masse von mehr als 600 kDa hatte, d.h. das Enzym lag méglicherweise als Aggregat vor, was
eventuell auch erkldren konnte, weshalb das Enzym im verdiinnten Zustand sehr schnell die

Aktivitat verlor.

Eichung Superdex 200

'S y =-0,2431x + 8,1535
R?=0,9388

log Mr

mi

Abbildung 3-11: Eichung der Superdex 200-Sdule. (Aldolase 160 kDa, BSA 68 kDa, Eialbu-
min 45 kDa, Carboanhydrase 30 kDa, Myoglobin 17,8 kDa)
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Abbildung 3-12: Elutionsprofil der »-TMT an der Superdex 200-Sdule

3.4.1.2 Photolabelling mit AdoMet

Aus der Literatur ist bekannt, daB3 die ACC-Synthase (S-Adenosyl-L-methionin-
methylthioadenosin-Lyase), ein wichtiges Enzym der Ethylenbiosynthese, wihrend einer irre-
versiblen Hemmung durch die kovalente Bindung mit "*C-SAM markiert werden kann (Satoh
et. al 1988, Yip et. al 1990). Subbaramaiah und Simms zeigten 1992, dal} sich Methyltransfe-
rasen, welche wihrend der Inkubation mit '*C-SAM als Substrat mit einer Wellenlinge von
254 nm bestrahlt wurden, markieren lieBen. Da es sich bei der y-TMT auch um eine Methyl-

transferase handelt, wurde diese Methode zu ihrer kovalenten Markierung angewendet.
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Assays

Abbildung 3-13: Radiomarkierung der y-Tocopherolmethyltransferase nach SDS-PAGE der
partiell gereinigten y-TMT nach dem vorletzten (1) und letzten (2) Sdulenreinigungsschritt.
Die elektrophoretische Trennung der Proteinextrakte nach der UV-Bestrahlung erfolgte mit
einem 12 %igen Trenngel (0,75 mm Dicke). Inkubiert wurden 20 ug Protein mit 14 uM ["*C]-
SAM fiir 2 Stunden bei UV-Bestrahlung. Als Kontrolle diente ein Inkubationsansatz ohne UV-

Bestrahlung. Es wurde jeweils eine Bande markiert.

Die Inkubation der y-TMT wurde fiir unterschiedliche Zeiten durchgefiihrt, um eine op-
timale Markierung zu erzielen (30 min, 1 h, 2 h und 5 h). Nach 2 h Inkubation der y-TMT mit
['*C]-SAM unter UV-Bestrahlung konnte anhand der Markierung im Gel mit Hilfe einer Pro-
tein-Eichgerade fiir y-Tocopherolmethyltransferase eine Molekiilmasse von 36 kDa kalkuliert
werden (Abbildung 3-13).

Da nach 30 min und 1 h Inkubation unter UV keine Markierungen sichtbar waren, kann
man folgern, daB3 die Reaktionszeit nicht ausreichend war. Nach 5 h konnte wiederum keine
Markierung festgestellt werden. In diesem Fall kam es wahrscheinlich durch die lange UV-
Bestrahlung zur Proteinvernetzung, d.h. die Proteine wurden im Gel nicht mehr nach ihren
wahren Molekiilmassen auftrennt (auf dem Gel waren die Proteinbanden verschmiert). Nach

2 h war die Aggregation im Gel in Ansdtzen auch schon zu erkennen.
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3.4.2 Temperaturmaximum

Die Abhéngigkeit der y-Tocopherolmethyltransferase-Aktivitit von der Temperatur
wurde nach zwei Stunden Inkubationszeit bei pH 7,5 im Bereich zwischen 20 bis 40°C unter-
sucht. Das Maximum der y-Tocopherolmethyltransferase-Aktivitit lag bei ~ 35°C (siche
Abbildung 3-14).

100 - °

90 | °
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70 |
60 -
50 -
40 -
30 |
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10

15 25 35 45
Temperatur [°C]

Abbildung 3-14: Temperatur-Maximum unter in vitro-Bedingungen im solubilisierten En-

zymextrakt nach Acetonfdillung

3.4.3 pH-Abhangigkeit

Das pH-Optimum der y-TMT liegt unter in vitro-Bedingungen bei pH 7,5 (Abbildung
3-15). Gemessen wurde bei 25°C mit vier verschiedenen Puffersystemen: pH 5,5-6,5 mit
Mes-Puffer, pH 6,5-8,0 mit Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5-9,0 mit Tris/HCI und pH 9,2-10,0

mit Carbonat/Bicarbonat-Puffer.
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Abbildung 3-15: pH-Optimum der y»-TMT im solubilisierten Enzymextrakt nach Acetonfil-
lung. Das pH-Optimum lag bei pH 7,5.

3.4.4 Abhangigkeit der y-TMT Aktivitat von der Proteinkonzentration und der

Inkubationszeit

In Abbildung 3-16 und Abbildung 3-17 ist die Abhingigkeit der y-TMT-Aktivitdt von
der Inkubationszeit und der eingesetzten Proteinmenge aufgezeigt. Die Versuche wurden mit

dem solubilisierten Enzym nach Acetonféllung durchgefiihrt.
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Abbildung 3-16: Zeitabhdngige Bildung von o-Tocopherol durch die »-TMT. Der Assay wur-

de wie unter 2.5.4 mit dem solubilisierten Enzymextrakt durchgefiihrt.
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Aus Abbildung 3-16 ist zu erkennen, daB der ['*C]-SAM Einbau bis zu Inkubationszei-
ten von ca. 5 Stunden linear verlief. In den nachfolgenden Kinetikstudien wurde die Enzym-

reaktion liber 2 Stunden verfolgt.
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Abbildung 3-17: Abhdngigkeit der a-Tocopherol-Bildung von der Proteinmenge. Der Assay

wurde wie unter 2.5.4 mit dem solubilisierten Enzymextrakt durchgefiihrt.

Fiir die nachfolgenden Kinetikuntersuchungen wurden Proteinmengen zwischen 0,1 und

0,3 mg eingesetzt.
3.4.5 Substratspezifitat und kinetische Charakterisierung der y-TMT

Mit diesen Experimenten sollte untersucht werden, welche Substrate von der
y-Tocopherolmethyltransferase aus Capsicum annuum umgesetzt werden. Getestet wurden
y-Tocopherol, B-Tocopherol und -Tocopherol, sowie ihre ungesittigten Formen, die Tocotri-
enole. SAM diente bei diesen Reaktionen als Methyldonor.

Um zu untersuchen, welche Substrate bevorzugt werden, wurden umfangreiche kineti-

sche Untersuchungen durchgefiihrt.
3.4.5.1 Substratspezifitaten der y-Tocopherolmethyltransferase

Wie schon unter 3.3.2 erwihnt, konnte das Enzym nicht bis zur Homogenitét gereinigt
werden. Da das Enzym sehr instabil war, wurde beschlossen, die Untersuchungen zur Sub-
stratspezifitit und die kinetische Charakterisierung mit dem relativ stabilen Rohextrakt (solu-
bilisierter Enzymextrakt) durchzufiihren. Der Rohextrakt wurde nach der Acetonfillung er-
halten (siehe 2.4.4) und enthilt keine endogenen Vorstufen der Tocopherolbiosynthese (Daten
nicht gezeigt).
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Wie in Kapitel 3.4.5.2 gezeigt, akzeptierte die y-TMT y- und 3-Tocopherol, sowie die
entsprechenden Trienole als Substrate. B-Tocopherol und B—Tocotrienol wurden jedoch nicht
von der y-TMT umgesetzt. Um zu untersuchen, ob es sich bei den Enzymaktivititen um die
Reaktionen eines oder mehrerer Enzyme handelte, wurde das Elutionsprofil unter verschiede-
nen Trennmethoden untersucht.

Die Reinigung wurde wie unter 2.4 bis zur Anionenaustauscher-Chromatographie mit-
tels DEAE-Sepharose (Fast Flow) durchgefiihrt. Im Anschufl wurde die Chromatofocussing-
Technik, wie unter 2.4.10 beschrieben, durchgefiihrt.
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Abbildung 3-18: Elutionsprofil der Methylierungsaktivititen von y- und &-Tocopherol nach
DEAE-Sepharose (Fast Flow) (A) und nach Chromatofocussing (B).



Ergebnisse 61

Aus den beiden Diagrammen ist zu entnehmen, da3 die Aktivititen des Methyltransfers
auf y- und 6-Tocopherol gleichzeitig eluierten. Aulerdem wies die Methyltransferase nach
dem letzen Reinigungsschritt auf Blue Sepharose Methylierungskapazititen sowohl fiir
y-Tocopherol als auch fiir y-Tocotrienol auf. Aus diesen Daten kann man folgern, dal3 die ge-
nannten Substrate entweder durch ein Enzym oder durch Enzyme mit sehr &hnlichen oder

gleichen Eigenschaften umgesetzt wurden.
3.4.5.2 Kinetische Charakterisierung der y-Tocopherolmethyltransferase

Wie in Abbildung 3-19 gezeigt, folgte die Umsatzgeschwindigkeit der y-Tocopherol-
methyltransferase in Abhéngigkeit von der Konzentration der untersuchten Substrate dem
typischen hyperbolischen Verlauf einer Michaelis-Menten-Kinetik, die sich durch die allge-

meine Gleichung v=v__ *S/(K, +S) ausdriicken 14Bt. Diese Untersuchungen wurden an

Enzymextrakten nach Acetonfillung durchgefiihrt.

Abbildung 3-19: Michaelis-Menten-Kinetik mit integrierter Graphik der Lineweaver-Burk-
Auftragung fiir die folgenden Substrate:
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Die kinetischen Konstanten K, und vy,.x wurden zur Absicherung aus verschiedenen li-

nearen Transformationen der Michaelis-Menten-Kinetik abgeleitet. Lineare Beziehungen wie
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die nach Lineweaver Burk, Hanes-Wilkinson und Eadie-Hofstee resultieren aus der ersten
Ableitung der Michaelis-Menten-Gleichung.

In Abbildung 3-20 sind am Beispiel der Methylierung von y-Tocopherol durch die
y-TMT alle drei Methoden zur Bestimmung von K, und vy, fiir y-Tocopherol gegeniiber-

stellt. Die lineraren Transformationen wurden der statistischen Auswertung wie unter 2.11

unterzogen.
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Abbildung 3-20: Methoden zur K,- und vy.-Bestimmung der y-TMT fiir y-Tocopherol.
1.) Lineweaver-Burk, 2.) Hanes-Wilkinson und 3.) Eadie-Hofstee

In Tabelle 3-6 sind die Michaelis — Konstanten der y-TMT fiir die verschiedenen Sub-
strate angegeben.

Aus den K;, — Werten allein lie} sich nicht ableiten, welches Substrat bevorzugt wurde.
Deshalb wurde zur weiteren Analyse der Quotient aus viax/Ky, verglichen. Dies ist ein Ver-
fahren, das bei verwandten Substraten oft verwendet wird (Bisswanger, 1994). Da die spezifi-
sche Aktivitit sehr von der Préparation abhéngig war, wurden die Verhiltnisse der vyax/Ku-
Quotienten der unterschiedlichen Substrate fiir jede Préparation getrennt verglichen. Es
konnte jedoch kein bevorzugtes Substrat fiir die y-TMT gefunden werden, da das Verhéltnis

der Quotienten ungeféhr eins betrug (siche Tabelle 3-6).
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Lineweaver Burk Hanes Eadie-Hofstee
Substrat Kan Vimax' Km Kan Viax/ Km Kn Vimax' Km
y-Tocopherol 3,8+40,7 12,5 3,1 40,5 15,8 3,6+0,3 14,1
y-Tocotrienol 3,6+0,7 11,0 3,1+09 12,4 29+02 11,6
d-Tocopherol 3,6+0,1 15,3 29+0,7 12,8 29+0,38 16,3
d-Tocotrienol 2,5+0,7 9,2 27405 10,5
['*C]AdoMet 33406 20404 29405

Tabelle 3-6: Zusammenfassung der kinetischen Daten fiir verschiedene Substrate der y-TMT
aus roten Paprikafriichten (Mittelwerte aus 5-6 Stichproben); Dimensionen: K,, in [uM] und
Vina/ K in [fkat/mg Protein*uM]

3.5 Kinetische Charakterisierung der -TMT aus Fruchtperikarp

von Capsicum annuum der gelben Varietét

Wie schon fiir die rote Varietdt wurden auch fiir die y-TMT aus den Fruchtschalen der
gelben Varietit von Capsicum annuum die kinetischen Parameter untersucht. Die K,-Werte
und Quotienten aus v, /Ky, sind in Tabelle 3-7 zusammengestellt.

Fiir die gelbe Varietdt konnte, wie auch schon fiir die rote gezeigt, kein bevorzugtes
Substrat fiir die y-TMT gefunden werden, da auch hier das Verhiltnis der Quotienten unge-

fahr eins betrug.
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Lineweaver Burk Hanes Eadie-Hofstee
Substrat Kan Vimax' Km Kan Viax/ Km Kn Vimax' Km
v-Tocopherol 49+1 5,6 37417 6,4 2,6+0,5 9,5
y-Tocotrienol 41404 48 2904 7.5 2,0+03 9.9
d-Tocopherol 37410 5,1 39420 8,0 1,6 40,2 9,6
d-Tocotrienol 3,7+1,0 2.4 39420 5,7 1,540,3 7.8
['*C]AdoMet 42 24 17

Tabelle 3-7: Zusammenfassung der kinetischen Daten fiir verschiedene Substrate der y»-TMT
aus Friichten der gelben Varietit von Capsicum annuum, Dimensionen: K, in [uM] und

Vimax/Km in [fkat/mg Protein*uM]

3.6 Rekombinanten »-TMT aus Arabidopsis thaliana

Die y-TMT aus Arabidopsis wurde von der Firma SunGene (Dr. Badur) in E.coli
tiberexprimiert und fiir die vorliegenden Untersuchungen zur Verfiigung gestellt. Bei diesem
Enzym handelt es sich um ein Fusionsprotein mit N-terminalem Hexahistidine-Rest, wodurch

sich das Enzym mittels einer Nickel-Agarose-Séule reinigen lief3.
3.6.1  Anzucht der E. coli-Kultur

Die E. coli-Kultur wurde wie unter 2.1.3 angezogen. Die Induktion der y-TMT wurde
nach der Zugabe von 0,4 mM IPTG gestartet. Nach 2 Stunden Induktion wurde die E. coli-
Zellen geerntet und durch Lysis (2.5.2) aufgeschlossen.

Da es anfanglich nicht mdglich war, rekombinantes Protein mit reproduzierbarer spezi-
fischer Aktivitit zu produzieren, lag der Schlu3 nahe, dal3 die transformierten Bakterien das
Enzym unterschiedlich stark exprimierten.

Fiir dieses Experiment wurden 10 Kolonien von einer Agarplatte mit transformierten
Bakterien entnommen, in Einzelkulturen angezogen, induziert, geerntet und lysiert. Das Lysat
wurde auf y-TMT — Aktivitdten untersucht.

In Abbildung 3-21 sind die y-TMT-Aktivititen der verschiedenen Klone gezeigt. Von
den 10 Klonen enthielten nur vier y-TMT-Aktivitdten (Klon 1, 2, 5 und 7) und nur einer aus-

reichend hohe Aktivititen (Klon 1). Von diesem Klon wurde eine Glycerinkultur angelegt, die
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als Ausgangskultur fiir die Anzucht der E. coli-Zellen diente. Aus diesen Zellen wurde an-

schlieBend das Enzym gereinigt.

Das Ergebnis des Enzymtests konnte mittels Western-Blot-Analyse bestitigt werden

(nicht gezeigt).

Abbildung 3-21: y-TMT-Aktivititen der verschiedenen Transformanten

pkat/mg Protein

10 -

o N B 2] [e2)
| | | |

3.6.2 Reinigung an Nickel-Agarose

Die Reinigung des rekombinanten Proteins wurde wie unter 2.5.3 beschrieben durchge-

fiihrt. In Tabelle 3-8 ist das Ergebnis der Reinigung und in Abbildung 3-22 das zugehorige

Gel dargestellt.

Dem Elutions- und Auftragungspuffer wurden 5 % (v/v) Glycerin zugesetzt, da sich in

Tests gezeigt hatte, daB das Enzym in Glycerinpuffer wesentlich haltbarer war. Aulerdem

war es moglich, das Enzym ohne Aktivititsverlust in Glycerinpuffer bei —80°C ldngere Zeit

zu lagern.
Proteinmenge/Fraktion | spezifische Aktivitiit Totale Aktivitit
[mg] [pkat/mg Protein] [nkat]

Lysat 250 3,1 0,8
Durchlauf 187 0,6 0,1
Waschschritt 1: 20 mM Imidazol 5 0 0
Waschschritt 2: 40 mM Imidazol 0 0 0
Waschschritt 3: 80 mM Imidazol 1 0 0

Eluat 250 mM Imidazol 10 84 0,8

Tabelle 3-8: Reinigungtabelle der rekombinanten y-TMT aus Arabidopsis thaliana in E. coli

tiberexprimiert
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Abbildung 3-22: SDS-PAGE der Reinigung der rekombinanten y-TMT aus Arabidopsis tha-
liana (20 ug Proteinextrakt pro Bande und 5 ug y-TMT; Coomassie-Fdrbung)

Nach SDS-PAGE (Abbildung 3-22) konnte fiir die affinitdtschromatographische gerei-
nigten y-TMT (inklusive Transitpeptid und Hexahistidin-Rest) ein Molekiilgewicht von
~ 36 kDa kalkuliert werden.

3.6.3 pH-Abhangigkeit und pH-Stabilitat

Am Mechanismus der enzymatischen Katalyse, wie der Sdure-Base-Katalyse, sind in
der Regel ionische Gruppen im aktiven Zentrum beteiligt, deren Protonierungszustand fiir die
Reaktion ausschlaggebend ist. pH-Verinderungen in beide Richtungen bewirken Anderungen
des Protonierungszustandes solcher Gruppen und entziehen sie damit dem katalytischen Me-
chanismus. Durch Aktivitdtsmessungen bei variablen pH-Werten werden so Titrationskurven
dieser Gruppen erhalten.

Wie in Abbildung 3-23 (innere Kurve) gezeigt, lag das pH-Optimum der y-TMT aus
Arabidopsis unter in vitro-Bedingungen bei pH 8,5. Diese Messungen wurden bei 25°C
durchgefiihrt. Gemessen wurde mit vier verschiedenen Puffersystemen: bei pH 5,5 bis 6,5 in
Mes-Puffer, bei pH 6,5 bis 8,0 in Kaliumphosphatpuffer, bei pH 7,5 bis 9,0 in Tris/HCI und
im pH-Bereich von 9,2 bis 10,0 in Carbonat/Bicarbonat-Puffer. Bei pH 10,7 konnte keine

Enzymaktivitit mehr gemessen werden.

Aufgrund der polyionischen Proteinnatur von Enzymen wird deren pH-Verhalten auch

durch ionische Gruppen mitbestimmt, die nicht unmittelbar am katalytischen Prozef3 beteiligt
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sind. Dies gilt besonders fiir solche Gruppen, denen wichtige Funktionen in der Aufrechter-
haltung der nativen Enzymstruktur zukommen. Wéhrend es sich bei den Protonierungen im
aktiven Zentrum allgemein um reversible Vorginge handelt, konnen Ladungsverdnderungen
an strukturerhaltenden Resten irreversible Schidigungen der nativen Struktur verursachen.
Zur Unterscheidung reversibler und irreversibler pH-abhéngiger Vorginge dienen pH-
Stabilititskurven.

In Abbildung 3-23 ist die pH-Stabilititskurve des Enzyms (duBBere Kurve) gezeigt. Die
Stabilitatskurve wurde erhalten, indem das Enzym in einem variablen Puffer mit entsprechen-
dem pH-Wert iliber Nacht inkubiert, anschlieBend umgepuffert (50 mM Tris/HCI pH 8,5) und

die Enzymaktivitit gemessen wurde.

100 o
80 1
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[ ]
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20
pH-Wert
Abbildung 3-23: Innere Kurve (® ): das pH-Optimum der y-TMT aus Arabidopsis thaliana
liegt in vitro bei pH 8,5. Aufere Kurve (O ): die pH-Stabilitiskurve der y-
TMT ist im Bereich von pH 8 bis 9,5 stabil.

3.6.4 Temperaturabhangigkeit

Wie auch bei unkatalysierten chemischen Reaktionen steigt die Geschwindigkeit enzy-
matischer Reaktionen mit der Temperatur an und zwar pro 10°C Temperaturerh6hung um
einen Faktor von 2-3. Bei hoheren Temperaturen beobachtet man jedoch eine Verzdégerung
des Anstiegs und schlielich einen Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit unter Durchlaufen
eines Maximums. Dieser Vorgang ist durch die metastabile Proteinnatur begriindet, die bei

hoheren Temperaturen destabilisiert wird und schlieBlich irreversibel denaturiert.
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Der Einflufl der Temperatur auf die Aktivitit der y-TMT wurde in einem Bereich von
20 — 40°C gemessen. Das Enzym zeigte einen Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit mit der
Temperatur und erreichte die maximale Aktivitit unter in vitro-Bedingungen bei 33°C (siehe
Abbildung 3-24). Bei der Untersuchung wurde das Enzym direkt in eine temperierte Test-

mischung gegeben.
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Abbildung 3-24: Temperatur-Maximum der »TMT aus Arabidopsis wunter in vitro-
Bedingungen.

3.6.5 EinfluB von Detergenzien, reduzierenden Substanzen und der Salzkon-

zentration auf die Enzymaktivitat

3.6.5.1 Salzkonzentration

Die Loslichkeit eines Proteins im wéBrigen Milieu ist empfindlich von der Konzentra-
tion geldster Salze abhdngig. Die Salzkonzentration wird im Allgemeinen in der Form der
Ionenstéirke angegeben.

Um die giinstigste Pufferkonzentration zu bestimmen, wurden im Assay verschiedene
Pufferkonzentrationen (10 bis 250 mM) untersucht (siche Abbildung 3-25). Wie man der
Graphik entnehmen kann, wurde die Enzymaktivitit im gewdhltem Pufferbereich nicht beein-
fluf3t.
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Abbildung 3-25: Einfluf3 der lonenstdirke auf die Enzymaktivitdt.

Zweiwertige Ionen, z.B. Mg®" und Ca”", erhdhen die Loslichkeit von Proteinen und sal-
zen sie nicht aus. Diese lonen konnen so stabilisierend wirken, sie konnen aber auch zur De-
naturierung beitragen.

Im Folgenden wurde der EinfluB zweiwertiger Tonen wie Mg®", Zn>", Mn®" und Ca*" bei
verschiedenen Konzentrationen (1 bis 40 mM) auf die Enzymaktivitit im Testansatz unter-
sucht (siche Abbildung 3-26). Aus der Graphik ist ersichtlich, daB sich Mg**-Ionen nicht we-
sentlich auf die Enzymaktivitit auswirkten. Ca*"-Ionen hemmten mit zunehmender Konzen-
tration die y-TMT-Aktivitdt, so daB man bei einer Konzentration von 40 mM nur noch ca.
70% der urspriinglichen Aktivitit messen konnte. 1 mM Zn**-lonen im Ansatz verringerten
die Enzymaktivitit um 50%. Ab 5 mM Zn>" konnte keine Aktivitit mehr verzeichnet werden.
Mn”"-Ionen hatten bei einer Konzentration von 1 mM keinen wesentlichen Einfluf auf die
Enzymaktivitit. Bei hoheren Mn*"-Konzentrationen nahm sie sprunghaft ab und war ab 5 mM

wie in Gegenwart von Zn®"-Ionen nicht mehr detektierbar.



Ergebnisse 71

120

100 - o ~

80 +

I 0 MM
60 ~ CI1mMm
I 2 mM
C15mM
N 20 mM
I 40 mM

Aktivitat in %

40 -

20

0 T T T T T
Kontrolle Mg Zn Mn Ca

Abbildung 3-26: Einfluf3 von zweiwertigen lonen auf die y-TMT Aktivitit im Assay

Da die zweiwertigen lonen keine Wirkung bzw. nur einen hemmenden Einfluf auf die
Enzymaktivitit hatten, wurde der Einflu von EDTA untersucht. EDTA (,,Komplexon®) ist
ein sechszdhniger organischer Ligand, der in der Lage ist, mit Erdalkali-lonen einen stabilen
Chelat-Komplex zu bilden. Der Versuch sollte zeigen, ob es sich ausschlieSlich um gemesse-
ne loneneffekte handelte oder ob zweiwertige lonen aus Verunreinigungen von Puffersub-
stanzen einen EinfluB hatten. Hierzu wurden dem MeBansatz verschiedene EDTA-
Konzentrationen (0,5, 1, 2, 5 und 10 mM) zugesetzt und die Enzymaktivitit gemessen (Kon-
trolle: Ansatz ohne EDTA). Die Enzymaktivitit wurde aber in keiner Weise beeinfluft, so da3
man sagen kann, da3 die gemessenen Effekte allein auf Ionen und nicht auf additive Effekte

durch Pufferverunreinigungen zuriickzufiihren waren.
3.6.5.2 Detergenzien und reduzierende Substanzen

Da es sich bei Vitamin E um lipidlosliche Substanzen handelt, wurde der Einflu3 von
Detergenzien im MefBansatz untersucht. Bei den Untersuchungen konnte festgestellt werden,
daf} der Einsatz von 0,5 % CHAPS die Enzymaktivitit um ca. 30 %, bezogen auf den Ansatz
ohne CHAPS, erhohte.

Weiterhin wurde auch der EinfluBl von reduzierenden Substanzen auf die Enzymaktivi-

tit untersucht, da es sich bei den Tocopherolen bzw. Tocotrienolen um Antioxidantien han-
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delt, welche leicht zur Oxidation neigen. Aus den Experimenten konnte gefolgert werden, daf3
der Einsatz von 5 mM DTT die enzymatische Aktivitit um ca. 30 — 35 % erhdhte.
Aufgrund der Ergebnisse wurden dem MeBansatz 0,5 % CHAPS und 5 mM DTT zuge-

setzt.

3.6.6 Stabilisierung der y-TMT aus Arabidopsis thaliana

Sobald man ein Protein aus seiner natiirlichen Umgebung entfernt, ist es vielen Agenzi-
en ausgesetzt, die es irreversibel schidigen konnen. Die in den Zellen vorhandenen Proteasen
konnten mittels eines Protease-Cocktails (,,Complete EDTA-free*; Firma Roche) inaktiviert
werden. Das Enzym konnte dadurch stabilisiert werden.

Unter anderem stellte sich das Problem der Stabilitidt wihrend der Lagerung des gerei-
nigten Enzyms. Dazu wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt. Als erstes wurde das
Enzym in verschiedenen Puffern mit und ohne Zusétze bei verschiedenen Temperaturen ein-

gefroren (siche Abbildung 3-27).
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Abbildung 3-27: Einfluf3 verschiedener Puffer, Zusditze und Temperaturen auf die Enzymakti-

vitdt

Wie Abbildung 3-27 zu entnehmen ist, fiihrte die Lagerung bei —20°C zu vollstandi-
gen Aktivititsverlust. Das Imidazol-Puffersystem eignete sich nicht zur Lagerung bei —80°C.
In Tricinpuffer bei pH 7,5 lieB sich das Enzym mit geringen Aktivitdsverlusten lagern. Au-
Berdem ist der Graphik zu entnehmen, dal Zusitze zum Reinigungspuffer vor der Lagerung

das Enzym beim Einfrieren stabilisierten. Da der Zusatz von Glycerin sich positiv auswirkte,
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wurden weitere Experimente mit Glycerin im optimiertem Puffersystem (50 mM Tris/HCI,

pH 8,5) bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt (siche Abbildung 3-28).
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20 % Glycerin 10 % Glycerin 0 % Glycerin Kontrolle
Abbildung 3-28: Lagerung der y-TMT bei verschiedenen Temperaturen und Glycerinkon-

zentrationen.

Die Lagerung der y-TMT in 10 % (v/v) zeigte bei den drei untersuchten Temperaturbe-
dingungen den geringsten Aktivititsverlust. Bei —80°C und bei Raumtemperatur konnte das
Enzym mit weniger als 10 % Aktivitdtsverlust gelagert werden. Aus diesem Grund wurde fiir

die Lagerung des Enzyms ein Tris/HCI-Puffer von pH 8,5 mit 10 % Glycerin verwendet.
3.6.7 Abhangigkeit der y-TMT-Aktivitat von der Proteinmenge und der Zeit

In den nachstehenden Abbildungen ist die Abhingigkeit der y-TMT von der eingesetz-
ten Proteinmenge (Abbildung 3-29) und der Inkubationszeit (Abbildung 3-30) aufgezeigt. Die

Versuche wurden mit dem rekombinanten Enzym durchgefiihrt.
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Abbildung 3-29: Bildung von a-Tocopherol durch die rekombinante y-TMT bei verschiede-

nen Proteinkonzentrationen.
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Abbildung 3-30: Zeitabhdngige Bildung von o-Tocopherol durch die rekombinante y-TMT

bei zwei verschiedenen Proteinkonzentrationen (A: 10 ug Protein; B: 1 ug Protein).

Aus den Untersuchungen zur Optimierung der Proteinkonzentration kann man schlie-
Ben, daB die Reaktionszeit fiir y-Tocopherol nicht mehr als 2 h betragen sollte. Es wurden
Proteinkonzentration zwischen 1 bis 4 pug Protein im Testansatz gewéhlt. Diese Messungen
dienten als Anhaltspunkt fiir die kinetischen Untersuchungen. Da das Enzym aber nicht im-

mer in der gleichen spezifischen Aktivitidt vorhanden war, wurden vor jeder kinetischen Un-



Ergebnisse 76

tersuchung Zeit- und Proteinkonzentrationsprofile neu untersucht, um so reproduzierbare Er-

gebnisse zu erhalten.

3.6.8 Substratspezifitat und kinetische Charakterisierung der rekombinanten

v-TMT aus Arabidopsis thaliana

In diesem Experimentteil wurde untersucht, welche Substrate von der rekombinanten
v-Tocopherolmethyltransferase aus Arabidopsis thaliana umgesetzt wurden. Getestet wurden
y-Tocopherol, B-Tocopherol und 8-Tocopherol sowie die entsprechenden Tocotrienole. SAM
diente bei diesen Reaktionen als Methyldonor. Auerdem erfolgte fiir alle Substrate eine um-
fangreiche kinetische Charakterisierung.

Die y-TMT akzeptierte y- und d-Tocopherol nicht aber -Tocopherol und die drei To-

cotrienole (y, 6 und P) als Substrat.

Abbildung 3-31: Michaelis Menten-Kinetiken der rekombinanten y-TMT aus Arabidopsis mit
integrierter Graphik der Lineweaver-Burk-Auftragung fiir folgende Substrate:
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Die Untersuchungen der Reaktionsgeschwindigkeit in Abhingigkeit von der Substrat-

konzentration der verschiedenen Substrate zeigten fiir das rekombinante Enzym das typische

Bild von Michaelis-Menten-Kinetiken.

Aus diesem Grunde wurden, wie schon fiir die y-TMT aus Paprika, zur Bestimmung der

K- und via-Werte die linearen Transformationen nach Lineweaver-Burk, Hanes und Eadie-

Hofstee verwendet. Die linearen Transformationen nach Lineweaver-Burk sind als kleine

Graphiken in die Michaelis-Menten-Kinetiken eingefiigt.

Eine Zusammenfassung der K- und vy.-Werte ist in Tabelle 3-9 gegeben.
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Lineweaver Burk Hanes Eadie-Hofstee
Substrat Kn Vmax Kn Vmax K Vmax
y-Tocopherol 49+0,7 147412 54406  145+12 45+0,6 142412
d-Tocopherol 42409 233445 33405 21,5430 39406 22,6+3,7
SAM 3,5409 15,1433 52414 187+1,1 59+08 153+1,1

Tabelle 3-9: Zusammenfassung der K,- und v,,.-Werte fiir die rekombinante y-TMT; Dimen-

sionen: K, in [uM] und vy, in [pkat/mg Protein]

Da sich, wie schon bei der y-TMT aus Paprika, die K,,-Werte flir y- und d-Tocopherol
nur unwesentlich unterschieden, wurde die Frage nach dem bevorzugten Tocopherol-Substrat
aus dem Verhiéltnis der vi./Kn-Werte abgelesen. In der nachstehenden Tabelle sind v /K-

Werte fiir die beiden Substrate aufgefiihrt.

Lineweaver Burk Hanes Eadie-Hofstee
Vmax/Km Vmax/Km Vmax/Km
Substrat [pkat/mg Protein*pM] [pkat/mg Protein*puM] [pkat/mg Protein*pM]
y-Tocopherol 3,0 2,7 32
d-Tocopherol 5,6 6,5 58

Tabelle 3-10: vyq0/Kn-Quotienten fiir y- und 6-Tocopherol

Das Verhiltnis der Quotienten von 8- zu y-Tocopherol ist ungefdhr zwei, was fiir eine

Bevorzugung von d-Tocopherol als Substrat der rekombinanten y-TMT spricht.

3.6.9 Reaktionsmechanismus der rekombinanten y-TMT

Bei der in dieser Arbeit betrachteten Reaktion sind fiir die Produktbildung zwei Sub-
stratmolekiile notwendig. Bei den Substratmolekiilen handelt sich um einen Tocopherolderi-
vat (y- bzw. O-Tocopherol) und S-Adenosyl-L-methionin. Die Enzymreaktion ist in

Abbildung 3-32 dargestellt.
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Abbildung 3-32: Mechanismus der Enzymreaktion der y-TMT und allgemeines Reaktionsver-
laufschema fiir eine Mehrsubstratreaktion (Cleland 1963)

Werden die Reaktionsprodukte einer Enzymreaktion aus zwei verschiedenen Substraten
A und B gebildet, so sind mehrere Reaktionsmechanismen moglich, die sich durch ihr kineti-
sches Verhalten unterscheiden lassen. Beim sequentiellen Mechanismus erfolgt die Produkt-
bildung, nachdem beide Substrate A und B an das Enzym gebunden sind, also aus dem terné-
ren Komplex EAB heraus (E steht fiir die y-TMT). Ist die Reihenfolge der Bindung von A
und B beliebig, so bezeichnet man den Mechanismus als Zufallsmechanismus (Random
Bi Bi-Mechanismus). Ist aber die Reihenfolge der Bindung der Substrate A und B an das En-
zym festgelegt, so bezeichnet man diesen Mechanismus als geordneten Bi Bi-Mechanismus
(Ordered Bi Bi-Mechanismus). Ein weiterer Mechanismus, der sich prinzipiell von den vor-
genannten unterscheidet, ist der sogenannte Ping-Pong-Mechanismus. Bei diesem Mechanis-
mus gibt es zwei stabile Enzymformen E und E'. Das Substrat A bildet mit der Enzymform E
einen Enzym-Substrat-Komplex, der unter Bildung des Reaktionsproduktes P in die Enzym-
form E’ gespalten wird. Das Substrat B kann nur mit dieser Enzymform E’ einen Enzym-
Substrat-Komplex E'B bilden, der dann in das Reaktionsprodukt Q unter Riickbildung der
Enzymform E gespalten wird. Durch kinetische Messungen ist es moglich, zwischen einem
sequentiellen und einem Ping-Pong-Mechanismus zu unterscheiden. Am geeignetsten ist da-
bei die abgeleitete reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk.

In Abbildung 3-33 sind die reziproken Auftragungen fiir beide Substrate A und B ge-

zeigt.



Ergebnisse 80

2,5 -
) 2 1 uM y-Tocopherol
—_ 1,5 4
£
[]
-
o
S 11
‘TU) 5 uM y-Tocopherol
E
b 0,5 4 o 10 pM y-Tocopherol
i 50 uM y-Tocopherol
= 100 uM y-Tocopherol
-
0,5 1 1,5 2 2,5 3
1
1/[uM] SAM
1 -
0,8 0,4 uM SAM
—_ 0,6 4
£
(]
-
e 0,4
= ' 2 uM SAM
CEn 4 pM SAM
S 0,2 24 uM SAM
©
X
Q.
=
-
0,5 1 1,5

-0,4
1/[uM] y-Tocopherol

Abbildung 3-33: Lineweaver-Burk-Auftragung fiir die Zweisubstratreaktion der y-TMT, A.)
y-Tocopherol variabel und 25 uM SAM; B.) SAM variabel und 50 uM y-Tocopherol

Wie aus den Abbildungen zu entnehmen ist, handelt es sich um einen sequentiellen Re-
aktionsmechanismus fiir die y-TMT. Um zu entscheiden, was fiir eine Art von sequentiellem

Mechanismus vorliegt, muflte die Produktinhibierung niher untersucht werden.

Wie man weil}, konnen Enzyme in ihrer Wirksamkeit auf unterschiedliche Weise beein-
flut werden. Diesen Umstand nutzt die lebende Zelle zur Regulation der Enzymaktivitéten.

Die Enzymaktivitdt kann durch spezifisch an definierte (katalytische oder regulatorische)
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Zentren bindende Liganden-Hemmstoffe oder Inhibitoren negativ beeinflult werden. Eine
Reduktion der Reaktionsgeschwindigkeiten, welche durch die Wechselwirkungen mit hydro-
phoben Verbindungen, Detergenzien oder chaotropen Stoffen, wie Ammoniumsulfat, verur-
sacht wird, féllt nicht unter den Begriff der Enzymhemmung. Im allgemeinen unterscheidet
man drei Hemmtypen: die Kompetitive, die Nicht Kompetitive und die Unkompetitive Hem-
mung.

In diesem Abschnitt wurde die Produktinhibierung der y-Tocopherolmethyltransferase
durch die Produkte S-Adenosylmethionin und a-Tocopherol untersucht (Abbildung 3-32).
Die Enzymreaktion wurde aus meftechnischen Griinden unter nicht séttigenden Substratbe-
dingungen durchgefiihrt (Konstante Substratkonzentrationen: 50 uM y-Tocopherol und
25 uM S-Adenosylmethionin).

Um zu kléren, welcher Reaktionsmechanismus bei der rekombinanten y-TMT zugrunde
liegt, wurden alle vier Substrat—Inhibitor—Variationen getestet. Die Abbildung 3-34 zeigt die
graphischen Darstellungen (A: Lineweaver-Burk; B: Hanes) fiir alle vier Inhibierungsvarian-
ten. Bei allen vier Varianten wurde das Bild einer Nicht Kompetitiven Hemmung erhalten
(Tabelle 3-11). Da unter nichtsittigenden Substratbedingungen gearbeitet wurde, kann nach
Bisswanger (1994) fiir den Reaktionsmechanismus ein Iso-Ordered Bi Bi-Mechanismus an-
genommen werden. Die verdnderte Produkthemmung verglichen mit dem Ordered Bi Bi-

Mechanismus ist durch die Isomerisierung des Enzyms im zentralen Komplex begriindet.
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Abbildung 3-34: Lineweaver Burk- (A) und Hanes-Diagramm (B) fiir die Produkthemmung
der »TMT durch ca-Tocopherol (I) und durch S-Adenosylhomocystein (Il), wobei von den
beiden Substraten entweder die Konzentration von y-Tocopherol (a) oder von SAM (b) vari-

iert wurde. Die Konzentration der Inhibitoren in uM ist in den Graphiken angegeben.

la)
21
=
A) 3uM «-TOC < B)

= ° 16 3pM a-TOC
£ 2 1M «-TOC
° < 0uM -TOC
x 1uM -TOC "o 11 4
o
i 0pM «-TOC E -
o S N
E 3
£ o
© P}
s =
s ‘ ‘ = ‘ : ‘ ‘ : : ‘
= -1.2/-0J7 . : 13 R a0 | 10 3 s 70 s 110

4

o [uM]
1/ [uM]
IT a)

30 uM SAH e 30 uM SAH
= % 25 UM SAH
2 x 20 uM SAH
'é' 25 uM SAH o 20 L S
o 2 0 uM SAH
‘o 20 uM SAH <
£ 10 M SAH s
T o
g UM SAH & ‘

2 15 s 110
= =
04 2]
1/ [uM] [uM]
0,1 4 1,2 4
A) = B) 2uM «-TOC
= aul e To¢ ‘s 1] g 10M o-TOC
c 0,08 4 UM o 2 ;
o 0,5uM «-TOC ° o 0,5uM «-TOC
- o 8
E 0.06 | 0pM a-TOC K -
< E’ 0,6 4
o 0.04 4 E 0pM «-TOC
E E 0,4
® 0 3
s = 0.2
= ‘ o ‘ ‘ ‘ = =
= 3 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 o2 02 o4 0.6 20 / 10 20 30 40 50
-0,02 0,2

1/[uM] [uM]



Ergebnisse 83

I1b)
_ A) 25uM SAH - B > 25UM SAH
.5 20 uM SAH g 2 %gﬁm&:
E 15 UM SAH ng_ 15 4:jMSAH
< 4pM SAH < ' 0uM SAH
E 0pM SAH «g ; .
i % 0.5
- = e ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
% 0,1 J) 3 E& -20 70 10 20 30 40 50
B v [uM]
Variables Substrat  Fixiertes Substrat Inhibitor Muster K;
y-Tocopherol SAM SAH Nicht Kompetitiv 15
y-Tocopherol SAM a-Tocopherol  Nicht Kompetitiv 7
SAM y-Tocopherol SAH Nicht Kompetitiv 26
SAM y-Tocopherol a-Tocopherol Nicht Kompetitiv 11

Tabelle 3-11: Produktinhibierungsanalyse fiir die -TMT

3.7 p-TMT-Antisense bei Arabidopsis thaliana

Das Ziel der Untersuchungen der y-TMT-Antisense-Pflanzen von Arabidopsis thaliana
war den Einfluf3 des erh6hten y-Tocopherolspiegels, der durch die Antisens-Wirkung entsteht,

auf die Gesamttocopherol-Biosynthese zu untersuchen.

Von der Firma SunGene (Dr. Marcus Ebneth) wurden Antisense-Pflanzen der
v-Tocopherolmethyltransferase fiir Tocopherol-Untersuchungen zur Verfiigung gestellt. In der
vorliegenden Arbeit wurde in diesen Pflanzen der Gesamttocopherolgehalt, o- und

y-Tocopherol und das Verhéltnis von a- zu y-Tocopherol bestimmt.

3.7.1 Pflanzen der F1-Generation

Bei der F1-Generation handelt es sich um eine heterozygote Generation. Von diesen
wurden die Linien 218-b und SG 19 auf die genannten Parameter hin untersucht.

In Abbildung 3-35 ist der a- und y-Tocopherolgehalt, das Verhidltnis von a- zu
v-Tocopherol und der Gesamttocopherolgehalt der Linie 218-b aufgezeigt. Es wurden sieben
Pflanzen mit einem kleineren o/y-Tocopherol-Verhiltnis als im Wildtyp selektiert. Es han-

delte sich dabei um die Pflanzen mit der Nummer 2, 4, 5, 10, 12, 14 und 25. Diese Pflanzen
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sollten in der F2-Generation weitergehend untersucht werden, um die Frage zu kléren, ob es
sich um y-Tocopherolmethyltransferase-Phénotypisch stabile Pflanzen handelte.
Aus der Antisense-Linie SG 19 konnte keine Pflanze mit einem verringerten

o-Tocopherol-Level in Vergleich zum Wildtyp selektiert werden.

3.7.2 Pflanzen der F2-Generation

Die F2-Generation wurde wie die F1-Generation auf ihre o- und y- Tocopherolvertei-
lung und den Gesamttocopherolgehalt untersucht. Hierzu wurden von jeder Linie fiinf Pflan-
zen geerntet und auf die zuvor erwéhnten Parameter hin untersucht.

Da die Pflanzen im Wachstum sehr inhomogen waren, wurden pro Pflanze zwei Proben
genommen.

In den nachstehenden Abbildungen (Abbildung 3-35 bis Abbildung 3-38 ) sind die a-
und y- Tocopherolverteilung und der Gesamttocopherolgehalt der verschiedenen Linien ge-
zeigt.

Bei den Untersuchungen hat sich gezeigt, da3 die Pflanzen der F1-Generation heterozy-
got waren. Die Antisensewirkung war bei den Nachkommen der Pflanzen 4, 12 und 20 nicht
mehr nachweisbar. Die Nachkommen der Pflanzen 10, 14 und 25 zeigten noch eine schwache
Antisensewirkung. Bei den Nachkommen der Pflanze 5 konnte kein o-Tocopherol mehr
nachgewiesen werden. Deshalb handelte es sich bei den Nachkommen der Linie 218-b-5 um
Pflanzen mit Antisenswirkung. Der Gesamttocopherol-Spiegel hatte sich im Vergleich zum
Wildtyp aber nicht verdndert, was darauf hinweist, dal a-Tocopherol keine Feedback-

Reaktion auf die Gesamttocopherol-Biosynthese ausiibt.
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Abbildung 3-35: FI-Generation der Antisens-Pflanzen der Arabidopsis-Linie 218-b: A: Ver-

hdltnis a/y-Tocopherol; B: Gesamttocopherolgehalt; C: a- und y-Tocopherolverteilung
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Abbildung 3-37: o- und y-Tocopherolverteilung und Gesamttocopherolgehalt der Linien 218-b-(12), -(10) und —(14)
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4 Diskussion

Die Tocopherole sind eine Klasse von lipidloslichen Antioxidantien, welche essentielle
Bestandteile der menschlichen Nahrung sind. Aufgrund der antioxidativen Wirkung wird To-
copherol in der Medizin bei Krankheiten, die durch reaktive Sauerstoff-Spezies ausgeldst
werden konnen (Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs und durch Alterung bedingte Krank-
heiten wie z. B. Arthritis), verabreicht.

Vitamin E kommt in tierischen, pflanzlichen und mikrobiellen Organismen vor, kann
aber nur von Photosynthese betreibenden Organismen gebildet werden (McLaughlin 1979,
Hess 1993).

Seit der Isolierung des Vitamin E aus Weizenkeimdl wurde mittels der zur Verfiigung
stehenden biochemischen und molekularbiologischen Methoden das Vorkommen, die Wir-
kungsweise und Biosynthese des Vitamin E néher beschrieben.

Uber die Enzyme des Tocopherolsyntheseweges bzw. deren Eigenschaften liegen zur

Zeit nur ungeniigende Informationen vor.

4.1 Zusammenhang zwischen Tocopherol- und Lipidgehalt

Da in der Literatur methodisch bedingte widerspriichliche Angaben iiber die Tocophe-
rolgehalte verschiedener Organismen aus dem Reich der Hoheren Pflanzen und Algen vorla-
gen, wurden Organismen, die fiir die weitere Arbeit von Interesse waren, mit einer einheitli-
chen Methodik auf ihre Tocopherolgehalte hin neu untersucht. Es wurde festgestellt, dafl Sa-
men oft y-Tocopherol, griine Blitter und Algen vorwiegend a-Tocopherol akkumulieren (sie-
he Kapitel 3.1).

Wie in den Tabellen 3-1 und 3-3 dargestellt, ist die Akkumulation der Carotinoide im
Paprika-Perikarp von ansteigenden Tocopherol- und Triacylglyceridgehalten begleitet, wobei
in den Triacylglyceriden gleichzeitig der Anteil an ungesittigten Fettsduren wie Linol- (20-
50%) und Linolensdure (15-25%) zunimmt. Die Tocopherolzusammensetzung ist durch hohe
o-Tocopherolkonzentrationen (80-90%) und niedrige Gehalte von - (<20%) und y-Tocophe-
rol (bis zu 3%) gekennzeichnet. Mit der Abnahme des Gesamttocopherols im Gewebe neh-
men auch die Gehalte an 3- und y-Tocopherol ab. Wie schon Camara und Monéger (1977 und
1983) beschrieben, steigt wihrend der Verfarbung des Paprika-Perikarps von griin nach rot
die Akkumulation der Triacylglyceride an. Dies unterstiitzt die These, da3 die Triacylglyce-

rid-Akkumulation moglicherweise mit der Bildung von Plastoglobuli (Lipidtropfchen) im
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Zusammenhang steht, welche neben den Lipoprotein-Fibrillen (Derucre et al. 1994) als Ab-
sonderungsstrukturen fiir die Endprodukte der Carotinoidbiosynthese angesehen werden
(Rabbani et al. 1994). Ferner sind die akkumulierten Tocopherole als Antioxidantien fiir den
Peroxidationsschutz der Carotinoide und lipidgebundenen polyungeséttigten Fettsduren vor-

stellbar (Fryer 1992).

4.2 y-Tocopherolmethyltransferase

4.2.1 Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase aus Capsicum annuum

Das von Camara et al. (1985) verdffentlichte Reinigungsprotokoll fiir die y-Toco-
pherolmethyltransferase aus Capsicum annuum umfalite zwei Féllungsschritte (Aceton-und
Ammoniumsulfatfillung), drei Chromatographie-Siulentrennungen (Affinitits-Chroma-
tographie, —Rechromatographie an Blue Sepharose und eine Anionenaustauscherchroma-
tographie an DEAE-Sepharose) und eine SDS-PAGE. Als y-Tocopherolmethyltransferase
wurde ein Protein von 33 kDa isoliert, welches in der Abwesenheit von Detergentien Aggre-
gate mit hohen Molekulargewichten bildete (ohne Detergentien: 430 kDa, mit Detergentien:
165 kDa). Sequenzdaten wurden von der Arbeitsgruppe Camara aber nicht gezeigt.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der Publikation von Camara et al. (1985) die
Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase bis zur vollstindigen Homogenitit nicht repro-
duziert werden. Aus diesem Grund wurden zusétzliche Sédulenchromatographie—Schritte und
veranderte Chromatographie-Bedingungen etabliert.

Vor der Beladung der ersten Sdule wurden eine Acetonfillung und zwei fraktionierte
Ammoniumsulfatfallungen durchgefiihrt, wodurch sich die Gesamtproteinmenge um ca. 66 %
verringerte. Die Reihenfolge der Sdulenchromatographie-Trennungen wurde dahingehend
verdndert, dafl die Anionenaustauscher-Chromatographie an den Anfang und die Affinitéts-
Chromatographie an das Ende der Reinigung gesetzt wurden. Diese MalBlnahme wurde bevor-
zugt, da das Enzym bei umgekehrter Reihenfolge der Sédulenschritte nicht an die Affinitéts-
sdule gebunden hatte und, wie auch schon von Camara et al. (1985) beschrieben, so kein be-
deutender Reinigungsfaktor erzielt werden konnte. Als zusitzliche Reinigungsschritte wurden
eine zweite Anionenaustauscher-Chomatographie an DEAE-Sepharose (Rechromatographie)
bei verdndertem pH-Wert, eine Hydroxylapatit-Chromatographie und zwei Gelfitrationen

unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt. Weiterhin wurden noch zwei weitere Siu-
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len unter nativen und eine unter denaturierenden Bedingungen getestet. Dabei handelte es
sich um eine Affinitdts-Chromatographie an Adenosin-Sepharose, eine Anionenaustauscher-
Chromatographie an Res Q und um eine Adsorbtionschromatographie an YMC*Gel Butyl C4
(denaturierende Bedingungen). Die beide nativen Sdulentrennungen fiihrten aber zu einem
direkten Enzymaktivitatsverlust, der auf Wechselwirkungen des Proteins mit der Matrix zu-
rickzufiihren sein konnte. Die Adsorbtionschromatographie fiihrete ebenfalls zu keiner Rei-
nigung, da das Enzym irreversibel an die Sdulenmatrix gebunden wurde. Eine Affinititschro-
matographie mit SAM als Ligand war aufgrund der Instabilitét dieses Substrates nicht mog-
lich. Die Reinigung der y-Tocopherolmethyltransferase stellte sich insgesamt aufgrund der
hohen Aktivitétsverluste im Verlauf der Reinigung als schwierig dar. Um auf eine zeitrauben-
de und durch Oberflachenabsorption verlustreiche Konzentrierung des Enzyms zwischen den
Reinigungsschritten zu verzichten, muflte die gesamte Reinigung in verdiinnten Enzymlsun-
gen stattfinden. Die Enzymaktivitit verringerte sich aber in verdiinnten Lésungen deutlich.
DalBl Enzymlosungen zuweilen sehr labil sind, wenn bestimmte Stabilisatoren - wie z.B. ande-
re Proteine des Rohextraktes - im Verlauf der Reinigung abgetrennt werden, ist bekannt. Ver-
suche, das Enzym durch BSA, Glycerin etc. zu stabilisieren, schlugen fehl. PEG als einzig
mogliche Konzentrierungsmethode konnte aufgrund der bendtigten Zeit zur Reduktion der
Losung nur am Ende der Reinigungssequenz eingesetzt werden. Aus diesem Grunde wurden
die beiden letzten S&ulenschritte auch unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt.
Durch die beschriebene Reinigungsprozedur konnte die y-Tocopherolmethyltransferase bei
einer Ausbeute von 9 % um den Faktor 45 (bezogen auf die konventionelle Reinigung) ange-
reichert werden. Dieser Reinigungsfaktor ist mit dem der Arbeitsgruppe Camara und

d’Harlingue (1985) und Ishiko et al. (1992) zu vergleichen.

4.2.2 Charakterisierung der y-Tocopherolmethyltransferase aus Capsicum

annuum (rote Varietat)

Die Temperatur- und pH-Optima der y-Tocopherolmethyltransferase lagen bei etwa
35°C und pH 7,5 und wurden im solubilisierten Enzymextrakt nach der Acetonféllung be-
stimmt. Diese Befunde stimmen grundsitzlich mit den fiir die y-Tocopherolmethyltransferase

erzielten Ergebnissen von Camara und d’Harlingue (1985) und Ishiko et al. (1992) {iberein.

Das Molekulargewicht der y-Tocopherolmethyltransferase wurde mittels nativer Gelfil-

tration und der Photoaffinitdtsmarkierung bestimmt. Durch Gelfiltration an einer Superdex
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200-Sdule wurde fiir das Rohenzym ein Molekulargewicht von mehr als 600 kDa kalkuliert,
was darauf schlieBen 146t, daBB im Rohenzym die y-Tocopherolmethyltransferase als Aggregat
aus mehr als 17 Monomeren vorlag. Je reiner das Enzym war, um so kleiner waren die Ag-
gregate. Diese Aggregatbildung wurde auch schon von den Arbeitsgruppen Camara und
d’Harlingue (1985) und Ishiko et al. (1992) beschrieben. Nach dem letzten Reinigungsschritt
konnte mittels Gelfiltation fiir die y-Tocopherolmethyltransferase das Molekulargewicht fiir
ein Monomer von 36 kDa ermittelt werden.

Dieser Befund wurde durch die Photoaffinitits-Markierung bekréftigt. Bei der Photoaf-
finitdts-Markierung handelt es sich um eine Methode, die bei der ACC-Synthase beschrieben
wurde. Die ACC-Synthase (Aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthase) ist ein wichtiges
Enzym der Ethylenbiosynthese und katalysiert mit Pyridoxalphosphat (PLP) als Cofaktor bei
zwischenzeitlicher Bildung einer Schiff’schen-Base die Synthese von ACC (Satoh und Esashi
1986; Satoh und Yang 1989a und b, Yip et al. 1990). Wahrend der Katalyse von ACC wird
alle 30.000 Reaktionen durch eine f,y-Spaltung, anstelle einer a,y-Spaltung, ein Teil von
SAM kovalent an einen Lysinrest im aktiven Zentrum gebunden. Die irreversible Hemmung
der ACC-Synthase durch die kovalente Bindung des Substrates kann fiir eine Markierung des
Enzyms mit '*C-SAM genutzt werden (Satoh und Yang 1988; 1989a und b; Yip et al. 1990).
Auch fiir verschiedene Methyltransferasen wurde die Markierung mit '*C-SAM als Substrat
bei einer Wellenldnge von 254 nm beschrieben (Som und Friedmann 1991; Subbaramaiah
und Simms 1992).

Mit der fiir die ACC-Synthase und verschiedene andere Methyltransferasen beschriebe-
nen Methode der Photoaffinitdts-Markierung konnte nach 2 Stunden Inkubation des partiell
gereinigten Proteinextraktes ein Protein mit '*C markiert werden. Nach der Inkubation wur-
den die Proteine mittels Chloroform/Methanol gefillt, anschlieBend in einem SDS-haltigen
Probenpuffer aufgenommen und mittels SDS-PAGE nach ihren Molekulargewichten getrennt.
Anhand der '"C-Markierung einer Proteinbande im Gel konnte fiir die y-Tocopherol-
methyltransferase eine Molekiilmasse von 36 kDa ermittelt werden. Da nur eine Bande mar-
kiert wurde, kann man eine unspezifische Markierung ausschlieBen. Auflerdem hétten unspe-
zifisch markierte Proteine auch nicht die SDS-Behandlung iiberstanden.

Die Ergebnisse von Gelfiltration und Photoaffinitits-Markierung zeigen klar, daf3 es
sich bei der y-Tocopherolmethyltransferase um ein Monomer von 36 kDa handelt.

Im Folgenden wurde die Substratspezifitit der y-Tocopherolmethyltransferase unter-
sucht. Als Substrate wurden -, y- und 3-Tocopherol und die entsprechenden Tocotrienole

untersucht. SAM diente jeweils als zweites Substrat. Es wurde festgestellt, dall der partiell
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gereinigte Proteinextrakt y- und d-Tocopherol und die entsprechenden Tocotrienole methy-
liert. B-Tocopherol und B-Tocotrienol wurden als Substrate nicht akzeptiert. Diese Ergebnis-
se deuten darauf hin, da3 nur der hydrophile Chromanolrest fiir die Substraterkennung wichtig
ist, wobei die Methylierung speziell in der C5-Position (ortho-Position) stattfindet (siche
Abbildung 4-1), wéahrend der hydrophobe Schwanz lediglich zur Verankerung des Substrates
eine Rolle spielt. Da es sich bei dem Enzymextrakt nicht um eine homogene Enzymlosung,
sondern um einen partiell gereinigten Extrakt mit den entsprechenden Enzymaktivitdten han-
delte, wurden die Elutionsprofile der Methyltransferase-Aktivititen fiir y- und 6-Tocopherol
ndher untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dafl beide Enzymaktivititen zu exakt densel-
ben Zeiten von den verwendeten Sdulen (Anionenaustauscher-Chromatographie und Chro-
matofocussing) eluierten. Auerdem wurde der Extrakt nach der partiellen Reinigung zusétz-
lich auf Methyltransferase-Aktivitdten untersucht und zeigte vergleichbare Aktivitéten fiir die
Methylierung von y-Tocotrienol und von y-Tocopherol. Daraus kann man schlieBen, dal3 die
genannten Substrate entweder durch ein Enzym oder durch Enzyme mit sehr dhnlichen En-
zymeigenschaften bzw. sogar sehr dhnlichen Proteinsequenzen methyliert werden. Wie schon
von Arango und Heise (1998) angenommen, handelt es sich bei der y-Tocopherolmethyl-
transferase vermutlich um ein membrangebundenes Enzym.

Die Ergebnisse der kinetischen Eigenschaften der y-Tocopherolmethyltransferase zeigen
deutlich, dal} es sich bei diesem Enzym um ein einfaches ,,Michaelis-Menten-Enzym* han-
delt. Aus diesem Grunde wurden zur Bestimmung der K- und vy,.x-Werte fiir die vier Sub-
strate die linearen Transformationen nach Lineweaver-Burk, Hanes und Eadie-Hofstee durch-
gefiihrt. Da, wie aus Tabelle 3-6 ersichtlich, alle vier Vitamin E-Derivate dhnliche K,,-Werte
aufwiesen, wurde der Quotient aus vy und Ky, gebildet. Der Quotient gibt Aufschluf3 {iber
die Bevorzugung eines Substrates und wird normalerweise fiir die Charakterisierung von
Isotopen-Effekten verwendet. Da in dem vorliegenden Fall ein &hnlicher Effekt, ndmlich ein
sogenannter Substitutionseffekt betrachtet wird, ist die Wahl dieser Auswertungsmethode
zuldssig (Biswanger 1994). Anhand der Quotienten kann man schlieBen, dafl keines der Vit-
amin E-Derivate direkt bevorzugt wird. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die gelbe Va-
rietdt von Capsicum annuum erhalten, mit der Einschrinkung, dall die Maximalgeschwindig-

keit verglichen mit der roten Varietit um den Faktor 2 kleiner war.
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Abbildung 4-1:  Methylierung von y- bzw. &~ Tocopherol / Tocotrienol (1) durch S-Adenosyl-
methionin (3). Die Reaktionsprodukte sind o~ bzw. [- Tocopherol / Tocotrienol (2) und S-
Adenosylhomocystein (4).

4.2.3 Charakterisierung der rekombinanten y-Tocopherolmethyltransferase

aus Arabidopsis thaliana

Die mittels der Affinitditschromatographie an Nickel-Agarose gereinigte rekombinante
v-Tocopherolmethyltransferase aus Arabidopsis thaliana hatte bei etwa 33°C und einem
pH-Wert von 8,5 ihre maximale Aktivitidt. Die Enzymaktivitit war in einem pH-Bereich von

8,0 bis 9,5 und bei einer Salzkonzentration von 10 bis 250 mM relativ stabil. Zweiwertige
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Ionen (wie Mg2+, Ca*", Mn *"und Zn*") erhéhten die Enzymaktivitdt nicht, sondern konnten
bei hoheren Konzentrationen hemmend wirken (sieche Abbildung 3-26). Der Zusatz von
EDTA hatte keinen Einflull auf die Enzymaktivitit. Dithiothreitol (5 mM) stimulierte die En-
zymaktivitdt um 30-35 %. Die Zugabe von Detergenzien wie 0,5 % CHAPS erhohten die Ak-
tivitdt ebenfalls um ca. 30 %. Zur Lagerung der y-Tocopherolmethyltransferase wurde ein 50
mM Trispuffer, welcher 10% Glycerin enthielt, benutzt. Bei —80°C konnte das Enzym ohne
wesentlichen Aktivitdtsverlust gelagert werden.

Das Molekulargewicht der rekombinanten y-Tocopherolmethyltransferase wurde mittels

denaturierender SDS-PAGE auf 36 kDa geschitzt.

Die Methylierungsexperimente der sechs Vitamin E-Derivate, -,y- und d-Tocopherol
sowie der entsprechenden Tocotrienole mit SAM als Methyldonor zeigten, dall das rekombi-
nante Enzym nur y- und §-Tocopherol fiir die Methylierungsreaktion akzeptierte. -Tocophe-
rol und die Tocotrienolverbindungen wurden nicht als Substrate akzeptiert. Diese Beobach-
tung zeigt deutlich, da3 auch die rekombinante y-Tocopherolmethyltransferase den Chroma-
nolrest des Akzeptormolekiils spezifisch in C5-Position (ortho-Position) methylierte (siche
Abbildung 4-2).

H CH;
HO 5“& /S,AH HO
o 4 g 0 :
R R
1 CHs 1 CHa
CHs CHs

Abbildung 4-2: Orthospezifische Methylierung der rekombinanten y-Tocopherolmethyl-

transferase. Bei der Reaktion von y- zu a-Tocopherol steht R fiir CHjs, bei der Reaktion von

o zu [-Tocopherol R, fiir H.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die rekombinante y-TMT y- oder
d-Tocopherol als Methylierungsakzeptor bevorzugt. Zur Kldarung wurden kinetische Untersu-
chungen durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, da3 die Reaktionsgeschwindigkeit des rekombinan-
ten Enzyms in Abhéngigkeit von der Konzentration der untersuchten Substrate dem typischen
hyperbolischen Verlauf einer Michaelis-Menten-Kinetik folgte. Weiterhin konnte gezeigt
werden, daBl die K,-Werte fiir alle drei Substrate sehr dhnlich waren und zwar fiir

y-Tocopherol: 4,9 uM, fiir 3-Tocopherol 3,8 uM und fiir S-Adenolsyl-Methionin 4,9 uM. Die
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Maximalgeschwindigkeiten fiir y-Tocopherol und S-Adenolsyl-Methionin waren mit etwa
15 pkat/mg Protein identisch. Die Maximalgeschwindigkeit fiir 3-Tocopherol war aber rund
zweimal groBer, was auch in dem Verhéltnis der v, /Kn-Werte von 8- zu y-Tocopherol zum
Ausdruck kommt. Damit wurde gezeigt, dal d-Tocopherol als Substrat der rekombinanten
v-TMT aus Arabidopsis bevorzugt wird.

Die erhaltenen Daten stimmen zwar beziiglich der Positionsspezifitit des Enzyms bei
der Methylierung des Tocopherol-Substrates, nicht aber in Bezug auf das bevorzugte Methy-
lierungssubstrat mit denen der Arbeitsgruppe DellaPenna et al.(1998) iiberein. Diese Autoren
fanden eine zweifach hohere spezifische Aktivitdt fiir y-Tocopherol als Substrat. Da diese
Feststellungen jedoch nicht auf kinetischen Untersuchungen, sondern allein auf Endpunkt-
messungen bei sehr unterschiedlichen y- (50 uM) und 8-Tocopherol-Konzentrationen (5 mM)
basieren, kann jedoch eine Substratiiberschu3-Hemmung nicht ausgeschlossen werden, was
die niedrigere Maximalgeschwindigkeit dieser Autoren fiir 5-Tocopherol erkldren wiirde. Au-
erdem wére noch zu kldren, ob der His-tag und das Transitpeptid, bei dem von der Firma
SunGene gewihlten Expressionssytem, einen Einflul auf die Substratspezifitat hat.

Da die y-Tocopherolmethyltransferase aus Arabidopsis d-Tocopherol als Substrat be-
vorzugt, in Wildtyp Arabidopsis Pflanze aber hauptsidchlich a-Tocopherol und nicht
B-Tocopherol gebildet wird, kann man aus den Daten schlullfolgern, da3 die Regulation die-
ses Stoffwechselweges auf einer fritheren Ebene der Tocopherolbiosynthese (sieche Abbildung

1-4) stattfinden muB.

4.2.4 Reaktionsmechanismus der rekombinanten y-Tocopherolmethyl-

transferase aus Arabidopsis thaliana

Bei der durch die rekombinante y-Tocopherolmethyltransferase katalysierten Enzymre-
aktion handelt es sich um eine Zwei-Substrat-Reaktion. Die Substratbindung eines Enzyms
kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen. Man unterscheidet generell zwei Arten,
den sequentiellen und den Ping-Pong-Mechanismus. Der sequentielle Mechanismus wird in
zwei Untergruppen unterteilt, den Random-Mechanismus und den Ordered Bi Bi-
Mechanismus mit seinen zwei Spezialfdllen, dem Theorell-Chance- und dem Iso-Ordered
Bi Bi-Mechanismus. Durch kinetische Untersuchungen mit variierenden Substratkonzentra-
tionen kann man zwar zwischen einem sequentiellen und einem Ping-Pong-Mechanismus
unterscheiden, den genauen Typ des sequentiellen Mechanismuses kann man aber erst nach

Produktinhibierungsexperimenten bestimmen (Hiibner 1989).
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Aus den Untersuchungen mit variierenden Substratkonzentrationen (siehe Abbildung
3-33) kann man entnehmen, dal3 die durch die rekombinante y-Tocopherolmethyltransterase
katalysierte Enzymreaktion dem sequentiellen Mechanismus folgt. Durch Produktinhibie-
rungsexperimente (Abbildung 3-34) konnte der Typ genauer bestimmt werden. Alle 4 Mog-
lichkeiten der Substrat-Produkt-Variation ergaben eine Nicht Kompetitive Inhibierung. Die
Auswertung erfolgte nach Lineweaver Burk und Hanes. Anhand der vorliegenden Daten wird
fiir die Zwei-Substrat-Reaktion der rekombinanten y-Tocopherolmethyltransferase ein Iso-
Ordered Bi Bi-Mechanismus vorgeschlagen. Bei dem Iso-Ordered Bi Bi-Mechanismus han-
delt es sich wie oben beschrieben um einen Spezialfall des Ordered Bi Bi-Mechanismus, bei

dem es zu einer Isomerisierung des Enzyms im zentralen Komplex kommt (Abbildung 4-3).

v-Tocopherol SAM a-Tocopherol SAH
A B P
E EA EAB FQ F E
FPQ

Abbildung 4-3: Schema fiir den Iso-Ordered Bi Bi-Mechanismus einer Zwei-Substrat-

Reaktion

4.2.5 y-Tocopherolmethyltransferase-Antisense-Pflanzen von Arabidopsis

thaliana

Um zu kldren, ob es sich bei der y-Tocopherolmethyltransferase um ein Schliisselenzym
der Vitamin E-Biosynthese handelt oder ob die Endprodukte des Enzyms als Regulator der
Tocopherolbiosynthese fungieren, wurden y-Tocopherolmethyltransferase-Antisense-Pflanzen
von Arabidopsis auf ihren Tocopherolgehalt und die Tocopherolverteilung hin untersucht. Die
Pflanzen wurden von der Firma SunGene (Dr. Ebneth ) zur Verfiigung gestellt.

Es wurden zwei Pflanzenlinien (Linie 218-b und SG 19) untersucht und sieben Pflanzen
der 218-b Linie mit geringem a-Tocopherolgehalt selektiert. Diese Pflanzen (2, 4, 5, 10, 12,
14 und 25) hatten einen erhdhten y-Tocopherolspiegel und nur wenig a-Tocopherol. Der Ge-
samttocopherolgehalt verdnderte sich in Bezug auf den Wildtyp dagegen nicht. Von den

Pflanzen wurden Samen gewonnen. Bei der Nachkommenschaft der F2-Generation der Pflan-
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ze 5 konnte kein a-Tocopherol mehr nachgewiesen werden, d.h. die Pflanze fiinf war in Be-
zug auf den y-Tocopherolmethyltransferase-Antisense-Phénotyp stabil. Der Gesamttocophe-
rolgehalt verdnderte sich dagegen im Vergleich zum Wildtyp nicht. Da sich also nur die To-
copherolverteilung aber nicht der Gesamttocopherolgehalt dnderte, wird angenommen, daf3
das Endprodukt der y-Tocopherolmethyltransferase o-Tocopherol keine Feedback Reaktion
auf die Vitamin E-Biosynthese ausiibt.

Diese Befunde bestdtigen die durch die Arbeitsgruppe DellaPenna 1998 publizierten
Ergebnisse. Diese Autoren transformierten Arabidopsis mit dem Pflanzenexpressionskon-
strukt pDC3 A.t.y-TMT, welches die volllaingen-cDNA der Arabidopsis y-Tocopherolmethyl-
transferase unter der Kontrolle des samenspezifischen DC3-Promoter aus Karotten enthalt.
Aus ihren Untersuchungen schlossen sie, daf3 die y-Tocopherolmethyltransferase nur das Ver-
héltnis von a- zu y-Tocopherol, aber nicht den Gesamttocopherolgehalt in den Samen beein-
flu3t.

Aus allen hier dargestellten Ergebnissen kann man folgern, da3 die Regulation auf einer
fritheren Stufe der Tocopherolbiosynthese stattfinden muf}. So scheint es wahrscheinlich, daf3
die a-Tocopherolbiosynthese wihrend der Entwicklung vom Etio- zum Chloroplasten bzw.
vom Chloro- zum Chromoplasten (Lichtenthaler 1966) und wihrend der Seneszenz bzw.
Verwundung (Rise et al. 1989) auf der Stufe der mRNA-Expression von Genen reguliert
wird, die fiir die Biosynthese von Tocopherolvorstufen wie 4-Hydroxyphenylpyruvat, Homo-
gentisinsdure, Isopentenylpyrophosphat und Phytylpyrophosphat codieren. Die Akkumulation
dieser Vorstufen wird durch erhdhte Aktivititen der Tyrosinaminotransferase (TAT), der
4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (OHPP-Dioxygenase), einer Transketolase
(CapTKT2) und der Geranylgeranyl-Reduktase induziert, deren cDNAs inzwischen cloniert
und {iberexprimiert wurden (Lopukhina et al. 2001, Norris et al. 1998, Bouvier et al. 1998,
Keller et al. 1998). Interessanterweise konnen Seneszenz-auslosende Phytohormone wie
Ethylen und Octadecanoide wie z.B. Jasmonat zu einer Steigerung der genannten Enzyme
(Kleber-Janke und Krupinska 1997, Lopukhina et al. 2001) und damit moglicherweise zur
Synthese von Vitamin E fiihren, das wie bereits beschrieben eine Schutzfunktion gegen die
bei Pathogenangriff, Stref und Chlorophyllabbau gebildeten reaktiven Sauerstoff-Spezies
bildet.
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4.3 Weiterfiihrende Experimente

1. Nach der Erstellung einer c-DNA-Bank aus Friichten von Capsicum annuum wire
es moglich, anhand der Sequenzdaten der y-TMT aus Aarabidopsis thaliana Oligo-
nukleotidprimer spezifisch fiir Methyltransferase-Motive abzuleiten, mit denen diese
cDNA-Bank mit PCR-Methoden durchsucht werden konnte. Aus der erhaltenen
cDNA kann die Proteinsequenz der y-TMT aus Capsicum ermittelt werden. An-
schlieBend konnte das Enzym aus Capsicum mittels molekularbiologischer Metho-
den in E. coli exprimiert werden. Das im heterologen System produzierte Enzym
kann dann mit dem aus Arabidopsis in Bezug auf Substratspezifitit verglichen wer-
den. Aulerdem wire es moglich, anhand des in E. coli produzierten Enzyms zu klé-
ren, ob es sich bei der beschriebenen Methyltransferase-Aktivitit (Umsatz von To-
copherol und Tocotrienol) in Capsicum um die Enzymaktivitdt von einem oder meh-
reren Enzymen handelt. AuBlerdem konnte auf diese Weise untersucht werden, ob
Isoenzymformen in Capsicum existieren.

2. In bestimmten Entwicklungsphasen fiihrt ein UberschuB an Geranyl-Geranyl-
Pyrophosphat zur Erhéhung der Biosynthese der Carotinoide. Diese Carotinoide
werden dann im Chromoplasten abgelagert. Deshalb wére es von Interesse zu unter-
suchen, ob die Tocotrienolbiosynthese, in der ebenfalls Geranyl-Geranyl-
Pyrophosphat als Synthesevorstufe verwendet wird, im Zusammenhang mit der
Ausbildung der Chromoplasten zu sehen ist.

3. Die Fragestellung, ob der His-tag und das Transitpeptid die Substratspezifitit der
v-TMT beeinflussen, konnte durch die Wahl eines Expressionsvektors, welcher kei-
nen His-fag nach der Expression ausbildet, und der Modifizierung der cDNA durch
PCR, so daB} kein Transitpeptid mehr vorhanden ist, untersucht werden.

4. Unabhidngig von den oben dargestellten Problemstellungen wire es interessant,
mehr iiber die Regulation der Tocopherolbiosynthese zu erfahren. Hierzu konnten
Mutationen erzeugt werden, welche einen Defekt in der Tocopherolbiosynthese

aufweisen.
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5 Zusammenfassung

1. Photosynthetisch aktive Algen und Pflanzenorgane enthalten vergleichbare Mengen
an a-Tocopherol. In den untersuchten Pflanzensamen fallt die starke Anhdufung von

y-Tocopherol auf.

2. Bliitenblitter von Tagetes und Fruchtschalen von Capsicum annuum (Paprikascho-

ten) akkumulieren a-Tocopherol in relativ hohen Konzentrationen.

3. In den Plastiden reifer Paprikaschoten steigt mit der Zunahme der Carotinoidkon-
zentration der Gehalt an Tocopherolen und Triacylglyceriden mit steigenden Antei-
len an ungesittigeten Fettsduren an. Diese spezifische Lipidakkumulation wird mit
der Carotinoidablagerung in Liposomen (Plastoglobuli) in Zusammenhang gebracht.
Die Tocopherolzusammensetzung ist durch hohe a-Tocopherol- und geringe 3- und

y-Tocopherolgehalte gekennzeichnet.

4. Die y-Tocopherolmethyltransferase aus Capsicum ( rote Friichte) wurde mit einem
Reinigungsfaktor von 45 partiell gereinigt. Eine Reinigung bis zur vollstindigen
Homogenitidt war nicht moglich, da das Enzym sehr instabil war. Die Lebensdauer
in verdiinnter Losung betrug fiinf Tage. Die Konzentrierung des Proteins war wegen
des lipophilen Charakters des Enzyms mit herkdmmlichen Methoden nicht moglich.
Mit BSA und Lipiden war es nicht moglich, die y-Tocopherolmethyltransferase zu

stabilisieren.

5. Charakterisierung der y-Tocopherolmethyltransferase aus roten Paprikaschoten:
Das Enzym zeigte ein pH-Optimum von pH 7,5.
Das Temperatur-Maximum lag bei 35°C.
Die Molekiilmasse des Enzyms wurde mittels Gelfiltration und Photoafti-
nitdtsmarkierung auf 36 kDa geschétzt.
Das partiell gereinigte Enzym zeigte Methyltransferaseaktivitit sowohl fiir
y- und d&-Tocopherol wie auch fiir die entsprechenden Tocotrienole.

B-Tocopherol bzw. B-Tocotrienol wurden als Substrat nicht akzeptiert.
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Daraus wurde gefolgert, da3 die y-Tocopherolmethyltransferase die aroma-
tische Kopfgruppe vom Tocopherol spezifisch an der C5-Position in ortho-
Stellung zur Prenylgruppe methyliert.

Ein bevorzugtes Substrat wurde nicht gefunden.

6. Charakterisierung der y-Tocopherolmethyltransferase aus gelben Paprikaschoten:

Das Enzym aus gelben Paprikaschoten zeigte die gleichen Substratspezifi-
tdten wie das aus roten Paprikaschoten. Die maximale Aktivitdt war jedoch

nur halb so groB.

7. Charakterisierung der rekombinanten y-Tocopherolmethyltransferase aus Arabidop-

sis thaliana, die in E. coli iiberexprimiert wurde:

Das mittels Affinitdtchromatographie gereinigte Enzym zeigte ein Tempe-
raturmaximum von ~ 33°C und ein pH-Optimum von 8,5. Die Enzymakti-
vitidt war in einem pH-Bereich von pH 8,0 bis pH 9,5 und bei einer Salz-
konzentration von 10 bis 250 mM stabil.

Die Zugabe von DTT und CHAPS erhohte die Enzymaktivitit.

Die Molekiilmasse wurde mittels SDS-PAGE auf 36 kDa geschitzt.

Das Enzym methylierte y- bzw. -Tocopherol spezifisch in C5-Position
(ortho-Stellung) und bildete so a- bzw. B-Tocopherol. f-Tocopherol sowie
B-, v- und 8-Tocotrienol wurden nicht als Substrat akzeptiert.

Mittels kinetischer Untersuchungen wurde festgestellt, das die rekombi-

nante y-Tocopherolmethyltransferase 3-Tocopherol als Substrat bevorzugte.

8. Reaktionsmechanismus der rekombinanten y-Tocopherolmethyltransferase aus Ara-

bidopsis thaliana:

Kinetische Messungen ergaben, daf3 die von dem untersuchten Enzym ka-
talysierte Zweisubstrat-Reaktion einem sequentiellen Mechanismus folgte.

Der Typ der sequentiellen Reaktion konnte durch Produkthemmungsunter-
suchungen bestimmt werden. Alle vier moglichen Inhibierungsvarianten
zeigten eine Nicht-Kompetitive Hemmung. Nach Bisswanger (1994) kann
man aus dem Muster der Produkthemmung auf einen Iso-ordered Bi Bi-

Mechanismus schlieen. Bei dem genannten Mechanismus handelt es sich
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um einen Spezialfall des Ordered Bi Bi-Mechanismus, bei dem das Enzym

im zentralen Komplex isomerisiert vorliegt.
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Abkurzungsverzeichnis

AdoMet
AdoHcy
ACC
APS
BHA
BHT
BSA
cDNA
CHAPS

DEA
DEAE
DTT
EDTA
FPLC

FG

His
HPLC
HPTLC
IgG
IPTG
kat

kDa

LB

LMW

M

Mes

NAD / NADH

siche SAM

siche SAH
Aminocyclopropane-1-carboxylic acid
Ammoniumperoxysulfat
2,3-tert-Butylhydroxyanisol
2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol
Rinderserumalbumin
copy-Desoxyribonucleinsdure
3-[3-Cholamidopropyl-dimethyl-ammonio]-
propansulfonat

Diethaloamin

Diethylaminoethyl

Dithiotereitol

Ethylendiamintetraessigsdure

Fast Protein, peptid and polynucleotide Liquid Chro-
matography

Frischgewicht

Erdbeschleunigung (gravity)

Aminoséure: Histidin

High-Performance Liquid Chromatography
High-Performance Thin Layer Chromatographie
Immunoglobulin G
Isopropyl-1-thio-B-D-galactosid

Einheit fiir die Enzymaktivitdt: 1 Katal entspricht 1mol
Substratumsatz pro Sekunde

Kilodalton

Michaelis-Menten-Konstrate

Luria Broth; ein Bakterienmedium

Low Marker Weight

Konzentrationsangabe: Molar (mol/I)
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure

B-Nicotinamid-adenin-dinukleotid, oxydiert/reduziert
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NADP /NADPH

TOC
Tris
Tricine
uv
Vimax

% viv
% wiv
% wiw

y-TMT

Q

B-Nicotinamid-adenin-dinukleotidphosphat,
oxidiert/reduziert

Nuclear Magnetic Resonance

nicht detektiert (unter den gewéhlten MefBbedingungen
nicht nachweisbar)
Polyacrylamidgelelektrophorese
Photo-Diodenarray

Polyethylenglycol

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkon-
zentration

Phenylmethylsulfonylfluorid
-pyrophosphat

poly unsaturated fatty acid
Polyvinylidendifluorid

Reverse Phase

S-adenosyl-L-homocyctein (engl. AdoHcy)
S-adenosyl-L-methionine, (engl. AdoMet)
Natiumdodecylsulfat

tris-buffered-saline

TBS + Tween

Trichloressigsdure
N,N,N‘,N*-Tetramethyl-ethylendiamin;
Trockengewicht

Tocopherol
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
N-Tris-(hydroxymethyl)-methyl-glycin
ultraviolettes Licht
Maximalgeschwindigkeit
Volumenprozente ml/100ml

Prozente mg/100ml

Gewichtsprozente mg/100mg
gamma-Tocopherolmethyltransferase

rund
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