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Zusammenfassung

Aufgrund ihrer potenziell gesundheitsfordernden Wirkung sind die polyphenolischen Iso-
flavone fiir die menschliche Erndhrung von groflem Interesse. Eine Vielzahl an experi-
mentellen und epidemiologischen Studien zeigen fiir die in Soja enthaltenen Isoflavone
Daidzein und Genistein eine praventive Wirkung beziiglich hormon-abhédngiger und al-
tersbedingter Erkrankungen, wie Brust- und Prostatakrebs, Osteoporose, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen sowie des menopausalen Syndroms. Die Metabolisierung und Bioaktivie-
rung dieser sekundaren Pflanzenstoffe durch die humane intestinale Darmmikrobiota ist
individuell unterschiedlich. Nur in einem geringen Teil der westlichen Bevolkerung wird
der Daidzein-Metabolit Equol durch spezifische Darmbakterien gebildet. Ein isoliertes
Equol-produzierendes Bakterium des menschlichen Darmtrakts ist Slackia isoflavonicon-
vertens. Anhand dieser Spezies sollten die bislang unbekannten, an der Umsetzung von
Daidzein und Genistein beteiligten Enzyme identifiziert und charakterisiert werden.
Fermentationsexperimente mit S. isoflavoniconvertens zeigten, dass die Gene der Daid-
zein und Genistein-umsetzenden Enzyme nicht konstitutiv exprimiert werden, sondern in-
duziert werden miissen. Mit Hilfe der zweidimensionalen differentiellen Gelelektrophorese
wurden sechs Proteine detektiert, welche in einer S. isoflavoniconvertens-Kultur in Anwe-
senheit von Daidzein induziert wurden. Auf Grundlage einzelner Peptidsequenzen erfolg-
te die Sequenzierung eines Genkomplexes mit den in gleicher Orientierung angeordneten
Genen der durch Daidzein induzierten Proteine. Sequenzvergleiche identifizierten zudem
aquivalente Genprodukte zu den Proteinen von S. isoflavoniconvertens in anderen Equol-
produzierenden Bakterien. Nach der heterologen Expression in Escherichia coli wurden
drei dieser Gene durch enzymatische Aktivitdtstests als Daidzein-Reduktase (DZNR),
Dihydrodaidzein-Reduktase (DHDR) und Tetrahydrodaidzein-Reduktase (THDR) iden-
tifiziert. Die Kombination der E. coli-Zellextrakte fiihrte zur vollstdndigen Umsetzung von
Daidzein uiber Dihydrodaidzein zu Equol. Neben Daidzein setzte die DZNR auch Genistein
zu Dihydrogenistein um. Dies erfolgte mit einer grofleren Umsatzgeschwindigkeit im Ver-
gleich zur Reduktion von Daidzein zu Dihydrodaidzein. Enzymatische Aktivitéitstests mit
dem Zellextrakt von S. isoflavoniconvertens zeigten ebenfalls eine schnellere Umsetzung
von Genistein. Die Kombination der rekombinanten DHDR und THDR fiihrte zur Um-
setzung von Dihydrodaidzein zu Equol. Der korrespondierende Metabolit 5-Hydroxyequol



konnte als Endprodukt des Genistein-Metabolismus nicht detektiert werden. Zur Reini-
gung der drei identifizierten Reduktasen wurden diese genetisch an ein Strep-tag fusioniert
und mittels Affinitdtschromatographie gereinigt. Die tibrigen durch Daidzein induzier-
ten Proteine IfcA, IfcBC und IfcE wurden ebenfalls in F. coli exprimiert und als Strep-
Fusionsproteine gereinigt. Vergleichende Aktivitatstests identifizierten das induzierte Pro-
tein IfcA als Dihydrodaidzein-Racemase. Diese katalysierte die Umsetzung des (R)- und
(S)-Enantiomers von Dihydrodaidzein und Dihydrogenistein zum korrespondierenden Ra-
cemat. Neben dem Elektronentransfer-Flavoprotein IfcBC wurden auch die THDR, DZNR
und IfcE als FAD-haltige Flavoproteine identifiziert. Zudem handelte es sich bei IfcE um
ein Eisen-Schwefel-Protein. Nach Induktion der fiir die Daidzein-Umsetzung kodierenden
Gene wurden mehrere verschieden lange mRNA-Transkripte gebildet. Dies zeigte, dass
die Transkription des durch Daidzein induzierten Genkomplexes in S. isoflavoniconver-
tens nicht in Form eines einzelnen Operonsystems erfolgte.

Auf Grundlage der identifizierten Daidzein-umsetzenden Enzyme kann der Mechanis-
mus der bakteriellen Umsetzung von Isoflavonen durch S. isoflavoniconvertens eingehend
erforscht werden. Die ermittelten Gensequenzen der durch Daidzein induzierten Prote-
ine sowie die korrespondierenden Gene weiterer Equol-produzierender Bakterien bieten

zudem die Moglichkeit der mikrobiellen Metagenomanalyse im humanen Darmtrakt.



Summary

Gut bacteria play a crucial role in the metabolism of dietary isoflavones which have been
implicated in the prevention of hormone-dependent and age-related diseases. Only the
intestinal bacteria are able to catalyze the bioactivation of the main soybean isoflavones
daidzein and genistein to equol and 5-hydroxy-equol, respectively. Although several equol-
forming gut bacteria have been isolated in recent years, the knowledge on the involved
enzymes is still scarce. Slackia isoflavoniconvertens represents one of the few equol-forming
gut bacteria isolated from humans.

Growth experiments with S. isoflavoniconvertens indicated that the enzymes cataly-
zing the conversion of daidzein and genistein were inducible by these isoflavones. Using
two-dimensional difference gel electrophoresis (2D-DIGE), several proteins were found to
be upregulated in S. isoflavoniconvertens cells grown in the presence of daidzein. Based on
selected protein sequences, a cluster of eight genes was identified encoding the daidzein-
induced proteins. Sequence analysis revealed also similarities of daidzein-induced proteins
to corresponding enzymes from other equol-forming human gut bacteria. The heterolo-
gous expression of three of those proteins in Escherichia coli and enzyme activity tests
identified them as a daidzein reductase (DZNR), a dihydrodaidzein reductase (DHDR)
and a tetrahydrodaidzein reductase (THDR). The combined cell extracts catalyzed the
complete conversion of daidzein to equol. The recombinant DZNR also converted genistein
to the intermediate dihydrogenistein at higher rates than observed for the conversion of
daidzein to dihydrodaidzein. Higher rates were also observed with S. isoflavoniconvertens
cell extracts. In combination, the recombinant DHDR and THDR catalyzed the reduction
of dihydrodaidzein to equol, while the corresponding formation product 5-hydroxy-equol
was not observed.

The three reductases were functionally expressed as Strep-tag fusion proteins and pu-
rified by a one-step affinity chromatography. In addition, the remaining daidzein-induced
proteins IfcA, IfcBC and IfcE were successfully expressed in E. coli and purified. In a com-
parative enzyme activity test, IfcA was identified as a dihydrodaidzein racemase, which
converts the (R)- and (S)-enantiomers of dihydrodaidzein and dihydrogenistein to the cor-
responding racemate. Flavin analysis revealed flavin adenine dinucleotide (FAD) as the
cofactor of THDR, DZNR, IfcE and also of the putative heterodimeric electron tansfer



flavoprotein IfcBC. In addition, IfcE was identified as iron-sulfur enzyme. The analy-
sis of intergenic regions and gene expression indicated a non-operon genetic structure of
daidzein-induced proteins, because mRNA expression occurs at different transcriptional
units. Furthermore, the transcription start site was determined for ifcA as the first gene
of daidzein-induced gene cluster.

In summary, the identification and incipient characterization of the daidzein-induced
enzymes provides the basis for detection corresponding genes in other equol-forming gut
bacteria within the microbial metagenome of the human gut. The results enable also fur-
ther studies to elucidate the catalytic mechanism underlying the isoflavone bioactivation

by S. isoflavoniconvertens and to clarify the regulation of enzyme induction.
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1 Einleitung

1.1 Isoflavone - eine Substanzklasse der Flavonoide

Mit dem Begriff Flavonoid werden im Allgemeinen polyphenolische sekundére Pflan-
zenstoffe mit einem C6-C3-C6-Atom-Kohlenstoffgeriist bezeichnet. Flavonoide sind Phe-
nylchromanderivate und werden, abhangig von der Substitution des aromatischen B-Rings,
in die biogenetisch verwandten Verbindungen der Flavane (2-Phenyl-chromane), Isoflava-
ne (3-Phenyl-chromane) und Neoflavane (4-Phenyl-chromane) eingeteilt (Abbildung 1).
Eine weitere Unterteilung der Isoflavane in Isoflavone, Isoflavanone und Isoflavanole er-
folgt anhand des Oxidationszustands am C2-; C3- und C4-Atom [103,216]. Die Synthe-
se der Flavonoide findet iiber einen separaten Zweig des Phenylpropan-Stoffwechselwegs
statt. Katalysiert durch einen Multienzymkomplex reagieren drei Molekiile Malonyl-Co-
enzym A mit einem Phenylacryloyl-Coenzym A-Derivat. Durch Arylwanderung gehen
Isoflavane anschliefend aus Flavanen hervor, ein Schritt, der durch das Cytochrom-P450-
Enzym Isoflavon-Synthase katalysiert wird [103,216]. Dieses Enzym kommt hauptséchlich
in Leguminosen (auch bezeichnet als Hiilsenfriichtler oder Fubaceae) und einigen anderen
Pflanzenspezies vor. Dementsprechend sind Isoflavone im Pflanzenreich nicht weit ver-
breitet [120,230,256]. In Form von 6”-O-Malonyl-7- O-3-glykosiden werden Isoflavone an
einen Zuckerrest konjugiert und in der Pflanzenvakuole gespeichert [13,238].

Flavone wie auch Isoflavone sind essentiell fiir die Rhizobien-vermittelte Ausbildung
von Wurzelknollchen in Leguminosen, durch die molekularer Stickstoff aus der Luft fi-
xiert und in Form von Ammonium fiir die Pflanze verfiighar gemacht wird [210, 213].
Als wirtsspezifische Substanzen aktivieren sie die Nodulations(nod)-Gene des kompati-
blen Rhizobium-Stamms und wirken zusétzlich als Chemoattraktantien [182,212, 213].
Weiterhin besitzen Isoflavone antimikrobielle Eigenschaften und sind als Phytoalexine an
der Abwehr von Pflanzenpathogenen beteiligt [45].

Im Vergleich zu anderen Leguminosen ist der Gehalt an Isoflavonen in der Sojaboh-
ne (Glycine maz) und den daraus hergestellten Lebensmitteln hoch [103]. Die fiir die
menschliche Erndhrung relevanten Isoflavone sind die Glucoside Genistin, Daidzin und
Glycitin aus der Sojabohne sowie Sissostrin und Ononin aus der Kichererbse ( Cicer arieti-
num) [50,76,143] (Abbildung 1). Je nach Anbaubedingungen, Erntejahr, klimatischen Be-
dingungen, Genetik und Reifestadium variiert die Gesamtisoflavonmenge von 0,1 bis 3 mg

(Aglyka und Glucoside) pro Gramm an Sojabohnen [120,143,196,208,238]. Durch die un-
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terschiedliche Verarbeitung von Sojabohnen verédndert sich der Gehalt und die Struktur
der Isoflavone. So enthalten fermentierte Produkte wie Tempeh, Sojasofle, Miso und Natto
hauptsachlich Isoflavonaglyka, wahrend nicht fermentierte Sojanahrungsmittel wie Tofu
und Soja-Milch fast ausschlieflich die entsprechenden [3-Glucoside beinhalten [14, 120].
In asiatischen Landern wie Japan, China und Korea werden im Durchschnitt téglich
zwischen 15 und 50 mg Isoflavone durch den Verzehr von traditionell hergestellten So-
jalebensmitteln aufgenommen. Der hauptsachliche Konsum von Soja in den westlichen
Landern erfolgt durch Sojaprotein mit einer durchschnittlichen téglichen Aufnahme von
bis zu 5 mg Isoflavonen [103,120].

GlcO l 0
o) O
OCH,

Formononetin-7-O-Glucosid (Ononin)

OCH;
Biochanin A-7-O-glucosid (Sissostrin)

Isoflavon-Grundkérper

Genistein-7-O-glucosid (Genistin) Glycitein-7-O-glucosid (Glycitin)

Abbildung 1: Grundkoérper von Flavanen und Isoflavonen sowie Struktur ausgewahl-
ter Isoflavonglucoside.

Aufgrund ihrer estrogenen Wirkung (siehe auch Kapitel 1.3) werden Isoflavone aus
der Sojabohne und dem Rotklee ( Trifolium pratense) als Bestandteil von Nahrungsergéin-
zungsmitteln und didtetischen Lebensmitteln angeboten. Langere Zeit galten die Isoflavon-
Praparate als pflanzliche Alternative zur Hormontherapie bei Behandlung von klimakteri-
schen Beschwerden in der Peri- und Postmenopause von Frauen [54,166]. Inzwischen wird
jedoch von der Einnahme zur Behandlung von Wechseljahresbeschwerden abgeraten, da
die positive Wirkung als auch die Sicherheit von hoch konzentrierten Isoflavonen nicht
ausreichend belegt ist [20, 54].
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1.2 Bioverfiigbarkeit und Metabolismus der Isoflavone im Men-

schen

Die Bioverfiigbarkeit der Isoflavone ist im Menschen individuell verschieden. Mit dem Be-
griff der Bioverfiigharkeit wird im Allgemeinen die Menge einer Verbindung bezeichnet,
die nach Aufnahme direkt im Blut nachweisbar ist und im Gewebe des Organismus eine
physiologische Wirkungen ausiibt [120]. Die individuellen Unterschiede in der Bioverfiig-
barkeit von Isoflavonen sind abhédngig von Faktoren wie dem Geschlecht, der Darmpas-
sagezeit und der Darmmikrobiota sowie vom aufgenommenen Lebensmittel und der Art
der Ballaststoffe [20].

Nach dem Verzehr von Sojalebensmitteln werden Isoflavonaglyka im Vergleich zu den
hydrophilen Isoflavonglucosiden direkt durch passive Diffusion im mittleren Teil des Diinn-
darms resorbiert [88,195,251]. Die Hydrolyse von Isoflavonglucosiden erfolgt durch wirts-
eigene [-Glucosidasen in der Darmmukosa oder durch bakterielle bzw. in der Nahrung
enthaltene Enzyme [46,120,186]. Im Diinndarm von Saugern identifizierte 5-Glucosidasen
umfassen u. a. eine zytosolische 5-Glucosidase mit breiter Substratspezifitat und die mem-
brangebundene Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH). Neben ihrer priméren Funktion als
Laktose-spaltendes Enzym katalysiert die LPH auch die Hydrolyse von Daidzin und Genis-
tin an der apikalen Seite der Diinndarm-Epithelzellen [46,47,120]. Die Hydrolyse durch die
zytosolische -Glucosidase erfordert die Aufnahme der Glucoside in die Zelle. Puerarin, ein
C-Glucosid des Daidzeins, wird vermutlich wie das Flavonol Quercetin-4’-3-glucosid di-
rekt tiber einen Natrium/Glucose-Transporter in die Epithelzelle aufgenommen [174,235].
Ahnliche zelluldre Aufnahmesysteme fiir Isoflavon- O-glucoside wie Daidzin und Genistin
sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt.

Aufgrund ihrer unpolaren Struktur werden Isoflavonaglyka durch Konjugationsreaktio-
nen in ausscheidbare Stoffe umgewandelt (Phase II des Biotransformations-Stoffwechsels).
So liegen Isoflavone im Plasma zum Grof3teil in Form von glucuronidierten, sulfatier-
ten als auch sulfoglucuronidierten Konjugaten vor [160,202]. Die Konjugation der Iso-
flavone erfolgt an der C7-und/oder C4’-Hydroxygruppe durch Uridindiphosphat (UDP)-
Glucuronosyltransferasen und 3’-Phosphoadenosin-5’-phosphosulfat (PAPS)-Sulfotransfe-
rasen, welche in der Leber und der Darmwand lokalisiert sind [120, 193,202, 252]. Die
Isoflavon-Konjugate gelangen durch den enterohepatischen Kreislauf von der Leber iiber
die Gallenblase erneut in den Darmtrakt oder werden zur Niere transportiert und dariiber
ausgeschieden [120,251]. Nicht resorbierte Isoflavonglucoside und -konjugate erreichen den
Dickdarm und werden durch bakterielle Enzyme deglycosyliert bzw. dekonjugiert [120].
Zudem konnen Isoflavonaglyka durch geeignete Darmbakterien weiter umgesetzt werden
(sieche auch Kapitel 1.5). Die entsprechenden Umsetzungsmetaboliten werden ebenfalls

resorbiert und sind in Blutplasma, Urin und Féazes nachweisbar [103].
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Die Gesamtkonzentration der Soja-Isoflavone im Plasma wird bei Asiaten nach Verzehr
von sojahaltigen Lebensmitteln mit 870 nmol/l angegeben. Européer mit einem niedrige-
ren Isoflavon-Konsum weisen im Vergleich dazu durchschnittlich 10 nmol/1 Gesamtisofla-
von im Plasma auf [3,20]. Nur 10-60 % der aufgenommenen Isoflavone werden tiber den
Urin ausgeschieden, zumeist in Form von konjugierten Verbindungen [34,120,201]. In F&-
zes betragt der Anteil der ausgeschiedenen Isoflavone, hauptséchlich in nicht konjugierter
Form, weniger als 5 % (2,103,120, 242, 251, 252]. Neben der zusétzlichen Ausscheidung
iiber die Galle kdnnen Isoflavone auch durch mikrosomale Cytochrome P450 oxidiert wer-
den [80,103,114,120].

1.3 Wirkung von Isoflavonen im Menschen

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum endogenen Estrogen 175-Estradiol binden
Isoflavone an Estrogenrezeptoren (ER) [196] (Abbildung 2). Natiirlich vorkommende,
nicht steroidale Pflanzeninhaltsstoffe, die gering estrogen (agonistisch) als auch anti-
estrogen (antagonistisch) wirken, werden als Phytoestrogene oder auch selektive Estro-
genrezeptormodulatoren (SERM) bezeichnet [120,192]. Die bekannten Phytoestrogene ge-
horen den Klassen der Isoflavone (z.B. Daidzein, Genistein, Biochanin A, Formononetin),
Lignane (z.B. Secoisolariciresinol-Diglucosid), Coumestane (z.B. Coumestrol) und Stilbe-
ne (z.B. Resveratrol) an [171]. Abhéngig vom ER-Subtyp, dem Gewebe und der endogenen
Estrogenkonzentration besitzen Isoflavone entweder agonistische oder antagonistische Ei-
genschaften [113,120,196,236]. Sojakonsum fiihrt dabei zu einer Isoflavonkonzentration,
welche dem normalen Plasmaspiegel an 173-Estradiol um einen bis zu 10%-fachen Wert
tibersteigt [196]. Im Vergleich zum Hormon 178-Estradiol besitzen Isoflavone aber eine
100-fach geringere Affinitat zu den Estrogenrezeptoren [113]. Humane Estrogenrezeptoren
werden in die Subtypen ERa und ERS unterteilt und wirken als DNA-bindende Tran-
skriptionsfaktoren [112,113]. Im Uterus, dem Hypothalamus/Hypophyse, den Nieren und
dem Skelett wird die Estrogenwirkung vor allem durch ERa vermittelt, wahrend ERS
vorrangig in den Eierstocken, den Blutgefafien, der Prostata, der Lunge und im Gehirn
lokalisiert ist [111,171,196]. Kompetitive Bindestudien zeigen, dass Isoflavone eine stér-
kere Affinitdt zum ERS besitzen als zu ERa [113,158].

Zudem wird vermutet, dass [soflavone neben ihrer estrogenen Wirkung und dem dar-
aus resultierenden Einfluss auf die Genexpression auch iiber membranstandige ERs wir-
ken [170,171,243]. Die Aktivierung von membranstandigen ERs initiiert intrazelluldre
Signalkaskaden, welche die Aktivitat von G-Proteinen, Adenylatzyklasen, Phospholipa-
sen oder Kinasen regulieren kénnen und damit Anderungen in der Ionenkonzentrati-
on, Membranpermeabilitét oder Stickstoffmonoxid-Produktion hervorrufen [171,211]. Ne-

ben der ER-bindenden Aktivitat interagieren Isoflavone mit den Peroxisom-Proliferator-
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aktivierten Rezeptoren (PPAR«a/~) und sind Inhibitoren verschiedener Enzyme [229]. So
inhibiert Genistein spezifisch die vor allem in Krebszellen stark iiberexprimierte Protein-
Tyrosinkinase [4, 83]. Ein weiteres Zielenzym ist die in follikuldren Schilddriisenzellen
enthaltene Thyreoperoxidase. Durch Daidzein und Genistein wird das Enzym in vitro bei
Konzentrationen von 1-10 pM kompetitiv gehemmt und die Bildung der Schilddriisen-
hormone Triiodthyronin (T3) und Tetraiodthyronin (Thyroxin, T4) aus Thyrosin inhi-
biert [49]. Die Hemmung ist in Anwesenheit von Tod reversibel. Beziiglich der physiologi-
schen Relevanz scheint es jedoch keinen Zusammenhang zwischen einer Schilddriisenun-
terfunktion und dem Konsum von Soja oder isolierten Isoflavonen zu geben [35,146].

Aufgrund ihrer estrogenen, antioxidativen und antikanzerogenen Aktivitdt wurden
Isoflavone in zahlreichen Studien auf potenzielle gesundheitsfordernde Effekte untersucht.
Epidemiologische Studien belegen, dass in der asiatischen Bevolkerungen mit einem hohen
Konsum an Sojalebensmitteln Hormon-abhéngige Krankheiten wie Brust- und Prosta-
takrebs sowie postmenopausale Symptome (vasomotorische Beschwerden, Osteoporose)
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen seltener auftreten als in Léandern mit geringem Soja-
konsum [1,120]. Ein Grofiteil der Fall-Kontroll-Studien und prospektiven Studien bele-
gen einen préaventiven Effekt der Isoflavone beziiglich der Entwicklung von endokrinem
Prostata- und Brustkrebs. So korreliert in verschiedenen Studien mit asiatischen als auch
europaischen Mannern der Konsum von sojahaltigen Lebensmitteln oder isolierten Iso-
flavonen mit einem reduzierten Risiko fiir Prostatakrebs [150, 169, 221, 253]. Die Daten
aktueller Analysen und Studien belegen einen moglichen Zusammenhang zwischen dem
verringerten Risiko fiir Brustkrebs und der verstéarkten Aufnahme von Soja-Isoflavonen.
Korrelationen lassen sich jedoch héufig nur fiir postmenopausale asiatische Frauen beob-
achten [52,159,233,248,250]. Grund hierfiir wird der hohe Konsum von Sojalebensmitteln
in den asiatischen Léndern sein [250]. Weitere Studien zeigen zudem eine Korrelation zwi-
schen der Aufnahme von Soja in jungen Lebensjahren (Kindheit und Adoleszenz) und
einem verringerten Risiko fiir Brustkrebs im Erwachsenenalter [108,122,206].

Aufgrund der nachlassenden Estrogenproduktion und der damit einhergehenden hor-
monellen Umstellung leiden viele Frauen in den Wechseljahren unter klimakterischen Be-
schwerden. So sind vasomotorische Symptome (Hitzewallungen, SchweiBausbriiche) und
die Abnahme der Knochendichte (Osteoporose) typisch fiir peri- und postmenopausale
Frauen [166]. Eine Vielzahl von Studien belegt, dass die Einnahme von Soja-Isoflavonen
einen positiven Effekt auf die Knochenmineraldichte hat [133,172,173,214,258]. Im Ver-
gleich dazu ist der Einfluss von Isoflavonen auf die Reduktion von vasomotorischen Sym-
ptomen wahrscheinlich gering [24,92,215]. Derzeitige Metaanalysen schlussfolgern sogar,
dass Isoflavone und weitere Phytoestrogene keine therapeutische Wirksamkeit in Bezug
auf Wechseljahresbeschwerden haben und demzufolge nicht zur Linderung von Hitzewal-

lungen und anderen Symptomen empfohlen werden konnen [53,123].
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Neben Krebs gehoren Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu den héufigsten Erkrankungen beim
Menschen. Interessanterweise treten kardiovaskuliare Todesfélle in westlichen Industriena-
tionen bis zu acht mal haufiger auf als in asiatischen Léndern [16,171]. Eine Metaanalyse
zeigt, dass der durchschnittliche Verzehr von 47 g Soja-Protein/Tag zu einer Reduktion
des Serum-LDL-Cholesterols fihrt [6]. Dieser Effekt war abhédngig von einer anfianglich
erhohten Konzentration an Cholesterol im Serum [6]. Gegenwértige Metastudien bestéti-
gen gleichfalls einen positiven Zusammenhang zwischen einer isoflavonhaltigen Diat und
der Abnahme der Gesamtcholesterol-, Low density lipoprotein (LDL)-Cholesterol- und
Triglyceridkonzentration im Serum [5, 257]. Wahrscheinlich iiben Isoflavone auch einen
positiven Effekt auf die arterielle Endothelfunktion aus und wirken blutdrucksenkend bei
Hypertonie-Patienten [17,126].

1.4 Der mikrobielle Metabolit Equol als ein nicht steroidales
Estrogen

Das Isoflavan Equol [7-Hydroxy-3-(4 -Hydroxyphenyl)-chroman] wurde 1932 erstmalig im
Urin einer tréchtigen Stute nachgewiesen [137]. Fiinfzig Jahre spater wurde beobachtet,
dass Equol auch im Urin des Menschen nach Verzehr von Soja ausgeschieden wird [11].
Vorlauferstudien in Tieren hatten zudem gezeigt, dass Equol nicht mit der Nahrung auf-
genommen wird, sondern ein bakterieller Daidzein-Metabolit der gastrointestinalen Mi-
krobiota ist [12,207].

Aufgrund eines chiralen Zentrums am C3-Atom kann Equol in der Konformation des
(S)- und (R)-Enantiomers vorliegen. Die bakterielle Umsetzung von Daidzein ist enan-
tiospezifisch und fihrt ausschlieBlich zur Bildung von (5)-Equol [28,199]. Im Vergleich
zum (R)-Enantiomer ist (S)-Equol eher planar und dhnelt der Konformation von 17-

Estradiol [198] (Abbildung 2).

Estrogen OH

17B-Estradiol

Isoflavon

Abbildung 2: Strukturelle Ahnlichkeit des Isoflavonmetaboliten Equol zum Stero-
idhormon 175-Estradiol [196].
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Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit bindet (S)-Equol an Estrogen-spezifische Rezep-
toren und wirkt als SERM [198]. Wahrend 17/-Estradiol nicht selektiv an ERa und
ERp bindet, besitzt das schwécher bindende (5)-Equol eine grofiere Affinitat fiir ERfS
[154, 156, 158,199]. In einem kompetitiven Bindungsassay wurde die relative Bindungs-
affinitit (RBA) auf die Affinitdt von 175-Estradiol bezogen. Der Vergleich der Equol-
Enantiomere zeigt, dass (S5)-Equol stiarker an ERS (RBA: 32 %) bindet als an ER«
(RBA: 0,1 %), wiahrend (R)-Equol stiarker an ER« bindet (RBA: 0,4 %) [154,158]. Auch
ist die Bindeaffinitdt der Equol-Isomere zu ERS stérker im Vergleich zu den Isoflavonen
Daidzein (RBA: 0,04 %) und Genistein (RBA: 7.4 %) [158].

Weiter besitzt Equol anti-androgene Eigenschaften, ohne an den Androgenrezeptor
zu binden. Durch die spezifische Bindung von 5a-Dihydrotestosteron an Equol wird das
Andocken des Hormons an den Androgenrezeptor verhindert, so dass ein vermindertes
Wachstum der Prostata in Ratten beobachtet werden konnte [130].

Aufler in Menschen und Pferden wurde Equol in einer Vielzahl von weiteren Sau-
getieren (z.B. Schaf, Affe, Hund, Maus, Ratte, Schwein) im Urin und/oder im Plasma
nachgewiesen [12,29,74,97,131,151,161]. Vor allem Nager sind im Vergleich zum Men-
schen und dem Schwein sehr effiziente Equolbildner [74,194]. Interessanterweise sind nur
20-25 % der nordamerikanischen und européischen Bevolkerung in der Lage, (S5)-Equol
nach Verzehr von isoflavonhaltiger Nahrung zu bilden [10,118,183]. In Japan, Korea und
China sind dagegen bis zu 80 % der Bevolkerung Equolbildner, wie auch 59 % der Vege-
tarier [69,155,200]. Ungeklért ist, wie es zu den Populationsunterschieden in Bezug auf
Equol-produzierende Darmbakterien kommt. Versuche an keimfreien Ratten zeigen, dass
sich der Status eines guten bzw. schlechten Equolbildners durch den Transfer von huma-
nen Fézesproben auch auf keimfreie Ratten tubertragen lésst [25]. Dies verdeutlicht den
Einfluss individuellen Darmmikrobiota auf die Bildung von Equol. Eine weitere mogliche
Erklarung bietet die verschiedenartige Zusammensetzung der konsumierten Sojaprodukte
in den Bevolkerungsgruppen [197]. Da ein Drittel der in Asien verzehrten Sojaprodukte
fermentiert sind, nehmen weite Teile dieser Bevolkerungsgruppe grofle Mengen an Iso-
flavonaglyka auf [209, 234]. Diese werden im Vergleich zu den Isoflavonglucosiden vom
Koérper schneller resorbiert, wodurch eine raschere Umwandlung des Aglykons Daidzein
zu Equol erfolgen kann [89,197,242]. Dass ein Equolbildner auch tiber einen Zeitraum
von 1-3 Jahren bleibend Equol produziert, wurde lange Zeit als stabile Eigenschaft an-
gesehen [61,119,201]. Studien an pra- und postmenopausalen Frauen zeigen allerdings,
dass ein Wechsel vom Equolbildner zum Nicht-Equol-produzierenden Individuum nach
Verzehr von Sojaprotein erfolgen kann und umgekehrt (Crossers) [58,59,61,107,129].

Die Unterscheidung zwischen Equol-produzierenden und Nicht-Equol-produzierenden
Individuen erfolgt anhand der Equol-Konzentration im Blut oder Urin nach Verzehr von
Soja-Isoflavonen [118, 183, 194]. Eine von Setchell und Cole durchgefiihrte Studie defi-
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nierte Individuen als Equolbildner mit einer Serum-Equol-Konzentration von > 20 nM
(> 5 ng/ml) bzw. einer Urin-Equol-Konzentration von > 82 nM (> 20 ng/ml) [200].

Die Fahigkeit von Subpopulationen, das Soja-Isoflavon Daidzein in das biologisch akti-
vere (S)-Equol umzuwandeln, konnte fiir die gesundheitsférdernden Effekte von Daidzein
in Bezug auf hormon-abhéngige Erkrankungen verantwortlich sein (Equol-Hypothese).
Gleichzeitig wéren die teils widerspriichlichen Ergebnisse zur Wirkung von Isoflavonen
auf die menschliche Gesundheit erklérbar, da in den wenigsten Studien zwischen Equol-
bildnern und Nichtbildnern unterschieden wurde [194]. In den folgenden vorgestellten hu-
manen Studien wurde der Equolstatus der Teilnehmer in Hinblick auf potenziell gesund-
heitsfordernde Effekte bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Wechseljahresbeschwerden, Os-
teoporose und Prostatakrebs bestimmt. So zeigen vier Studien mit européischen als auch
asiatischen Teilnehmern keine inverse Korrelation zwischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen
und der Bildung von Equol. Weder die Konzentration der Plasma-Lipide (LDL-, HDL- und
Gesamtcholesterol) noch verschiedene Entziindungsmarker unterschieden sich zwischen
Equolbildnern und Nicht-Equolbildnern [75,109, 125, 218]. Dagegen fithrte der Verzehr
einer mit Isoflavonaglyka angereicherten Sojakeim-Pasta bei Equolbildner mit Hypercho-
lesterindmie zu verringerten Konzentrationen an LDL- und Gesamtcholesterol sowie des
C-reaktiven Proteins [41].

Hinsichtlich von klimakterischen Stimmungsschwankungen und vasomotorischen Sym-
ptomen bewirkte die direkte Verabreichung von 10-30 mg (S)-Equol pro Tag eine Ver-
besserung des Befindens von japanischen Frauen in der peri- und postmenopausalen Pha-
se [8,87]. Die Studienlage zur Osteoporose bei postmenopausalen Frauen ist in Bezug auf
die positive Wirkung von Equol widerspriichlich. Eine in den Niederlanden durchgefiihrte
Studie an 202 postmenopausalen Frauen zeigte keine Wirkung von Sojaprotein (99 mg Iso-
flavone/Tag) auf die Knochendichte im Vergleich zur Kontrollgruppe oder in Abhéangigkeit
vom Equolstatus [109]. Andere Studien mit peri- und postmenopausalen Frauen zeigten
dagegen, dass die tégliche Aufnahme von 40-76 mg Isoflavonen den Abbau der Knochen-
substanz in Equolbildnern verringert [132,225,249]. Vor allem menopausale Frauen unter
60 Jahren schienen auf den reduzierten Knochenabbau durch Equol anzusprechen [91,101].

Der Einfluss des Equolstatus auf die Entwicklung von Prostatakrebs wurde bisher in
zwei Fall-Kontroll-Studien untersucht. Im Vergleich zu Nicht-Equolbildnern korrelierte
eine hohe Equolkonzentration im Plasma/Urin von Equolbildnern mit einem geringeren
Risiko fur Prostatakrebs [90,115].
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1.5 Umsetzung von Daidzein und Genistein durch die intestina-
le Mikrobiota

Der Nachweis, dass Equol ein Metabolit der Sdugerdarmmikrobiota ist, wurde in verschie-
denen Studien erbracht. So scheiden keimfreie Ratten nach Fiitterung einer isoflavonhal-
tigen Didt Daidzein und Genistein iiber den Urin aus, jedoch kein Equol [25]. Versuche
mit resuspendierten Féazesproben humaner Equolbildner zeigten auflerdem, dass die Inku-
bation mit Daidzein zur Bildung von Equol fithrt [9,36,199]. Durch die Gabe bestimmter
Antibiotika lie sich die Bildung von Equol in Langschwanzmakaken deutlich reduzieren
oder auch, wie in wvitro-Versuche mit humanen Fézesproben zeigen, vollstandig inhibie-
ren [9,23].

In den letzten Jahren wurden mehrere Equol-produzierende Bakterien aus dem Darm-
trakt des Menschen und von Nagern isoliert und beschrieben. Eine fiir diese Arbeit rele-
vante Auswahl an Spezies und ihrer katalysierenden Reaktionen ist in Tabelle 1 zusam-
mengefasst. Die bakterielle Umsetzung von Daidzein zu Equol erfolgt in allen Stdmmen
auBer Eggerthella sp. Julong 732 iiber Dihydrodaidzein (Abbildung 3) [239].

Tabelle 1: Ausgewiahlte Daidzein- und Genistein-umsetzende Darmbakterien.

Spezies Familie Umsetzung® Quelle Referenz

Adlercreutzia equolifaciens Coriobacteriaceae DAl — EQ Mensch  [138]

Asaccharobacter celatus Coriobacteriaceae  DAI — EQ Ratte [148,149]

Eggerthella sp. Stamm Julong 732  Coriobacteriacecae ~ DHD — EQ Mensch  [239]

Eggerthella sp. Stamm YY7918 Coriobacteriaceae  DAI — EQ Mensch  [255]

Enterorhabdus mucosicola Coriobacteriaceae  DAI — EQ Maus [40,141]
GEN — 5-OHEQ

Lactococcus sp. Stamm 20-92 Streptococcaceae DAI — EQ Mensch [205]

Slackia equolifaciens Coriobacteriaceae DAI — EQ Mensch [93,94]
GEN — 5-OHEQ

Slackia isoflavoniconvertens Coriobacteriaceae DAL — EQ Mensch  [140]
GEN — 5-OHEQ

Slackia sp. Stamm NATTS Coriobacteriaceae ~ DAI — EQ Mensch ~ [224]

% DAI, Daidzein; DHD, Dihydrodaidzein; EQ, Equol; GEN, Genistein; 5-OHEQ, 5-Hydroxyequol.

Der iiberwiegende Teil der isolierten Equol-produzierenden Bakterienspezies gehort der
Familie der Coriobacteriaceae an. Diese Familie scheint demzufolge eine zentrale Rolle im
Equol-Metabolismus bei Sdugern einzunehmen [255]. Die Bildung von 5-Hydroxyequol als
Endprodukt der bakteriellen Genistein-Umsetzung wurde bisher in drei isolierten Stam-
men nachgewiesen. Die humanen Darmbakterien Slackia isoflavoniconvertens und Slackia
equolifaciens sowie das Maus-Isolat Enterorhabdus mucosicola setzen Genistein tiber Dihy-
drogenistein zu 5-Hydroxyequol um [40,94, 140, 141] (Abbildung 3).
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Neben Equol und 5-Hydroxyequol konnen alternative Abbauprodukte von Daidzein und
Genistein durch einen zweiten bakteriellen Stoffwechselweg entstehen. Die Spaltung des
heterozyklischen C-Rings fiihrt zur Bildung von O-Desmethylangolensin bei der Daidzein-
Umsetzung und zu 6’-Hydroxy- O-desmethylangolensin bei der Genistein-Umsetzung [95]
(Abbildung 3). Durch die Abspaltung des dreiwertigen Phenols Phloroglucin wird das In-
termediat 6’-Hydroxy-O-desmethylangolensin zu 4-Hydroxyphenyl-2-propionsaure abge-
baut [43,44,95] (Abbildung 3). Die Ansicht, dass O-Desmethylangolensin aufgrund der feh-
lenden C6’-Hydroxygruppe nicht weiter abbaubar ist, wurde inzwischen widerlegt. Als ein-
zig bekannte Spezies setzt der Bakterienstamm CG19-1 sowohl O-Desmethylangolensin als
auch 6’-Hydroxy- O-desmethylangolensin um. Auflerdem katalysiert der Stamm CG19-1
die Freisetzung von Daidzein aus Puerarin ohne den weiteren Abbau zu Dihydrodaidzein,
Equol oder O-Desmethylangolensin [26].

Beim Abbau von Daidzein bzw. Genistein zu den korrespondierenden Endproduk-
ten ist in den bisher isolierten Bakterienstémmen immer nur ein Abbauweg moglich. So
produzieren Equol-bildende Bakterien kein O-Desmethylangolensin und umgekehrt. Iden-
tifizierte O-Desmethylangolensin-produzierende Bakterien sind Eubacterium ramulus und
Clostridium sp. Stamm HGH 136 [84,188]. Der Abbau von Genistein zu 4-Hydroxyphenyl-
2-propionsdure wird gleichfalls von E. ramulus katalysiert [188].

Studien zeigen, dass ungefihr 80-95 % der Menschen O-Desmethylangolensin-produ-
zierende Bakterien besitzen [7,60,100]. Abhéngig von der individuellen Mikrobiota kann
ein Mensch sowohl Equol- als auch O-Desmethylangolensin-Bildner sein [7,9,85]. Auch ist
es moglich, nach sojareicher Erndhrung ausschliefSlich Equol oder O-Desmethylangolensin

auszuscheiden, oder keines von beiden [9,62,63,183].

1.5.1 Slackia isoflavoniconvertens, eine Equol-synthetisierende Spezies

Das Equol-bildende Darmbakterium S. isoflavoniconvertens wurde aus der Fazesprobe
einer gesunden Frau isoliert. Es ist ein strikt anaerobes, stdbchenférmiges, nicht Sporen-
bildendes Bakterium. Die Gram-positiven Zellen der zur Familie der Coriobacteriaceae ge-
hérenden Spezies sind paarweise oder in Ketten angeordnet. S. isoflavoniconvertens weist
eine Arginin-Dihydrolase-Aktivitat auf, welche zur Erhéhung der Zelldichte nach Zugabe
von 1 % Arginin fithrt. Hinsichtlich der Verwertung von Zuckern weist S. isoflavoniconver-
tens asaccharolytische Eigenschaften auf [139,140]. Unter anoxischen Wachstumsbedin-
gungen setzt S. isoflavoniconvertens Daidzein zu Equol und Genistein zu 5-Hydroxyequol
um. Innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase wird Daidzein in Abhéngigkeit von
der Ausgangskonzentration vollstandig iiber das Intermediat Dihydrodaidzein zu Equol
umgesetzt (Abbildung 4 A).
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Der Abbau von Genistein beginnt verzogert in der spiten exponentiellen Wachstumspha-
se. Innerhalb kurzer Zeit wird Genistein zu Dihydrogenistein umgesetzt und anschlieend
5-Hydroxyequol gebildet (Abbildung 4 B). Dabei erfolgt die Anreicherung des Intermedi-
ats Dihydrogenistein [139,140]. Auch wurde die Umsetzung von Daidzein und Genistein
zu Equol und 5-Hydroxyequol in vivo beobachtet. Dazu wurden keimfreie Ratten mit
S. isoflavoniconvertens und einer vereinfachten humanen Darmmikrobiota besiedelt und
mit sojahaltiger Nahrung gefiittert. Die Umsetzungsprodukte Equol und 5-Hydroxyequol
wurden anschlieend in den Darminhalten, in Fazes und im Urin detektiert [142]. Dies
war der erste Nachweis, dass 5-Hydroxyequol durch ein Darmbakterium in vivo gebildet

werden kann.
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Abbildung 4: Umsetzung von Daidzein und Genistein durch S. isoflavoniconver-
tens [139].

(A) Daidzein, schwarze Quadrate; Dihydrodaidzein, schwarze Dreiecke; Equol, schwarze Krei-
se. (B) Genistein, schwarze Quadrate; Dihydrogenistein, schwarze Dreiecke; 5-Hydroxyequol
(5-OH-Equol), schwarze Kreise (Peakflichen). Das bakterielle Wachstum (leere Dreiecke) ist als
ODggo an der rechten y-Achse dargestellt. Die Symbole repriasentieren die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (SEM).

1.5.2 Die enzymatische Umsetzung von Daidzein und Genistein durch Equol-

produzierende Bakterien

Die Umsetzung von Daidzein und Genistein durch Zellextrakte von S. isoflavoniconvertens
oder E. mucosicola erfolgt nur unter strikt anoxischen Bedingungen. Ein in Gegenwart von
Luftsauerstoff hergestellter Zellextrakt von S. isoflavoniconvertens katalysiert die Umset-
zung von Daidzein zu Dihydrodaidzein nicht [139]. Die Umsetzung der beiden Isoflavone
ist sowohl im zellfreien System von S. isoflavoniconvertens als auch von E. mucosicola
NADPH-abhéingig [139]. Dass NADPH im Vergleich zu NADH der bevorzugte Elektro-
nendonor ist, zeigt auch die schnellere Umsetzung von Tetrahydrodaidzein zu Equol durch
den Zellextrakt von Eggerthella sp. Stamm Julong 732 in Anwesenheit von NADPH [104].
Enzymatische Tests im zellfreien System von A. celatus AHU1763 zeigen ebenfalls die
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Sauerstoffsensitivitdt und NADPH-Abhéngigkeit der Enzyme mit Daidzein-umsetzender
Aktivitat [217]. Von grofier Bedeutung fiir den bakteriellen Daidzein-Metabolismus scheint
molekularer Wasserstoff zu sein. So fithrt die Inkubation einer Equol-bildenden Mischkul-
tur aus vier Stimmen nur in Anwesenheit von mikrobiellem Wasserstoff zur Bildung von
Equol. Enthalt der Inkubationsansatz durch Zugabe von Palladium keinen molekularen
Wasserstoff, ist die Umsetzung von Daidzein nicht mehr moglich, ohne dass das Zell-
wachstum beeintrachtigt wird [48]. Die Bildung von Equol durch S. isoflavoniconvertens
wird gleichfalls durch Wasserstoff begiinstigt. Zwar erfolgt die Umsetzung zu Equol auch
unter einer Stickstoffatmosphére, jedoch verschiebt sich das Verhéaltnis der Metabolite zu-
gunsten von Equol bei steigender Wasserstoffkonzentration [139]. Neben den kurzkettigen
Fettsduren als Hauptprodukt wird Wasserstoff beim Abbau von Kohlenhydraten gebildet.
Diese werden durch die gastrointestinale Mikrobiota im Dickdarm fermentiert [134]. Der
Zusatz der kurzkettigen Fettsduren Propionat und Butyrat erhoht in Anwesenheit von
Wasserstoff die Bildung von Equol in einer Daidzein-umsetzenden Mischkultur [48]. Fer-
mentationsexperimente mit der aus der Ratte isolierten Spezies A. celatus zeigen ebenfalls
den positiven Effekt von Butyrat. So verbessern Butyrat als auch Arginin das bakterielle
Wachstum und erh6hen dadurch die Bildungsrate von Equol um den fiinffachen Wert [149].

Fermentationsexperimente mit S. isoflavoniconvertens und E. mucosicola zeigen, dass
die Umsatzraten von Daidzein und Genistein in der stationdren Wachstumsphase bis zu
12-fach bzw. 54-fach erhoht sind, wenn die Kulturen zuvor mit dem entsprechenden Iso-
flavon inkubiert werden [140, 141]. Dies verdeutlicht, dass die beteiligten Enzyme nicht
konstitutiv exprimiert sind, sondern durch die Substrate induziert werden miissen. In-
teressanterweise erfolgt die Umsetzung von Genistein oder Dihydrogenistein auch nach
Vorinkubation mit Daidzein. Demnach konnten die Umsetzungsreaktionen von Daidzein
und Genistein durch die gleichen Enzyme katalysiert werden [141]. Weiter wurde die In-
duzierbarkeit eines Dihydrodaidzein reduzierenden Enzyms fiir Eggerthella sp. Stamm
Julong 732 nachgewiesen. Nur nach Vorinkubation des Stammes mit Dihydrodaidzein ka-
talysierte der Zellextrakt die Reduktion von Dihydrodaidzein zu (S)-Equol [104].

Wie in Abbildung 5 dargestellt, erfolgt die Umsetzung von Daidzein zu Equol in drei
reduktiven Schritten. Aufgrund des asymmetrischen C3-Atoms kénnen zwei Stereoiso-
mere des Metaboliten Dihydrodaidzein bei der Umsetzung von Daidzein entstehen. Der
aus Rinderpansen isolierte anaerobe Bakterienstamm Niu-O16 setzt sowohl Daidzein als
auch Genistein zu einer racemischen Gemisch aus (S)- und (R)-Dihydrodaidzein bzw.
Dihydrogenistein um [241]. Die Bildung des (S)-Enantiomers von Equol durch isolierte
Bakterien wurde bis zum Beginn der vorliegenden Arbeit fiir Eggerthella sp. Stamm Ju-
long 732, Eggerthella sp. Stamm YY7918 und S. equolifaciens (Stamm DZE) nachgewie-
sen [93,94,239,255]. Anhand der Spezies Eggerthella sp. Stamm Julong 732 wurde die ste-
reospezifische Umsetzung von Dihydrodaidzein zu (S)-Equol aufgeklart [104,105]. Durch
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die Reduktion von Dihydrodaidzein entsteht ausschlieflich (35,4 R)-Tetrahydrodaidzein
als eines von vier moglichen Stereoisomeren. In einem weiteren Reaktionsschritt wird
das Intermediat (35,4 R)-Tetrahydrodaidzein anschlieBend zu (35)-Equol umgesetzt [105]
(Abbildung 5).

HO 0] HO. o)
O _»
OH

OH
Daidzein Dihydrodaidzein
HO @]
\@j X Tetrahydrodaldzem
,_%/[ ] Reduktase ””’
OH
(3S)-Equol (3S,4R)-Tetrahydrodaidzein

Abbildung 5: Enzymatische Umsetzung von Daidzein iiber Dihydrodaidzein und
(3S,4R)-Tetrahydrodaidzein zu (3S)-Equol durch Eggerthella sp. Stamm Julong
732 [105].
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1.6 Zielstellung

Die Metabolisierung der Isoflavone Daidzein und Genistein durch die intestinale Mikro-
biota als auch die damit einhergehende Bioaktivierung war lange unzureichend erforscht.
Wiéhrend der letzten Jahre wurden mehrere Daidzein-metabolisierende und damit auch
Equol-produzierende Bakterien aus dem Darmtrakt von Mensch und Tier isoliert und
identifiziert. Die Enzymologie der bakteriellen Reduktion von Daidzein und Genistein ist
bisher jedoch noch wenig erforscht.

Ziel dieser Arbeit war daher die Identifizierung und Charakterisierung der unbekann-
ten Isoflavon-reduzierenden Enzyme. Dazu wurde das humane Darmbakterium Slackia
isoflavoniconvertens verwendet, welches im Rahmen einer fritheren Doktorarbeit in der
Arbeitsgruppe der Gastrointestinalen Mikrobiologie isoliert wurde. Im Zuge der Identifi-
zierung Daidzein-umsetzender Enzyme sollte gleichfalls die Organisation der kodierenden
Gene aufgeklart werden. Auf dieser Grundlage erfolgte die funktionelle Expression der
identifizierten Enzyme in Escherichia coli und die Reinigung der rekombinanten Enzyme
mittels Affinitdtschromatographie. Die gereinigten Daidzein-umsetzenden Proteine sollten
chemisch-analytisch charakterisiert werden unter Bestimmung der moglichen Kofaktoren.
Weiter sollten experimentelle Analysen zur Aufklarung der Genexpression in Bezug auf

die transkriptionelle Genregulation Daidzein-umsetzender Enzyme erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Stammbhaltung und Kultivierung von Bakterien

Die Anzucht und Handhabung anaerober Bakterienkulturen erfolgte in sauerstofffreien
16 ml-Hungate-Rohrchen (Ochs, Bovenden) und 100-1000 ml Septumflaschen (Ochs, Bo-
venden). Als gasdichte Verschliisse dienten Stopfen und Septen aus Kautschuk oder Bu-
tylgummi. Mittels einer Vakuumpumpe (Vakubrand, Wertheim) und 1-2 Kaniilen wurden
die nur bis zur Halfte mit Medium gefiillten Geféfle mit einem sauerstoftfreien Gasgemisch
unter Schiitteln evakuiert und anschlieend begast. Dieser Vorgang erfolgte dreimal. An-
schlieend wurden alle Gefafle 15 min bei 121 °C autoklaviert. Das Wachstum der bei 37 °C
stehend inkubierten Kulturen wurde photometrisch bei 600 nm verfolgt (SmartSpec Plus

Spectrophotometer, Bio-Rad, Miinchen).

Slackia isoflavoniconvertens

Die Stammhaltung von S. isoflavoniconvertens (DSM 22006) erfolgte in 16 ml-Hungate-
Roéhrchen mit reduziertem BHI-Medium und einer Atmosphére aus Hy/CO4 (80:20, v/v).
Woachentlich wurde die Stammkultur iiberimpft, maximal 24 h bei 37 °C inkubiert und an-
schlieBend bei Raumtemperatur gelagert. Die Identitat und Reinheit des Stammes wurde
in regelméfigen Abstédnden durch eine mikroskopische Untersuchung nach Gram-Farbung
tiberpriift sowie durch 16S rRNA-Gensequenzierung.

Zur Kultivierung von S. isoflavoniconvertens wurden 500 ml-Septumflaschen mit BHI-
Medium oder GAM-Medium mit 1 % Arginin verwendet. Das Beimpfen der Hauptkultur
erfolgte 2%ig mit einer iiber Nacht in BHI-Medium gewachsenen Vorkultur. Zusétzlich
enthielten induzierte Kulturen eine in Dimethylsulfoxid (DMSO; Merck, Darmstadt) ge-
16ste Stammlésung (40 mM) an Daidzein (600 nl; Acros Organics, Geel, Belgien). Nicht
induzierte Kulturen wurden mit der aquivalenten Menge an DMSO versetzt. Die Zellernte
erfolgte nach einer Inkubationszeit von ca. 20 h (ODggo-Wert 0,1-0,2).

BHI-Medium (reduziert)

Brain heart infusion broth (Roth, Karlsruhe) 37¢g
L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat (Roth) 05¢g
Resazurin-Natriumsalz-Stammlosung (1 mg/ml) (Roth) 1 ml

Aqua bidest ad 1000 ml
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GAM-Medium (reduziert)

Gifu anaerobic medium broth 41,7 g
(Nissui Pharmaceutical, Tokio, Japan)
L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat (Roth) 05¢g
Resazurin-Natriumsalz-Stammlosung (1 mg/ml) (Roth) 1 ml

Aqua bidest ad 1000 ml

Escherichia coli JM109

Die Kultivierung transformierter FE. coli JM109-Zellen (Promega, Mannheim) erfolgte
in LB-Medium (Lennox) mit Carbenicillin (100 pg/ml; Roth, Karlsruhe). Fir die an-
aerobe Kultivierung enthielt das Medium zusétzlich L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat
(0,5 g/1) und Resazurin-Natriumsalz-Stammlésung (1 ml/l). Als Atmosphére diente ein
Gasgemisch aus No/COy (80:20, v/v). Eine kurzfristige Lagerung (ca. 4 Wochen) der
E. coli-Klone erfolgte auf LB-Agarplatten. Dazu wurde LB-Agar (Lennox) mit Carbenicil-
lin (100 pg/ml; Roth, Karlsruhe), Isopropyl-/3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (120 pg/ml;
Roth) und 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-4-D-galactopyranosid (X-Gal) (80 pg/ml; GeneOn,
Ludwigshafen) versetzt. Die Platten wurden 20 h bei 37 °C inkubiert und anschlieSend
bei 4 °C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung der Klone wurde 1 ml einer frischen
LB-Kultur mit 600 ul Glycerin (80 %, v/v) in Stammhaltungsrohrchen vermischt und
anschliefend bei -80 °C gelagert.

FEscherichia coli KRX

Transformierte E. coli KRX-Zellen (Promega, Mannheim) wurden in TB-Medium mit
Carbenicillin (50 pg/ml; Roth) angezogen. Fir die anaerobe Kultivierung enthielt das
Medium zusétzlich L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat (0,5 g/1) und ein Gasgemisch aus
Ny/CO4 (80:20, v/v). Die Stammhaltungsbedingungen erfolgten wie fir Escherichia co-
li JM109 beschrieben. Davon abweichend enthielten die LB-Agarplatten Carbenicillin
(50 pg/ml), IPTG (120 pg/ml; Roth) und X-Gal (40 pg/ml; GeneOn, Ludwigshafen).

4,45 M Kaliumphosphat

KH2P04 (R,Oth) 23,1 g
Ky;HPO, (Merck) 1254 g
Aqua bidest ad 1000 ml

Steril filtriert (0,2 pm; Millipore, Billerica, USA)
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Terrific Broth (TB)-Medium

Trypton (Merck, Darmstadt) 12 g
Hefeextrakt (Merck) 24 g
Glycerin (Roth, Karlsruhe) 4 ml
Aqua bidest ad 980 ml
Nach dem Autoklavieren:

4,45 M Kaliumphosphat 20 ml

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Slackia isoflavoniconvertens

Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid, DNA) wurde aus 10 ml einer Uber-Nacht-
Kultur mit dem RTP Bacteria Mini Kit (Invitek, Berlin) gemafi Herstellerangaben ex-
trahiert. Nach Elution der genomischen DNA mit 50 pl PCR-Wasser (Fisher Scientific,
Schwerte) wurde die Konzentration spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt (Nano-
Drop ND-1000, Peqlab Biotechnologie, Erlangen). Die isolierte DNA lagerte bei 4-8 °C.

2.2.2 Amplifizierung von Genfragmenten mittels PCR

Auf der Basis von ermittelten Peptidsequenzen der durch Daidzein induzierten Protei-
ne wurden zehn degenerierte Oligonukleotidprimer abgeleitet (Tabelle 2). Dies erfolgte
jeweils in beiden Orientierungen als Forward (F) und Reverse Primer (R) mittels des
typischen Codongebrauchs von Slackia heliotrinireducens (DSM 20476). Die Amplifizie-
rung spezifischer DNA-Bereiche erfolgte mit der Polymeraseketten-Reaktion (Polymerase
chain reaction, PCR). Dazu wurden alle degenerierten Primer in verschiedenen Ansét-
zen miteinander kombiniert und die optimale Temperatur fiir die Primerhybridisierung
ermittelt. Ein PCR-Ansatz (25 pl) enthielt 1 x DreamTaq Green Buffer, 0,5 mM MgCls,
0,2 mM jedes Desoxynukleosidtriphosphats (ANTP), 0,2 pM von jedem Primer, 2,5 U
DreamTaq DNA Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) und 0,5 pl genomische DNA (ca.
25 ng) von S. isoflavoniconvertens. Die Amplifizierung erfolgte im Thermocycler (MBS
0.2G; Fisher Scientific, Schwerte) mit folgendem Programm: Denaturierung bei 95 °C fiir
3 min; 30 Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C fiir 1 min, Primeranlagerung fiir 1 min,

Polymerisation bei 72 °C fiir 5 min; Polymerisation bei 72 °C fiir 10 min.
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Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotidprimer, deren Ableitung aus Peptidsequenzen
der durch Daidzein induzierten Proteine erfolgte.

Protein- Peptidsequenz Primer Sequenz (5° — 3°)°
Spot®
DRIF TACGCSGACGARCTSAAGGCSAA
YADELKAK
5 DRI1R CTTSGCCTTSAGYTCGTCSGCGTA
DR2F CCSGARGARGACCGBCAGAA
PEEDRQK
DR2R CTTCTGVCGGTCYTCYTCSGG
DR3F GTSAACAACGACCCSGARGC
VNNDPE
5 DR3R GCYTCSGGGTCGTTGTTSAC
DRAF ACSAACGCSGARGGCGARGG
TNAEGEG
DR4R GCCYTCGCCYTCSGCGTTSGT
DR5F GACGTSCAGAAGTGCTGCCTSAACGT
2 DVQKCCLNV
DR5R ACGTTSAGGCAGCACTTCTGSACGTC

@ Die Zahlen entsprechen den nummerierten Proteinen im 2D-DIGE-Gel (Abbildung 6).

b Die Synthese der Oligonukleotidprimer erfolgte durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg).

Zur Grofenbestimmung wurden die Amplifikate und ein DNA-Gréfienstandard (1 kb
Ladder, Life Technologies, Darmstadt) auf ein 1%iges (w/v) Agarosegel aufgetragen. Zu-

vor wurden die Ansétze 4:1 mit Probenladungspuffer vermengt. Die Auftrennung der

DNA erfolgte in einer Gelelektrophorese-Laufkammer (Agagel Mini, Biometra, Gottin-
gen) bei 85 V fir ca. 1 h. Zum Sichtbarmachen der DNA wurde das Gel 30 min in einem
Ethidiumbromid-Bad angefarbt. Dieses wurde mit 200 ml 1 x TAE-Puffer und 60 pl
Ethidiumbromid-Losung (1 mg/ml; Roth, Karlsruhe) angesetzt. Die Detektion erfolgte
mittels UV-Licht (UV-Transilluminator Chemi Doc, Bio-Rad, Miinchen).

1 x TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer

Tris (Roth, Karlsruhe) 40 mM
Essigsaure (Roth) 20 mM
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Roth) 1 mM
Probenladungspuffer fir Agarosegele

Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim) 0,1 % (w/v)
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Roth) 100 mM
Tris (Roth) 10 mM

Glycerin (Roth)

50 % (v/v)
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2.2.3 Reinigung von PCR-Produkten

Fiir die Isolierung amplifizierter DNA wurde der PCR-Ansatz auf ein 1%iges Low Mel-
ting Agarosegel (Agarose Super LM, Roth, Karlsruhe) aufgetragen. Nach der gelelektro-
phoretischen Trennung bei 50 V fiir 2 h wurde das Gel in Ethidiumbromid angefarbt
(Kapitel 2.2.2) und die DNA-Bande ausgeschnitten. Die Extraktion der DNA aus dem
Gelstiick erfolgte mit dem innuPREP Doublepure Kit (Biometra, Gottingen) geméafi Her-
stellerangaben. Die eluierte DNA gleicher PCR-Anséitze wurde vereinigt und in einem
zweiten Reinigungsschritt mit dem innuPREP Doublepure Kit konzentriert. Die DNA-
Konzentration wurde spektrophotometrisch bei 260 nm ermittelt (NanoDrop ND-1000,
Peqlab Biotechnologie, Erlangen).

2.2.4 Herstellung von Escherichia coli-Klonen

DNA-Ligation

Die Ligation des PCR-~Produkts in einen Plasmid-Vektor wurde mit dem pGEM-T' Easy
Vector System (Promega, Madison, USA) durchgefithrt. Dazu wurden 3 nl PCR-Produkt
mit 5 pl 2 x Rapid Ligation Buffer, 1 pl pGEM-T Fasy Vector (50 ng) und 1 nl T4 DNA
Ligase (3 Weiss units) vermischt. Der Ligationsansatz wurde 4 h bei Raumtemperatur

inkubiert.

Transformation kompetenter Zellen mit Plasmid-DINA

Zur Transformation kompetenter E. coli JM109-Zellen bzw. E. coli KRX-Zellen (Prome-
ga, Madison, USA) wurden 2 ul des pGEM-T FEasy Vector-Ligationsansatzes mit 50 pl
der kompetenten Zellen vermischt. Im Anschluss wurden die Zellen 20 min auf Eis inku-
biert und durch einen Hitzeschock bei 42 °C transformiert (45-50 s fur E. coli JM109,
15-20 s fir E. coli KRX). Nach einem weiteren Inkubationsschritt auf Eis fiir 2 min
wurde die Zellsuspension mit SOC-Medium (900 ul fur E. coli JM109, 450 pl fir E. coli
KRX) versetzt und 90 min bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Anschliefend wurden die Zel-
len auf LB (Lennox)-Agarplatten (Kapitel 2.1) unverdiinnt sowie 1:10 und 1:100 verdiinnt
ausplattiert. Die Inkubation der Platten erfolgte 20 h bei 37 °C. Positiv transformierte
E. coli-Zellen wurden anhand der Blau-Weif3-Selektion identifiziert. Dabei enthalten nur
weif eingefiarbte Klone das gewiinschte Insert. Wurde der Klonierungsvektor ohne Insert
aufgenommen, kann der Farbstoff X-Gal durch eine im Vektor kodierte Galactosidase

umgesetzt werden und die Klone erscheinen blau.
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SOC-Medium, pH 7,0

Trypton (Merck, Darmstadt) 8¢g

Hefeextrakt (Merck) 2g

1 M NaCl (Roth, Karlsruhe) 4 ml

1 M KCI (Roth) 1 ml

Aqua bidest ad 380 ml, autoklavieren
2 M Mg?*-Stammlosung, sterilfiltriert 4 ml

2 M D-Glucose (Roth), sterilfiltriert 4 ml

Aqua bidest (steril) ad 400 ml

2 M Mg?"-Stammlésung

MgCl, Hexahydrat (Roth) 20,3 g
MgSO, Heptahydrat (Roth) 247 g
Aqua bidest ad 100 ml

2.2.5 Plasmid-Priparation

Rekombinante E. coli-Klone wurden iiber Nacht in 5 ml LB-Medium (Lennox) mit Carbe-
nicillin (100 pg/ml fir E. coli IM109, 50 pg/ml fiir E. coli KRX) bei 37 °C inkubiert. Die
Préparation erfolgte mit dem innuPREP Plasmid Mini Kit (Biometra, Gottingen) nach
Herstellerangaben. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde spektrophotometrisch bei
260 nm bestimmt (NanoDrop ND-1000, Peqlab Biotechnologie, Erlangen).

2.2.6 Inverse PCR

Die flankierenden Bereiche von bereits bekannten Genfragmenten wurden durch die in-
verse PCR identifiziert [162]. Dabei waren die zur DNA-Sequenz homologen Oligonukleo-
tidprimer in entgegengesetzte Richtung orientiert. Die genomische DNA von S. isofla-
voniconvertens wurde mit dem Restriktionsenzym Sphl nach Herstellerangaben verdaut
(FastDigest; Fermentas, St. Leon-Rot). Die verdaute DNA wurde mit dem innuPREP
PCR Pure Kit (Biometra, Géttingen) gereinigt und die DNA-Konzentration photome-
trisch bei 260 nm bestimmt. Fir die Zirkularisierung der Restriktionsfragmente wurden
400 ng DNA in einem 40 pl-Ansatz nach Herstellerangaben mit einer T4 DNA Ligase
(NEB, Frankfurt am Main) iiber Nacht bei 16 °C inkubiert. Zur Reinigung wurde die
DNA durch Zugabe von 4 ul 3 M Natriumacetat und 100 pl eiskaltem Ethanol geféllt,
bei —20 °C fir 20 min inkubiert und abzentrifugiert (16.000 g, 4 °C, 20 min). Die préazi-
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pitierte DNA wurde in 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 20 pl
PCR-Wasser aufgenommen. Der PCR-~Ansatz (25 pl) enthielt 1 x LongAmp Tagq reaction
buffer, 0,3 mM jedes Desoxynukleosidtriphosphats (ANTPs), 0,4 uM von jedem Primer,
2,5 U LongAmp Taq DNA Polymerase (NEB, Frankfurt am Main) und 4 pl des gereinigten
Ligationsansatzes. Fir die Amplifizierung wurde das Primerpaar 4 (Tabelle 7, Anhang)
eingesetzt. Die Amplifizierung erfolgte in einem PCR-Thermocycler mit folgendem Pro-
gramm: Denaturierung bei 94 °C fiir 30 s; 30 Zyklen aus Denaturierung bei 94 °C fiir 30 s,
Primeranlagerung bei 55 °C fiir 1 min, Polymerisation bei 65 °C fiir 7 min; Polymerisation
bei 65 °C fiir 10 min. Die PCR-Produkte wurden aus dem Agarosegel gereinigt, mit dem
pGEM-T FEasy Vector System in E. coli JM109 kloniert und sequenziert (Kapitel 2.2.3—
2.2.5). Sich anschliefende inverse PCR-Experimente erfolgten mit den Restriktionsenzy-
men Fspl, Sall, Sapl, EcoRl, Pstl (FastDigest; Fermentas, St. Leon-Rot) und Bsgl (NEB,
Frankfurt am Main). Die Sequenzen der dafir genutzten Oligonukleotid-Primerpaare 5-10

(Tabelle 7, Anhang) basierten auf den jeweils zuvor identifizierten DNA-Bereichen.

2.2.7 Isolation der Gesamt-RNA aus Slackia isoflavoniconvertens

Die Extraktion der Ribonukleinsdure (ribonucleic acid, RNA) wurde mit dem Nucleo Spin
RNA II Kit (Macherey-Nagel, Diiren) nach Herstellerangaben mit einigen Modifizierun-
gen durchgefithrt. Um einen Verdau der RNA durch RNasen zu verhindern, wurden alle
Schritte auf Eis durchgefithrt, RNase-freie Losungen verwendet und selbst hergestellte
Losungen mit 0,1 % (v/v) DEPC (Diethyldicarbonat; Roth, Karlsruhe) angesetzt. Zu-
sitzlich wurden RNase-freie Reaktionsgefédfie und Spitzen verwendet. Die Inaktivierung
von RNasen auf zusatzlichen Materialien und genutzten Geraten erfolgte durch Behand-
lung mit RNase away (Roth, Karlsruhe). Fiir die Kultivierung von S. isoflavoniconvertens
wurde eine Septumflasche mit 50 ml BHI-Medium verwendet, die mit 3,5 ml einer Uber-
Nacht-Kultur angeimpft wurde. Zusétzlich enthielt das Medium 500 pl 20 mM Daidzein
(induzierte Kultur) oder 500 ul DMSO (nicht induzierte Kultur). Die Zellernte erfolgte in
der exponentiellen Wachstumsphase nach 10 h Inkubation bei 37 °C. Die Kultur wurde
bei 11.300 g fiir 5 min bei 4 °C abzentrifugiert und das Zellpellet eines halben Inkubati-
onsansatzes in 500 pl Lysis-Puffer resuspendiert. Der Aufschluss der Zellen wurde wie in
Kapitel 2.3.1 beschrieben durchgefithrt. Zur Erhéhung der Reinheit und Ausbeute wurde
beim zweiten Waschschritt das Volumen von 200 pl auf 600 pl erhoht. Zusatzlich wur-
de ein zweiter Elutionsschritt eingefiihrt, wobei das erste Eluat ein weiteres Mal auf die
Saule aufgetragen wurde. Die Inkubationszeit wurde von 5 min auf 10 min verlangert.
Zudem entfiel der DNA-Verdau mit der im Kit enthaltenen rDNase, da der vollstandige
Verdau von genomischer DNA nicht erzielt wurde. Alternativ erfolgte der DNA-Verdau
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im Anschluss an die RNA-Isolation mit dem Ambion Turbo DNA-free Kit (Life Techno-
logies, Darmstadt) nach Herstellerangaben. Mittels PCR (Kapitel 2.2.2) und spezifischen
Primern fiir ein beliebiges, durch Daidzein induziertes Gen von §. isoflavoniconvertens
(Tabelle 7, Anhang) wurde die isolierte RNA auf Kontamination durch genomische DNA
iiberpriift. Die Konzentration der RNA wurde spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt
(NanoDrop ND-1000, Peglab Biotechnologie, Erlangen). Die Lagerung der isolierten RNA
erfolgte bei -80 °C.

2.2.8 RNA-Gelelektrophorese

Die Kontrolle der RNA-Qualitédt erfolgte anhand der 16S und 23S rRNA-Banden, welche
bei Intaktheit der RNA deutlich im Gel erkennbar waren. Dazu wurde ein RNA-Aliquot
(1 pg) mit dem gleichen Volumen an RNA 2 x Loading Dye (Fisher Scientific, Schwerte)
versetzt, 15 min bei 70 °C denaturiert und auf ein 1%iges (w/v) denaturierendes Agaro-
segel aufgetragen. Als Laufpuffer diente mit 0,1 % (v/v) DEPC hergestellter 1 x MOPS-
Puffer. Die Trennung der RNA erfolgte in einer Gelelektrophorese-Laufkammer (Agagel
Mini, Biometra, Goéttingen) bei 32 V fiir ca. 4 h. Zum Sichtbarmachen der RNA wurde das
Gel 30 min in einem Ethidiumbromid-Bad gefarbt. Dieses wurde aus 200 ml 0,1 % (v/v)
DEPC und 60 pl Ethidiumbromid-Losung (1 mg/ml, Roth, Karlsruhe) angesetzt. Die De-
tektion erfolgte mittels UV-Licht (UV-Transilluminator Chemi Doc, Bio-Rad, Miinchen).

10 x MOPS-Puffer, pH 7.0

MOPS (Roth) 200 mM
Natriumacetat (Roth) 50 mM
EDTA (Roth) 20 mM

Denaturierendes Agarosegel (1 %, w/v)

Top Vision Agarose (Fisher Scientific, Schwerte) 0,5¢g
0,1 % (v/v) DEPC (Roth) 42,5 ml
10 x MOPS-Puffer 5 ml

37 % (v/v) Formaldehyd (Roth) 2,5 ml
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2.2.9 Subklonierung von Daidzein-induzierten-Genen in FEscherichia coli

pPGEM-T FEasy-Expressionsplasmide

Zur Funktionsaufklarung identifizierter Gene wurden diese mit dem pGEM-T Fasy Vector
System in E. coli als Expressionssystem kloniert. Die Amplifizierung der zu untersuchen-
den Gene erfolgte durch PCR mit der LongAmp Taq DNA Polymerase (NEB, Frankfurt
am Main) (Kapitel 2.2.6) und 1 pl genomischer DNA von S. isoflavoniconvertens. Die
Sequenzen der verwendeten Oligonukleotid-Primerpaare 11-13 sind in Tabelle 7 aufge-
fihrt (Anhang). Nach gelelektrophoretischer Trennung wurden die PCR-Produkte aus
dem Agarosegel isoliert, in den pGEM-T FEasy Vector ligiert und die kompetenten FE. co-
li-Zellen mit der Plasmid-DNA transformiert (Kapitel 2.2.3-2.2.5).

Affinitats-tag-Expressionsplasmide

Um heterolog exprimierte Proteine mittels Affinitédtschromatographie reinigen zu kénnen,
wurden diese genetisch an das Strep(II)-Peptid (bestehend aus den Aminosauren WSH-
PQFEK, auch Strep-tag) fusioniert. Die verwendeten pPSG-Expressionsplasmide wurden
nach dem Prinzip des kombinatorischen Klonierens mit Hilfe des StarGate-Systems (Star-
Gate Combi Entry Reagent Set und StarGate Transfer Reagent Set; IBA, Gottingen)
erzeugt. Mit Hilfe der Software StartPrimer D’Signer wurden die entsprechenden Primer-
sequenzen ausgewéahlt. Die PCR-Reaktionsansitze mit der LongAmp Taq DNA Polyme-
rase (NEB, Frankfurt am Main) wurden geméf Herstellerangaben durchgefiihrt (Kapitel
2.2.6). Als Matrize diente dabei die genomische DNA von S. isoflavoniconvertens oder
ein genspezifisches pGEM-T' Fasy-Expressionsplasmid (5 ng). Die fiir die einzelnen Gene
eingesetzten Oligonukleotid-Primerpaare 14-26 sind in Tabelle 7 (Anhang) aufgefiihrt.
Das PCR-Programm war: Denaturierung bei 94 °C fiir 30 s; 30 Zyklen aus Denaturierung
bei 94 °C fiir 30 s, Primeranlagerung fiir 1 min, Polymerisation bei 65 °C fiir 5 min;
Polymerisation bei 65 °C fiir 10 min. Bei Verwendung von Plasmiden als Matrize wurde
die Zyklenzahl auf 20 herabgesetzt. Die resultierenden PCR-Produkte wurden aus einem
1%igen (w/v) Agarosegel gereinigt (Kapitel 2.2.3) und zur Generierung von Donorvek-
toren mit dem Vektor pENTRY-IBA51 ligiert. Nach Transformation von kompetenten
E. coli Topl0-Zellen wurde der Donorvektor extrahiert (Kapitel 2.2.5) und zur Generie-
rung des spezifischen Zielvektors verwendet. Dabei wurde das Insert kombinatorisch vom
Donorvektor zum Strep-tag-kodierenden (C-terminal) Akzeptorvektor pPSG-IBA3 trans-
feriert. Der so entstandene Zielvektor wurde in den Expressionswirt E. coli KRX transfor-
miert (Kapitel 2.2.4). Zusétzlich zum C-terminalen Strep-tag erfolgte die Fusion der Gene
an ein His-tag (bestehend aus sechs Histidinresten), GST (Glutathion-S-Transferase)-tag
und FLAG-tag (bestehend aus den Aminoséduren DYKDDDDDK). Die verwendeten Ak-
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zeptorvektoren waren pPSG-IBA25 (N-terminales GST-tag), pPSG-IBA35 (N-terminales
His-tag), pPSG-IBA65 (N-terminales FLAG-tag) und pPSG-IBA5 (N-terminales Strep-

tag).

2.2.10 Heterologe Genexpression in Escherichia coli

Escherichia coli JM109

Die Kultivierung von E. coli JM109-Klonen erfolgte aerob als auch anaerob (Kapitel
2.1). Eine aerobe Vorkultur wurde in 5 ml LB-Medium (Lennox) mit 100 pg/ml Carbe-
nicillin schiittelnd iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Hauptkultur wurde 1%ig mit
der Vorkultur beimpft. Bei anaerober Kultivierung erfolgte die Anzucht der Vorkul-
tur im 10 ml-Hungate-Rohrchen. Die in Septumflaschen inkubierte Hauptkultur wurde
mit der Vorkultur 2%ig beimpft und bei 37 °C bzw. 25 °C kultiviert. Nach der Zuga-
be von 0,5 mM IPTG wurde die Expression der klonierten Gene induziert. Zur Uber-
priiffung der Expressionsstirke wurden Kulturen parallel mit und ohne IPTG-Induktion
inkubiert. Die Induktion erfolgte bei aeroben Kulturen nach Erreichen der ODggy von
0,6 und bei anaerober Kultivierung 3 h nach Inokulation der Hauptkultur. Das Ernten
der Zellen sowie der Zellaufschluss fand unter oxischen als auch anoxischen Bedingun-
gen statt (Kapitel 2.3.1). Zur Uberpriifung der heterologen Genexpression wurden die
Zellextrakte nach Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert.

FEscherichia coli KRX

Die Anzuchtsbedingungen von E. coli KRX-Zellen zur heterologen Genexpression dhnel-
ten denen der FE. coli JM109-Klone. Fir die aerob oder anaerob inkubierten Anséatze
wurde jedoch TB-Medium mit 50 pg/ml Carbenicillin und 87 mM Kaliumphosphat ver-
wendet (Kapitel 2.1). Die heterologe Genexpression begann nach Induktion des T7 RNA
Polymerase-Gens mit 0,1 % L-Rhamnose (w/v; Promega, Madison, USA). Die Induktion
erfolgte bei aeroben Kulturen nach Erreichen der ODgpy von 0,8-1,0 und bei anaerober
Kultivierung 3 h nach Inokulation der Hauptkultur. Fiir die weitere Kultivierung der
Hauptkultur wurde die Inkubationstemperatur von 37 °C auf 20-25 °C gesenkt. Nach
Aufschluss der geernteten Zellen und Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die

heterologe Genexpression mittels SDS-PAGE iiberpriift.
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2.2.11 Reverse-Transkriptase-PCR-Analyse

Die Synthese von komplementirer DNA (complementary DNA, cDNA) wurde mit dem
RevertAid H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Fisher Scientific, Schwerte) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Zur Herstellung des Reaktionsansatzes wurden 1 pg der
aus S. isoflavoniconvertens isolierten RNA, 1 nl Random Hexamer Primer (100 pM) und
RNase-freies Wasser zu einem Gesamtvolumen von 12 pl vereinigt. Aufgrund des hohen
GC-Gehalts des RNA-Templates und zur Denaturierung eventuell gebildeter Sekundér-
strukturen wurde der Reaktionsansatz fiir 5 min auf 65 °C erhitzt und im Anschluss auf Eis
gekiihlt. Der Reaktionsansatz wurde durch das Hinzugeben folgender Kit-Komponenten
vervollstandigt: 4 pl 5 x Reaction Buffer, 1 pl RiboLock RNase Inhibitor (20 U/nl),
2 pl ANTP Mix (10 mM), 1 pl RevertAid H Minus M-MuLV Reverse-Transkriptase
(200 U/ pl). Im Folgenden wurde der Ansatz nacheinander 5 min bei 25 °C, 60 min
bei 45 °C und 5 min bei 70 °C im Thermoblock inkubiert. Die synthetisierte cDNA diente
als Matrize fiir die Amplifizierung intergener cDNA-Bereiche durch PCR (Primerpaare
37-52, Tabelle 7, Anhang). Die Amplifizierung mit der LongAmp Tag DNA Polymerase
(NEB, Frankfurt am Main) wurde in Abhéngigkeit von der Lénge des zu erwartenden
PCR-Produkts und der spezifischen Hybridisierungstemperatur des verwendeten Primer-
paares durchgefithrt (Kapitel 2.2.6). Die gelelektrophoretische Analyse der PCR-Ansétze

sowie Farbung des Gels und Detektion erfolgte wie unter Kapitel 2.2.2 beschrieben.

2.2.12 Bestimmung der Position von Transkriptionsstarts

Zur Identifizierung des 5’-Endes eines bakteriellen mRNA-Transkripts wurde die Methode
ARF-TSS (engl. Adaptor- and radioactivity-free identification of transcription start sites)
angewandt [237]. Im ersten Schritt, der cDNA-Synthese, wurde ein fiir das zu untersuchen-
de Gen spezifischer Oligonukleotidprimer verwendet, welcher am 5’-Ende phosphoryliert
war. Die Synthese der cDNA (Kapitel 2.2.11) erfolgte unter Verwendung eines phospho-
rylierten Reverse Primers (20 pmol/ul) statt des im Kit enthaltenen Random Hexamer
Primers. Der cDNA-Ansatz wurde nach Zugabe aller Komponenten nacheinander 60 min
bei 45 °C und 5 min bei 70 °C im Thermoblock inkubiert. Zur Reinigung der cDNA wur-
de der Ansatz mit 20 pl 1 M NaOH versetzt, fiir 30 min bei 65 °C inkubiert und erneut
mit 20 pl 1 M NaOH verdiinnt. Nach Bindung an eine Saule (innuPREP Doublepure
Kit, Biometra, Gottingen) wurde die cDNA mit 40 ul Elutionspuffer eluiert. Die Ligation
der cDNA-Enden fand durch Inkubation mit der T4 RNA Ligase 1 (NEB, Frankfurt am
Main) tber Nacht bei 16 °C geméfl Herstellerangaben statt. Die Amplifizierung mit der
LongAmp Taq DNA Polymerase (NEB, Frankfurt am Main) erfolgte mit den Primerpaa-
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ren 33-36 (Tabelle 7, Anhang) mit folgendem Thermocycler-Programm: Denaturierung
bei 94 °C fir 30 s; 30 Zyklen aus Denaturierung bei 94 °C fiir 30 s, Primeranlagerung
fiir 60 s, Polymerisation bei 65 °C fir 60 s; Polymerisation bei 65 °C fiir 10 min. Die
verwendeten PCR-Komponenten wurden in Kapitel 2.2.6 beschrieben. Nach gelelektro-
phoretischer Trennung und Anfarbung des Agarosegels wurde das PCR-~-Produkt aus dem
Gel extrahiert und mittels des pGEM-T Fasy Vector Systems in E. coli JM109 kloniert
(Kapitel 2.2.3 und 2.2.4). Nach Extraktion der Plasmid-DNA (Kapitel 2.2.5) wurden die

Inserts von mindestens zehn verschiedenen Klonen sequenziert.

2.2.13 Northern-Blot-Analyse

Herstellung von Digoxygenin-markierten DNA-Sonden

Fiir die Detektion von spezifischen mRNA-Transkipten wurden DNA-Sonden mit einer
Lange zwischen 404 und 471 bp amplifiziert. Die Markierung der Sonden erfolgte durch
den Einbau eines Desoxyuridintriphosphats (dUTP), welches an das Steroid Digoxygenin
(DIG) gekoppelt war. Zur Herstellung der DIG-dUTP-markierten Sonden wurde das PCR
DIG Probe Synthesis Kit nach Herstellerangaben verwendet (Roche, Mannheim). Fir die
genspezifischen PCR-Ansétze wurden die Primerpaare 26-32 verwendet (Tabelle 7, An-
hang). Ein PCR-Ansatz (25 pl) enthielt 1 x PCR Buffer (mit MgCly), je 200 pM von
dCTP, dGTP und dATP, 165 pM dTTP, 35 pM DIG-dUTP, 500 pM von jedem Primer,
1,4 U Enzyme Miz und 0,5 pl genomische DNA von S. isoflavoniconvertens. Die Amplifi-
zierung erfolgte mit folgendem Programm: Denaturierung bei 95 °C fiir 2 min; 30 Zyklen
aus Denaturierung bei 95 °C fiir 30 s, Primeranlagerung bei 60 °C fiir 30 s, Polymerisation
bei 72 °C fiir 40 s; Polymerisation bei 72 °C fiir 7 min. Die gelelektrophoretische Trennung
der amplifizierten DIG-dUTP-markierten DNA-Sonden erfolgte in einem 2,5%igen (w/v)
Agarosegel. Das Anfdrben und die Detektion von DNA-Banden wurde in Kapitel 2.2.2
beschrieben. Die Konzentration der DNA-Sonden von ca. 450 ng/pl wurde spektrophoto-
metrisch bei 260 nm bestimmt (NanoDrop ND-1000, Peqlab Biotechnologie, Erlangen).

Blotting

Die fir die Northern-Blot-Analyse benotigte RNA-Menge von 5 ng wurde auf ein 1%iges
(w/v) denaturierendes Agarosegel aufgetragen (Kapitel 2.2.8). Dazu wurden die RNA-
Proben mit dem 2-fachen Volumen an RNA-Ladungspuffer bei 65 °C fir 10 min denatu-
riert. Zur spateren Bestimmung der Transkriptgrofie wurde zusétzlich ein Digoxygenin-
markierter Groflenstandard aufgetragen (RNA Molecular Weight Marker 1; Roche, Mann-
heim), welcher mit dem 4-fachen Volumen an RNA-Ladungspuffer vermischt und bei 65 °C
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fiir 15 min denaturiert wurde. Zur Vermeidung von Kontaminationen durch nicht RNase-
freies Glycerin wurde der RNA-Ladungspuffer ohne Glycerin hergestellt. Dazu wurden
die Proben auf ein noch nicht mit 1 x MOPS-Puffer bedecktes Agarosegel gegeben (tro-
ckene Beladung). Nachdem die Laufkammer bis zum oberen Rand des Agarosegels beftillt
worden war, liefen die Proben fiir 10 min bei 78 V in das Gel. Im Anschluss wurde das
Gel vollstandig mit Puffer bedeckt und die RNA bei 32 V fir ca. 4 h gelelektrophore-
tisch getrennt. Die Farbung und Detektion erfolgte wie unter Kapitel 2.2.8 beschrieben.
Um den im Gel enthaltenen Formaldehyd zu entfernen, wurde das Gel fiir 2 x 15 min in
100 ml 20 x SSC-Puffer (saline-sodium citrate, SSC) schiittelnd aquilibriert. Durch Kapil-
lartransfer wurde die RNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Boehringer Mann-
heim, Mannheim) iibertragen. Dazu wurde die auf Gelgréfie (6,6 x 8 cm) zugeschnittene
Membran fiir 10 min schiittelnd in 2 x SSC-Puffer dquilibriert. In einer RNase-freien Plas-
tikwanne wurde ein Reservoir an 20 x SSC-Puffer angelegt und die Enden eines auf einer
Briicke liegenden Filterpapiers (Gel-Blotting-Papier; Whatman 3 MM, Roth, Karlsruhe)
im Puffer getrinkt. Mit der Oberseite wurde das Agarosegel auf das getréankte Filterpa-
pier gelegt und die Membran auf dem Gel platziert. Auf die Membran wurden zusatzlich
zwei auf Gelgrofle zugeschnittene trockene Filterpapiere gelegt sowie ein Stapel aus Pa-
piertiichern. Den Abschluss des Blot-Aufbaus bildete eine Glasplatte mit einem Gewicht
von ca. 230 g. Der Kapillartransferblot erfolgte iiber Nacht. Nach Beendigung des Blots
wurde die Position der Geltaschen auf der Membran mittels einer Kaniile markiert und
die RNA auf der Membran fixiert (Auto Cross Linking; UV-Stratalinker 2400, Stratage-
ne, Kirchzarten). Dazu wurde die Membran auf ein in 2 x SSC-Puffer getrinktes Blatt
Filterpapier gelegt. Die Membran-Seite, auf der die RNA lokalisiert war, wurde dabei dem
UV-Licht exponiert. Zur Entfernung ungebundener RNA wurde die Membran in 0,1 %
(v/v) DEPC gewaschen. Abschliefiend erfolgte die Trocknung der Membran an der Luft.

20 x SSC-Puffer, pH 7,0
Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe) 3,0 M
Natriumcitrat (Roth) 0,3 M

RNA-Ladungspuffer

Formamid (deionisiert) (Roth) 125,0 pl
37 % Formaldehyd (Roth) 41,5 pl
10 x MOPS-Puffer (Kapitel 2.2.8) 25,0 pl
2,5 % (w/v) Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim) 5,0 pl

0,1 % (v/v) DEPC (Roth) 28,5 nl
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Prahybridisierung

Die Préhybridisierung erfolgte schiittelnd fiir 30 min bei 50 °C und 40 rpm (Certomat
U und Certomat H, Sartorius AG, Goéttingen). Dazu wurde die Membran mit 15 ml
des vorgewdrmten Prahybridisierungspuffers (DIG Easy Hyb, Roche, Mannheim) in einer
Plastikbox inkubiert. Dieser Schritt diente der Blockierung aller unspezifischen Bindungs-

stellen auf der Membran.

Hybridisierung

Zur Herstellung von 15 ml Hybridisierungspuffer wurden ca. 25 ng der jeweiligen DIG-
dUTP-markierten DNA-Sonde pro Milliliter DIG Easy Hyb (Roche, Mannheim) verwen-
det. Dazu wurde die Sonde in einem Reaktionsgefd in 50 pl 0,1 % (v/v) DEPC (Roth)
verdiinnt, bei 68 °C fiir 10 min denaturiert und zum auf 50 °C vorgewarmten DIG Fa-
sy Hyb-Puffer gegeben. Nach Ablauf der Prahybridisierung wurde die zuvor verwendete
Losung gegen den Hybridisierungspuffer ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte iiber
Nacht bei 50 °C und 40 rpm.

Immunologische Detektion

Um ungebundene DNA-Sonden nach Abschluss der Hybridisierung entfernen zu kénnen,
wurde die Membran in Loésungen absteigender Salzkonzentration inkubiert (stringency
washes). Der erste Waschschritt erfolgte 2 x 5 min bei Raumtemperatur mit je 15 ml Low
Stringency Buffer, bestehend aus 2 x SSC-Puffer und 0,1 % (w/v) SDS. Im Anschluss
wurden 15 ml des aus 0,1 x SSC-Puffer und 0,1 % (w/v) SDS bestehenden High Stringen-
cy Buffers auf 68 °C vorgewédrmt, gegen den Low Stringency Buffer ausgetauscht und 2 x
15 min mit der Membran bei 68 °C inkubiert. Fir die Detektion der DNA-Sonden wur-
de das DIG Luminescent Detection Kit (Roche, Mannheim) verwendet. Dazu wurde die
Membran nach einem 5-mintiten Waschschritt mit 15 ml Waschpuffer mit dem gleichen
Volumen an 1 x Blockierungslosung 30 min inkubiert. Fiir die Antikérper-Losung wur-
de das an alkalische Phosphatase gekoppelte Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat (75 mU /ml)
1:10.000 in 1 x Blockierungslosung verdiinnt und im Anschluss an den Blockierungs-
schritt 30 min auf die Membran gegeben. Ungebundene Anti-Digoxigenin-AP-Konjugate
wurden durch zwei 15-miniitige Waschschritte mit je 15 ml Waschpuffer unter Schiitteln
entfernt. Nach Inkubation der Membran fiir 5 min mit 15 ml Detektionspuffer wurde
das Chemilumineszenz-Substrats CSPD 1:100 in Detektionspuffer verdiinnt und auf die
Membran gegeben. Die Inkubation der Membran mit dem CSPD-Substrat erfolgte zu-
nachst fiir 5 min bei Raumtemperatur. Zur Intensivierung des Signals schloss sich eine
weitere Inkubation fiir 15 min bei 37 °C an. Die Gesamtexpositionszeit mit dem Fujifilm
LAS 3000 Imager (Diisseldorf) betrug 50-60 min. Die Grofienbestimmung der detektier-
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ten mRNA-Transkripte erfolgte anhand des Digoxygenin-markierten Groflenstandards mit

dem Bildbearbeitungsprogramm Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad, Minchen).

Waschpuffer, pH 7,5

Maleinsaure (Sigma-Aldrich, Steinheim) 0,10 M
Natriumchlorid (Roth, Karlsruhe) 0,15 M
Tween 20 (Polysorbat 20) (Merck, Darmstadt) 0,3 % (v/v)

Maleinsaurepuffer, pH 7.5
Maleinsaure (Sigma-Aldrich) 0,10 M
Natriumchlorid (Roth) 0,15 M

10 x Blockierungslosung

Blocking Reagent (Roche, Mannheim) 5g
0,1 % (v/v) DEPC (Roth) ad 50 ml

1 x Blockierungslosung

10 x Blockierungslosung 12 ml

Maleinsaurepuffer 108 ml

Detektionspuffer, pH 9,5
Natriumchlorid (Roth) 0,1 M
Tris (Roth) 0,1 M

Entfernung von DN A-Sonden

Um die Membran mit einer anderen DNA-Sonde erneut hybridisieren zu kénnen, mussten
zuvor gebundene Sonden von der Membran entfernt werden. Dazu wurde die Membran
zweimal 60 min in einer Strippinglosung bei 80 °C inkubiert, in 2 x SSC-Puffer gewaschen

und darin bis zur Weiterverwendung gelagert.

Strippinglosung
Formamid, deionisiert (Roth) 50 % (v/v)
SDS (Roth) 5% (w/v)

Tris-HCI (Roth), pH 7,5 50 mM
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2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Herstellung von bakteriellen Zellextrakten

Oxische und anoxische Zellernte

Wahrend der anoxischen Herstellung von Zellextrakten fanden alle Arbeitsschritte in ei-
ner Anaerobier-Box (MACS MG500, Don Whitley Scientific Ltd., Shipley, GroSbritanni-
en) statt. Diese enthielt als Atmosphére ein Gemisch aus No/CO2/H, (80:10:10, v/v/v).
Zusatzlich wurden alle Gefafle und Pipettenspitzen mindestens 12 h vor Beginn in die
Anaerobier-Box eingeschleust. Die Bakterienkultur wurde in Zentrifugenbecher aufgeteilt
und 20 min bei 11.300 g und 4 °C abzentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurden
die Zellen zweimal mit 50 mM reduziertem Kaliumphosphatpuffer (KPP,.4) gewaschen
und das Zellpellet bei -80 °C gelagert. Die Zellernte unter oxischen Bedingungen erfolg-
te auflerhalb einer Anaerobier-Box mit nicht reduziertem und nicht begastem 50 mM
Kaliumphosphatpuffer (KPP,,).

50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,8 (reduziert) (KPP,..4)

KH,PO4 (Roth, Karlsruhe), 1 M 25,15 ml
M KoHPO, (Merck, Darmstadt), 1 M 24,85 ml
L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat (Roth) 05¢g
Resazurin-Natriumsalz-Stammlosung (1 mg/ml) (Roth) 1 ml

Aqua bidest ad 1000 ml

Begast mit Hy /CO, (80:20, v/v)

Zellaufschluss

Die anoxisch geernteten Zellen einer 250 ml-Kultur wurden in 500 pl KPP,..q (pH 6.8) mit
1 x Protease-Inhibitor-Cocktail (Complete, Roche, Mannheim) aufgenommen. Die Zell-
suspension wurde in 1,5 ml-Reaktionsgefafie mit Dichtung iiberfiihrt, die zu einem Drittel
mit Glaskugeln (Glass Beads, Durchmesser 0,1 mm; Roth) gefiillt waren. Der Aufschluss
der Zellen erfolgte in zweifacher Durchfithrung fiir 20 s mit einer Geschwindigkeit von
6,0 m/s (FP 120 FastPrep Cell Disrupter, Qbiogene, Carlsbad, USA). Nach einem Zentri-
fugationsschritt (10.000 g, 4 °C, 5 min) wurde das klare Lysat abgenommen, 10 min bei
37 °C mit 3 ul Benzonase (125 U, Merck) inkubiert und erneut zentrifugiert (14.000 g, 4 °C,
20 min). Der klare Uberstand (im Weiteren als Zellextrakt bezeichnet) wurde abgenom-
men und das Pellet als unlosliche Fraktion in KPP,.4 resuspendiert. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration im Zellextrakt und der unloslichen Fraktion wurden die Proben
bei -20 °C gelagert.
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2.3.2 Reinigung von Strep(II)-Fusionsproteinen

Die Reinigung Strep-tag-gekoppelter Proteine erfolgte mittels Affinitdtschromatographie.
Das aus den Aminosauren WSHPQFEK bestehende Strep(I1l)-Peptid bindet hierbei mit
hoher Affinitdt an eine Matrix aus modifiziertem Streptavidin und wird durch Zugabe ei-
nes Biotin-Derivats vom immobilisierten Saulenmaterial eluiert. Die Proteinreinigung wur-
de mit dem Strep-tag Starter Kit (IBA, Gottingen) durchgefithrt. Dazu wurden 0,3-1 ml
Zellextrakt direkt auf die mit Puffer W (100 mM Tris-HCI, pH 8; 150 mM NaCl; 1 mM
EDTA) aquilibrierte Strep-Tactin-Sepharosesiaule (1 ml) gegeben. Der Durchfluss erfolgte
dabei mittels Schwerkraft. Nachdem das Zellextrakt in die Sdulenmatrix hinein gelaufen
war, wurde die Sdule 5 x mit 1 ml Puffer W gewaschen. Daran schloss sich die Elution mit
6 x 0,5 ml Puffer E (100 mM Tris-HCI, pH 8; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2,5 mM Des-
thiobiotin) an. Die Regenerierung des Saulenmaterials wurde mit Puffer R (100 mM Tris-
HCI, pH 8; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM HABA) durchgefiihrt, welcher den gelben
Azo-Farbstoff 4-Hydroxyazobenzen-2-Carboxylsdure (HABA) enthielt. Sehr niedrig kon-
zentrierte Proben (z.B. 0,04 mg/ml) des gleichen gereinigten Proteins wurden vereinigt
und konzentriert (Centricon Filter JM30, Millipore, Darmstadt). Zur Uberpriifung der
Reinigung wurden alle erhaltenen Fraktionen nach Bestimmung der Proteinkonzentration
mittels SDS-PAGE analysiert.

2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay (Bio-
Rad, Miinchen). Fiir die Erstellung einer Kalibriergerade wurden Rinderserumalbumin
(BSA)-Lésungen verschiedener Konzentration (0,02-0,3 mg/ml) als Standards eingesetzt.
Die Analyse der Proben und Standards erfolgte in Dreifachbestimmung. Dazu wurden
10 ul pro Vertiefung in eine Mikrotiterplatte gegeben und anschliefend mit je 200 pl des
1:5 verdiinnten und filtrierten Assay-Reagenzes versetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
von 10 min wurden die Proben im Plattenphotometer (SLT Rainbow; Teca, Mannedorf,
Schweiz) bei 595 nm vermessen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der Kalibrier-

gerade ermittelt.
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2.3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Denaturierende SDS-PAGE

Die Trennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde nach Laemm-
li durchgefithrt [116]. Dazu wurden die Proteinproben im Verhéltnis 2:1 mit Probenla-
dungspuffer versetzt und fiir 15 min bei 100 °C denaturiert. Nach der Zentrifugation bei
6.000 g wurden die Proben sowie der Molekulargewichtsstandard (PageRuler Plus Pre-
stained Protein Ladder; Fermentas, St. Leon-Rot) in die Probentaschen des Sammelgels
gegeben. Bis zum Einlaufen der Proben in das Trenngel wurde der Gelelektrophoreselauf
bei 15 mA pro Gel durchgefiihrt. Daran schloss sich die Trennung bei 30 mA pro Gel
an. Im Anschluss wurden die Gele unter Schwenken in einer Coomassie-Férbeloésung 1 h
gefarbt. Das Entfarben der Gele erfolgte iiber Nacht. Zur Dokumentation wurden die Gele
eingescannt (GS-800 Calibrated Densitometer; Bio-Rad, Miinchen).

Trenngel (13 %)

Aqua bidest 3,23 ml
Acrylamid-Bis-Losung (40 %) (Merck, Darmstadt) 2,60 ml
Tris-HCI (Roth, Karlsruhe) 1,5 M; pH 8,8 2,0 ml
SDS (Roth), 10 % (w/v) 80 nl
APS (Biomol, Hamburg), 10 % (w/v) 80 nl
TEMED (Roth) 3,2 il

Sammelgel (5 %)

Aqua bidest 2,56 ml
Acrylamid-Bis-Losung (40 %) (Merck) 0,53 ml
Tris-HCI (Roth) 0,5 M; pH 6,8 1,06 ml
SDS (Roth), 10 % (w/v) 42 pl

APS (Biomol), 10 % (w/v) 42 ul
TEMED (Roth) 4.2yl
Probenpuffer

Tris (Roth) 125 mM
SDS (Roth) 4% (w/v)
Glycerin (Roth) 10 % (v/v)
p-Mercaptoethanol (Fluka, Deisenhofen) 10 % (v/v)

Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim) 0,25 % (w/v)



2. MATERIAL UND METHODEN 34

Laufpuffer

Tris (Roth, Karlsruhe) 25 mM
Glycin (Roth) 192 mM
SDS (Roth) 0,1 % (w/v)

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Brillantblau R250 (Bio-Rad, Miinchen) 0,1 % (w/v)
Essigsaure (Roth) 7% (v/v)
Methanol (VWR, Darmstadt) 14 % (v/v)
Entfarber

Ethanol 10 % (v/v)
Essigsaure (Roth) 7.5 % (v/v)

Native Gradienten-PAGE

Fiir diese Methode wurden native Gradientengele (Tris-HCI 4-15 %, Bio-Rad, Miinchen)
genutzt. Proteinproben (2,5-5 ng) wurden dazu mit dem gleichen Volumen an Saccharose
(53 %, w/v) und 3 pl Bromphenolblau (0,1 %, w/v) versetzt. Als GroBenstandards dienten
die Proteine Albumin (67 kDa), Lactat-Dehydrogenase (140 kDa), Katalase (232 kDa),
Ferritin (440 kDa) und Thyroglobulin (669 kDa) (HMW Electrophoresis Calibration Kit;
GE Healthcare, Freiburg). Ein Gemisch der Standartproteine von 5 pl wurde mit 1 pl
Bromphenolblau (0,1 %, w/v) versetzt. Vor dem Auftragen der Proben und des Markers
erfolgte eine 20-miniitige Aquilibrierungsphase bei 70 V mit nativem Laufpuffer. Die Elek-
trophorese wurde 1,5 h bei einer konstanten Spannung von 150 V durchgefiihrt. Das
Farben, Entfarben und Dokumentieren der Gele erfolgte wie zuvor beschrieben. Die Gro-
Benbestimmung der Proteinbanden wurde anhand des HMW-Groéfenstandards mit dem
Bildbearbeitungsprogramm Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad, Minchen) durchge-
fiihrt.

Nativer Laufpuffer, pH 8.5
Tris (Roth, Karlsruhe) 24 mM
Glycin (Roth) 188 mM
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Zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese (2D-DIGE)

Der von Anastasia Matthies durchgefithrte Versuch zur Trennung der zytoplasmatischen
Proteine von S. isoflavoniconvertens nach Molekulargewicht und dem isoelektrischen
Punkt wurde in ihrer Dissertation ausfithrlich dargestellt [139]. Aus diesem Grund wird
die Methode im Folgenden nur kurz erlautert. Fir die Herstellung des Zellextrakts wur-
de S. isoflavoniconvertens in Anwesenheit von Daidzein bzw. DMSO in 250 ml BHI-
Medium kultiviert (Kapitel 2.1). Nach Zentrifugation und Abnahme des Uberstandes
wurden die Zellen 5 x mit Waschpuffer (10 mM Tris, pH 8; 5 mM Magnesiumacetat;
30 mg/l Chloramphenicol) gewaschen. Der Waschpuffer enthielt zusétzlich einen 1:100
verdiinnten Protease-Inhibitor-Mix (GE Healthcare, Freiburg). Fiir die Herstellung des
Zellextrakts wurden die Zellen mechanisch aufgeschlossen (Kapitel 2.3.1) und die Pro-
teinkonzentration bestimmt (Kapitel 2.3.3). Die verwendete Menge an Protein fiir ein
DIGE-Gel (analytisches Gel) betrug 50 pg. Die Analyse differentiell regulierter Protein-
Spots erfolgte mit der DeCyder-Software 6.5 (GE Healthcare, Freiburg). Fiir die mas-
senspektrometrische Analyse der Protein-Spots wurden praparative, mit 500 pg Protein
beladene 2D-Gele angefertigt. Die Zusammensetzung eines praparativen Gels sowie Far-
bung, Elektrophorese, Proteinverdau und die Analyse mit NanoLC-ESI-MS/MS wurde
von Vogel-Scheel et al. beschrieben [231]. Das Ableiten von Peptidsequenzen aus den mit
der ESI-MS/MS-Technik ermittelten Daten erfolgte mit der Software ProteinLynx Global
Server 2.3 (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA). Bei einem Kalibrierungs-
fehler von 5 ppm betrug die Fragment-Toleranzgrenze 0,05 kDa.
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2.4 Enzymkinetik

2.4.1 Bestimmung der Enzymaktivitiaten bei der Umsetzung von Isoflavonen

Im den enzymatischen Tests wurde entweder Daidzein (Acros Organics, Geel, Belgi-
en), Dihydrodaidzein (Toronto Research Chemicals, Toronto, Kanada), Genistein (Roth,
Karlsruhe) oder Dihydrogenistein (Synthese AG M. Giitschow, Pharmazeutisches Insti-
tut Universitdt Bonn) als Isoflavonsubstrat verwendet. Als Standardsubstanzen dienten
zusatzlich Equol (Fluka, Deisenhofen) und 5-Hydroxyequol (Isolation A. Braune, Abt.
Gastrointestinale Mikrobiologie, DIfE). Alle Isoflavonstandards und -substrate wurden in
DMSO (Merck, Darmstadt) gelost. Als Koenzym dienten NADH oder NADPH als auch
NADP™ (Biomol, Hamburg). Sofern nicht anders angegeben, enthielten die Testansétze
nach Zugabe des Substrats 0,25 % DMSO. Alle unter anoxischen Bedingungen durchge-
fithrten enzymatischen Tests erfolgten bei 37 °C in einer Anaerobier-Box (MACS MG500,
Don Whitley Scientific Ltd., Shipley, Grofibritannien) mit einem Gemisch aus No/CO2/Ho
(80:10:10, v/v/v).

Enzymtests mit bakteriellen Zellextrakt

Die Durchfiihrung der enzymatischen Tests erfolgte in einem Gesamtvolumen von 1 ml
mit 50 mM KPP,.; (pH 6,8), 100 pM Substrat, 0,6 mM NADH oder NADPH und 50 pl
des jeweiligen Zellextrakts (2-20 mg/ml). Bei der Durchfithrung enzymatischer Tests un-
ter oxischen Bedingungen wurde nicht reduzierter 50 mM KPP verwendet sowie NADP™
als Koenzym. Durch Zugabe des Extrakts wurde die Enzymreaktion gestartet. Nach 5,
10, 15, 20 und 30 min wurden jeweils 50 nl Probe entnommen und die Reaktion durch
Zugabe von 50 pl Methanol/Essigsaure/Aqua bidest (10:1:1, v/v/v) gestoppt. Die abge-
stoppten Reaktionsproben wurden 5 min bei 18.000 g zentrifugiert und der Uberstand mit
der Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (RP-HPLC) (Kapitel 2.5.1)
analysiert. Alle Enzymtests wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die spezifische
Aktivitdt wurde anhand der Produktbildung innerhalb von 5 min ermittelt. Bei Kom-
bination aller rekombinanten Strep-Fusionsproteine erfolgten die dreifach durchgefiihrten
Tests mit den Zellextrakten der verschiedenen FE. coli-Klone. Der enzymatische Ansatz
enthielt in einem Gesamtvolumen von 1 ml 50 mM KPP,.; (pH 6,8), 50 pM Substrat,
0,6 mM NADPH, 5 % DMSO und 10 pl des jeweiligen Zellextrakts.
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Enzymtests mit gereinigtem Protein

In einem Reaktionsvolumen von 0,5 ml wurden 50 mM KPP,., (pH 6,8), 100 pM Sub-
strat, 1,2 mM NADPH und 25 pl des gereinigten Proteins (0,05-4,0 mg/ml) verwendet.
Die Durchfithrung enzymatischer Tests sowie die Probenvorbereitung und Bestimmung
der spezifischen Aktivitdt wurden im vorherigen Absatz beschrieben. Alle Experimente

erfolgten in Dreifachbestimmung.

Bestimmung der spezifischen Enzymparameter K,, und V,,,,

Zur Ermittlung der Michaelis-Konstante (K,,) und der Maximalgeschwindigkeit ( V,,q.)
wurde die Enzymreaktion in einem Volumen von 0,5 ml durchgefiihrt. Der Reaktionsan-
satz enthielt 50 mM KPP,..; (pH 6,8), 0,5-40 1M Substrat, 0,6 mM NADPH, 5 % DMSO
und 25 pl des gereinigten Proteins (0,12-0,19 mg/ml). Fiir Anséitze mit niedriger Sub-
stratkonzentration (0,5-3 nM) wurde das gereinigte Protein zuvor 1:3 in Elutionspuffer
(Strep-tag Starter Kit; IBA, Gottingen) verdiinnt. Nach 1 min wurde die Reaktion ab-
gestoppt und die Isoflavon-Umsetzung mittels RP-HPLC analysiert (Kapitel 2.5.1). Alle
enzymatischen Tests erfolgten in Dreifachbestimmung. Die spezifische Aktivitdat wurde
in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration aufgetragen. Aus der gefitteten Kurve
wurden mit Hilfe der GraFit Data Analysis Software (Erithacus Software, Surrey, Gro$-

britannien) die Werte von K, sowie V., ermittelt.

2.4.2 NAD(P)H-Dehydrogenase-Assay

Beim NAD(P)H-Dehydrogenase-Assay (auch Diaphorase-Assay) wurde der Farbstoff 2,6-
Dichlorphenolindophenol (DCPIP; Roth, Karlsruhe) durch ein Elektronentransfer-Flavo-
enzym reduziert und das Koenzym NAD(P)H oxidiert [165]. Das Reaktionsgemisch von
1 ml enthielt 0,1 M reduzierten Kaliumphosphatpuffer (pH 7), 0,14 mM NADH oder
NADPH, 32 mM DCPIP und 4 bis 17 pg Protein. Die in der Anaerobierbox mit Puf-
fer, Koenzym und Protein befiillte Quarzkiivette (Suprasil; Hellma, Miillheim) wurde mit
einem Stopfen verschlossen. Mittels einer Mikroliterspritze wurde das Substrat DCPIP
zugegeben und die Enzymreaktion gestartet. Die Messung der Absorptionsabnahme bei
600 nm tiber einen Zeitraum von 10 min erfolgte bei 25 °C im Photometer (Infinite
M200Pro, Tecan, Crailsheim). Alle Messungen wurden in Dreifachbestimmung durchge-
fithrt. Zur Quantifizierung des verbrauchten Substrats DCPIP wurde eine Kalibriergerade
fiir den Bereich von 0 bis 50 pM erstellt.
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0,1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7 (reduziert)

1 M KH,PO, (Roth, Karlsruhe) 50,3 ml

1 M Ky;HPO, (Merck, Darmstadt) 49,7 ml
L-Cysteinhydrochlorid-Monohydrat (Roth) 05¢g
Resazurin-Natriumsalz-Stammlosung (1 mg/ml) (Roth) 1 ml

Aqua bidest ad 1000 ml

Begasung mit Hy/CO,

2.5 Chemisch-Analytische Methoden

2.5.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Isoflavon-Analyse

Die Analyse der Isoflavone Daidzein und Genistein sowie deren Metaboliten erfolgte mit-
tels Umkehrphase-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (reversed phase high perfor-
mance liquid chromatography, RP-HPLC). Das HPLC-System Ultimate 3000 (Dionex,
Idstein) bestand aus der Pumpe LPG-3400SD, dem Probengeber WPS-3000T SL, dem
Saulenthermostat TCC-3000SD und dem Diodenarray-Detektor DAD-3000. Die Tren-
nung der Substanzen nach Injektion von 20 pl Probe erfolgte durch eine RP-C18-Saule
(LiChrospher 100 RP-18, 5 pm; 250 x 4 mm; Merck, Darmstadt), welche an eine RP-C18-
Vorsdaule (C18 LiChrospher, 5 pym) gekoppelt war. Die Saulentemperatur betrug 37 °C.
Als mobile Phase diente ein Gradient aus 2 % (v/v) Essigsdure (Roth; Eluent A) und
Methanol (VWR; Eluent B) mit folgendem Verlauf: 5 % B fiir 15 min, von 5 auf 55 % B
in 10 min, 55 % B fir 3 min, von 55 auf 100 % B in 5 min, von 100 auf 5 % B in 7 min.
Die Flussrate betrug 0,8 ml/min. Die Isoflavone und deren Metaboliten (Kapitel 2.4.1)
wurden bei 280 nm detektiert. Die Identifizierung erfolgte anhand der Retentionszeit und
von UV-Spektren. Die Steuerung und Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der

Software Chromeleon 6.4 (Dionex, Sunnyvale, Kalifornien, USA).

Flavin-Analyse

Zur Probenvorbereitung wurden 100 bis 250 ul des gereinigten Proteins (0,2-4,0 mg/ml)
fir 10 min bei 100 °C inkubiert. Durch Zentrifugation (14.000 g, 10 min, 4 °C) wurde
denaturiertes Protein und die daran assoziierten Kofaktoren entfernt. Nach Filtrieren des
Uberstands (Millex-GV 0,22 tM PVDF 4 mm; Merck Millipore, Darmstadt) wurden 20 pl
der nicht kovalent gebundenen Flavine auf eine RP-C18-Saule (LiChrospher 100 RP-18,
5 pm; 250 x 4 mm; Merck, Darmstadt) gegeben und mit dem HPLC-System Ultimate 3000
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analysiert. Als mobile Phase wurde ein Gradient aus 5 mM Ammoniumacetat (pH 6,5;
Eluent A) und Methanol (VWR; Eluent B) mit folgendem Verlauf eingesetzt: 15 % B fiir
5 min, von 15 auf 75 % B in 20 min, von 75 auf 100 % B in 5 min, 100 % B fiir 5 min, von 100
auf 15 % B und 15 % B fiir 10 min. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Nach der Detektion bei
450 nm erfolgte die Identifizierung der Flavine anhand der Retentionszeit und ihrer UV-
Spektren von jeweils 40 pM Flavinadenindinukleotid (FAD; Sigma-Aldrich, Steinheim),
Flavinmononukleotid (FMN; Fluka, Deisenhofen) und Riboflavin (Ferak, Berlin). Zur

Quantifizierung von FAD wurde eine Kalibriergerade im Bereich von 2 bis 40 pM erstellt.

Chirale Analyse

Die qualitative Analyse chiraler Isoflavon-Metaboliten erfolgte mit der Trennung von En-
antiomeren durch eine Chiralcel OJ-RH-Séaule (150 x 4,6 mm, 5 pm; Daicel, Eschborn).
Fir die Analyse wurden Metaboliten, welche bei der Umsetzung von Isoflavonen im En-
zymtest entstanden, mittels RP-HPLC isoliert. Die Substanzen wurden getrocknet (Cen-
trifugal Evaporator RC 10.22, Saint-Herblain, Frankreich) und in 30 ul 70 % Methanol
aufgenommen. Nach der Zentrifugation (14.000 g, 10 min) wurden 10 pl der Probe auf
die chirale Saule gegeben und mit dem HPLC-System Ultimate 3000 analysiert. Die Sau-
lentemperatur betrug 35 °C. Als mobile Phase wurde ein Gemisch (60:40, v/v) aus mit
Trifluoressigsédure (Merck, Darmstadt) behandeltem Aqua bidest (pH 3) und Acetonitril
(Roth, Karlsruhe) verwendet. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Die Enantiomere wurden
bei 280 nm detektiert und anhand von Literaturdaten [168,199] sowie der Reihenfolge

ihrer Elution identifiziert.

2.5.2 Diinnschichtchromatographie

Die Extraktion der Flavinkofaktoren erfolgte durch die Zugabe von 5 pl 50 % (v/v)
Trichloressigsaure (TCA; Merck, Darmstadt) zu 50 ul des gereinigten Proteins (0,9 bis
3,9 mg/ml) [33]. Anschlieflend wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert und dann bei
10.000 g 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 20 ul 1 M K,HPO,
(Merck, Darmstadt) neutralisiert. Die Trennung von je 10 pl Probe erfolgte auf Kieselgel-
Platten (Silica Gel 60, Merck) mit einem Gemisch aus Butanol (Merck)/ Essigsdure
(Roth)/ Aqua bidest (10:5:5, v/v/v) als Laufmittel. Nach Markierung der Lauffront und
Trocknung der Platte wurde der Retentionsfaktor (R;-Wert) bei 366 nm ermittelt. Als
Standards wurden 100 pmol Flavinadenindinukleotid (FAD, R;=0,17), 100 pmol Flavin-
mononukleotid (FMN, R;=0,36) und 50 pmol Riboflavin (R;=0,61) verwendet. Diese
waren in 5 % TCA (v/v)/ 5 % KoHPO, (w/v) gelost.
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2.5.3 Aufnahme von Absorptionsspektren

Die UV/Vis-Spektren wurden im Photometer (Infinite M200Pro; Tecan, Crailsheim) im
Bereich von 230-600 nm mittels einer Mikro UV-Kiivette (Brand, Wertheim) aufgenom-
men. Vermessen wurden die gereinigten Proteine sowie der proteinfreie Uberstand nach
Freisetzung der Flavinkofaktoren durch TCA-Fallung (Kapitel 2.5.2). Die Messung erfolg-
te gegen Elutionspuffer (Strep-tag Starter Kit; IBA, Gottingen) bei gereinigtem Protein
oder gegen 5 % TCA/ 5 % Ky;HPOy bei proteinfreiem Uberstand. Fiir Analysen in Abwe-
senheit von Sauerstoff wurden die Proben in der Anaerobierbox (Kapitel 2.3.1) vorbereitet

und die Kiivetten mit einem Stopfen luftdicht verschlossen.

2.5.4 Bestimmung von Nicht-Ham-Eisen

Die Konzentration an Nicht-Ham-Eisen wurde mit der Methode von Fish mit Modifizie-
rungen bestimmt [57,79]. Dabei wird das im Protein enthaltene Eisen nach Zugabe von
Salzsdure freigesetzt, durch Ascorbinsdure reduziert und nach Bildung eines Ferrozin-
Komplexes kolorimetrisch nachgewiesen. Die Eisenkonzentration wurde mit einer Stan-
dardreihe ermittelt, fiir die Losungen aus Ammoniumeisen(II)-sulfat (Merck, Darmstadt)
in den Konzentrationen 5-250 pM verwendet wurden. Nach Zugabe von 100 pl 1 % (v/v)
HCI1 (Merck, Darmstadt) zu 100 ul Proteinprobe bzw. zum Standard wurden die Ansétze
fiir 10 min bei 80 °C inkubiert und im Anschluss auf Raumtemperatur abgekiihlt. Nach-
einander erfolgte die Zugabe von 500 pl 7,5 % (w/v) Ammoniumacetat (Merck), 100 pl
frisch hergestellte 4 % (w/v) Ascorbinsdaure (Roth, Karlsruhe), 100 ul 2,5 % (w/v) SDS
(Roth) und 100 ul 1,5 % (w/v) Ferrozin (Sigma-Aldrich, Steinheim). Nach Zentrifuga-
tion (9.000 g, 10 min) wurde der Uberstand in Kiivetten iiberfithrt und die Absorption
bei 593 nm mittels Photometer (SmartSpec Plus Spectrophotometer, Bio-Rad, Miinchen)

bestimmt.

2.5.5 Bestimmung von sidurelabilem Schwefel

Die Konzentrationsbestimmung von saurelabilem Schwefel erfolgte mit der Methode von
Cline mit Modifizierungen [42,79]. Dabei wurde der zu bestimmende Schwefel zunéchst
durch Natronlauge freigesetzt und an Zink in Form von Zinksulfid gebunden. Durch Salz-
sdure erfolgte das Ansduern des Reaktionsansatzes und der entstandene Schwefelwasser-
stoff reagierte mit N, N-Dimethyl-1,4-phenylendiamin (DMPD) zum kolorimetrisch nach-
weisbarem Methylenblau. Als Standard wurden verschiedene Konzentrationen (5-500 pM)
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an Natriumsulfid (VWR, Darmstadt) eingesetzt. Zur Durchfihrung wurden 40 pl Prote-
inprobe (0,5 bis 1,5 mg/ml) sowie die Losungen des Standards mit 120 ul 1 % (w/v) frisch
hergestellter Zinkacetat-Losung (Sigma-Aldrich) und 10 pl 7 % (v/v) NaOH gemischt und
fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Zugabe von 30 pl 0,1 % (w/v)
DMPD (Sigma-Aldrich; gelost in 5 M HCI) und 30 pl 10 mM Eisenchlorid (Roth; gelost
in 1 M HCI) sowie eine Inkubationsphase von 20 min bei Raumtemperatur. Nach Zentri-
fugation (9.000 g, 5 min) wurde der Uberstand in eine Kiivette iiberfithrt und bei 670 nm
im Photometer (SmartSpec Plus Spectrophotometer, Bio-Rad, Miinchen) vermessen. Die
Konzentrationen wurden mit der Standardreihe ermittelt. Die Analyse der Proben und

Standards erfolgte in Dreifachbestimmung.

2.6 Computerbasierte Anwendungen

2.6.1 Primerdesign und DNA-Sequenzierung

Das Ableiten von Oligonukleotidprimern fiir die PCR erfolgte mittels des Programms pri-
mer3 (www.bioinfo.ut.ee/primer3/) [226]. Durch die zusétzliche Verwendung der Software
PrimerQuest program wurden vorgeschlagene DNA-Sequenzen auf die Bildung von Se-
kundérstrukturen sowie von Homo-und Heterodimeren tiberpriift (IDT, Coralville, USA;
www.eu.idtdna.com).

Die Sequenzierung von Plasmid-Inserts erfolgte durch Eurofins MWG Operon (Ebers-
berg) mit 750-1500 ng Plasmid-DNA unter Verwendung der Standardprimer SP6 und T7

bzw. zusitzlicher Sequenzierungsprimer (Tabelle 7, Anhang)

2.6.2 Sequenzanalysen

Unter Verwendung des Computerprogramms Vector NTI Suite (Invitrogen, Carlsbad,
USA) wurden sequenzierte DNA-Fragmente bearbeitet und aneinandergefiigt. Die Da-
tenbankrecherche von DNA- und Proteinsequenzen sowie konservierten Doménen erfolgte
mit den Funktionen BLASTN und BLASTP des Basic Local Alignment Search Tools der
Online-Datenbank NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Zur Identifizierung von potenzi-
ellen Transkriptionspromotoren und -terminatoren wurden die Internetprogramme BROM
(www.softberry.com; Softberry, Mount Kisco, USA) und ARNold (www.rna.igmors.u-
psud.fr/toolbox/arnold; Université Paris-Sud, Frankreich) genutzt. Die Analyse der G+C-
Zusammensetzung von DNA-Sequenzen erfolgte mit dem Internetprogramm Sciencebud-

dies (www.sciencebuddies.org). Das Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt eines
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Genprodukts wurde mit dem Programm Protein Calculator v3.3 (www.scripps.edu/~cdpu
tnam/protcalc.html) berechnet. Mit Hilfe des Internetprogramms MS Digest (http://prosp
ector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest; Universitdt Kalifornien,

USA) wurden Proteine durch Trypsin theoretisch verdaut und die resultierenden Peptid-
fragmente angezeigt. Die Analyse moglicher Membranproteindoménen sowie die Vorher-
sage der moglichen Proteinlokalisation in der Zelle erfolgten mit dem Programm PSORT

(www.psort.hge.jp).
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung der durch Daidzein induzierten Proteine von

Slackia isoflavoniconvertens

Die Fermentation von S. isoflavoniconvertens fithrte in Anwesenheit der Isoflavone Daid-
zein oder Genistein zur Induktion der an der Umsetzung von diesen Substraten betei-
ligten Enzyme [140]. Zur Identifizierung der durch Daidzein induzierten Enzyme wurden
die Proteinextrakte einer mit Daidzein induzierten und nicht induzierten S. isoflavoni-
convertens-Kultur mittels 2D-DIGE-Analyse verglichen [139]. Die Zugabe von Daidzein
fithrte zur Induktion von mindestens sechs Proteinen (Abbildung 6). Diese waren 24- bis
210-fach stérker exprimiert (Tabelle 8, Anhang).

pH 4 | pH7

Abbildung 6: 2D-DIGE-Dualbild der zytoplasmatischen Proteine von S. isoflavoni-
convertens [139].

Vergleich des Proteinmusters einer durch Daidzein induzierten Kultur (rote Spots) mit einer
nicht induzierten Kultur (griine Spots). Protein-Spots gleicher Intensitéit erscheinen gelb. Pfeile
kennzeichnen die in Anwesenheit von Daidzein induzierten Proteine.
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Um die kodierenden Gene der durch Daidzein induzierten Proteine zu identifizieren, wur-
den die sechs Protein-Spots aus dem 2D-DIGE-Gel isoliert und tryptisch verdaut. Einzel-
ne Peptidabschnitte wurden durch de-novo-Sequenzierung ermittelt (Tabelle 8, Anhang).
Fir das Ableiten degenerierter Oligonukleotidprimer mit unterschiedlichen Orientierun-
gen wurden fiinf geeignete Peptidsequenzen der induzierten Protein-Spots 2, 3 und 5
ausgewahlt (Tabelle 2, Kapitel 2.2.2). Nur die Kombinationen der abgeleiteten Primer
von Peptidfragmenten des Spots 3 und 5 fithrten zur Amplifizierung von drei spezifischen
PCR-Produkten im Bereich von 0,4 bis 2,3 kb (Abbildung 7 B). Die einzelnen DNA-
Fragmente wurden in FE. coli kloniert und sequenziert. Das 2,3 kb grofle PCR-Produkt
kodierte fiir ein vollstandiges offenes Leseraster (engl. open reading frame, ORF) von

1458 bp sowie fiir zwei unvollsténdige ORFs.

A
orft ifeB ) ifeC > tdr > ddr> dzr > ifcE >
1 kb
B DR4F » p DRSF « DRIR (|
': Eq DR3R ':
# 1
[ —
c Sphi Sphl
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Abbildung 7: Genorganisation der durch Daidzein induzierten Proteine im 12 kb
groflen DN A-Fragment von S. isoflavoniconvertens.

(A) Schematische Darstellung der identifizierten Gene und des offenen Leserasters. Grau hervor-
gehobene Gene kodieren fiir die im 2D-DIGE-Gel durch Daidzein deutlich induzierten Proteine
(Spot 1, ifcA; Spot 2, ifeB; Spot 3, ifcC; Spot 4, tdr; Spot 5, ddr; Spot 6, ifcE). (B) Nach der
Kombination von degenerierten Primern amplifizierte PCR-Produkte. (C) Amplifizierte Gen-
fragmente nach der Durchfiihrung von acht aufeinanderfolgenden inverse PCR-Experimenten.
Senkrechte Striche kennzeichnen die spezifischen Schnittstellen der eingesetzten Restriktionsen-
zyme.

Der Vergleich der aus den Genen abgeleiteten Aminosduresequenz mit den Fragmen-
ten der de-novo-Sequenzierung zeigte, dass das vollstdndige Gen fiir den induzierten 2D-
DIGE-Spot 4 kodiert. Die beiden unvollstandigen Gene kodieren fiir die durch Daidzein in-
duzierten Proteine 3 und 5. Die Identifizierung der unbekannten DNA-Abschnitte genauf-
und genabwarts des zuvor amplifizierten 2,3 kb grofien Genfragments erfolgte mittels in-

verser PCR. In acht aufeinanderfolgenden Experimenten wurde unter Verwendung von
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verschiedenen Restriktionsenzymen ein 12 kb langes DNA-Fragment von S. isoflavoni-
convertens sequenziert (Abbildung 7 C; vollstandige DNA-Sequenz siehe Anhang). Das
genomische DNA-Fragment umfasst neun Gene, die in gleicher Orientierung angeordnet
sind (Abbildung 7 A). Der Vergleich der aus den Genen abgeleiteten Aminosauresequen-
zen mit experimentell ermittelten Peptiden bewies, dass ifcA, ifcB, ifcC, tdr, ddr und
ifcE fir die im 2D-DIGE-Gel sichtbaren, durch Daidzein induzierten Proteine 1-6 kodie-
ren (Tabelle 8, Anhang). Einige ausgewéahlte Eigenschaften der identifizierten Gene und
ihrer Genprodukte sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Es zeigte sich, dass die berechneten
Parameter wie Molekulargewicht und spezifischer pl der Proteine in Relation zu den tat-
séchlichen Positionen der Protein-Spots im 2D-DIGE-Gel standen. Den zwischen ddr und
ifcE liegenden Genen ifcD und dzr konnten keine durch Daidzein induzierten Genproduk-
te im 2D-DIGE-Gel zugeordnet werden. Aufgrund des hohen isoelektrischen Punkts von
8,3 ist anzunehmen, dass IfcD in der 1. Dimension mit einem pH-Gradienten von 4-7 nicht
fokussiert wurde. Beziiglich des Proteins DZNR lief§ der Vergleich von Proteinextrakten
einer induzierten und nicht induzierten S. isoflavoniconvertens-Kultur durch eindimen-
sionale SDS-PAGE die Bande eines induzierten Proteins mit einer apparenten Masse von
70 kDa erkennen (Abbildung nicht gezeigt). Die Hohe der Proteinbande entspriche der
vorhergesagten Genproduktgrofie von dzr. Moglicherweise wurde DZNR wéhrend der Pro-
benbearbeitung fiir die 2D-DIGE-Analyse degradiert oder technische Probleme verhinder-

ten das Einwandern des Proteins in das Polyacrylamid-Gel wahrend des 2D-Laufs.

Tabelle 3: Charakteristische Eigenschaften der neun identifizierten Gene und ihrer
korrespondierenden Genprodukte.

Gen Lange Genprodukt Anzahl der Molekulare Masse pl
(bp) Aminosiduren (kDa)
orfl 765 Orfl 255 27 5,1
ifcA 471 IfcA 157 17 4,8
ifcB 720 IfcB 240 26 4,9
ifeC 906 IfcC 302 33 4,8
tdr 1458 THDR 486 55 4,7
ddr 855 DHDR 285 29 5,4
ifeD 483 IfcD 161 18 8,3
dzr 1932 DZNR 644 70 6,0

ifcE 1836 IfcE 612 66 9,3
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3.2 Computergestiitzte Analysen zur Charakterisierung des mit
Daidzein induzierten Genkomplexes von Slackia isoflavoni-

convertens

Die Sequenzierung des genomischen DNA-Fragments von S. isoflavoniconvertens zeigte,
dass die Gene der an der Umsetzung von Daidzein beteiligten Proteine zu einem induzier-
baren Genkomplex gehoren. Die insgesamt neun korrespondierenden Genprodukte sind in
Tabelle 3 zusammengefasst. Um eine Vorhersage iiber die Funktionen der durch Daidzein
induzierten Proteine zu treffen, wurden die genetischen Informationen mit bekannten
Sequenzen verglichen. Zusatzlich erfolgte die Gegeniiberstellung des durch Daidzein in-
duzierten Genkomplexes von S. isoflavoniconvertens mit analogen Abschnitten weiterer
Equol-produzierender Spezies. Die Untersuchung zur transkriptionellen Regulation der S.
isoflavoniconvertens-Gene erfolgte auf Basis von potenziellen Sequenzen fiir Promotoren

und Transkriptionsterminatoren.

3.2.1 Homologie-Analyse der identifizierten Genprodukte

Orfl

Die abgeleitete Aminosduresequenz des hypothetischen Proteins Orfl zeigt im Identitéts-
vergleich Ahnlichkeiten zu Transkriptionsregulatoren der LuxR-Familie. Diese Proteine,
auch bezeichnet als LuxR-édhnliche Proteine, besitzen am C-terminalen Ende ein charakte-
ristisches Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH). Transkriptionsfaktoren eines Zwei-Komponen-
ten-Systems werden durch eine membrangebundene Sensorkinase phosphoryliert und fun-
gieren als Responseregulator. Im C-terminalen Bereich von Orfl befindet sich neben der
DNA-Bindedoméne (Position 196 bis 249) ein Sequenzabschnitt fiir die Bildung eines, fiir
HTH-Proteine typischen, Homodimers oder auch Tetramers (Position 208 bis 248). Die
N-terminale Region von Orfl ist gekennzeichnet durch eine Signal-Erkennungs-Doméne,
einschliefllich der moglichen Phosphoakzeptordoméne (Position 44 bis 139). Wie fiir Re-
sponseregulatorproteine tiblich, ist Orfl vermutlich ein zytoplasmatisches Protein. Unklar
ist, inwieweit Orfl an der transkriptionellen Regulation der durch Daidzein induzierten
Gene beteiligt ist und ob ein weiteres, noch unbekanntes Gen die fehlende Isoflavon-
detektierende Sensorkinase kodiert. Im Sequenzvergleich finden sich Ubereinstimmungen
zu bakteriellen Responseregulatoren sowie zu je einem hypothetischen Protein der Equol-
produzierenden Bakterien Eggerthella sp. Stamm YY7918 und Adlercreutzia equolifaciens
(Tabelle 4).



47

3. ERGEBNISSE

“JIYNJeS Ne JOIU JURqUIje(] Ul IOUWIUNN-UOISSed0y ‘(-) {Sipur)s|joaun
ZUMbasu)01] , ‘W01 SIYISYIOAAY 4, 11I91ZUANDIS JIIN ‘SN , HTURHI] TPIN ‘N 4 ‘WOUY) 9JUIRSHT Sep I [OU %) UL RYID-D+D) o

(219) p(P6T8LNVE) (219) p(01L¥PMIVE) 2(91%) p(zcLeLrvd) (LLFPPIDV)
L9 SN 99 g9 "1

(279) p(L6TSLNVE) #79) (0£697TVd) (779) p(E1LFPIVE) (779) (0SLTLLVE) (ESPSTAIY)
e¥ G6 i oy UNZA

(6T) p(86TSLNVE) (191),(-) (991) p(FILFPIVE) (291) p(6¥LTLLVE) p(CSPSTALY)
8¢ 66 9¢ g9 a»j1

(282) p(6618LNVE) (z82) (626971VE) (982) p(STLIPIVI) (982) (8¥L2Lrvd) (ISPSTAAY)
08 ¥6 98 98 HaHa

(L8%) p(0028LNV ) (98¥) (826971Vd) (987) p(91LFPIVE) (98%) (L¥LoLLVE) (0SFSTAAY)
0L 06 18 L8 HAHL

(#0€) p(1058LNV L) (F0€) p(L1L¥P3IVE) (F0€) p(9vL2LLVE) (6VFSTAAY)
0¢ SN 19 19 D931

(6€2) p(20z8LNVE) (072) p(STLFPIVE) (STFSTAIV)
6¥ SN g9 SN goJ1

(0S1) p(€0Z8LNVE) (8GT) p(6TLFPIVH) (861) (0¢0S2INVH) (LVPSIAIY)
9% SN z8 z8 VoI

(992) »(F0T8LNV L) (692) p(0cL¥PIIVE) ()
eF SN ¥9 >SN 1310

(ueamgsourury JIop [Yezuy) (IoUIN-UOISSIIY ) (Towm N -U01SSe00Y )

§U3742aU021U0aDL[0S] *S UOA UaUIajoId nz apjnpoidusy) iojusteambe (%) jejpuspy pnpoidusx)

[8¢T] (6°99-T'79) o(€N) [7se) (5'99) [ec1] (0°6¢€) [op1] (G°8%)
suaof1jonbo SLIVN QTGLAA wWIe)g 26-0¢ wurelg -ds SUDPLINUO0IIUONDY 081
DIZINALOAR)PY  wwe)g “ds 01yon)g “ds D))oYyu2bb5] §N220200D7] D1YID)G

»(MBUPD-D+D ¥ [ow) serzodsuoliepyegd

“JOUOIOZUUNDS UISUWIUN N -UOISSO00Y UOPUSYDaIds)jus Uap JIUI PUIS aUIR)0IJ 93IYNJosne yurquaje(] Jop Ul
‘usLIdP ey Jopuaiaiznpoad-jonbsy usulejolJ usjusea

-inbe 1 apPNpordusy)-suazLa2au021Uoanyfost 'S UILISIZYIIUIPI Jop Uazuanbog-ainesourury UoA YII9[3I9AS)RIIIULP] :§ 9[[oqel,



3. ERGEBNISSE 48

IfcA

Die Analyse von IfcA ergab an zentraler Position ein Dinukleotid-Bindemotiv mit der
Sequenz GXGX,G (Position 73 bis 78). Ubereinstimmungen zu konservierten Doménen
wurden nicht ermittelt. Fehlende transmembrane Regionen kennzeichnen IfcA als ein ver-
mutlich im Zytoplasma lokalisiertes Protein. IfcA besitzt mit 82 % eine hohe Sequenz-
iibereinstimmung zur Dihydrodaidzein-Racemase von Lactococcus sp. Stamm 20-92 und
zu einem hypothetischen Protein von FEggerthella sp. Stamm YY7918 (Tabelle 4). Ei-
ne geringere Sequenziibereinstimmung von 46 % findet sich auch zu einem unbekannten
Protein von A. equolifaciens. Weitere Peptidabschnitte zeigen Ubereinstimmungen zur
Methylmalonyl-CoA-Epimerase verschiedener Bakterien sowie zu Proteinen der Vicinal

Ozygen Chelate (VOC)-Superfamilie (z.B. Glyoxalase und Dioxygenase).

IfcB

Sequenzielle Homologien identifizierten IfcB als S-Untereinheit von Elektronentransfer-
Flavoproteinen. Hierbei sind fiir die N-terminale Region mehrere Bindestellen fiir mog-
liche Liganden, wie z.B. FAD charakteristisch (Position 7 bis 60). Das Vorhandensein
einer Transmembrandoméne (Position 116 bis 132) weist auf ein vermutlich membran-
assoziiertes Protein hin. Beziiglich ahnlicher Proteine finden sich Sequenziibereinstim-
mungen von 49 und 65 % zu den Equol-produzierenden Bakterien A. equolifaciens und
Eggerthella sp. Stamm YY7918 (Tabelle 4).

IfcC

Identitétsanalysen zeigen fiir das Genprodukt von ifeC Ahnlichkeiten zur a-Untereinheit
der Elektronentransfer-Flavoproteine. Im C-terminalen Bereich befinden sich neben ei-
ner FAD-Bindedoméne der Elektronentransfer-Flavoproteine (Position 187 bis 265) zwei
Motive der Glycyl-Radikal-Enzyme (RVXG; Position 187 bis 190 und 232 bis 235). Ein
drittes Glycyl-Radikal-Enzym-Motiv lésst sich in der N-terminalen Region nachweisen
(Position 41 bis 44). Wie IfcB besitzt auch IfcC eine Transmembrandoméne (Position
93 bis 109). Elektronentransfer-Flavoproteine, die aus einer kleineren -Untereinheit und
einer grofferen a-Untereinheit bestehen, bilden zumeist ein Heterodimer, welches FAD als
Kofaktor bindet [220]. Mit 50 bis 61 % finden sich Sequenziibereinstimmungen zu hypothe-
tischen Genprodukten der Equol-produzierenden Bakterien A. equolifaciens, Eqggerthella
sp. Stamm YY7918 und Lactococcus sp. Stamm 20-92 (Tabelle 4).
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THDR

Die Sequenz des Genprodukts THDR enthélt im N-terminalen Bereich ein verlangertes
Dinukleotid-Bindemotiv (VXGXGXyGX3A; Position 12 bis 23). Dieses Bindemotiv ist
fiir Redoxreaktion katalysierende Enzyme typisch. Zuséatzlich besitzt THDR ein zentrales
Motiv der Glycyl-Radikal-Enzyme (RVXG; Position 174 bis 177). Fehlende Transmem-
brandoménen sprechen fiir eine Lokalisierung von THDR im Zytoplasma. Hohe Sequenz-
tibereinstimmungen finden sich mit 87 bis 90 % zur THDR von Lactococcus sp. Stamm
20-92 und Slackia sp. Stamm NATTS. Hypothetische Genprodukte von Eggerthella sp.
Stamm YY7918 und A. equolifaciens sind mit 87 % und 70 % identisch (Tabelle 4). Unab-
hingig von Equol-produzierenden Bakterien finden sich Ubereinstimmungen der THDR

zu bakteriellen Flavoproteinen wie der Succinat-Dehydrogenase und Fumarat-Reduktase.

DHDR

Aufgrund charakteristischer Sequenzeigenschaften wird das Genprodukt von ddr zu den
»klassischen* kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (short chain dehydrogenases/re-
ductases, SDR) gezahlt. SDR bilden eine Familie aus funktionell vielfaltigen Oxidoreduk-
tasen, welche eine einzelne, fiir SDR typische, Doméne besitzen sowie eine Lange von
ungefihr 250 Aminoséuren. Die SDR-Doméne von DHDR besteht aus einem NAD(P)-
Bindemotiv (TGX3GXG; Position 38 bis 45) und dem hochkonservierten Motiv YX3K
(Position 90 bis 94), welches Bestandteil der katalytischen Tetrade ist. Aufgrund fehlender
Transmembrandoméanen kann DHDR vermutlich als zytoplasmatisches Protein eingeord-
net werden. Sequenzidentitdten von 94 % und 86 % finden sich zur DHDR von Slackia
sp. Stamm NATTS und Lactococcus sp. Stamm 20-92. Hypothetische Genprodukte von
Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens sind mit 80 bis 86 % identisch zur
DHDR von S. isoflavoniconvertens (Tabelle 4).

IfcD

Das Genprodukt IfcD besitzt keine konservierten Doménen sowie Sequenziibereinstim-
mungen zu bekannten Proteinen. Mehrere potenzielle Transmembrandoménen (Positio-
nen 39 bis 55, 87 bis 103 und 125 bis 141) und eine N-terminale Signalsequenz (Position
1 bis 33) verdeutlichen jedoch, dass es sich um ein Membranprotein handeln kénnte.
In Bezug auf korrespondierende Proteine in Equol-produzierenden Bakterien finden sich
Sequenziibereinstimmungen von 99 % zu Slackia sp. Stamm NATTS und 65 % zu Lacto-
coccus sp. Stamm 20-92. Hypothetische Genprodukte von Eggerthella sp. Stamm YY7918
und A. equolifaciens weisen geringere Sequenziibereinstimmungen von 36 und 38 % auf
(Tabelle 4).
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DZNR
Das Genprodukt DZNR kann aufgrund einer N-terminalen Old Yellow Enzyme (OYE)-

ahnlichen FMN-Bindedoméane den Flavin-abhingigen Enzymen zugeordnet werden. Im
zentralen Abschnitt der DZNR-Sequenz befindet sich eine Bindedoméne fiir ein 4Fe-4S-
Zentrum (CX,CX3CX;5C; Position 343 bis 363) und ein erweitertes Motiv fiir die Bindung
von Dinukleotiden wie NADPH (VXGXGX,GX3A; Position 388 bis 399). Aufgrund einer
potenziellen FAD-Bindestelle (Position 467 bis 637) scheint DZNR neben FMN zusétz-
lich FAD als Flavin-Kofaktor zu nutzen. Fehlende transmembrane Regionen kennzeichnen
DZNR als ein vermutlich im Zytoplasma lokalisiertes Protein. Eine hohe Sequenzidentitéit
von 95 % findet sich ausschlieSlich zur DZNR von Slackia sp. Stamm NATTS. Weitere
Sequenziibereinstimmungen der DZNR von 42 bis 43 % finden sich zu Genprodukten von
Lactococcus sp. Stamm 20-92, Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens (Ta-
belle 4).

IfcE

Die Aminosduresequenz des Genprodukts IfcE beinhaltet neben einem verlangerten Di-
nukleotid-Bindemotiv (IXGXGXyGX3A; Position 231 bis 242) ein weiteres Motiv fiir ein
4Fe-4S-Zentrum (CX,CX,CX,C; Position 49 bis 58). Zusitzlich deutet die Ahnlichkeit
zur Familie der Pyridinnucleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen auf eine weitere, nicht eindeu-
tig identifizierbare, FAD-Bindedoméne. Das Vorhandensein einer potenziellen Transmem-
brandomaéne (Position 455 bis 471) weist auf ein vermutlich membran-assoziiertes Protein
hin. Sequenziibereinstimmungen von 69 % und 66 % finden sich zur kleinen Untereinheit
der NADPH-abhéngigen Glutamat-Synthase (GltD) in Cryptobacterium curtum und der
verwandten Spezies Slackia heliotrinireducens. Beziiglich Equol-produzierender Bakterien
weist die Sequenz von IfcE Ubereinstimmungen von 64 bis 67 % zu Genprodukten von
Lactococcus sp. Stamm 20-92, Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens auf
(Tabelle 4).

3.2.2 Vergleich der Genanordnung Daidzein umwandelnder Proteine in Equol-

produzierenden Bakterien

Wie beschrieben, wiesen die durch Daidzein induzierten Proteine von S. isoflavoniconver-
tens eine sehr hohe Identitat zu Proteinen weiterer Equol-produzierender Bakterien auf.
Die Veroffentlichung der Genome von Eggerthella sp. Stamm YY7918 [254] und A. equo-
lifaciens [219] sowie von Teilsequenzen der Spezies Slackia sp. Stamm NATTS [223] und
Lactococcus sp. Stamm 20-92 [203-205] ermoglichten den Vergleich der Genorganisation

dieser verschiedenen Equol-Produzenten.
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Der Vergleich der Genorganisation innerhalb des durch Daidzein induzierten Genkomple-
xes von S. isoflavoniconvertens mit den zuvor aufgefithrten Organismen zeigte, dass die
Anordnung von acht Genen, beginnend bei orfI, in den vollstandig sequenzierten Spe-
zies nahezu identisch war (Abbildung 8). Unterschiede fanden sich in der Position des
in S. isoflavoniconvertens genabwérts von dzr gelegenen Gens ifcFE. Korrespondierende
Gene zum durch Daidzein induzierten ifcE waren nicht zum kodierenden Gen der DZNR
benachbart, sondern in der Entfernung von zwei Genen genabwarts angeordnet. Auch die
partiell vorhandenen DNA-Fragmente von Slackia sp. Stamm NATTS und Lactococcus sp.
Stamm 20-92 belegen, dass die Anordnung der mit tdr, ddr, ifcD und dzr korrespondie-
renden Gene fiir alle fiinf Spezies einheitlich ist. Abweichend von FEggerthella sp. Stamm
YY7918 und A. equolifaciens befand sich das korrespondierende Gen fiir ifcE entweder
ebenfalls benachbart zum kodierenden Gen der DZNR (Slackia sp. Stamm NATTS) oder
ein Gen abwarts gelegen (Lactococcus sp. Stamm 20-92) (Abbildung 8).

’o_m> @ fch>| ifcc)| tdr > @ @ | dzr | ifcE Slackia isoflavoniconvertens
>[ O[] [ Slackia sp. Stamm NATTS

|_> |_> > ’_> |_> | | > | Lactococcus sp. Stamm 20-92

O ol >0 [ O[] Eggertheila sp. Stamm YY791

’_> |_> |_>|_> ’—> ’—> |—> | ’_> |_> | Adlercreutzia equolifaciens

Abbildung 8: Vergleich der Genorganisation innerhalb des durch Daidzein indu-
zierten Genkomplexes von S. isoflavoniconvertens mit korrespondierenden Genen
Equol-produzierender Bakterien.

Weifl hervorgehoben sind die korrespondierenden Gene. Grau dargestellte Gene repréasentieren
im identifizierten Genkomplex von §. isoflavoniconvertens nicht vorhandene Gene.

Hinsichtlich der Gengrofie fanden sich nur geringfiigige Unterschiede von 3 bis 21 Nu-
kleotiden bei Vergleich der fiinf verschiedenen Spezies. Die Abweichung der intergenen
Sequenzen betrug maximal 147 bp im Vergleich zu den intergenen Sequenzen des durch
Daidzein induzierten Genkomplexes von S. isoflavoniconvertens. Einzig eine lange, nicht
kodierende Sequenz von 665 bp zwischen dzr und ifcE von S. isoflavoniconvertens war zu
keiner anderen Spezies mit den entsprechenden Genen vergleichbar (Abbildung 8). Wéh-
rend der Abstand zwischen den korrespondierenden Genen von dzr und ifcE in Slackia
sp. Stamm NATTS 296 bp betrug, waren bei Lactococcus sp. Stamm 20-92, Eggerthella

sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens ein bis zwei zusétzliche Gene eingeschoben.
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3.2.3 Untersuchungen zur transkriptionellen Regulation

Sowohl in S. isoflavoniconvertens als auch in vier weiteren Equol-produzierenden Spezies
werden die vermuteten Daidzein-umwandelnden Proteine durch Gene kodiert, welche im
Genom benachbart vorliegen. Auf der Grundlage potenzieller Sequenzen von Promotoren
und Transkriptionsterminatoren wurde untersucht, ob die im Komplex vorliegenden Gene
von S. isoflavoniconvertens einer gemeinsamen Transkription unterliegen konnten.

Die Analyse ergab zwanzig potenzielle Sigma-70-abhédngige Promotoren fiir das ge-
samte 12 kb grofie DNA-Fragment von S. isoflavoniconvertens (Sequenz siehe Anhang).
Aufgrund der hohen Ubereinstimmung zur Konsensus-Sequenz der -10- und -35-Region
Sigma-70-abhédngiger Promotoren konnten die moéglichen Promotoren genaufwarts von
orfl (P1; Position -10-Region: 197 bp), ifcA (Py; Position -10-Region: 1.179 bp) und ifcE
(Pg; Position -10-Region: 9.093 bp) als funktionell angenommen werden (Abbildung 9).
Weniger stark konservierte Sequenzen innerhalb der Gene ifcC (Pj3; Position -10-Region:
3.444 bp), tdr (P4; Position -10-Region: 4.824 bp) und ifeD (Ps; Position -10-Region:
6.568 bp) konnten potenzielle Promotoren fiir die Gene tdr, ddr und dzr sein. Die Pro-
motoren P3 und Pg beinhalten neben der klassischen -10- und -35-Promotorsequenz eine
zusétzliche -16-Region mit dem fiir Gram-positive Bakterien typischen Motiv TRTG (R
als Purinbase). Es wird vermutet, dass ein zusétzliches -16-Promotorelement die Funktion
der -35-Region iibernehmen kann und somit den Beginn der Transkription erleichtert [232].

Neben den Promotoren wurden auch drei mogliche Rho-unabhéngige Transkriptions-
terminatoren innerhalb der S. isoflavoniconvertens-Sequenz identifiziert (Abbildung 9).
Fir die Ausbildung der typischen haarnadelférmigen Sekundérstrukturen wurden DNA-
Abschnitte genabwérts der Gene orfl (Position 1.130 bis 1.154 bp), ddr (Position 6.069 bis
6.096 bp) und dzr (Position 8.695 bis 8.718 bp) erkannt. Die grofie Anzahl der potenziellen
Promotoren und Terminatoren spricht zusammenfassend fiir die Bildung von zusétzlichen

kleinen Transkripten statt nur eines einzigen, alle Gene umfassenden Transkripts.

Ty T, Ts
P, P, P Ps P

P,
’—;ﬂ > :'ch) ifcB ifcC £ tdr £ ddr> ich{ dzr F ifcE

Abbildung 9: Genorganisation des durch Daidzein induzierten Genkomplexes von
S. isoflavoniconvertens mit den potenziellen Promotoren und Transkriptionstermi-
natoren.
Schematisch dargestellt sind die innerhalb des 12 kb groflen Genfragments postulierten sechs
Sigma-70-abhéngigen Promotoren (P) und die drei Rho-unabhéngigen Transkriptionstermina-
toren (T).

1 kb
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3.3 Funktionelle Expression der Daidzein-umsetzenden Enzyme

von Slackia isoflavoniconvertens

Identitatsanalysen der abgeleiteten Aminosduresequenzen Daidzein-induzierter Gene iden-
tifizierten die S. isoflavoniconvertens-Proteine THDR, DHDR, DZNR und IfcE als poten-
zielle Oxidoreduktasen. Aufgrund der hohen Sequenziibereinstimmung zu den Daidzein-
umsetzenden Enzymen von Lactococcus sp. Stamm 20-92 und Slackia sp. Stamm NATTS
wurden Expressionsexperimente in F. coli durchgefithrt, um die Funktion von THDR,
DHDR und DZNR in S. isoflavoniconvertens aufzukliren.

3.3.1 Heterologe Expression in Escherichia coli

In ersten Experimenten wurden die Gene tdr und ddr in E. coli JM109 einzeln subklo-
niert und ihre Expression mittels SDS-PAGE iiberpriift. Die Analyse des Zellextrakts der
erzeugten Klone lief§ die Expression von tdr [in E. coli JIM109(pIFtdr)] und ddr [in E. coli
JM109(pIFddr)] erkennen (Abbildung 10 A). Die apparente Masse von 30 und 55 kDa

stimmte mit der berechneten molekularen Masse von THDR und DHDR tiiberein.
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Abbildung 10: SDS-PAGE-Analyse von Zellextrakten der tdr-, ddr- und dzr-
exprimierenden E. coli-Klone.

(A) Vergleich des Anteils an rekombinantem Protein im Zellextrakt und in der unloslichen
Fraktion von E. coli JM109 nach Expression der S. isoflavoniconvertens-Gene tdr und ddr bei
37 °C. Spur 1, GroBenstandard; Spur 2, lésliche Fraktion E. coli JM109(pIFddr); Spur 3, unlosli-
che Fraktion E. coli JM109(pIFddr); Spur 4, l6sliche Fraktion E. coli JM109(pIFtdr); unlésliche
Fraktion E. coli JM109(pIFtdr). (B) Koexpression der Gene tdr-ddr sowie Expression von dzr
in E. coli KRX bei 25 °C. Spur 1, Grofenstandard; Spur 2, 16sliche Fraktion S. isoflavoni-
convertens; Spur 3, losliche Fraktion E. coli KRX(pIFdzr); Spur 4, 16sliche Fraktion E. coli
KRX(pIFtdr-ddr); Spur 5, 16sliche Fraktion E. coli KRX(pGEM-T Easy) (Negativkontrolle).
Die aufgetragene Proteinmenge betrug jeweils 10 pg.
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Die SDS-PAGE-Analyse des Zellextrakts und der unloslichen Fraktion von FE. coli JM109
zeigte, dass THDR und DHDR nicht im Zellextrakt als 16sliche Proteine vorlagen, sondern
unlosliche Aggregate gebildet hatten (Abbildung 10 A). Diese auch als Einschlusskérper
(inclusion bodies) bezeichneten Aggregate entstehen durch eine zu starke Genexpression
und beinhalten nicht korrekt gefaltetes Protein. Um die Entstehung von Einschlusskérpern
zu verhindern und den Anteil an geloéstem Protein zu erhohen, wurde die Kultivierungs-
temperatur in allen weiteren Versuchen von 37 °C auf 25 °C gesenkt. Dies fiihrte zur
Erhohung des Anteils an 16slicher THDR und DHDR im Zellextrakt.

Eine basale Expression der Gene tdr und ddr erfolgte in den E. coli JM109-Klonen
auch in Abwesenheit des lac-Induktors IPTG. Zur verbesserten Kontrolle der Genexpres-
sion wurden alle weiteren Klonierungen in F. coli KRX durchgefiihrt, in dem, je nach
Orientierung des Inserts, die heterologe Expression vom lac- oder dem T7-Promotor ab-
hangig war. Die Genexpression tiber den T7-Promotor unterlag der Kontrolle der durch
Rhamnose induzierbaren T7-RNA-Polymerase. Aufgrund des direkten Aufeinanderfolgens
von tdr und ddr im identifizierten Genkomplex von S. isoflavoniconvertens wurden beide
Gene in E. coli KRX koexprimiert. Die SDS-PAGE-Analyse des Zellextrakts des tdr-
ddr-kodierenden Klons [E. coli KRX(pIFtdr-ddr)] lief die gemeinsame Expression beider
Gene erkennen (Abbildung 10 B). Trotz einer Kultivierungstemperatur von 25 °C bilde-
ten Teile der rekombinanten THDR und DHDR, unlésliche Aggregate. Die Koexpression
von tdr-ddr fithrte auch zu einer stark verringerten Expression von ddr im Vergleich zum
einzeln in E. coli JM109 exprimierten Gen (Abbildung 10 B).

Die Analyse des Zellextrakts des dzr-kodierenden Klons E. coli KRX(pIFdzr) lief§ die
Expression des Gens als 70 kDa grofies Protein im SDS-PAGE-Gel erkennen (Abbildung
10 B). Die apparente molekulare Masse korrelierte mit der berechneten Masse von DZNR.
Wie die rekombinanten Proteine DHDR und THDR lag auch DZNR nach Inkubation bei

25 °C zum Teil in Form von unloslichen Einschlusskérpern vor.
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3.3.2 Nachweis der Daidzein-umsetzenden Aktivitit heterologer Proteine

Fiir die Bestimmung der Daidzein- und Genistein umsetzenden Enzymaktivitat wurde ein
anoxischer Enzymtest im zellfreien System etabliert. Die Optimierung des enzymatischen
Tests erfolgte mit dem Zellextrakt einer durch Daidzein induzierten S. isoflavonicon-
vertens-Kultur. Diese Ergebnisse werden im Folgenden kurz vorgestellt. Der optimierte
anoxische Enzymtest wurde darauthin zum Nachweis der enzymatischen Aktivitiat der
heterolog exprimierten Proteine THDR, DHDR und DZNR verwendet.

Enzymatische Tests mit dem Zellextrakt von S. isoflavoniconvertens

Die Verwendung des Zellextrakts von S. isoflavoniconvertens fithrte in Gegenwart von

NADPH zur vollstandigen Reduktion von Daidzein und Genistein (Abbildung 11 A und

A . B .
120 120
S 100 S 100
= =2
s w 8 ®
® ®
£ e 2 0
c
& 8
5 5
S 40 S a0
20 20
0 & u o0&
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min) Zeit (min)
140
120
—_ —
= 100 4 =
EX =
c
S e ]
B 5
=1 5
£ 60 3
N N
c c
S a0 N
20 4
0 A . 0 04 . - . : : L
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf der Umsetzung von Daidzein und Genistein unter
anoxischen Bedingungen in Anwesenheit von NADPH.

Umsetzung von Daidzein (A) und Genistein (C) durch den zellfreien Extrakt von S. isofla-
voniconvertens. Die Kombination der Zellextrakte THDR/DHDR- und DZNR-exprimierender
E. coli-Klone fiihrte ebenso zur Reduktion von Daidzein (B) und Genistein (D). Daidzein,
schwarze Quadrate; Dihydrodaidzein, schwarze Dreiecke; Equol, schwarze Kreise; Genistein, lee-
re Quadrate; Dihydrogenistein, leere Dreiecke. Die Symbole repréisentieren die Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Standardfehler (SEM).
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Proportional zum Substratverbrauch erfolgte die Bildung der Intermediate Dihydrodaid-
zein bzw. Dihydrogenistein sowie von geringen Mengen des Daidzein-Endprodukts Equol.
Eine Umsetzung von Dihydrogenistein zu 5-Hydroxyequol konnte innerhalb von 30 min
nicht beobachtet werden. Die Rate zur Bildung von Dihydrodaidzein aus Daidzein verrin-
gerte sich deutlich von 36,0 & 1,1 auf 6,20 £+ 0,07 nmol min~! mg Protein—!, wenn NADH
statt NADPH als Koenzym verwendet wurde. Ohne den Zusatz eines Koenzyms betrug die
Bildungsrate von Dihydrodaidzein 3,93 4 0,01 nmol min~! mg Protein™!. Die Entstehung
des Daidzein-Endprodukts Equol wurde weder mit noch ohne NADH wéhrend der 30-
mintitigen Inkubation beobachtet. Beim Einsatz von Dihydrodaidzein als Substrat wurde
Equol in Anwesenheit von NADPH gebildet (0,36 + 0,01 nmol min~! mg Protein™1).
Die Umsetzung von Genistein zu Dihydrogenistein in Anwesenheit von NADPH ver-
lief im Vergleich zur Reduktion von Daidzein mit einer 1,8-fach hoheren Bildungsra-
te (63,5 = 1,7 nmol min~! mg Protein™!). Wie fiir die Umsetzung von Daidzein be-
obachtet, verringerte sich die Umsatzrate von Genistein deutlich in Anwesenheit von
NADH (9,85 & 0,08 nmol min~' mg Protein~!) sowie ohne einen zugesetzten Kofaktor
(6,48 + 0,04 nmol min~! mg Protein™!). Die Umsetzung von Genistein bzw. Dihydroge-
nistein zu 5-Hydroxyequol konnte in Anwesenheit von NADPH nicht beobachtet werden.

Enzymatische Tests mit den Zellextrakten rekombinanter E. coli-Klone

Die Kombination von Zellextrakten der fiir DZNR kodierenden [E. coli KRX(pIFdzr)]
und der fir THDR/DHDR kodierenden [E. coli KRX(pIFtdr-ddr)] E. coli-Klone fiihr-
te zur Umsetzung von Daidzein tiber Dihydrodaidzein zu Equol (Abbildung 11 B). Bei
Inkubation von Genistein mit den kombinierten Extrakten erfolgte die vollstandige Um-
setzung zu Dihydrogenistein (Abbildung 11 D). Die weitere Reduktion zum Endprodukt
5-Hydroxyequol wurde nicht beobachtet.

In Anwesenheit von NADPH betrug die Bildungsrate von Dihydrodaidzein aus Daidzein
27.1 + 0,4 nmol min~! mg Protein~!. Genistein wurde unter identischen Bedingungen 3,3-
fach schneller zu Dihydrogenistein umgesetzt (89,9 + 3,8 nmol min~! mg Protein™!). In
Anwesenheit von NADH war die Bildungsrate von Dihydrodaidzein (0,35 + 0,11 nmol

I mg Protein™!) ge-

min~! mg Protein™') und Dihydrogenistein (0,02 4+ 0,01 nmol min~
ringer. Eine Umsetzung von Daidzein und Genistein ohne den Zusatz von NAD(P)H
erfolgte nicht. Es zeigte sich, dass Daidzein und Genistein nur in Anwesenheit des DZNR-
enthaltenen E. coli-Zellextrakts umgesetzt wurden. Die Reduktion von Dihydrodaidzein
zu Equol erfolgte durch den Zellextrakt des fir THDR/DHDR kodierenden E. coli-
Klons in Anwesenheit von NADPH (0.33 #+ 0.01 nmol min~! mg Protein™') oder NADH
(0.18 4 0.00 nmol min~' mg Protein™'). Die Kombination von Zellextrakten der ein-
zelnen fiir THDR kodierenden [E. coli JM109(pIFtdr) und DHDR kodierenden [E. coli

JM109(pIFddr)] E. coli-Klone fithrte nicht zur Umsetzung von Dihydrodaidzein zu Equol.
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Die mit den Zellextrakten der fir DZNR-~ und THDR/DHDR-kodierenden E. coli-Klone
durchgefiihrten enzymatischen Tests bestatigten die Funktion dieser Proteine als Daidzein-
und Genistein-reduzierende Enzyme. So katalysierte das Genprodukt von dzr die Reduk-
tion von Daidzein zu Dihydrodaidzein und wurde somit als Daidzein-Reduktase (DZNR)
identifiziert. Neben Daidzein setzte die DZNR auch Genistein zu Dihydrogenistein um.
Die Koexpression von tdr und ddr fiihrte zur Umsetzung von Dihydrodaidzein zu Equol.
Da das Intermediat Tetrahydrodaidzein kommerziell nicht verfiighar war, konnte die Zu-
ordnung der Tetrahydrodaidzein-Reduktase zu THDR oder DHDR nicht direkt erfolgen.
Anhand von Sequenziibereinstimmungen zur den experimentell identifizierten Proteinen
von Lactococcus sp. Stamm 20-92 und Slackia sp. Stamm NATTS wurde THDR als
Tetrahydrodaidzein-Reduktase und DHDR als Dihydrodaidzein-Reduktase in S. isofla-
voniconvertens identifiziert. Die Funktion der beiden Enzyme im Genistein-Metabolismus
bleibt unklar, da weder die Umsetzung von Dihydrogenistein noch die Bildung von 5-
Hydroxyequol durch DHDR und THDR im Enzymtest beobachtet wurde.
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3.4 Reinigung der rekombinanten, durch Daidzein induzierten

Proteine unter nativen Bedingungen

3.4.1 Fusion der Daidzein-umsetzenden Enzyme an verschiedene Affinitéits-

tags

Die Reinigung diente als Voraussetzung zur detaillierten Charakterisierung der durch
Daidzein induzierten Proteine. Fur die Bestimmung des am besten geeigneten Affinitéts-
tags wurden die Gene der Tetrahydrodaidzein-Reduktase (THDR), der Dihydrodaidzein-
Reduktase (DHDR) und der Daidzein-Reduktase (DZNR) von S. isoflavoniconvertens an
vier verschiedene tags fusioniert. Zusatzlich erfolgte die Koexpression der fiir die THDR
und DHDR kodierenden Gene. Als Affinitéts-tags wurden jeweils das Strep(I1)-, His- und
FLAG-tag sowie das 26 kDa grole GST-tag verwendet. Diese wurden bis auf das Strep(1I)-
tag an das N-terminale Ende der drei Reduktasen gekoppelt.

Fir die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte die heterologe Expression der fusio-
nierten Proteine unter anaeroben Bedingungen. Nach Praparation der E. coli-Zellextrakte
und SDS-PAGE-Analyse zeigte sich, dass alle Fusionsproteine bis auf die GST-tag gekop-
pelte DZNR (ca. 96 kDa) exprimiert wurden. Enzymatische Tests mit den Zellextrakten
der fir DZNR kodierenden FE. coli-Klone fithrten bei der Umsetzung von Daidzein zu
Dihydrodaidzein zu einer Bildungsrate von 13,7 nmol min~! mg Protein™' bei Verwen-
dung der Strep-DZNR. Eine niedrigere Umsatzrate von 8,0 nmol min~! mg Protein™!
wurde fiir die FLAG-gekoppelte DZNR ermittelt sowie fiir die His-tag-gekoppelte DZNR
mit 2,2 nmol min~! mg Protein™!. Die Reduktion von Dihydrodaidzein zu Equol er-
folgte mit einer Bildungsrate von 0,6 nmol min~! mg Protein™! fiir die Strep-fusionierte
THDR/DHDR. Eine dhnliche Aktivitdt von 0,5 nmol min~! mg Protein™! wurde mit
der FLAG-tag-gekoppelten THDR/DHDR erreicht. Trotz der in der SDS-PAGE-Analyse
sichtbaren Expression der His- und GST-gekoppelten THDR/DHDR, wurde keine Equol-
bildung durch die Fusionsproteine beobachtet.

3.4.2 Reinigung der Daidzein-induzierten Proteine als Strep-Fusionsproteine

Reinigung der Enzyme THDR, DHDR und DZNR

Von den vier getesteten Affinitéts-tags besafien die C-terminal gekoppelten Strep(1I)-
tag-Proteine die hochste Aktivitdt. Bei der aeroben Kultivierung der DHDR-, THDR-
und DZNR-exprimierenden FE. coli-Klone wurde in oxischen Enzymtests keine Daidzein-

und Genistein-reduzierende Aktivitidt der Strep-Enzyme festgestellt. Dies zeigte die Sen-
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sitivitat der Enzyme gegentiber Sauerstoff. Aus diesem Grund erfolgte die Reinigung der
THDR, DHDR, DZNR und weiterer durch Daidzein induzierter Proteine unter anoxischen
Bedingungen. Die Reinigung aus dem Zellextrakt der entsprechenden THDR-tragenden
[E. coli KRX(pSTtdr)] und DHDR-tragenden [E. coli KRX(pSTddr)] E. coli-Klone fiithrte
zu einer Ausbeute von 25 % an THDR und 32 % an DHDR (Abbildung 12).
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Abbildung 12: SDS-PAGE-Analyse der aus FE. coli-Zellextrakten gereinigten
Strep(1I)-Fusionsproteine DZNR, DHDR und THDR.

Aufgetragen wurden die Zellextrakte der entsprechenden E. coli-Klone (10 pg Protein) und
die daraus gereinigten C-terminal gekoppelten Reduktasen (1 pg Protein). Spur 1, Grofien-
standard; Spur 2, Zellextrakt von E. coli KRX(pGEM-T Easy) (Negativkontrolle); Spur 3,
Zellextrakt von E. coli KRX(pSTdzr); Spur 4, gereinigte DZNR (71 kDa); Spur 5, Zellextrakt
von E. coli KRX(pSTddr); Spur 6, gereinigte DHDR (30 kDa); Spur 7, Zellextrakt von E. coli
KRX(pSTtdr); Spur 8, gereinigte THDR (56 kDa).

Die gereinigte THDR erschien in der Elutionsfraktion mit der hochsten Konzentration
als gelb gefarbtes Protein. Die in E. coli KRX(pSTdzr) exprimierte Strep-DZNR wurde
mit einer Ausbeute von 0,4 bis 1,2 % aus dem Zellextrakt gereinigt. Aufgrund der gerin-
gen Ausbeute an DZNR wurde zusétzlich ein N-terminales Strep(II)-Protein generiert.
Die Ausbeute an DZNR konnte jedoch nicht gesteigert werden. SDS-PAGE-Analysen der
Waschfraktionen zeigten, dass die DZNR bereits in der Waschphase eluiert wurde. Wahr-
scheinlich waren die C- und N-terminalen tags der DZNR nicht ausreichend exponiert,

so dass die Bindung des Proteins nur eingeschrankt moglich war.
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Reinigung der Proteine IfcA, IfcB, IfcC und IfcE
Neben THDR, DHDR und DZNR gehoren auch IfcA, IfcB, IfcC und IfcE zu den durch

Daidzein induzierten Proteinen in S. isoflavoniconvertens. Fiir die Reinigung dieser Pro-
teine wurden FE. coli-Klone generiert, welche die Strep(Il)-Proteine IfcA [E. coli KRX
(pSTifcA)], IfcB [E. coli KRX(pSTifcB)], IfcC [E. coli KRX(pSTifcC)] und IfcE [E. coli
KRX(pSTifcE)] kodierten. Die Fusion des Strep(Il)-tags an die entsprechenden Proteine
erfolgte C-terminal.

Fir die SDS-PAGE-Analyse in Abbildung 13 wurden die F. coli-Klone aerob kultiviert
und die Zellextrakte oxisch pripariert. Es zeigte sich eine deutliche Uberexpression der
Gene ifcA und ifcB und eine schwache Expression von ifcC und ifcE. Eine vollstandige
Reinigung aus dem E. coli-Zellextrakt erfolgte fir IfcA mit 32 % und IfcB mit 23 %. Eine
geringere Ausbeute ergab die Reinigung von IfcE mit 5 % und IfcC mit 2 % . Wurde
der fir IfcE kodierende F. coli-Klon anaerob statt aerob kultiviert, eluierte IfcE als gelb-
braun geférbtes Protein. Diese Farbung wurde auch bei der Reinigung unter oxischen
Bedingungen beobachtet. Die heterologe Expression von IfcD als C-terminal gekoppel-
tes Strep(I1)-Fusionsprotein war nicht nachweisbar. Eine Reinigung von IfcD erfolgte aus

diesem Grund nicht.
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Abbildung 13: SDS-PAGE der aus E. coli-Zellextrakten gereinigten Strep(II)-
Fusionsproteine IfcA, IfcB, IfcC und IfcE.

Aufgetragen wurden die Zellextrakte der entsprechenden E. coli-Klone (10 pg Protein) und
die daraus gereinigten C-terminal gekoppelten Genprodukte (1 pg Protein). Spur 1, Grofien-
standard; Spur 2, Zellextrakt von E. coli KRX(pGEM-T Easy) (Negativkontrolle); Spur 3,
Zellextrakt von E. coli KRX(pSTifcA); Spur 4, gereinigtes IfcA (18 kDa); Spur 5, Zellextrakt
von E. coli KRX(pSTifcB); Spur 6, gereinigtes IfcB (27 kDa); Spur 7, Zellextrakt von E. coli
KRX(pSTifcC); Spur 8, gereinigtes IfcC (34 kDa); Spur 9, Zellextrakt von E. coli KRX(pSTifcE);
Spur 10, gereinigtes IfcE (67 kDa).
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Reinigung von IfcBC als heterodimeres Protein

Sequenzanalysen der Genprodukte IfcC und IfcB aus S. isoflavoniconvertens wiesen auf
Ahnlichkeiten zu der a- und -Untereinheit der Elektronentransfer-Flavoproteine (ETF)
hin. Die Untereinheiten bilden sowohl in pro- als auch eukaryontischen ETFs ein Heterodi-
mer, welches mindestens ein FAD nicht kovalent bindet [220]. Aus diesem Grund wurden
die Gene ifcB und ifcC in einem neu generierten Klon [E. coli KRX(pSTifcBC)| koexpri-
miert. Fiir die Reinigung des Heterodimers erfolgte die Fusion des Strep(II)-tags an das
C-terminale Ende von IfcC. Sowohl bei aerober als auch bei anaerober Kultivierung von
E. coli KRX(pSTifcBC) war das praparierte Zellextrakt stark gelb geférbt. Dies deutete

bereits auf ein tiberexprimiertes Flavoprotein hin.
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Abbildung 14: SDS-PAGE-Analyse des aus E. coli-Zellextrakt gereinigten Hetero-
dimers IfcBC.

Dargestellt ist die Reinigung des C-terminal gekoppelten Strep-Proteins IfcBC. Die aufgetragene
Proteinmenge betrug jeweils 10 pg bzw. 7,5 pg fiir die zweite Waschfraktion. Spur 1, Gréflenmar-
ker; Spur 2, Zellextrakt von E. coli KRX(pGEM-T Easy) (Negativkontrolle); Spur 3, Zellextrakt
von E. coli KRX(pSTifcBC); Spur 4, erste Waschfraktion; Spur 5, zweite Waschfraktion; Spur
6, gereinigtes IfcBC (Banden bei 26 und 34 kDa).

Die SDS-PAGE-Analyse der Reinigungsfraktionen zeigte, dass IfcB und IfcC gemein-
sam eluiert werden, obwohl nur IfcC durch das C-terminale Strep-tag an die Reinigungs-
sdule binden konnte (Abbildung 14, Spur 6). Dies bestétigte, dass IfcB und IfcC Unter-
einheiten eines Komplexes sind. Die Ausbeute an IfcBC betrug 7-10 %. Im Gegensatz zu
IfcC verblieb ein Teil von IfcB in den Waschfraktionen (Abbildung 14, Spur 4 und 5).
Mogliche Ursache kénnte zum einem die instabile Bindung von IfcB an IfcC sein. Zum
anderen wiirde die starkere Expression von IfcB zu einem fehlenden IfcC-Bindungspartner

fihren.
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Reinigung des potenziellen Transkriptionsfaktors Orfl

Die 2D-DIGE-Analyse von Proteinen einer mit Daidzein inkubierten S. isoflavoniconver-
tens-Kultur zeigte, dass das Genprodukt Orfl nicht induziert wurde. Da sich Sequenziiber-
einstimmungen zu Transkriptionsfaktoren fanden und orf! in benachbarter Position zum
durch Daidzein induzierten Genkomplex vorliegt, konnte Orfl regulatorische Funktionen
besitzen. Zur Aufklarung der Funktion wurde Orfl mittels eines C-terminalen Strep-tags
gereinigt. Das Genprodukt von orf1 besitzt mit Valin (GTG-Codon; 255 aa Genprodukt),
Leucin (TTG-Codon; 241 aa Genprodukt) und Methionin (ATG-Codon; 229 aa Gen-
produkt) mehrere potenzielle Startcodons. Fiir die Reinigung der unterschiedlich langen
Orfl-Genprodukte wurden E. coli-Klone generiert, welche die Strep(II)-Proteine Orfl-
Val [E. coli KRX(pSTorflV)], Orfl-Leu [E. coli KRX(pSTorflL)] und Orfl-Met [E. coli
KRX(pSTorf1M)] kodierten. Bei die Generierung der Expressionsplasmide wurden die un-
terschiedlichen Startcodons methodenbedingt durch das Methionin-Codon ATG ersetzt.
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Abbildung 15: SDS-PAGE-Analyse der aus E. coli-Zellextrakt gereinigten Proteine
Orfl-Val und Orfl-Leu.

Dargestellt ist die Reinigung der C-terminal gekoppelten Strep-Proteine Orfl-Val und Orfl-
Leu. Die aufgetragene Proteinmenge betrug 10 npg fiir Zellextrakte und Waschfraktionen bzw.
2,7 pg fir die gereinigten Proteine. Spur 1, Gréflenmarker; Spur 2, Zellextrakt von FE. coli
KRX(pGEM-T Easy) (Negativkontrolle); Spur 3, Zellextrakt von E. coli KRX(pSTorflV); Spur
4, erste Waschfraktion E. coli KRX(pSTorflV); Spur 5, gereinigtes Orfl-Val (Bande bei 28 kDa);
Spur 6, Zellextrakt von E. coli KRX(pGEM-T Easy) (Negativkontrolle); Spur 7, Zellextrakt von
E. coli KRX(pSTorflL); Spur 8, erste Waschfraktion E. coli KRX(pSTorflL); Spur 9, gereinigtes
Orfl-Leu (Bande bei 27 kDa).

Fir die SDS-PAGE-Analyse wurden die F. coli-Klone aerob kultiviert und die Zell-
extrakte oxisch prapariert. Es zeigte sich eine deutliche Uberexpression von Orfl-Val und
Orfl-Leu (Abbildung 15, Spur 3 und 7). Das 229 aa grofie Genprodukt Orfl-Met wurde
nicht exprimiert. Die Reinigung aus dem F. coli-Zellextrakt erfolgte fiir Orfl-Val mit einer
Ausbeute von 19 % und fir Orfl-Leu mit 47 %.



3. ERGEBNISSE 63

3.5 Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitit der Daidzein-

induzierten Proteine

3.5.1 Bestimmung der K,,- und V,,,.-Werte fiir die Daidzein-Reduktase bei

Umsetzung von Daidzein und Genistein

Fiir die Untersuchungen zur Substratspezifitit wurde die gereinigte Daidzein-Reduktase
(DZNR) mit den Substraten Daidzein bzw. Genistein inkubiert. Bei einer Substratkon-
zentration bis 10 pM wurde Daidzein schneller zu Dihydrodaidzein umgesetzt als Ge-
nistein zu Dihydrogenistein (Abbildung 16). Bei erhéhten Substratkonzentrationen wur-
de der umgekehrte Effekt beobachtet. Der ermittelte K,,-Wert der DZNR fiir Genistein
war mit 26,7 + 83 pM deutlich hoher als fiir Daidzein mit 1,44 + 0,43 pM. Anhand
des niedrigen K,,-Werts zeigte sich die groflere Spezifitit der DZNR fiir das Substrat
Daidzein. Die Umsetzung von Daidzein erfolgte mit einer maximalen Reaktionsgeschwin-
digkeit von 0,62 £ 0,04 pmol min~! mg Protein~! langsamer als die von Genistein mit

2,14 + 0,33 pmol min~! mg Protein—1.
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Abbildung 16: Michaelis-Menten-Kinetik der gereinigten Daidzein-Reduktase fiir
die Substrate Daidzein und Genistein.

Dargestellt ist die spezifische Aktivitat der Bildung von Dihydrodaidzein (A) und Dihydrogeni-
stein (B) in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration. Die Daten reprisentieren alle Werte
von drei unabhéngigen Messungen.

Die Daten der Daidzein-Umsetzung in Abbildung 16 A weisen auf eine Substratinhibi-
tion der DZNR bei steigender Daidzein-Konzentration hin. Dabei scheinen Konzentratio-
nen an Daidzein hoher als 10 pM zur Inhibition der Daidzein-Reduktase zu fithren. Diese

Beobachtung miisste durch weiterfithrende Experimente bestatigt werden.
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3.5.2 Identifizierung einer Dihydrodaidzein-Racemase

Die bei der Isoflavon-Umsetzung gebildeten Stereroisomeren wurden mittels einer chi-
ralen HPLC-Saule identifiziert. Mit dem Zellextrakt von S. isoflavoniconvertens durch-
gefiihrte Enzmymtests zeigten, dass Daidzein zu einem racemischen Gemisch (Enantio-
merenverhéltnis von 1:1) aus (5)-Dihydrodaidzein (Retentionszeit [R;] = 8,6 min) und
(R)-Dihydrodaidzein (R; = 10,2 min) umgesetzt wurde. Als Daidzein-Endprodukt wurde
ausschlieBlich das (S5)-Enantiomer von Equol (R; = 13,6 min) nachgewiesen. Die Redukti-
on von Genistein fithrte gleichfalls zu einem racemischen Gemisch aus (.5)-Dihydrogenistein
(R; = 11,4 min) und (R)-Dihydrogenistein (R; = 13,6 min).

Die Kombination der rekombinanten F. coli-Extrakte fithrte bei der Umsetzung von
Daidzein zur Bildung von (R)-Dihydrodaidzein. Ab einer Inkubationszeit von 20 min
wurde (5)-Dihydrodaidzein detektiert, welches nach 30 min 6 % des gebildeten Dihydro-
daidzeins ausmachte. Als Endprodukt wurde (S)-Equol detektiert. Die Umsetzung von
Genistein fiihrte zur Bildung von (R)-Dihydrogenistein als Hauptenantiomer. Nach einer
Reaktionszeit von 5 min wurde zusétzlich (.S)-Dihydrogenistein gebildet und entsprach
nach 30 min 25 % der Gesamtmenge an Dihydrogenistein.

Der Vergleich der gebildeten Enantiomere durch den Zellextrakt von S. isoflavoni-
convertens und FE. coli zeigte, dass nur die Inkubation mit Extrakt von S. isoflavoni-
convertens zu einem racemischen Gemisch an Dihydrodaidzein bzw. Dihydrogenistein
fithrte. Das Ergebnis lief§ auf ein, im Zellextrakt von S. isoflavoniconvertens vorhandenes,

Dihydrodaidzein- und Dihydrogenistein-racemisierendes Enzym schlieflen.

Daidzein

DHDR THDR HO o
Qf-H

v

(S)-Dihydrodaidzein (S)-Equol

Abbildung 17: Postulierte Umsetzungsreaktion von Daidzein zu (S)-Equol in S. iso-
flavoniconvertens.

DZNR, Daidzein-Reduktase; IfcA, Dihydrodaidzein-Racemase; DHDR, Dihydrodaidzein-
Reduktase; THDR, Tetrahydrodaidzein-Reduktase.
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Aufgrund von Sequenziibereinstimmungen des induzierten Proteins IfcA zur bakteriel-
len Methylmalonyl-CoA-Epimerase kénnte auch IfcA zur Enzymklasse der Isomerasen
gehoren. Die Kombination der DZNR- und THDR/DHDR-enthaltenen E. coli-Extrakte
hatte gezeigt, dass vor allem das (R)-Enatiomer von Dihydrodaidzein und Dihydroge-
nistein bei der Umsetzung von Daidzein und Genistein entsteht. Die Anwesenheit eines
E. coli-Extrakts mit der rekombinanten IfcA fithrte dahingegen zur Racemisierung der
Metaboliten, bei der ein 1:1 Enantiomerenverhiltnis an (5)- und (R)-Dihydrodaidzein
bzw. Dihydrogenistein entstand. Demzufolge katalysiert das durch Daidzein induzierte
Protein IfcA die Umsetzung des (R)-Enantiomers zum (5)-Enantiomer und ist funktio-
nell eine Dihydrodaidzein- und Dihydrogenistein-Racemase.

Die chirale Metabolitenanalyse bei Verwendung der gereinigten DZNR ergab, dass aus-
schlielich die (R)-Enantiomere bei der Umsetzung von Daidzein und Genistein gebildet
werden. Fiir die weiterfithrende Reaktion von Dihydrodaidzein zu Equol zeigte sich, dass
statt des bei der Daidzein-Umsetzung gebildeten (R)-Enantiomers, (5)-Dihydrodaidzein
das bevorzugte Substrat fiir das Enzym DHDR ist. Die Umsetzung von Daidzein und die
nachgewiesenen chiralen Metaboliten sind in Abbildung 17 dargestellt.

3.5.3 Nachweis der NAD(P)H-Dehydrogenase-Aktivitit der Elektronen-

transfer-Flavoproteine von Slackia isoflavoniconvertens

Die durch Daidzein induzierten Proteine IfcB und IfcC wurden als Heterodimer-Unter-
einheiten eines Elektronentransfer-Flavoenzyms identifiziert. In der Zelle katalysieren die-
se den Transport von ein bis zwei Elektronen zwischen verschiedenen Flavin-haltigen De-
hydrogenasen [220]. In artifiziellen Systemen lésst sich die Oxidation von NAD(P)H an
die Reduktion eines chromogenen und nicht physiologischen Elektronenakzeptors kop-
peln. Dieses Charakteristikum einiger Flavoenzyme wird als NAD(P)H-Dehydrogenase-
/Diaphorase-Aktivitét bezeichnet [245]. Fir die Aktivitatsbestimmung erfolgte die Reduk-
tion des Farbstoffsubstrats DCPIP durch das gereinigte Elektronentransfer-Flavoprotein
IfcBC im anoxischen Enzymtest. Dabei diente entweder NADH oder NADPH als Koen-
zym. Die Bildungsrate des reduzierten DCPIP betrug in Anwesenheit von NADPH 33,8
+ 5,4 pmol min~! mg Protein~!. Bei Verwendung von NADH verringerte sich die spe-
zifische Aktivitat zur Bildung von reduziertem DCPIP um die Hélfte (18,8 4+ 2,6 jmol
min~—! mg Protein™!). Nach einmaligem Einfrieren des Proteins IfcBC bei -20 °C wurde
das Absinken der spezifischen Enzymaktivitat um bis zu 67 % (mit NADPH) und 57 %
(mit NADH) beobachtet.
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3.5.4 Verwendung aller rekombinanten, durch Daidzein induzierten Proteine

bei der Umsetzung von Daidzein

Die Kombination der DZNR~, DHDR~ und THDR-enthaltenen E. coli-Extrakte fiihrte
zwar zur Umsetzung von 50 pM Daidzein, jedoch waren die detektierten Konzentratio-
nen an Equol mit 0,43 4+ 0,04 pM durchgehend gering. Die sehr geringe Konzentration
an Equol war dabei auf die Verwendung der einzeln exprimierten DHDR und THDR
zuriickzufithren. Um die enzymatische Aktivitdt zu erhohen, wurden alle rekombinan-
ten, durch Daidzein induzierten Proteine miteinander kombiniert. Dazu wurde jeweils
der Zellextrakt der Strep-Fusionsprotein-kodierenden E. coli-Klone verwendet. Bei An-
wesenheit der Dihydrodaidzein-Racemase (IfcA) im Testansatz mit DZNR, DHDR und
THDR verdoppelte sich die Konzentration an Equol auf 0,90 + 0,06 pM. Enthielt ein
Enzymtest-Ansatz zuséitzlich das Elektronentransfer-Flavoprotein IfcBC, konnte eine wei-
tere Erhohung der Equolkonzentration auf 1,32 4+ 0,02 utM beobachtet werden. Die Kom-
bination aller Daidzein-induzierten Proteine mit IfcE erhohte die Menge an Equol mit
1,39 4+ 0,09 pM kaum. Beziiglich der Verwendung von Genistein wurde auch mit den

kombinierten Proteinen keine Umsetzung zum Endprodukt 5-Hydroxyequol beobachtet.

3.6 Identifizierung von enzymspezifischen Kofaktoren der durch

Daidzein induzierten Proteine von S. isoflavoniconvertens

3.6.1 Charakterisierung der Flavinkofaktoren

Wiéhrend der Reinigung der durch Daidzein induzierten Proteine wurde eine hellgelbe
Farbung von THDR und IfcBC sowie eine gelb-braune Farbung von IfcE beobachtet. Die-
se Farbung deutete bereits auf gebundene Flavinkofaktoren hin. Die Analyse der unter
anoxischen Bedingungen aufgenommenen UV /Vis-Spektren ergab fir THDR und IfcBC
charakteristische Flavin-Absorptionsmaxima bei 370 und 450 nm (Abbildung 18 B). Deut-
lich schwécher ausgepriagte Maxima zeigten sich auch bei der UV /Vis-Analyse von IfcE.
Eine Peak-Schulter bei 330 nm konnte bei IfcE auf Eisen-Schwefel-Zentren zuriickzufiih-
ren sein, fiir welche auch die bréaunliche Farbung des Proteins charakteristisch sind. Die
Identifizierung der Flavinkofaktoren erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (DC).
Fir die gereinigten Proteine THDR und IfcBC wurde mit einem R;-Wert von 0,17 und
0,15 FAD als Kofaktor bestimmt (Abbildung 18 A). Da FAD im Uberstand der geféllten
Proteine nachgewiesen wurde, liegt FAD in THDR als auch in IfcBC als nicht kovalent

gebunder Kofaktor vor.
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Abbildung 18: Nachweis der Flavinkofaktoren von THDR, IfcBC, DZNR und IfcE.
(A) Diinnschichtchromatographie der Flavin-Standards und der Uberstinde der Proteinfil-
lung. Die Fallung erfolgte aus dem gereinigten Protein (IfcBC, THDR) oder aus dem E. coli-
Zellextrakt (DZNR, IfcE). S1, Flavin-Standard FAD; S2, Flavin-Standard Riboflavin und FMN;
P, Probe. (B) UV /Vis-Absorptionsspektren der gereinigten Proteine THDR (1,48 mg/ml), IfcBC
(0,94 mg/ml), DZNR (0,24 mg/ml) und IfcE (0,61 mg/ml), aufgenommen unter anoxischen Be-
dingungen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte gegen Elutionspuffer.
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Die DC-Analyse der gereinigten DZNR und IfcE fiihrte zu keinem sichtbaren Signal,
da die Proteinkonzentration zu gering war. Bei Verwendung der gelb gefirbten DZNR-
und IfcE-haltigen E. coli-Zellextrakte wurde FAD (R; = 0,17 fiir DZNR; Ry = 0,18 fur
IfcE) im Vergleich zur Kontrolle als nicht kovalent gebundene Flavinkomponente identifi-
ziert (Abbildung 18 A). Zusatzlich zeigte die DZNR-Probe eine schwache Bande auf Hohe
des FMN-Standards (R; = 0,32).

Mittels HPLC-Analyse wurde die Flavin-Konzentration in den Uberstinden nach der
Proteinfallung bestimmt. Die Analyse bestatigte FAD als die in THDR, IfcBC, IfcE und
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DZNR vorhandene Flavinkomponente. Fiir die stark gelb gefdrbten Proteine wurde ein
FAD-Gehalt von 0,2-0,5 mol pro mol THDR sowie 0,7-1,0 mol FAD pro mol IfcBC
nachgewiesen. IfcE enthielt 1,17-1,61 mol FAD pro mol Protein. Der bestimmte FAD-
Gehalt fiir DZNR betrug 0,46 mol FAD pro mol Protein. Fiir die Daidzein-Racemase
IfcA und die Dihydrodaidzein-Reduktase DHDR wurde mittels DC-Analyse und UV /VIS-

Spektroskopie kein Flavinkofaktor nachgewiesen.

3.6.2 Untersuchungen zu Eisen-Schwefel-Zentren

Die gelb-braune Farbung des gereinigten Proteins IfcE und ein Aminosduren-Bindemotiv
deuteten auf ein Eisen-Schwefel-Zentrum hin. Der Nachweis dieses Kofaktors erfolgte tiber
die Bestimmung des Nicht-Ham-Eisens und des sédurelabilen Schwefels. Zweiwertiges Ei-
sen, welches nicht an eine Himgruppe gebunden ist, wird durch eine Komplexbildung mit
Ferrozin photometrisch nachgewiesen. Die Analyse ergab fiir zwei unabhéngige Messun-
gen einen mittleren Gehalt von 11 mol Eisen pro mol IfcE.

Der Nachweis von sédurelabilem Schwefel erfolgte durch die Bildung des kolorimetrisch
nachweisbaren Farbstoffs Methylenblau. Die ermittelte Menge an Schwefel betrug in zwei
unabhéngigen Proben 15,4 + 3,0 und 25,0 + 3,9 mol Schwefel pro mol IfcE. Die Varianz
der ermittelten Werte konnte auf die Nachweismethode als auch auf die Praparation des
Proteins zurtickzufiihren sein. Die Kombination beider Methoden fithrte zum qualitativen
Nachweis des Eisen-Schwefel-Zentrums von IfcE, jedoch erlaubten sie keine Aussage iiber

die Art des gebundenen Zentrums.
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3.7 Untersuchungen zur nativen Struktur

Die Analyse zur Quartérstruktur der gereinigten, durch Daidzein induzierten Proteine
erfolgte mittels nativer Gelelektrophorese. Fiir IfcBC und DZNR wurde jeweils eine ein-
zelne starke Bande nachgewiesen. Es zeigte sich, dass das aus einer a- und -Untereinheit
zusammengesetzte Elektronentransfer-Flavoprotein I[fcBC als Heterodimer mit einer ap-
parenten molekularen Masse von 63 kDa vorlag (Tabelle 5). Dies stimmte mit der berech-
neten Grofle von 59 kDa tiberein. Mit einer molekularen Masse von 90 kDa wurde DZNR
als monomeres Enzym identifiziert.

Aufgrund mehrerer detektierter Banden waren fiir die Proteine IfcA, THDR, DHDR
und IfcE mehrere Quartidrstrukturen moglich (Tabelle 5). Hierbei zeigte das gereinigte
Protein IfcE nach der elektrophoretischen Trennung ein gleichméafliges Stufenmuster mit
insgesamt sieben Banden zwischen 129 und 614 kDa. Vor allem bei den hochmolekularen

Proteinbanden konnte es sich um aggregiertes IfcE handeln.

Tabelle 5: Mogliche Quartirstruktur der gereinigten, durch Daidzein induzierten
Proteine nach nativer Gelelektrophorese.

Protein Molekulare Masse Apparente Masse® Proteinkomplex
(kDa) (kDa)

IfcA 17 33
50 Trimer

IfcB/IfcC 26/33 63 Heterodimer
THDR 55 75

136 Dimer

230

DHDR 29 86
119 Tetramer

DZNR 70 90 Monomer
IfcE 66 129 Dimer

190

265

436

501

561

614

¢ Die unterstrichenen ermittelten Massen kennzeichnen die identifizierten Hauptbanden.
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3.8 Experimentelle Analysen zur transkriptionellen Regulation
der durch Daidzein induzierten Gene in Slackia isoflavoni-

convertens

3.8.1 Identifizierung von koexprimierten Genen

Fiir die Reverse-Transkriptase-PCR-Analyse (RT-PCR) erfolgte zundchst die Synthese
der cDNA unter Verwendung der isolierten Gesamt-RNA einer mit Daidzein induzierten
S. isoflavoniconvertens-Kultur. Die anschlieend amplifizierten DNA-Fragmente umfass-
ten jeweils die Primerbindestellen von jeweils zwei benachbarten Genen oder auch von
nicht direkt benachbarten Genen.

Experimente fiir orfl und dem genabwarts gelegenen ifcA fiihrten nicht zur Amplifi-
zierung eines PCR-Produkts (Abbildung 19 A). Das Ergebnis zeigt, dass beide Gene nicht

zusammen transkribiert werden. Grund hierfiir konnte ein zwischen beiden Genen pos-

Benachbarte Gene Nicht benachbarte Gene
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Abbildung 19: RT-PCR-Analysen der intergenen Bereiche des durch Daidzein in-
duzierten Genkomplexes von S. isoflavoniconvertens.

(A) Amplifizierte PCR-Produkte von direkt benachbarten Genen und (B) nicht direkt benach-
barten Genen. Die zur cDNA-Synthese verwendete Gesamt-RNA wurde aus einer durch Daidzein
induzierten Kultur isoliert. +RT, cDNA-Synthese-Ansatz mit Zusatz des Enzyms Reverse-
Transkriptase; —RT, cDNA-Synthese-Ansatz ohne den Zusatz von Reverse-Transkriptase (Ne-
gativkontrolle); G, genomische DNA von S. isoflavoniconvertens (Positivkontrolle). (C) Sche-
matische Darstellung des Genkomplexes und der postulierten mRNA-Transkripte. P, potenzielle
Sigma-70-abhédngige Promotoren; T, potenzielle Rho-unabhéngige Transkriptionsterminatoren.
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tulierter Transkriptionsterminator sein (Abbildung 19 C). In Bezug auf die benachbar-
ten Gene von ifcA bis dzr fiihrten alle Primerkombinationen der RT-PCR-Ansétze zur
Amplifizierung von PCR-Produkten. Obwohl die intergene Sequenz von ddr und ifcD
einen postulierten Transkriptionsterminator enthélt, weist das Ergebnis auf ein langes
polycistronisches mRNA-Transkript hin, welches sowohl ddr als auch ifcD enthélt (Ab-
bildung 19 C). Die Analyse des intergenen Bereichs von dzr und ifcE fihrte trotz eines
potenziellen Transkriptionsterminators genabwarts von dzr zur Amplifizierung eines PCR-
Produkts (Abbildung 19 A). Da sich die Intensitat der Bande im Vergleich zur Kontrollre-
aktion mit genomischer DNA stark unterschied, kann von einer geringen Kotranskription
der Gene dzr und ifcE ausgegangen werden. Zusétzlich zur Analyse benachbarter Gene
wurde auch die Koexpression nicht direkt benachbarter Gene untersucht. Aufgrund des
Fehlens eines amplifizierten PCR-Produkts im Bereich ifcA zu ifcC' wird davon ausge-
gangen, dass beide Gene nicht, wie ifcA und ifcB, zusammen transkribiert werden (Ab-
bildung 19 B). Weitere Untersuchungen der nicht benachbarten Gene von ifcB bis dzr
unterstiitzten hingegen die Hypothese eines langen, mit ¢fcB beginnenden, polycistroni-
schen mRNA-Transkripts. Zusammenfassend spricht die Amplifizierung aller spezifischen
PCR-Produkte fiir die Bildung von mindestens zwei Transkripten. Das kiirzere Transkript
umfasst die Gene ifcA-ifcB, wihrend ein langes Transkript aus den Genen ifcB-ifcC-tdr-
ddr-ifcD-dzr-(ifcE) gebildet wird (Abbildung 19 C).

Da die Genprodukte von orfl und ifcD mittels der 2D-DIGE-Analyse nicht als indu-
zierte Proteine identifiziert wurden, ist unklar, ob eine gemeinsame Transkription mit den
iibrigen durch Daidzein induzierten Genen erfolgte. Die RT-PCR~Analyse benachbarter
Gene zeigte, dass orfl und auch das durch Daidzein induzierte Gen ifcE nicht bzw. kaum
mit dem benachbarten Gen kotranskribiert wurde (Abbildung 19 A). Aus diesem Grund
wurden orfl, ifcD und ifcE mittels RT-PCR-Analyse einzeln auf ihre Expression in indu-
zierten und nicht induzierten S. isoflavoniconvertens-Zellen untersucht. Die Analyse der
Gene orfl und ifcE ergab, dass die Expressionsrate in induzierten Zellen héher war im
Vergleich zu nicht induzierten Zellen (Abbildung 20). Die Induktion mit Daidzein fithrte
zu einer gesteigerten Expression um den Faktor 2 bei orf! und um den Faktor 5 bei ifcF.
Ein PCR-Produkt mit den Oligonukleotidprimern fiir ifcD wurde ausschlieBlich mit der
cDNA einer induzierten S. isoflavoniconvertens-Kultur beobachtet (Abbildung 20).

G +DAl -DAI G +DAl -DAI G +DAIl -DAI

Abbildung 20: RT-PCR-Analyse der Gene orf1, ifcD und ifcFE.

+DAI, aus Gesamt-RNA synthetisierte cDNA einer induzierten S. isoflavoniconvertens-Kultur;
—DAI, Synthese der cDNA aus Gesamt-RNA einer nicht induzierten S. isoflavoniconvertens-
Kultur; G, genomische DNA von S. isoflavoniconvertens (Positivkontrolle).
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Die RT-PCR-Ergebnisse zeigten, dass bei der Transkription der durch Daidzein indu-
zierten Gene mindestens zwei mRNA-Transkripte entstehen (Abbildung 19 C). Unklar
war, ob weitere und damit kiirzere Genabschnitte zusétzlich transkribiert werden. Mit
Hilfe der Northern-Blot-Analyse erfolgte die Identifizierung dieser Transkripte sowie die
Verifizierung der RT-PCR-Ergebnisse. Beim Northern-Blot-Verfahren wurde die nach der
Transkription gebildete mRNA der durch Daidzein induzierten Gene durch Hybridisierung
mit komplementéren DIG-dUTP-markierten DNA-Sonden nachgewiesen. Die verwende-
ten DNA-Sonden waren spezifisch fiir die Gene ifcA, ifcB, ifcC, tdr, ddr, dzr und ifcE.
Pro Blot wurden die gebildeten Transkripte von zwei benachbarten Genen verglichen und
die Grofle der mRNA ermittelt. Fir alle Northern-Blot-Analysen wurde die identische
Membran verwendet. Die Identifizierung schwacher Banden wurde, wie in Abbildung 21
erkennbar, durch einen starken Hintergrund erschwert. Auch zeigte sich, dass die weiflen
Banden der 16S und 23S rRNA andere Banden gleicher Position iiberdeckten.

S g r 47

27

1,8
1,5

< 1 1.1
0,6

03

Abbildung 21: Exemplarischer Northern-Blot zum Nachweis der bei der Induktion
mit Daidzein in S. isoflavoniconvertens gebildeten Transkripte.

Spur 1, Hybridisierung mit der tdr-Sonde nach Auftragung der RNA (5 pg) von einer mit
Daidzein induzierten Kultur; Spur 2, Hybridisierung mit der ddr-Sonde nach Auftragung der
RNA (5 pg) von einer mit Daidzein induzierten Kultur; Spur 1, Hybridisierung mit der tdr-
Sonde nach Auftragung der RNA (5 pg) von einer nicht induzierten Kultur (Negativkontrolle);
Spur 4, DIG-dUTP-markierter Groflenstandard (100 ng). Nummerierte Banden entsprechen den
Transkripten 1 und 2 in Abbildung 22.

Die Northern-Blot-Analyse fiihrte zum Nachweis von drei eindeutigen Banden mit
einer Grole von 990 bp, 2.200 bp und 2.400 bp. Diese werden im Weiteren als Haupt-
transkripte bezeichnet und sind, neben weiteren Transkripten in Tabelle 6 aufgefiihrt.
Die Detektion des kleineren Haupttranskripts von 990 bp erfolgte ausschliellich bei Ver-
wendung der fiir ddr spezifischen DNA-Sonde und umfasst das Gen ddr. Das 2.200 bp
groffe Haupttranskript wurde bei Verwendung der DNA-Sonden fiir ifcA, ifcB und ifcC
nachgewiesen und kodiert, auch aufgrund seiner Grofe, fir die Gene ifcA, ifcB und ifcC.

Ein weiteres, ausschlieSlich mit der tdr- und ddr-Sonde nachgewiesenes Haupttranskript
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umfasst die Gene tdr und ddr bei einer Transkriptgrofie von 2.400 bp. Neben den drei
Haupttranskripten wurden weitere, schwach ausgepragte Transkripte mittels Northern-
Blot-Analyse detektiert. Ein kiirzeres Transkript von 1.940 bp wurde ausschlieflich mit
der dzr-spezifischen DNA-Sonde nachgewiesen und umfasst das Gen dzr. Zwei weitere
Transkripte kodieren aufgrund des Nachweises mit den entsprechenden DNA-Sonden fiir
die Gene ifcA und ifcB (Transkriptgrofie 1.220) sowie fiir ddr, ifeD und dzr (Transkript-
groBe 3.450 bp). Zusétzliche Transkripte von 3.900 bp, 4.750 bp und 7.400 bp kodieren
vermutlich fiir fiinf oder mehr durch Daidzein induzierte Gene, beginnend bei ifcA. Der
Nachweis der mRNA-Banden durch die spezifischen DNA-Sonden erfolgte jedoch nicht fiir
alle Gene des potenziellen Transkripts (Tabelle 6). Nicht weiter identifizierbare Transkrip-
te hatten eine Grofle von 3.940 bp, 4.000 bp, 4.870 bp und 5.230 bp. Aufgrund technischer
Probleme bei der Northern-Blot-Analyse mit der ifcE-Sonde sind die Ergebnisse fiir die
gebildeten Transkripte der durch Daidzein induzierten Gene unvollstandig.

Tabelle 6: Mittels Northern-Blot- Analyse nachgewiesene Transkripte durch Verwen-

dung spezifischer DNA-Sonden fiir die mit Daidzein induzierten Gene von S. iso-
flavoniconvertens.

Transkript- Genspezifische DNA-Sonde
grof3e® (bp) ifcA ifcB ifcC tdr ddr dzr

990 - - - - + -
1.220 + + - - - -
1.940 - - - - - -+
2.200 + + + - - -
2.400 - - - +
3.450 - - - -
3.900 + - - + - -
3.940 - - - -
4.000 - - - -
4.750 + - + +
4.870 - - - - - +
5.230 - - - +
7.400 + - - - - -

+ 4
_|_

+
I

@ Hervorgehobene Groéflen kennzeichnen die gebildeten Haupttranskripte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der Northern-Blot-Analyse, dass die Expressi-
on der durch Daidzein induzierten Gene nicht zu einem einzelnen langen mRNA-Transkript
fihrt, sondern zu einer Vielzahl von Transkripten (Abbildung 22). Die drei gebildeten
Haupttranskripte umfassen zum einem ifcA-ifcB-ifcC' wie auch ddr, welches sowohl ein-
zeln als auch zusammen mit ¢dr transkribiert wurde. Alle Ergebnisse der RT-PCR konnten
durch die Northern-Blot-Analyse nicht bestéitigt werden. Das in der RT-PCR identifizierte
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kiirzere Transkript umfasste nur die Gene ifcA-ifcB und nicht, wie in der Northern-Blot-
Analyse nachgewiesen, ifcA-ifcB-ifcC. Im Gegensatz zur RT-PCR-Analyse umfassten gro-
Bere potenzielle Transkripte auch das Gen ifcA. Unklar ist, ob ein einzelnes Transkript
die durch Daidzein induzierten Gene ifcA-ifcB-ifcC-tdr-ddr-ifcD-dzr umfasst. Ein Tran-
skript dieser Grofle (ca. 7.400 bp) konnte nur einmalig bei Verwendung der ifcA-Sonde

nachgewiesen werden.

T T T
P P P P P P
’_;m ’—'lr::q> ifcB ifeC i tdr g ddr> ichE dzr ifcE >
1 1 kb
> 2
Transkripte =

s

v Vv
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v

Abbildung 22: Schematische Darstellung des durch Daidzein induzierten Genkom-
plexes von S. isoflavoniconvertens mit den mittels Northern-Blot-Analyse identifi-
zierten Transkripten.

Starkere Pfeile kennzeichnen die drei Haupttranskripte. Die Haupttranskripte 1 und 2 entspre-
chen den nummerierten Banden in Abbildung 21. Der Nachweis der grau dargestellten Gene
erfolgte mit den entsprechenden DNA-Sonden. P, potenzielle Sigma-70-abhéngige Promotoren;
T, potenzielle Rho-unabhangige Transkriptionsterminatoren.

3.8.2 Ermittlung der Startposition einzelner Transkripte

Die RT-PCR-Ergebnisse zeigten, dass bei der Transkription der durch Daidzein induzier-
ten Gene mindestens zwei mRNA-Transkripte entstanden sind (Abbildung 19 C). Das
kiirzere Transkript umfasst die Gene ifcA-ifcB, wihrend ein langes Transkript aus den
Genen ifeB-ifcC-tdr-ddr-ifcD-dzr-(ifcE) gebildet wird. Um den genaufwérts von ifcA und
ifcB gelegenen Transkriptionsstart identifizieren zu kénnen, wurde die Methode ARF-
TSS (adaptor- and radioactivity-free identification of transcription start sites) genutzt.
Dabei wird unter Verwendung eines genspezifischen phosphorylierten Oligonukleotidpri-
mers eine cDNA generiert, welche am 3’-Ende den Transkriptionsstart enthilt und am
5’-Ende phosphoryliert ist. Durch die Ligation mit der T4 RNA Ligase wird die einzel-
strangige cDNA zirkularisiert, so dass der Transkriptionsstart und die Sequenz des phos-
phorylierten Primers direkt hintereinander liegen. Die zirkularisierte ¢cDNA wird unter
Verwendung eines genspezifischen Oligonukleotid-Primerpaars mittels PCR amplifiziert
und das PCR-Produkt sequenziert. Als Transkriptionsstart wird das Nukleotid identifi-
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ziert, welches direkt an das 5’-Ende des zuvor phosphorylierten Primers anschliefit. Die
Verwendung von spezifischen Oligonukleotidprimern fiir ifcA fithrte zur Amplifizierung
eines einzelnen PCR-Produkts. Die Sequenzierung des PCR-Produkts identifizierte ein
Guanin-Nukleotid an Position 1.275 bp des 12 kb grolen Genfragments von S. isoflavoni-
convertens als Transkriptionsstart fiir ifcA (Abbildung 23). Die Entfernung des ermittel-
ten Transkriptionsstarts zum potenziellen Translationsstart von ifcA betrug genabwarts
104 bp. Wie fiir bakterielle Promotoren allgemein bekannt, liegt die -10- und -35-Region
in kurzem Abstand relativ zum Transkriptionsstarts genaufwérts. Dieser Bereich wiirde
die vor dem identifizierten Transkriptionsstart von ifcA liegenden Positionen 1.241 bis
1.270 bp umfassen. Im Vergleich dazu erfolgte die computergestiitzte Vorhersage fiir den
potenziellen Sigma-70-abhéngigen ifcA-Promotor fiir einen ungefdhr 90 bp vor dem iden-
tifizierten Transkriptionsstart gelegenen Bereich (Promotor Py; Position -10-Region: 1.179
bp; Abbildung 9, Kapitel 3.2.3). Dies unterstiitzt die Annahme, dass es sich bei dem po-
tenziellen Promotor Py nicht um den tatséachlichen ifcA-Promotor handelt. Aufgrund der
fehlenden Ubereinstimmung mit den Konsensus-Sequenzen Sigma-70-abhingiger Promo-

toren konnte die Regulation von ifcA von einen alternativen Sigma-Faktor abhéngig sein.

ifcA

gcaacaatagcggtGtcaaagcgcgttgatttcgttgccagtcatgetgctcaagggegagtttgcagea

Position 1.261 bp | Ts ifcA
ttggcgticcataacgtggecgegeacgtcaaacgaaaggggattcgtt ANEEEEL[E G E b EE (s |
RBS M | Position 1.400 bp

Abbildung 23: Identifizierter Transkriptionsstart des durch Daidzein induzierten
Gens ifcA in S. isoflavoniconvertens.

Ausschnitt der genaufwérts gelegenen DNA-Sequenz von ifcA. TS, identifizierter Transkrip-
tionsstart; M, Position des fiir Methionin kodierenden Startcodons ATG; RBS, potenzielle
Ribosomen-Bindestelle.

Die Analyse des Transkriptionsstarts von ifcB fithrte nicht zur Amplifizierung eines
PCR-Produkts. Das Ergebnis zeigt, dass kein separater Transkriptionsstart fiir ifcB vor-
liegt. Dies bestatigte auch die Northern-Blot-Analyse, bei der mehrere identifizierte Tran-
skripte ifcA statt ifcB als erstes kodiertes Gen enthielten (Abbildung 22).
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4 Diskussion

Aufgrund ihrer potenziell gesundheitsfordernden Wirkungen sind die polyphenolischen
Isoflavone fir die menschliche Erndhrung von groBem Interesse [120]. Die Metabolisie-
rung und Bioaktivierung dieser sekundéren Pflanzenstoffe durch die humane intestinale
Darmmikrobiota ist individuell unterschiedlich. Nur in einem geringen Teil der westli-
chen Bevolkerung wird der Daidzein-Metabolit Equol durch spezifische Darmbakterien
gebildet [10]. Mehrere Equol-bildende Bakterien wurden in den letzten Jahren aus dem
Darmtrakt des Menschen isoliert. Die entsprechende Umsetzungsreaktion von Daidzein
zu Equol war jedoch unzureichend erforscht. So waren weder die an der Umsetzung be-
teiligten Enzyme identifiziert noch war der Weg der Biotransformation vollsténdig aufge-
klart. Ein isoliertes und identifiziertes Equol-produzierendes Bakterium des menschlichen
Darmtrakts ist die in dieser Arbeit untersuchte Spezies Slackia isoflavoniconvertens. Unter
Einsatz verschiedener proteinbiochemischer und gentechnischer Methoden wurden die bis-
lang unbekannten Daidzein-metabolisierenden Enzyme von S. isoflavoniconvertens iden-
tifiziert und detailliert charakterisiert. Acht im Genom aufeinanderfolgende Gene werden
durch das Substrat Daidzein induziert und kodieren u.a. fiir die direkt an der Reduktion
von Daidzein beteiligten Enzyme DZNR, DHDR und THDR, fiir das Elektronentransfer-

Flavoprotein IfcBC sowie fiir die Racemase IfcA.

4.1 Vergleich des Genkomplexes Daidzein-metabolisierender En-

zyme in verschiedenen Equol-bildenden Darmbakterien

Wiéhrend der Bearbeitung dieses Themas wurden die Daidzein-metabolisierenden Enzyme
von zwei weiteren humanen Equol-bildenden Bakterien publiziert [204,205,223]. Sowohl
die Enzyme von Lactococcus sp. Stamm 20-92 als auch von Slackia sp. Stamm NATTS
zeigen beziiglich der Aminosdurenabfolge eine hohe Sequenziibereinstimmung zur DZNR,
DHDR und THDR von S. isoflavoniconvertens und katalysieren die gleichen Reaktio-
nen [204,205,223|. Gleichfalls dhnelt die in Lactococcus sp. Stamm 20-92 identifizierte
Dihydrodaidzein-Racemase der durch Daidzein induzierten Racemase IfcA von S. iso-
flavoniconvertens [203]. Auch wurde das Genom der Equol-produzierenden Bakterien

Eggerthella sp. Stamm YY7918 und Adlercreutzia equolifaciens vollstandig sequenziert.
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Diese enthalten innerhalb ihrer Genomsequenz einen zu den durch Daidzein induzier-
ten Genen von S. isoflavoniconvertens homologen Genkomplex [219,254]. Der Vergleich
der Gene des durch Daidzein induzierten Genkomplexes von §. isoflavoniconvertens mit
den homologen Genen der vier anderen Equol-produzierenden Bakterien zeigt, dass die
Genorganisation der Daidzein-umsetzenden Enzyme identisch ist. Sowohl die an der Um-
setzung von Daidzein zu Equol beteiligten Reduktasen DZNR, DHDR und THDR als
auch das Elektronentransfer-Flavoprotein IfcBC und die Dihydrodaidzein-Racemase sind
im Genom dieser Equol-bildenden Darmbakterien in gleicher Reihenfolge und einheitli-
cher Leserichtung angeordnet (Abbildung 8). Die Sequenzahnlichkeit unter den einzelnen
Proteinen der fiinf Spezies variiert trotz der identischen Genabfolge stark. Eine sehr hohe
Identitét zu den Genen von S. isoflavoniconvertens zeigen dquivalente Genprodukte der
Dihydrodaidzein-Reduktase (80-94 %) und der Tetrahydrodaidzein-Reduktase (70-90 %)
(Tabelle 4). Vergleichsweise gering mit 40 % ist die Sequenzidentitédt der DZNR zu den
korrespondierenden Genprodukten von Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifa-
ciens sowie der weniger nah verwandten Spezies Lactococcus sp. Stamm 20-92. Stark kon-
servierte Bereiche des Proteins sind vor allem potenziell katalytische Sequenzmotive und
mehrfach vorhandene Kofaktor-Bindestellen. Trotz geringer Sequenziibereinstimmung ka-
talysiert das korrespondierende membranstindige Enzym L-DZNR von Lactococcus sp.
Stamm 20-92 die gleiche Reaktion wie das von S. isoflavoniconvertens [205].

Der G4C-Gehalt der durch Daidzein induzierten Gene sowie der korrespondierenden
Gene in Slackia sp. Stamm NATTS, Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens
betragt 56-69 mol % und entspricht dem G+C-Gehalt der vollstindigen Genome (Tabelle
4). Auffillig ist, dass der G+C-Gehalt der Daidzein-umsetzenden Enzyme von Lactococcus
sp. Stamm 20-92 (64-67 mol %) dem Gehalt des Genoms von 39 mol % weit tibersteigt.
Die Abweichungen im G+C-Gehalt deuten an, dass die Gene der Daidzein-umsetzenden
Enzyme durch horizontalen Gentransfer von einem Bakterium mit hohem G+C-Gehalt
auf die zu den Firmicutes zédhlende Spezies Lactococcus sp. Stamm 20-92 iibertragen
wurden. Durch horizontalen Gentransfer erwirbt eine Rezipientenzelle zusétzlich Stoff-
wechselmerkmale, wodurch die Anpassungs- und Wettbewerbsfahigkeit unter bestimm-
ten Umstanden, wie z.B. der Besiedlung einer neuen Nische oder veranderte Umwelt-
bedingungen, verbessert werden kann. Vor allem in der Rhizosphére, in Biofilmen, dem
Darmtrakt oder anderen stark besiedelten bakteriellen Lebensrdumen ist der Austausch
von genetischen Informationen durch horizontalen Gentransfer begiinstigt [51]. Bakte-
rienchromosome enthalten mit Genominseln instabile Bereiche, welche sich von selbst
in das Genom eines anderen Bakteriums einschleusen kénnen. Genominseln lassen sich
in verschiedene Subtypen wie z.B. Pathogenitits-, Symbiose-, Fitness-, Metabolismus-
oder Resistenzinseln unterteilen und werden auch als integrative Elemente oder konju-

gative Transposons bezeichnet [51, 145]. Typisch fir diese mobilen DNA-Elemente ist
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die Anwesenheit eines Integrase/Transposase-Gens, welches fiir das Herausschneiden des
Elements sowie den darauf folgenden Wiedereinbau verantwortlich ist [145]. Interessan-
terweise enthalt auch der vollstandig sequenzierte Equol-Bildner Eggerthella sp. Stamm
YY7918 in direkter Nachbarschaft zum Genkomplex der Daidzein-umsetzenden Enzy-
me zwei Integrase-/Transposase-Gene. Diese flankieren jeweils genauf- und genabwérts
der homologen, durch Daidzein induzierten Gene einen insgesamt 17 Gene umfassenden
Genkomplex [254]. Die mogliche Annahme, dass die Gene der Daidzein-umsetzenden En-
zyme Teil einer Genominsel sein konnten, wird in Bezug auf den ebenfalls vollstandig
sequenzierten Equol-Bildner A. equolifaciens nicht gestiitzt. Obwohl die Genabfolge der
potenziellen Daidzein-umsetzenden Enzyme von A. equolifaciens dem Genkomplex von
FEggerthella sp. Stamm YY7918 dhnelt (Abbildung 8), unterscheiden sich die flankierenden

Gene und kodieren nicht fiir potenzielle Integrasen/Transposasen [219].

4.2 Enzymatische Umsetzung von Daidzein und Genistein im

zellfreien System

Equol wird nur mit geringer Rate aus Dihydrodaidzein umgesetzt

Durch die funktionelle Expression der durch Daidzein induzierten Gene dzr, ddr und tdr
wurden die korrespondierenden Genprodukte als Daidzein-Reduktase, Dihydrodaidzein-
Reduktase und Tetrahydrodaidzein-Reduktase identifiziert. Keine weiteren Enzyme waren
fiir die vollstandige Umsetzung von Daidzein iiber Dihydrodaidzein zu Equol im zellfreien
System notwendig. Hauptumsatzprodukt war im Vergleich zur Fermentation durch S. iso-
flavoniconvertens-Zellen das Intermediat Dihydrodaidzein, welches mit sehr geringer Rate
weiter zu Equol umgesetzt wurde. Da geringe Bildungsraten von Equol sowohl im zellfreien
Extrakt von S. isoflavoniconvertens als auch mit den rekombinanten Enzymen beobachtet
wurden, ist der Aktivitatsverlust der Enzyme DHDR/THDR vermutlich unabhéngig von
der heterologen Expression in E. coli. Moglicherweise erfolgt die Umsetzung von Dihydro-
daidzein zu Equol durch ein komplexes, zum Teil membranstéindiges Elektronentransfer-
system, welches wahrend des mechanischen Zellaufschlusses inaktiviert wurde. Unterstiitzt
wird diese Annahme durch das Vorhandensein der ebenfalls durch Daidzein induzierten
Proteine IfcBC und IfcE. Diese vermutlich Membran-assoziierten Proteine besitzen in
Gestalt eines Elektronentransfer-Flavoenzyms (IfcBC) und einer Flavin-Oxidoreduktase
(IfcE) potenzielle elektroneniibertragende Eigenschaften und kénnten somit an der Um-
setzung von Dihydrodaidzein zu Equol durch DHDR und THDR beteiligt sein. Im zell-
freien System von Lactococcus sp. Stamm 20-92 wird Daidzein dagegen fast vollstandig zu

Equol umgesetzt (Ausbeute 89,4 %), wenn die Katalyse durch die rekombinanten Enzyme
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DZNR, DHDR und THDR in Anwesenheit der Dihydrodaidzein-Racemase erfolgt [203].
Dieses Ergebnis lief sich fiir die rekombinanten Proteine von S. isoflavoniconvertens nicht
beobachten. Zwar verdoppelte sich die Konzentration an Equol nach Kombination von
DZNR, DHDR und THDR mit der Racemase IfcA, jedoch betrug die Ausbeute an Equol
nach 30 min Reaktionszeit lediglich 2,4 %. Der enzymatische Testansatz von Shimada et
al. enthielt als Reduktionsmittel 2 mM Dithiothreitol und 5 mM Natriumdithionit [203].
Denkbar wére, dass das in der vorliegenden Arbeit mit einer Konzentration von 2,8 mM
verwendete L-Cysteinhydrochlorid in den enzymatischen Tests ein zu hohes Redoxpo-
tential aufwies und die Sauerstoff-sensitiven Enzyme DHDR/THDR teilweise inhibiert
wurden. Auch waren die Enzyme von Lactococcus sp. Stamm 20-92 an ein His- statt an
ein Strep-tag fusioniert [203]. Dies kénnte ebenfalls Ursache der unterschiedlichen Enzym-

aktivitaten sein.

Dihydrogenistein wird nicht weiter zu 5-Hydroxyequol umgesetzt

Weder im zellfreien System von S. isoflavoniconvertens noch bei der Verwendung der
rekombinanten Enzyme DHDR und THDR wurde 5-Hydroxyequol aus Dihydrogenistein
gebildet. Auch lie sich die Bildung des potenziellen Metaboliten Tetrahydrogenistein bei
Inkubation von Dihydrogenistein mit dem Enzym DHDR nicht beobachten [102].

Die Umsetzung von Genistein zu 5-Hydroxyequol wurde bisher bei drei isolierten
Bakterienspezies beobachtet [40, 94, 140, 141]. Der Nachweis von 5-Hydroxyequol in vi-
vo gelang in einem mit S. isoflavoniconvertens besiedelten Rattenmodell, nicht jedoch
in Proben vom Menschen oder konventionell besiedelten Ratten. Die gebildete Menge an
5-Hydroxyequol war dabei geringer als die des analogen Metaboliten Equol [139,142]. In
Fermentationsexperimenten sowohl mit Zellen von S. isoflavoniconvertens als auch von
E. mucosicola zeigte sich, dass 5-Hydroxyequol erst nach vollstandiger Umsetzung von Ge-
nistein zu Dihydrogenistein gebildet wurde. Die Bildung von Equol erfolgte dahingegen
zeitgleich mit der Umsetzung von Daidzein zu Dihydrodaidzein [140, 141]. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass die bakterielle Umsetzung von Daidzein zu Equol weitaus effizienter
verlauft, wobei bereits diese Reaktion im zellfreien System eingeschrankt ist. Dihydro-
genistein besitzt im Vergleich zu Dihydrodaidzein eine zuséatzliche Hydroxygruppe am
Ch-Atom. Denkbar ist, dass das Enzym DHDR in der katalytischen Tasche, welche fiir
die Bindung des aromatischen A-Rings zusténdig ist, aliphatische/lipophile Aminosauren
besitzt und es durch Einfithrung der Hydroxygruppe zu einer Abstofung im katalytischen
Zentrum kommt. Durch die Anwesenheit der 5-Hydroxylfunktion steigt die Elektronen-
dichte im Ringsystem und die Carbonylaktivitdat wird vermindert, so dass die Tendenz

zum Angriff eines Hydrid-Tons im Zuge der Reduktion gemindert wird.
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Nicht bekannt ist, ob die durch Daidzein induzierten Enzyme DHDR und THDR tat-
séchlich die Reduktion von Dihydrogenistein zu 5-Hydroxyequol katalysieren. Da jedoch
auch Genistein die Gene der Daidzein-umsetzenden Enzyme induziert und die DZNR die

Doppelbindung im C-Ring beider Isoflavone reduziert, kann von einer Umsetzung Dihy-
drodaidzeins durch die DHDR und THDR ausgegangen werden.

Daidzein wird bei physiologischen Konzentrationen schneller umgesetzt

Die Umsetzung von Genistein erfolgte im zellfreien System bei Konzentrationen um
100 uM schneller als die von Daidzein. Dies zeigten sowohl Experimente mit dem Zellex-
trakt von S. isoflavoniconvertens als auch mit der in E. coli heterolog exprimierten
Daidzein-Reduktase DZNR. Die gereinigte DZNR wies fiir Genistein im Vergleich zu
Daidzein eine 3-fach hohere Maximalgeschwindigkeit auf und einen héheren K,-Wert.
Demnach besitzt die DZNR eine groflere Affinitéat fiir Daidzein. Interessanterweise wird
Daidzein bis zu einer Substratkonzentration von 10 pM schneller als Genistein umgesetzt
und inhibiert, im Vergleich zu Genistein, bei steigender Konzentration die DZNR. Die
physiologisch relevanten Konzentrationen an Isoflavonen fiir den menschlichen Organis-
mus werden in der Literatur mit 5-10 pM angegeben [81, 106]. Auch Konzentrationen
von bis zu 13 uM wurden fiir den Daidzein-Metaboliten Equol im menschlichem Urin
nachgewiesen [200]. Dabei wird die tatsdchliche Konzentration des Vorldufers Daidzein
im Dickdarm aufgrund der Exkretion und der zusitzlichen Umsetzung zu O-DMA ver-
mutlich noch hoher sein. Die Inhibition eines Enzyms durch erhéhte Substratkonzentra-
tionen, auch Substratinhibition genannt, ist ein weit verbreitetes Phanomen und betrifft
wahrscheinlich 20 % aller untersuchten Enzyme. Obwohl es urspriinglich als ein nicht
physiologisches Phénomen gedeutet wurde, zeigen neuere Untersuchungen die biologische
Relevanz der Substratinhibition fiir eine Vielzahl von Enzymen, wie z.B. der Tyrosinhy-
droxylase, Acetylcholinesterase und Phosphofructokinase [179]. Die Phosphofructokinase
ist hierbei das wichtigste regulatorische Kontrollprotein der Glykolyse bei Saugern. Ab
einer Konzentrationen von 0,5-3,0 mM ATP wird die Affinitdt des Enzyms fiir das zweite
Substrat Fructose-6-phosphat gesenkt und somit die Phosphofructokinase inhibiert. Der
Umsatz in der Glykolyse wird verlangsamt, so dass ein iiberfliissiger Verbrauch von ATP
verhindert wird [179]. Interessanterweise tritt Substratinhibition auch bei der aus dem
anaeroben Bakterium FEnterobacter cloacae PB2 isolierten Pentaerythritol-Tetranitrat-
Reduktase auf. Dieses Enzym gehort, wie die DZNR, zur Old Yellow Enzyme-Familie
der Flavin-Oxidoreduktasen [66,68]. Warum die DZNR von S. isoflavoniconvertens nur
durch Daidzein, nicht jedoch Genistein inhibiert wird und ob diese Beobachtung von phy-
siologischer Relevanz ist, wird Gegenstand weiterer Untersuchungen zur enzymkinetischen
Charakterisierung der DZNR sein.
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Die Dihydrodaidzein-Racemase IfcA ist an der Bildung von (S)-Dihydrodaid-

zein beteiligt

In S. isoflavoniconvertens kodiert das durch Daidzein induzierte Gen ifcA fiir eine Dihydro-
daidzein-Racemase. Sowohl in An- und Abwesenheit von IfcA wird Daidzein durch die
Reduktasen DZNR, DHDR und THDR zu Equol umgesetzt. Wéahrend Daidzein in Abwe-
senheit von IfcA nahezu vollstandig zu (R)-Dihydrodaidzein umgesetzt wird, entsteht
in Anwesenheit des Proteins aus beiden Enantiomeren ein racemisches Gemisch. Die
enantioselektive Umsetzung zu (R)-Dihydrodaidzein durch die DZNR und die Racemi-
sierung des Enantiomers durch eine Dihydrodaidzein-Racemase wurde ebenfalls fiir das
Equol-bildende Bakterium Lactococcus sp. Stamm 20-92 nachgewiesen [203, 205]. Die
Dihydrodaidzein-Reduktase von Lactococcus sp. Stamm 20-92 reduziert in einer diaste-
reoselektiven Reaktion (R)-Dihydrodaidzein zu cis-Tetrahydrodaidzein und (.5)-Dihydro-
daidzein zu trans-Tetrahydrodaidzein [203]. Wie in S. isoflavoniconvertens setzt die DHDR
hierbei vorrangig (.5)-Dihydrodaidzein um. Das Endprodukt (3.5)-Equol entsteht in Lacto-
coccus sp. Stamm 20-92 ausschliefllich aus (3.5)-trans-Tetrahydrodaidzein unter Beibehal-
tung der Konfiguration am C3-Atom [203]. Die Funktion der Dihydrodaidzein-Racemase
ist demnach die Umwandlung des bei der Reduktion von Daidzein gebildeten (R)-Dihydro-
daidzeins zu (5)-Dihydrodaidzein als hauptséchliches Substrat der DHDR. Die Bildung
von (35)-Equol in Abwesenheit der Dihydrodaidzein-Racemase ist vermutlich auf eine
spontane, aber deutlich langsamere Racemisierung von (R)-Dihydrodaidzein zum (5)-
Enantiomer zuriickzufiihren.

Die Dihydrodaidzein-Racemase von S. isoflavoniconvertens und Lactococcus sp. Stamm
20-92 weist Sequenziibereinstimmungen zur Methylmalonyl-CoA-Epimerase verschiedener
Bakterien auf. Dieses Enzym sowie weitere Proteine wie die Glyoxalase I, das Bleomycin-
Resistenz-Protein und die Estradiol-Dioxygenase gehoren der Vicinal Ozygen Chelate-
Superfamilie an. Mitglieder dieser Familie katalysieren Metallionen-abhangige Reaktio-
nen und dhneln sich in ihrer rdumlichen Faltstruktur [110,144]. Die Methylmalonyl-CoA-
Epimerase ist am Abbau von ungeradzahligen Fettsduren und verzweigtkettigen Ami-
nosduren zu Succinyl-CoA beteiligt. Das Enzym katalysiert die Umsetzung von (2R)-
Methylmalonyl-CoA zu (25)-Methylmalonyl-CoA, welches als Substrat der Bjy-abhéngi-
gen Methylmalonyl-CoA-Mutase weiter zu Succinyl-CoA umgesetzt wird [144]. Ahnlich
zur Dihydrodaidzein-Racemase von S. isoflavoniconvertens handelt es sich bei der Methyl-
malonyl-CoA-Epimerase aus dem Propionsdure-produzierenden Bakterium Propionibac-
terium freudenreichii subsp. shermanii um ein Homodimer. Dieses besitzt eine molekulare
Masse von 33 kDa und besteht aus zwei identischen Untereinheiten mit je 17 kDa [121].
Als metall-abhéngiges Enzym wird die Methylmalonyl-CoA-Epimerase durch den Zusatz

von Metall-Chelatoren inhibiert und durch die Gabe von divalenten Kationen wie Co?*t
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und Mn?* reaktiviert [121,144]. Inwieweit auch die von der Dihydrodaidzein-Racemase
von S. isoflavoniconvertens katalysierte Reaktion Metallionen-abhéngig ist, bedarf weite-

rer Untersuchungen.

4.3 Vergleich der durch Daidzein induzierten Proteine mit Pro-

teinen dhnlicher bakterieller Stoffwechselwege

Die einzelnen Schritte der Daidzein-Reduktion zu Equol weisen Ahnlichkeiten zu anderen
bakteriellen Enzymreaktionen auf, wie z.B. der Reduktion von Cholesterol, der Dehydro-
xylierung von priméaren Gallensduren und der Umsetzung von Morphinon zu Dihydro-
morphin [65, 128,180, 181, 240]. Im folgenden werden einzelne, in diese Stoffwechselwege
involvierte Enzyme vorgestellt und deren biochemische Eigenschaften sowie Enzymcharak-
teristika mit denen der durch Daidzein induzierten Proteinen von S. isoflavoniconvertens

verglichen.

Enzyme der Old Yellow Enzyme-Familie reduzieren a/-ungesittigte Carbon-

ylverbindungen

Im ersten Schritt der Daidzein-Umsetzung durch S. isoflavoniconvertens wird die Dop-
pelbindung im C-Ring durch die Daidzein-Reduktase DZNR reduziert. Eine &hnliche Re-
aktion katalysiert die Morphinon-Reduktase von Pseudomonas putida M10, bei der unter
oxischen Bedingungen das Opioid Morphinon zu Hydromorphon umgesetzt wird [64,240].
Wie die DZNR wird auch die Morphinon-Reduktase aufgrund von Sequenzhomologien
zur Familie der Old Yellow Enzymes (OYE) gezahlt [65]. OYE bilden eine Unterfamilie
der Flavin-abhéngigen o/ f3-barrel-Oxidoreduktasen, welche FMN und NADPH (seltener
NADH) als Kofaktoren nutzen und vor allem «/f-ungeséttigte Carbonylverbindungen als
Substrate umsetzen [27,178,246]. Bekannteste Vertreter sind das OYE aus Saccharomy-
ces carlsbergensis als erstes identifiziertes Flavoenzym und das Estrogen-Binde-Protein
(EBP1) aus Candida albicans [135,246]. Mit 70-73 kDa pro Untereinheit entsprechen
die molekularen Massen der OYE-Enzyme 2,4-Dienoyl-CoA-Reduktase von FE. coli und
BaiH/BaiCD von Clostridium scindens der DZNR-GroBe. Ahnlich der DZNR liegen die
kodierenden Gene fir die Oxidoreduktasen BaiH und BaiCD innerhalb eines 10 kb-
umfassenden Genkomplexes, welche durch Gallenséduren in dem anaeroben Bakterium
C. scindens induziert werden [98,181]. Die 2,4-Dienoyl-CoA-Reduktase von E. coli ist
in den Abbau von ungeséattigten Fettsduren involviert und katalysiert die Reduktion von
Doppelbindungen. Als Eisen-Schwefel-haltiges Flavoenzym enthélt es neben einem 4Fe-
4S-Zentrum jeweils 1 mol FMN und 1 mol FAD pro mol einer Untereinheit und nutzt
NADPH als Elektronenquelle [82]. Ubereinstimmend mit den potenziellen Kofaktoren der
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DZNR liegt auch die 2,4-Dienoyl-CoA-Reduktase von E. coli als Monomer vor. Die in drei
Schritten ablaufende Reduktion der a//-standigen Doppelbindung von 2,4-Dienoyl-CoA
beginnt mit einem Hydridtransfer von NADH auf FAD. Im weiteren Verlauf werden die
Elektronen von FADH, auf FMN durch das 4Fe-4S-Zentrum tibertragen und zur Reduk-
tion des Substrats genutzt [82]. Aufgrund der identischen Kofaktoren und der Zugeho-
rigkeit zur Old Yellow Enzyme-Familie kann ein &hnlicher Mechanismus fiir die DZNR
angenommen werden. Wie alle durch Daidzein induzierten Proteine von S. isoflavonicon-
vertens wurde auch die DZNR als C-terminales Strep-tag-Fusionsprotein gereinigt. Trotz
der Uberexpression der DZNR und der damit einhergehenden starken Gelbfirbung des
E. coli-Zellextrakts war die Ausbeute des Flavoenzyms mit 0,4-1,2 % gering. Die HPLC-
Analyse bestétigte FAD als Flavin-Kofaktor der gereinigten DZNR. Da der Nachweis des
vermuteten Eisen-Schwefel-Zentrums und des zuséatzlichen Flavins FMN erst mit aus-
reichender Menge an gereinigtem Protein moglich ist, miisste der Reinigungsprozess der
DZNR mit dem His- oder Strep-tag optimiert werden. Auch kénnte die Reinigung unter
denaturierenden Bedingungen durchgefithrt werden, oder unter Verwendung von alterna-
tiven Affinitdtsmarkern wie dem GST- und FLAG-tag.

Die Dihydrodaidzein-Reduktase gehort der SDR-Superfamilie an

Die Umsetzung von Dihydrodaidzein zu Tetrahydrodaidzein ist eine Carbonyl-Alkohol-
Oxidoreduktion und wird in S. isoflavoniconvertens durch die Dihydrodaidzein-Reduktase
DHDR katalysiert. Diese wird zu den ,klassischen“ kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduk-
tasen (SDR) gezéhlt, einer grofien Familie innerhalb der NAD(P)(H)-abhangigen Oxido-
reduktasen. Trotz geringer Sequenziibereinstimmung zwischen den einzelnen Mitgliedern
ist vor allem die Faltungsstruktur (ein zentrales S-Faltblatt, flankiert von je 2-3 a-Helices)
sowie das NAD(P)-Bindemotiv konserviert sowie ein Tyrosin- und Lysin-haltiges kataly-
tisches Zentrum [96,99]. Enzyme der SDR-Familie bilden haufig homodimere oder homo-
tetramere Quartidrstruktur aus [99]. Auch die DHDR von S. isoflavoniconvertens besteht
vermutlich aus vier identischen Untereinheiten. Sequenzhomologien der DHDR finden sich
zur ebenfalls NADPH-abhéngigen [-Ketoacyl-ACP-Reduktase von verschiedenen Bakte-
rienspezies. Dieses Enzym ist in den Verlangerungszyklus der Fettsaure-Biosynthese in-
volviert und gehort wie DHDR den ,klassischen SDR an. Im Fettsaure-Stoffwechsel von
Bakterien katalysiert die als Homotetramer vorliegende [$-Ketoacyl-ACP-Reduktase die
Umsetzung von [-Ketoacyl-ACP zu f-Hydroxyacyl-ACP, wobei analog zur DHDR eine
Carbonylgruppe zur Hydroxygruppe reduziert wird [117].
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Die Umsetzung zu Equol durch die Tetrahydrodaidzein-Reduktase konnte

iiber einen Radikalmechanismus erfolgen

Im letzten Schritt der Reduktion von Daidzein zu Equol wird das Intermediat Tetrahydro-
daidzein in einer Dehydroxylierungsreaktion zu (S)-Equol umgesetzt. Diese Reaktion ist
bei S. isoflavoniconvertens vermutlich FAD-abhangig und wird durch die Tetrahydrodaid-
zein-Reduktase THDR katalysiert. Sequenziibereinstimmungen der THDR bestehen zur
Flavin-haltigen Untereinheit der bakteriellen Succinat-Dehydrogenase und Fumarat-Re-
duktase. Diese NAD(P)(H)-unabhéngigen Enzyme sind Heterotetramere mit einem, im
Vergleich zur THDR von S. isoflavoniconvertens, kovalent gebundenem FAD-Kofaktor.
Ein in der Sequenz von THDR vorhandenes verlangertes Dinukleotid-Bindemotiv weist
zusitzlich auf die Bindung von NADPH als Kofaktor hin. Wie bereits bekannt, ist die
Umsetzung von Daidzein zu Equol NADPH-abhédngig und sowohl die Daidzein-Reduktase
als auch die Dihydrodaidzein-Reduktase wurden als NADPH-nutzende Enzyme identifi-
ziert [204,205]. In der Literatur sind die Angaben zur NADPH-Abhéngigkeit der THDR
widerspriichlich. So wird die Reaktion von Tetrahydrodaidzein zu Equol in FEggerthel-
la sp. Stamm Julong 732 als NADPH-abhéngig beschrieben, wihrend die THDR, von
Lactococcus sp. Stamm 20-92 katalytische Aktivitdat in Abwesenheit von NADPH besitzt
[104,105,204]. Die Sequenz der THDR von S. isoflavoniconvertens und Slackia sp. Stamm
NATTS enthélt zusatzlich ein typisches Motiv der Glycyl-Radikal-Enzyme [30]. Dieses
Motiv ist in der THDR von Lactococcus sp. Stamm 20-92 und den hypothetischen Gen-
produkten von Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens nicht vollstandig kon-
serviert. Glycyl-Radikal-Enzyme werden der radikalischen S-Adenosylmethionin (SAM)-
Superfamilie zugeordnet und sind sehr sensitiv gegeniiber Sauerstoff [67,191]. Auch fiir
die Reduktion von Tetrahydrodaidzein wird ein radikalischer Mechanismus vorgeschlagen
[105]. Eine vergleichbare radikalische Dehydroxylierungsreaktion wird von der anaeroben
Ribonukleotid-Reduktase der Klasse III katalysiert, welche ebenfalls den Glycyl-Radikal-
Enzymen zugeordnet wird. Das aus zwei dimeren Untereinheiten bestehende Enzym re-
duziert die 2’-Hydroxygruppe von Ribonukleotiden in ihre jeweilige Desoxyribonukleotid-
Form [55,164]. Die Erzeugung des eigentlichen Glycyl-Radikals erfolgt durch den radikali-
schen Angriff des aus SAM gebildeten 5’-Deoxyadenosylradikals, dessen Bildung wiederum
durch ein reduziertes 4Fe-4S-Zentrum katalysiert wird. Das essentielle 4Fe-4S-Zentrum
ist dabei Teil der ,aktivierenden Komponente* (auch Aktivase), welche in der anaeroben
Ribonukleotid-Reduktase durch die kleinere homodimere Untereinheit gebildet wird [55].
Da die Sequenz der THDR kein typisches Eisen-Schwefel-Zentrum-Motiv aufweist, ist un-
klar, inwieweit von einem &hnlichen Radikalmechanismus des Enzyms ausgegangen wer-
den kann. Denkbar wére die Bildung eines Enzymkomplexes mit einem Eisen-Schwefel-

Protein als Aktivase, wie z.B. dem durch Daidzein induzierten Protein IfcE. Die niedrige
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Bildungsrate von Equol im Zellextrakt von S. isoflavoniconvertens ware so z.B. durch die
mechanische Inaktivierung des aus der zytosolischen THDR und dem membranstandigen

Protein IfcE bestehenden Enzymkomplexes erklérbar.

Elektronentransfer-Flavoproteine vermitteln den Elektronenfluss zwischen Do-

nor- und Akzeptorpaaren in unterschiedlichsten Stoffwechselwegen

In S. isoflavoniconvertens liegen die Gene des Elektronentransfer-Flavoproteins (ETF)
IfcBC vor den Genen der THDR und DHDR (Abbildung 24). Die benachbarte Lage von
ifcBC zu tdr, sowie die Tatsache, dass die DZNR die vollstandige Umsetzung von Daidzein
zu Dihydrodaidzein katalysiert, deuten an, dass das ETF von S. isoflavoniconvertens als
Elektroneniibertrager bei der Umwandlung von Dihydrodaidzein zu Equol beteiligt ist.
Ob IfcBC einen Komplex mit der THDR und/oder DHDR ausbildet, kénnte durch die
Koexpression von ifcB-ifcC-tdr-ddr und einer gemeinsam durchgefiihrten Reinigung der
Proteine getestet werden. Dabei wiirde IfcB oder DHDR ein genetisch fusioniertes Strep-
tag enthalten. Bei einer gemeinsamen Elution von IfcBC mit der THDR und/oder DHDR
ware die Bildung eines Enzymkomplexes nachgewiesen.

Elektronentransfer-Flavoproteine sind in Bakterien, Archaeen und Eukaryonten vor-
handen und bilden ein Heterodimer aus einer groferen a-Untereinheit und einer kleineren
S-Untereinheit [86,222]. Wie in S. isoflavoniconvertens ist dabei FAD nicht kovalent an
das Heterodimer gebunden. Obwohl ETFs in anaeroben Bakterien als auch in Eukaryonten
mit Acyl-CoA-Dehydrogenasen interagieren, unterscheiden sich deren Funktionen. In Eu-
karyonten iibertragen ETFSs die Elektronen von einer Dehydrogenase zur ETF:Ubichinon-
Reduktase, einem mitochondrialen Fe-S-Membranenzym, welches die Elektronen weiter
iiber Ubichinol zur Atmungskette transportiert. Dieser Schritt ist Teil der S-Oxidation
von Fettsauren, bei der die Acyl-CoA-Dehydrogenase als Flavoenzym die Reaktion von
Acyl-CoA zu (FE)-2-Enoyl-CoA katalysiert [72]. Bakterielle ETFs werden dagegen durch
NAD(P)H reduziert (NAD(P)H-Dehydrogenase-Aktivitat) und transportieren die Elek-
tronen zu zytoplasmatischen Acyl-Dehydrogenasen oder zu Ferredoxin [78]. Im Gegen-
satz zur bakteriellen Butyryl-CoA-Dehydrogenase von Acidaminococcus fermentans bil-
det die Butyryl-CoA-Dehydrogenase aus Clostridium kluyveri als auch die Caffeyl-CoA-
Reduktase der acetogenen Spezies Acetobacterium woodii einen stabilen Komplex mit den
ETFs [19,124,247]. Dabei sind die Gene der a- und S-ETF-Untereinheit sowohl in C.
kluyveri als auch in A. woodii genabwérts des Dehydrogenase- bzw. Reduktase-Gens an-
geordnet.

ETFs werden zumeist konstitutiv exprimiert, wenn sie in katabolische Prozesse wie
der 5-Oxidation von Fettsauren involviert sind. Dariiber hinaus induzieren viele Bakterien
weitere ETFs nur unter bestimmten metabolischen Bedingungen [244]. So wie die Indukti-

on mit Daidzein in S. isoflavoniconvertens zur Expression von IfcBC fiihrt, wird auch das
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ETF des Caffeyl-CoA-Reduktase-Komplexes in A. woodii erst in Anwesenheit von Caffeat
induziert [86]. Ein weiteres Beispiel ist das ETF des methylotrophen Bakteriums W3A1,
welches durch Trimethylamin induziert wird und ausschliefilich Elektronenakzeptor der
Trimethylamin-Dehydrogenase ist [37,244]. NAD(P)H-oxidierende und mit ETF verwand-
te Flavoproteine sind aufler in Anaerobiern auch in aeroben und diazotrophen Bakterien
enthalten [78]. So verfiigt das Stickstoff fixierende Bakterium Bradyrhizobium japonicum
neben EtfSL auch tber das ETF FixAB [244]. Die ETF-Gene fiztAB liegen zumeist in
Form des Genkomplexes fitABCX vor, bei dem die Proteine FixCX Ahnlichkeiten zur
humanen ETF:Ubichinon-Oxidoreduktase der Atmungskette aufweisen. Die spezifische
Funktion des membrangebundenen FixABCX-Komplexes ist bisher nicht bekannt. Ver-
mutlich katalysiert der Komplex den Elektronentransfer von NADH zur Nitrogenase und
ist damit an der Stickstoff-Fixierung beteiligt [78,244]. Interessanterweise beinhalten auch
die Equol-produzierenden Bakterien Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens
FixABCX-édhnliche Gene. In diesen Stdmmen entsprechen die Gene von FixAB dem kor-
respondierenden ETF IfcBC von S. isoflavoniconvertens. Die Gene fixrCX von Eggerthella
sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens sind zwischen den korrespondierenden Genen der
DZNR und IfcE angeordnet und fehlen im Genomabschnitt von S. isoflavoniconvertens
(Abbildung 24). Sequenziibereinstimmungen von FixC und FixX finden sich zu NAD(P)-

abhéngigen Flavin-Oxidoreduktasen und zu Ferredoxin-Proteinen.

Die Umsetzung von Daidzein zu Equol kénnte in S. isoflavoniconvertens iiber

einen chemiosmotischen Mechanismus zur Synthese von ATP fiihren

Wie bereits erwiahnt, sind nur wenige Bakterien bekannt, die Daidzein zu Equol redu-
zieren. Vor allem einige Spezies der Familie der Coriobacteriaceae besitzen die Gene der
Daidzein-umsetzenden Enzyme. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Fahigkeit
der Equol-Produktion stoffwechselphysiologisch von Vorteil ist. Zum einem konnten die
Bakterien Daidzein als exogenen Elektronenakzeptor nutzen, wobei NAD(P)H reoxidiert
wird und das Redoxgleichgewicht im anaeroben Stoffwechsels ausgeglichen wird. Zum
anderem ware es denkbar, dass die Produktion von Equol mit der Konservierung von
Energie im Organismus einhergeht. Ein in Bezug auf Equol relevantes Beispiel der Ener-
giegewinnung ist die Wasserstoff-abhangige Caffeat-Reduktion in dem anaeroben und
acetogenen Bakterium A. woodii, auch bezeichnet als Caffeat-Atmung. Hierbei werden
die Elektronen von einem Donor (z.B. Wasserstoff) auf den Akzeptor Caffeyl-CoA iiber-
tragen, welcher durch den ETF-Caffeyl-CoA-Reduktase-Komplex zu Hydrocaffeyl-CoA
reduziert wird. Durch diese Reduktionsreaktion wird ein transmembraner elektrochemi-
scher Na™-Gradient generiert, welcher fir die Synthese von ATP durch die Na™-abhéngige

F1F¢-ATP-Synthase verwendet wird. Der Natrium-Gradient generierende Enzymkomplex
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besitzt dabei eine Ferredoxin:NADT-Oxidoreduktase-Aktivitat und wird als Rnf (Rhodo-
bacter nitrogen fization)-Komplex bezeichnet [19,21]. Aufgrund der im folgenden vorge-
stellten Gemeinsamkeiten konnte auch die Reduktion von Daidzein und Genistein an
einen energiekonservierenden Schritt gekoppelt sein. Die NADH-abhéngige Reduktion
von Caffeyl-CoA erfolgt durch einen zytoplasmatischen Enzymkomplex bestehend aus
der Caffeyl-CoA-Reduktase und einem Paar an Elektronentransfer-Flavproteinen. Bei der
Oxidation des Elektronendonors NADH werden die Elektronen iiber das ETF-Paar einzeln
aufgeteilt und auf zwei verschiedene Elekronenakzeptoren iibertragen [19]. Dieser Mecha-
nismus wird als Elektronen-Bifurkation mit Flavinen (Flavin-based electron bifurcation,
FBEB) bezeichnet und wurde anhand des Butyryl-CoA-Dehydrogenase-Komplexes von
C. kluyveri zum ersten Mal beschrieben [31,190]. Alle bisher charakterisierten FBEB-
Enzymkomplexe dienen der Reduktion von Ferredoxin, wobei diese endergone Redoxre-
aktion an eine stark exergone Reaktion (z.B. der Reduktion von Caffeyl-CoA in A. woodii
oder von Crotonyl-CoA in C. kluyveri) gekoppelt ist [19,78]. Diese FBEB-Systeme sind
l6sliche Enzymsysteme, die aus mehreren Untereinheiten bestehen und mindestens einen
Flavin-Kofaktor (FMN oder FAD) besitzen [31,39, 190]. Beziiglich der Reduktion von
Dihydrodaidzein zu Equol ist allerdings unklar, ob das als membranstindig angenomme-
ne ETF IfcBC involviert ist und ob ein mogliches Enzymsystem aus ETF und DHDR
oder THDR besteht.

Ahnlich der Wasserstoff-abhingigen Caffeat-Reduktion in A. woodii ist vermutlich
auch die Bildung von Equol von Wasserstoff abhéngig [48]. Die Oxidation von Wasser-
stoff setzt die Anwesenheit einer Hydrogenase voraus, dessen primérer Elektronenakzeptor
zumeist Ferredoxin ist [31,177]. In A. woodii katalysiert eine aus vier Untereinheiten be-
stehende NAD*-abhangige [FeFe]-Hydrogenase (HydABCD) die Wasserstoff-vermittelte
Reduktion von Ferredoxin [189]. Interessanterweise besitzen auch Equol-produzierende
Bakterien in unmittelbarer Néhe der korrespondierenden, durch Daidzein induzierbaren
Gene ein potenzielles [FeFe|-Hydrogenase-Gen. In S. isoflavoniconvertens weist die Se-
quenz von Orf2 (Gen nicht vollstindig sequenziert) Ubereinstimmungen zur bakteriellen
Hydrogenase HydA auf. Das Gen orf2 liegt, wie auch in Eggerthella sp. Stamm YY7918
und A. equolifaciens, genabwérts des durch Daidzein induzierten Gens ifcE (Abbildung
24). Drei benachbarte Gene des HydA-kodierenden Gens weisen in Eggerthella sp. Stamm
YY7918 und A. equolifaciens Ahnlichkeiten zu den Genprodukten HydEFG auf, welche
fir die posttranslationale Modifikation und Aktivierung von HydA vermutlich essentiell
sind [157]. Méglicher Elektronenakzeptor kénnte ebenfalls ein Ferredoxin sein, kodiert
z.B. durch fizX in Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens oder auch das
Eisen-Schwefel-Protein IfcE.
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Wie A. woodii besitzen auch FEggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens die
Gene einer F1F-ATP-Synthase [219,254]. Dieses Enzym nutzt zur Generierung von ATP
vorrangig die Energie eines Protonengradienten. Im Fall der Caffeat-Reduktion wird die
Synthese von ATP durch einen elektrochemischen Na™-Gradienten getrieben, welcher iiber
den Rnf-Komplex erzeugt wird [19]. Der aus mindestens sechs nicht identischen Unter-
einheiten bestehende Rnf-Enzymkomplex ist aufler in A. woodii noch in einer Vielzahl
von anderen Bakterien enthalten und ahnelt der Na*-translozierenden NADH:Chinon-
Oxidoreduktase Nqr [22]. Auch die den Coriobacteriaceae angehérende Spezies Eggert-
hella lenta besitzt die Gene rnfABCDGE des Rnf-Komplexes [185]. Ob auch Equol-
produzierende Bakterien einen Rnf-Komplex enthalten oder z.B. den membrangebun-
denen FixABCX-Komplex nutzen, ist nicht bekannt. Interessanterweise weist das kor-
respondierende Genprodukt zu ifcD in der Equol-produzierenden Spezies E. mucosicola
Sequenziibereinstimmungen zur RnfD-Untereinheit von Halothiobacillus neapolitanus c2
auf (Annett Braune, unpublizierte Daten). Aufgrund der Schwierigkeit, membransténdi-
ge Enzyme in E. coli zu exprimieren, war die ndhere Charakterisierung des potenziellen

Membranproteins IfcD von §. isoflavoniconvertens bislang nicht moglich.
Slackia isoffavoniconvertens

Eggerthella sp. Stamm YY7918

ﬁXA* fixB » > > hydA - hydG hydE hydF

Adlercreutzia equolifaciens
ﬁxA* fixB » > > hydA hydE hydG hydF

Abbildung 24: Vergleich der Genorganisation genabwérts von ifcBC/firAB gelege-
ner Gene in drei Equol-produzierenden Bakterien.

Die Bezeichnung der Gene als firtABCX und hydAEFG in Eggerthella sp. Stamm YY7918 und
A. equolifaciens reprasentieren hierbei nicht die tatsédchlichen Genbezeichnungen, sondern wei-
sen auf ein Gen mit vermutlich gleicher Funktion hin. Die durch Daidzein induzierten Gene von
S. isoflavoniconvertens sowie die korrespondierenden Gene in FEggerthella sp. Stamm YY7918
und A. equolifaciens sind in Graustufen hervorgehoben.
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4.4 Regulation der Genexpression

In Bakterien werden eine Vielzahl kataboler Enzyme durch das jeweilige Sub-

strat induziert

Die bakterielle Enzyminduktion ist die biochemische Antwort auf sich &ndernde Wachs-
tumsbedingungen, durch die der Organismus den Zellstoffwechsel effizient steuern kann
und Energieverlust durch iiberfliissige Reaktionen vermeidet. Dabei bewirkt die Gegen-
wart eines geeigneten Substrats die Biosynthese von zumeist katabolen Enzymen [136].
Fermentationsexperimente mit S. isoflavoniconvertens und E. mucosicola zeigen, dass
auch die Gene der Isoflavon-umsetzenden Enzyme nicht konstitutiv exprimiert werden,
sondern induziert werden miissen. Dabei erfolgt die Induktion der Enzyme nicht nur
in Anwesenheit von Daidzein oder Genistein, sondern auch von Dihydrodaidzein und
Dihydrogenistein [140, 141]. Die im 2D-DIGE-Gel sichtbaren Spots der sechs Daidzein-
umsetzenden Proteine von S. isoflavoniconvertens waren in ihrer Induktionsstérke ver-
schieden. Hierbei kann die Proteinmenge durch verschiedene Faktoren beeinflusst wor-
den sein, z.B. durch proteinspezifische Unterschiede bei der Transkription/ Translation
oder durch Proteolyse. Wahrend der zweidimensionalen Gelelektrophorese bildete das
Flavoprotein IfcE als einziges der durch Daidzein induzierten Proteine multiple Spots aus
(Abbildung 6). Bei diesen Proteinformen handelt es sich wahrscheinlich um Flavin-freie

Apoflavoproteine, deren Entstehung durch einen hohen pH-Wert begiinstigt wurden [15].

Der potenzielle Transkriptionsregulator Orfl konnte fiir die Expression der

Daidzein-umsetzenden Enzyme verantwortlich sein

Obwohl die Biosynthese von Proteinen auf verschiedenen Ebenen (Transkription, Trans-
lation und Posttranslation) reguliert werden kann, ist die transkriptionelle Regulation
der am haufigsten vorkommende Mechanismus zur Kontrolle der Genexpression kata-
boler Enzyme in Bakterien [32]. In S. isoflavoniconvertens kodiert das vor dem durch
Daidzein induzierten Genkomplex gelegene Gen orf1 fiir einen potenziellen Transkripti-
onsregulator der LuxR-Familie. Transkriptionsfaktoren dieser Familie sind benannt nach
der charakteristischen DNA-Bindedoméne des transkriptionellen Aktivators LuxR, wel-
cher in dem Bakterium Aliivibrio fischeri die Quorum sensing-abhéngige Expression von
Biolumineszenz-Genen reguliert [71,227]. LuxR-&dhnliche Transkriptionsfaktoren enthalten
als typische Elemente eine N-terminale Autoinduktor-Bindedoméne bzw. Responseregu-
lator-Doméne und eine C-terminale DNA-Bindedoméne [38,147]. Im Gegensatz zur va-
riablen Sensordoméne ist die DNA-Bindedoméne in den verschiedensten Bakterienspezies

stark konserviert [70].
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Der Induktionsmechanismus zur Expression der Daidzein-umsetzenden Enzyme ist in
Equol-produzierenden Bakterien bislang nicht aufgeklart. Zumeist kontrollieren ein oder
mehrere regulatorische Proteine die Genexpression von Enzymen zum Abbau von aro-
matischen Verbindungen. Das entsprechende Substrat oder auch ein Intermediat fungiert
dabei als Effektor des Regulatorproteins [176]. In S. isoflavoniconvertens kénnte Orfl
die Genexpression der Daidzein-umsetzenden Enzyme als direkter Aktivator/Repressor
regulieren oder als Teilelement eines Zwei-Komponenten-Systems. So zeigt Orfl Sequenz-
iibereinstimmungen zu LuxR-Responseregulatoren von Zwei-Komponenten-Systemen ver-
schiedener Bakterien und besitzt, wie fiir Responseregulatoren iiblich, eine mogliche Phos-
phoakzeptordoméne.

In Stickstoff fixierenden Bakterien wie B. japonicum induzieren die von Leguminosen
produzierten Isoflavone die Nodulations(nod)-Gene tiber das Zwei-Komponenten-System
NodVW. Genistein stimuliert die Autophosphorylierung der Sensorkinase NodV, welche
wiederum die Phosphatgruppe auf die N-terminale Region des Regulatorproteins NodW
iibertragt. In aktivierter Form bindet NodW als Dimer an die DNA und induziert die Gen-
expression der nod-Gene [127]. Beide Gene sind Bestandteil eines Operonsystems, in dem
nodW genabwiérts von nodV angeordnet ist [73]. In den Equol-produzierenden Bakterien
Eggerthella sp. Stamm YY7918 und A. equolifaciens ist das korrespondierende Gen zu
orfl nicht in der Nahe einer moglichen Sensorkinase lokalisiert. Aus diesem Grund ist die
Schlussfolgerung, dass Orfl tatsachlich Teil eines Zwei-Komponenten-Systems ist, vorerst
nicht méglich.

Zusétzlich zum NodVW-System induzieren Isoflavone in B. japonicum die Nodulation
durch Bindung an den transkriptionellen Aktivator NodD [187]. Die positive Regulation
der Genexpression durch Flavonoide wie Kaempferol wurde auch fiir den Transkripti-
onsregulator KaeR gezeigt, welcher wie NodD zur Familie der LysR-Regulatoren gehort
und in Lactobacillus brevis identifiziert wurde [167]. Dariiber hinaus kann die Regulation
der Genexpression auch tiber einen Repressor statt tiber ein Aktivatorprotein erfolgen.
In dem Pflanzenpathogen Pseudomonas syringae pv. tomato ist Genistein ein Substrat
des MexAB-OprM-Efflux-Systems und bindet an das Repressorprotein PmeR. Wie Orfl
liegt auch PmeR vor den zu regulierenden Genen und wird unabhéngig von der Induktion
durch Isoflavone/Flavonoide exprimiert. Die Bindung von Genistein fithrt zur Konforma-
tionsdnderung des PmeR-Operatorkomplexes und dem damit einhergehenden Beginn der
Transkription durch die RNA-Polymerase an der nicht weiter von PmeR besetzten Pro-
motorregion von mexAB-oprM [228].

Ob Orfl von S. isoflavoniconvertens an der transkriptionellen Regulation der durch
Daidzein induzierten Gene beteiligt ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklért wer-
den. Einzig die Position des Gens in unmittelbarer Nahe zum Genkomplex der Daidzein-

umsetzenden Proteine ldsst eine regulatorische Kontrolle durch Orfl vermuten. Fiir nach-
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folgende Experimente, wie z.B. Induktor-Bindestudien, kann das gereinigte Strep-Fusions-
protein von Orfl verwendet werden. Diese Studien wiirden zeigen, ob Orfl Daidzein oder

Genistein bindet und mit einem DNA-Bereich von S. isoflavoniconvertens interagiert.

Die Gene der Daidzein-umsetzenden Enzyme werden nicht in Form eines ein-

zelnen Operonsystems transkribiert

Bei der Expression der durch Daidzein induzierten Gene von S. isoflavoniconvertens wur-
den mehrere Transkripte gebildet, darunter drei Haupttranskripte. Diese umfassen zum
einen die Gene ifcA-ifcB-ifcC wie auch tdr-ddr und das einzelne Gen ddr. Die Gene von
Prokaryonten sind zumeist in Form einer Operonstruktur angeordnet. Dabei enthélt je-
des Operon ein oder mehrere Gene, deren Expression zu einer einzelnen polycistronischen
mRNA fiithrt und durch einen gemeinsamen Promotor, Operator und Transkriptionster-
minator reguliert wird. Bakterielle Enzyme eines Stoffwechselwegs sind als Gene oft in
Form eines Operonsystems angeordnet und werden gemeinsam transkribiert [163, 175].
Der Abstand zwischen den einzelnen Genen eines Operons betragt zumeist 1-20 bp. Dies
wird zur computergestiitzten Vorhersage von Operonstrukturen genutzt [152]. Zudem
iiberlappt das Stoppcodon eines kodierenden Gens oft das Startcodon des genabwarts
liegenden Gens, so dass die Gene eng angeordnet vorliegen [56,175]. Im durch Daidzein
induzierten Genkomplex von S. isoflavoniconvertens betragt der theoretisch ermittelte
Abstand zwischen ifcA und ifcB 22 bp und 3 bp zwischen ifcB und ifcC. Auch tiberlappt
das Stoppcodon von ifcB das potenzielle Startcodon von ifcC. Eine Uberschneidung der
zwei ETF-Gensequenzen ist auch fiir die kodierenden Gene von EtfSL in Paracoccus deni-
trificans und B. japonicum bekannt [18,244]. Der Abstand zwischen den durch Daidzein
induzierten Genen ifcC und tdr betragt 79 bp und 140 bp zwischen tdr und ddr. Des
Weiteren betrigt die Lange der intergenen Sequenz zwischen ddr und ifcD 127 bp und
zwischen ¢fcD und dzr 58 bp. Benachbarte Gene mit einem grofleren Abstand als 20 bp
kénnen einzeln oder auch zusammen transkribiert werden, so dass zumeist mehrere Tran-
skriptionseinheiten entstehen. Die gemeinsame Expression dieser Gene ist abhéngig von
internen Promotoren und Transkriptionsterminatoren, welche innerhalb der intergenen
Sequenz von mehr als 20 bp enthalten sein kénnen [163]. Die Analyse der nach Daidzein-
Induktion exprimierten Gene in S. isoflavoniconvertens ergab, dass vor allem das Gen
ddr separat transkribiert wird. Je ein potenzieller Promotor und Transkriptionstermina-
tor genauf- und genabwérts von ddr weisen zusétzlich auf eine separate Regulation des
Dihydrodaidzein-Reduktase-Gens hin. Die ldngste intergene Sequenz innerhalb des durch
Daidzein induzierten Genkomplexes umfasst 665 bp zwischen dzr und ifcE. Fiir den Mo-
dellorganismus Bacillus subtilis wurde gezeigt, dass benachbarte Gene mit einem mitt-

leren Abstand von 368 bp verschiedenen Operonen angehoren und separat transkribiert
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werden [163]. Aufgrund des Genabstands im identifizierten Genkomplex von S. isoflavoni-
convertens ist es somit unwahrscheinlich, dass ifcF zusammen mit den tibrigen induzierten
Genen in einem gemeinsamen Operonsystem angeordnet ist.

Die Analyse mittels Northern-Blot und RT-PCR zeigte, dass die durch Daidzein in-
duzierten Gene nur teilweise koexprimiert werden und mehrere Transkripte entstanden
sind. Diese Ergebnisse und die ermittelten Genabstande weisen darauf hin, dass die durch
Daidzein induzierten Gene von S. isoflavoniconvertens in Form mehrerer Operonsysteme
reguliert sein konnten. Es ist jedoch auch bekannt, dass viele Operone in Bakterien nicht
dem Standardmodell entsprechen und die Gene eines Operons auch in grofleren Abstianden
als 20 bp vorliegen konnen. Dies tritt vor allem bei stark exprimierten Operoneinheiten
auf, welche aufgrund von mehreren internen Promotoren und Terminatoren alternativ
transkribiert werden und so multiple Transkriptionseinheiten bilden. Die transkriptions-
regulatorische Aktivitat alternativer Promotoren und Terminatoren ist dabei abhingig
von bestimmten Umweltreizen [163,175]. Andere regulatorische Mechanismen wie tiber-
lesene Transkriptionsterminatoren (read-through terminators) und Riboswitches kénnen
ebenfalls zur Bildung alternativer Transkripte fiithren [77,163, 184].
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4.5 Abschlielende Betrachtung und Ausblick

An der Umsetzung der Isoflavone Daidzein und Genistein sind in dem humanen Darm-
bakterium S. isoflavoniconvertens mehrere Enzyme beteiligt, welche in der vorliegenden
Arbeit identifiziert und charakterisiert wurden. Auf Grundlage dieser neu gewonnenen
Erkenntnisse kann in zukinftigen Studienprojekten der bakterielle Metabolismus der Iso-
flavone eingehend erforscht werden. Dies beinhaltet z.B. die detaillierte Aufklarung des
Reaktionsmechanismus bei der enzymatischen Umsetzung von Isoflavonen in S. isofla-
voniconvertens sowie die funktionelle Charakterisierung der noch unbekannten, durch
Daidzein induzierten Proteine. Weiterhin empfiehlt es sich, die Funktion des moglichen
Transkriptionsregulators Orfl aufzuklaren und damit einhergehend den Mechanismus der
Enzyminduktion zu untersuchen.

Die ermittelten Gensequenzen der Daidzein-umsetzenden Enzyme von S. isoflavoni-
convertens sowie die korrespondierenden Gene weiterer Equol-produzierender Bakterien
bieten die Mdoglichkeit der mikrobiellen Metagenomanalyse. Ausgehend von hochkonser-
vierten Sequenzen innerhalb der Gene der Daidzein-umsetzenden Proteine DHDR, THDR
und DZNR koénnten dhnliche Gene von noch unbekannten Equol-produzierenden Bakteri-
en im humanen Darmmikrobiom identifiziert werden. Grundlegende molekularbiologische
Methoden wie die PCR sowie die Analyse von Stuhlproben auf Equol-bildende Aktivitét
erlauben hierbei eine einfache Durchfithrung solcher Studien. Die Metagenomanalyse bie-
tet damit auch eine zuséatzliche Methodik zur Identifizierung von Equolbildnern. Deren
Identifizierung erfolgte bislang durch die Quantifizierung von Equol im Urin bzw. Plasma
nach Verzehr von Isoflavonen. Zum einem wére von Interesse, ob auch Individuen, die
kein Equol im Urin ausscheiden, Darmbakterien mit Genen fiir die Equol-Bildung besit-
zen. Zum anderen konnte durch Typisierung des individuellen Darmmetagenoms die Frage
beantwortet werden, ob die vielen uneindeutigen Ergebnisse epidemiologischer Isoflavon-
Studien im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Enterotypen der Darmmikrobiota
stehen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen kann ein erhéhter Verzehr von sojahaltigen
Lebensmitteln die bakterielle Bioaktivierung von Daidzein womoglich steigern. Ausge-
hend von der Hypothese, dass die Equolbildung durch die intestinale Mikrobiota einen
praventiven Schutz vor bestimmten Krankheiten bietet, konnte dies zu einem gesundheits-

fordernden Effekt fir Individuen mit Isoflavon-umsetzenden Darmbakterien fuhren.
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5 Anhang

Tabelle 7: Verwendete Primer und Primerkombinationen.

Primer- Primer DNA- Sequenz (5’ — 3’)%b:¢ T, Position?
paar Abschnitt (°C)
Amplifizierung von Genfragmenten
1 DRAF ifeC ACSAACGCSGARGGCGARGG 63 3106 - 3125
DR3R GCYTCSGGGTCGTTGTTSAC 3400 - 3419
9 DR3F ifeC~ddr GTSAACAACGACCCSGARGC 65 3400 - 3419
DRIR CTTSGCCTTSAGYTCGTCSGCGTA 5387 - 5410
3 DRAF ifeC~ddr ACSAACGCSGARGGCGARGG 62 3106 - 3125
DRIR CTTSGCCTTSAGYTCGTCSGCGTA 5387 - 5410
Inverse PCR
4 DRSF CAGCGTTTGAAGGGCAAGAAG 55 5255 - 5275
DRT7R TGAGAGCGAGGTTTTCCTTCG 3182 - 3202
5 DR10sF ACGGCGCGAACATTATTATC 50 5649 - 5668
DR9sR GCCAAAGGAATGCCATAGAA 4801 - 4820
6 1745sF TGAAAGCGTGACCTGGTATG 59 2733 - 2752
1745R GGTGATAATTGCCCATACGC 2600 - 2619
- 1745bF GATGCGTTGGTCGTGACTC 54 2291 - 2309
1745bR CGATAACAACCGCGTCCAC 2177 - 2195
8 DR15fbF CCTTGACCATCGACGAGATT 59 7113 - 7132
DRI16fR TCATAATTTCGGGAAGAACTGC 7064 - 7085
Eco-F GCATGATTCGCAAAGACAAC 9784 - 9803
9 Eco-R GCATTGGCCCTGATTCAC 50 9657 - 9674
10 DR24F TCTTTCAAGGTGTCGGTCGT 53 1163 - 1182
DR25R AGAGCGTCACTGAGCAGAAA 1090 - 1109
Subklonierung
1 1642F ddr AAGGACCTCATGGCGCGTAG 56 5091 - 5110
1642R GTCGACGCAGGCGCTTTAG 6028 - 6046
12 DR3F sdrddr GTSAACAACGACCCSGARGC 64 3400 - 3419
1642R GTCGACGCAGGCGCTTTAG 6028 - 6046
13 DRI19F dor CTTATTTTCCTCAAGCCTGTGC 53 6569 - 6590
DR20R AACCCGTTTGTTTTCCCTTC 8775 - 8794
14 F-THD rdr A60GGCTCTTCAATGGCAGAATTCGACGTTGAATAC 56 3580 - 3600
R-THD AceccereTrTeTecccCATGTTTGCAATCGCGTGGC 5015 - 5034
15 F-DHD ddr AGCGGCTCTTCAATGGCACAAGAGGTTAAGGCTCC 56 5177 - 5196
R-DHD AcoGGererTeTecccGGCGATTTCGCCCTGCATA 6010 - 6028
16 F-THD rdr-ddr AGoGGCTCTTCAATGGCAGAATTCGACGTTGAATAC 56 3580 - 3600
R-DHD AcoGGaeTerTeTeccGGCGATTTCGCCCTGCATA 6010 - 6028
7 F-DAI der AGoGGCTCTTCAATGCAGCACGCGAAATACCCCC 56 6698 - 6716
R-DAI AcoccorerTecTcccCACCATGCGCGCTACGGC 8609 - 8626
" Astrep-F ifeA AGCGGCTCTTCAATGAAAGCTCAACTGAATCGTATTG 80 1382 - 1403
Astrep-R aceaeererrercccCTCAGCGTCCACGTCGCA 1832 - 1849
19 Bstrep-F e AGCGGCTCTTCAATGACAACGATTGCAATTTTCAAGTG 60 874 - 1896
Bstrep-R AccceaererTercccCAGCACCCCCTCTGCCTT 2573 - 2590
20 Cstrep-F ifeC AGCGGCeTCTTCAATGAGCAGCGTATGGGCAATTATC 60 2596 - 2616

Cstrep-R AcecceererTeTcccCTTCAGAGCTTGAATAAATGCA 3477 - 3498
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Primer- Primer DNA- Sequenz (5’ — 3’)be T, Position?
paar Abschnitt (°C)
Subklonierung (Fortsetzung)
91 Bstrep-F ifeB-ifeC AGCGGCTCTTCAATGACAACGATTGCAATTTTCAAGTG 60 874 - 1896
Cstrep-R AcecceererTeTcccCTTCAGAGCTTGAATAAATGCA 3477 - 3498
99 Dstrep-F ifeD AGCGGCeTCTTCAATGAAGGGTCCTCAAGGATATGC 60 6158 - 6177
Dstrep-R AcoccorerTeTeccGGCAGCTTTCGCCGGATC 6620 - 6637
93 Gstrep-F el AGCGGCTCTTCAATGGCGAAACTGTCTGTTGAGCC 60 9294 - 9313
Gstrep-R aceccererTeTcccCACATATTGGACCCTTCCCT 11107 - 11126
- PYVal-F orf1 AGCGGCTCTTCAATGGCCGATTTCAAAAACGATCGC 63 258 - 278
PYstrep-R AceccererTecTecccCAAGCCGCGTTTTGCCGAA 1001 - 1019
95 PYLeu-F orf AGCGGCTCTTCAATGGATGTCTCGTCGAAAGAACTC 63 300 - 320
PYstrep-R AcoGGeTerTecTccCCAAGCCGCGTTTTGCCGAA 1001 - 1019
2% PYMet-F orf AGcGGeTCeTTCAATGGCGTTGCGCGACGACCC 63 336 - 352
PYstrep-R AcoGGeTeTrTecTCCCCAAGCCGCGTTTTGCCGAA 1001 - 1019
DNA-Sonden fiir Northern-Blot-Analyse
2% SA-F oA AAGCTCAACTGAATCGTATTGC 60 1383 - 1404
SA-R GTCGCAAACGTCTTTCCAAT 1818 - 1837
- SB-F ifeB CATGAAGTCGTGAAGGTTGC 60 1982 - 2001
SB-R ATTTTCTCAACCGGGAGCTT 2426 - 2445
SC-F . CAAAGTCATTGCCGTGAAAG 2904 - 2923
28 SC-R ifeC TACAAGCGAGGCGAGATTTT %0 3310- 3329
C-F AAGATGATCCCAATGAGGTTTG 3950 - 3971
29 CR br GGCCAGTTTTATTGATCCACAC 00 4399 - 4420
30 D-F ddr CAAGTGGATCTCTCCCGAAG 60 5224 - 5243
D-R TTGCCTTCCTTCAGATACGG 5630 - 5649
31 F-F dor TCGATAAGCCCATCGTAACC 60 8148 - 8167
F-R ATACACGTCCATGTCGCTGA 8532 - 8551
39 SE-F ifeE TTAAGAAGTTCGCGGTCGAT 60 9898 - 9917
SE-R TCTTGGTGAGCAGTTCAACG 10310 - 10329
Positionsbestimmung von Transkriptionsstarts
IfcY-R1 TTCATCGAGGGAATCAAAGC 829 - 848
33 IfcY-F3 orfi GGTTCTTCAAGGTGCCCTAA 51 764 - 783
IfcY-R2 AAGCCAAAGCCCAAAACAG 711 - 729
IfcA-R1 CAGGGAGCGAAAATCATCTC 1709 - 1728
" IfcA-F3 el AGTTCTGGCATGGCAAGTTC 53 1686 - 1705
IfcA-R2 CGAGCTTCCTCAAAGTCGTC 1647 - 1628
IfcB-R1 ATTTTCTCAACCGGGAGCTT 2426 - 2445
IfcB-F3 . GGTTGATTCTCCTGCGGTTA 2341 - 2360
35 IfcB-R2 ifeB GAGTCACGACCAACGCATC 53 9991 - 2309
IfcE-R1 CCCTGATTCACATGGCTTTC 9648 - 9667
36 IfcE-F3 ifels AGGAAGTGCTTGCGTTTCAG 51 9499 - 9518
IfcE-R2 CACGCATTTTCCACAGGTTT 9439 - 9458
Reverse-Transkriptase-PCR-Analyse
37 IfcY-F orf1 GCCGATACTATTCGCAGCAT 59 555 - 574
PY-R TGCCTGGAAAATGCCACTTA 1066 - 1085
38 ifcD-F ifeD CGGTTATTTCGAGCTTCTGC 51 6297 - 6316
ifcD-R AATCGGCAATGAGGAAATTG 6466 - 6485
39 SE-F ieB TTAAGAAGTTCGCGGTCGAT 60 9898 - 9917
SE-R TCTTGGTGAGCAGTTCAACG 10310 - 10329
IfcY-F GCCGATACTATTCGCAGCAT 555 - 574
40 orfl-ifcA 53
IfcA-R2 CGAGCTTCCTCAAAGTCGTC 1647 - 1628
Etf-baF . . GAGATTGCCGTGAATGAGTTC 1748 - 1768
41 ifcA-ifcB 53
1745bR, CGATAACAACCGCGTCCAC 2177 - 2195
IfcA-F3 AGTTCTGGCATGGCAAGTTC 1686 - 1705
42 ifcA~ifcC 53

DR7R TGAGAGCGAGGTTTTCCTTCG 3182 - 3202
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Primer- Primer DNA- Sequenz (5’ — 3’)be T, Position?
paar Abschnitt (°C)
Reverse-Transkriptase-PCR-Analyse (Fortsetzung)

1745bF . . GATGCGTTGGTCGTGACTC 2291 - 2309
43 ifcB-ifcC 53

DR7R TGAGAGCGAGGTTTTCCTTCG 3182 - 3202

1745bF . GATGCGTTGGTCGTGACTC 2291 - 2309
44 ifcB~tdr 53

C-R GGCCAGTTTTATTGATCCACAC 4399 - 4420

1745aF . AAAATCTCGCCTCGCTTGTA 3310 - 3329
45 ifcC-tdr 50

DR9sR GCCAAAGGAATGCCATAGAA 4801 - 4820

1745aF . AAAATCTCGCCTCGCTTGTA 3310 - 3329
46 ifcC~ddr 52

DR12bR TGGGCACACAGCAATTCCTG 5318 - 5337
47 C-F tdrdd AAGATGATCCCAATGAGGTTTG 53 3950 - 3971

DR12bR T PGGGCACACAGCAATTCCTG 5318 - 5337

tdr-F . TGCAGGTCATCACCTCTGAC 4868 - 4887
48 tdr~ifcD 53

DR23R CGCAGAAGCTCGAAATAACC 6298 - 6317
49 DRS&F ddr-ifeD CAGCGTTTGAAGGGCAAGAAG 53 5255 - 5275

DR23R T 0GCAGAAGCTCGAAATAACC 6298 - 6317
50 DR10sF ddr—d ACGGCGCGAACATTATTATC 51 5649 - 5668

DR16fR T TCATAATTTCGGGAAGAACTGC 7064 - 7085

DR19F . CTTATTTTCCTCAAGCCTGTGC 6569 - 6590
51 ifcD-dzr 53

Sac-R TCTCGAACACCACCACATTG 7915 - 7934

F-F TCGATAAGCCCATCGTAACC 8148 - 8167
52 dzr-ifcE 53

Eco-R GCATTGGCCCTGATTCAC 9657 - 9674
Sequenzierung

DR6F TGGCGGCAAGGCAGTGATTCTG 4143 - 4164

DR14F GATTGGCGTTCAGTTCGTTACC 6256 - 6277

DRI18F GTCAACTCCTCGGTGGAATC 8979 - 8998

DR21F CGTTGAACTGCTCACCAAGA 10310 - 10329

@ Die Synthese der Oligonukleotidprimer erfolgte durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg).

b Klein und kursiv dargestellte Sequenzen kennzeichnen Erkennungsregionen fiir das kombina-
torische Klonen zur Erstellung von Klonierungsvektoren.

¢ Dick hervorgehobene Buchstaben kennzeichnen am 5-Ende phosphorylierte Nukleotide zur
Ligation von cDNA.

¢ Alle Positionen beziehen sich auf das vollstindig sequenzierte S. isoflavoniconvertens-Fragment
von 11.964 bp.



5. ANHANG 97

Tabelle 8: Nachgewiesene Peptidsequenzen der sichtbar induzierten (2D-DIGE-
Analyse) Daidzein-umwandelnden Proteine von S. isoflavoniconvertens.

Die Identifizierung der Proteine erfolgte anhand von Ubereinstimmungen der ermittelten Pep-
tidsequenzen mit den abgeleiteten Aminoséuresequenzen identifizierter Gene.

Protein- Kodierendes Induktions- Peptidsequenz (Position der Aminosiuren)®
Spot? Gen faktor
1 ifcA 142 LQTEGEGVSGIAVR (69 - 82)

VDDFEeaR (83 - 90)

2 ifcB 210 TTIAIFK (2 - 8)
EGDALVVTR (139 - 147)
QDVQVDSPAVIAVAAR (154 - 169)
KLPVEK (186 - 191)

3 ifeC 26 ALVFGSSGLagR (30 - 41)
TLPEAmagtiAK (58 - 69)
VDGDAATVER (111 - 120)
VLSTNAEGEGGAGLQQAER (169 - 187)
VVGVGLGIGAK (188 - 198)
VVGTSTQK (233 - 240)
VIAAVNNDPEASIFR (266 - 280)
ecTYGIVGDVQK (281 - 202)
ILPAFIQALK (293 - 302)

4 tdr 179 nvVVIEK (32 - 38)
imGYSHQR (83 - 90)
ANYEVAR (91 - 97)
AFVENSAETIDIYR (98 - 111)
ELIIEDGR (167 - 174)
VVGVVAESDGEPLR (175 - 188)
AVILATGGMGSSPDR (193 - 207)
GVDEAYFK (389 - 396)
KPQYLR (397 - 402)

5 ddr 83 AQEVKAPK (2 - 9)
ISGAPEFGK (10 - 18)
WISPEESVGQR (19 - 29)
KILLTGTTK (34 - 42)
TPGAAAAYADELK (65 - 77)
AAGFDCDLADYEAVK (83 - 97)
QLAAEGGPFGIR (195 - 206)
EMASGLVAAQTTQR (226 - 239)

6 ifcE 24 AKLSVEPR (2 - 9)
FGSFVEEYER (16 - 25)
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Protein- Kodierendes Induktions- Peptidsequenz (Position der Aminosiuren)®
Spot® Gen faktor
6 ifcE 24 TLIDAPVNIR (192 - 201)

saVDQLAADK (206 - 215)
ATPAPAAATGK (216 - 227)
YGIPAYR (267 - 273)
ERLDEDVR (277 - 284)
IGDNECPDFTGK (347 - 358)
NVVVIGGGnvamdcar (359 - 374)
AGAASVTVAYR (379 - 389)
TYFEADDGLK (486 - 495)
TVIIAIGAGK (515 - 524)
VNIVERPAR (560 - 568)

@ Die Zahlen entsprechen den nummerierten induzierten Proteinen im 2D-DIGE-Gel (Abb. 6).
b Kleinbuchstaben kennzeichnen nicht eindeutig identifizierte Aminoséuren.
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Vollstandige Sequenz des genomischen DN A-Fragments von S. isoflavonicon-
vertens (11.964 bp).

ctgcaggcecagegacgttcataaactctaaagegeaaageaccaagegetegetectaacagaaccacgaategaaggaggec
gtectacggggcggcectecttgeattgtgggectecgttagtgggtgegattggegggaatcacteggataaaatettttateeg
agtgattaaaaaaatgacaccagaacagggcgtataattaagcaatacaatgcaaaagttctcaaaggggacaaggggcgg
tgegttgtggecgatttcaaaaacgatecgecacaaaggggageagttatttggatgtetegtegaaagaactctacgatattcat
atggcgttgegegacgacccaagegttgggagegatectetgagggctgttgttgecgatgatgacageatttttgtegaagge
attgcegegetegtgeacgaatgggatgaattcgacctggtgggcaaagegacgacgetegaaggegtgegegegeaatgeeg
cgagaaaaagcccgecegttgttatgatgggegecacattecacggetcaggeagegeegatactattegeageattettgeega
tgatcctaacattegeattatggtegtggegtegatgggcgagageggettegtgetegatgegetgegegeeggegegagegg
ttttggatcgegegacgaaatgacggecgataggetecgategetgttttgggetttggcttgeggegatategeettttecggg
tegeteggeacggttettcaaggtgecctaatgaacgatatggetggtaaggegegecgatteecgtggcaagegaacgetttgat
teectegatgaacgegaacgeacggtgettgeggeacttgaagaggggetttcgaatgeggaaattagegeacgtetttttttga
gecgagcecaacggtgaagaaatgcateggeageattatccaaaagetccacgtgaacaategegtgeaggeggeggtgcettteg
gcaaaacgeggettgtaggcaatttggtcaaacgegeteggtacctgeattecatgegggettaagtggcatttteccaggeagta
gtttctgetecagtgacgetctaatettataaacgaaccttatggattecgttctatgeggaatecattttttattetttcaaggtgt
cggtegtatattegectggttecgaaatgettatttttacgagecaatggetactectecattatececcacagaacgegecaacccag
caacaatagcggtgtcaaagegegttgatttegttgecagtcatgetgetcaagggegagtttgeageattggegttccataacg
tggcgegeacgtcaaacgaaaggggattcgttatgaaagetcaactgaategtattgeectgegegeggeagatgecgataagg
ctgtegeegacctgeatgeecttetgggegtgaccttetatgggecgtatgacgatgageacatgggectgegegtegetetgecee
aagaccggcggcattgaggttatggeteccatgeacgatcacgacgecattggegegtaccagegectgeagaccgagggtgag
gotgtgageggcattgecgtgegegttgacgactttgaggaagetegegeegeatttgecgecaaagggacttacgeegattteeg
agttctggcatggcaagttccacgagatgattttegeteectgececegaaacccacggectegagattgeegtgaatgagtteeee
gacgccaatggegeggctateccaggttgecttggacatgggegecgattggaaagacgtttgegacgtggacgetgagtagaag
aacggttggggatatatgacaacgattgcaattttcaagtgggegatggateegeatgacgagagggttgetgtcgacggcaac
gtgaagtggtcegecaacaageeegtegecggtgacgacgatcatgaagtegtgaaggttgegeteggeattgetggtgaagge
gaagtcgtgggcatgacgatggcgggtggcgataccgetttegeggetgetegtggegeaaagegeaccategecategaggge
gtcgacgegetggeacagecegtegagetegeaggegetttggetgetgeggttegtgegeaggaaggegtggacgeggttgtta
teggegatagegectgggagecgatggtgecgagectgetegegageatgeteggatggeegtgegttettgetgeegatggege
ccgeegegaaggegatgegttggtegtgactegeegttteggegegggtacgeaagacgtgeaggttgattetectgeggttate
geegtggeggcetegeegtgaagaggagageaageccggtatgegegeagtgettgecagetegeaageteecggttgagaaaatce
gctggtagegeagagggctttgtgeatatggattctecagggeacgeatgetececgaaagtgetectgegegeattttegacggaa
cgaaccccgaggeagetgtegageagetegtggeggecttgaaggeagagggggtgctgtaatgageagegtatgggcaattat
caccgacgaaatgtcggecgeggeagtggegggegtggcactgegetegggeactceecaccaaagegetegtttteggetecteg
ggocttgegggecgtgttgegggetteggegttgaaagegtgacctggtatgatgeecgataagactettececegaggecatggegg
gcaccattgccaaacgtgecgageaggaaaagectgtegegattgtageatecgatteggegacgtetegegetetgetegggee
tgttgeggttgtettgggoocagecgttacgggcaaagtcattgecgtgaaagtegacggegacgetgegactgtegagegettg



5. ANHANG 100

gttgcegacagegaageggttgacgtgettgeggegectggeagegtggtgtgcacgategeegatggegttgacgaggegga
agcctctgageeggtegtegtatecgaaggegeatttgacgaggatgetegeatgaaggtgetttecaccaacgetgaaggega
aggeggegegggectgeagecaageagaacgegtggteggegttggtttgggcattggegegaaggaaaacctegetetecateg
acgagcttgegggceatcatgggegeegaagtegectgeacgettecgetgtgegacaactatcactggttcgageacaategeg
tggtgggcacctctacccagaaaatctegectegettgtatttgagetteggttectegggegegeeccageacatgacgggegt
gegegeategaaggtcattgeggeagtgaacaacgaccecgaggettegattttecgegagtgeacctatggeategttggega
tgtccaaaagattcteectgeatttattcaagetctgaagtaategeggetgegatgggegeagtectacgggetgtgeceectea
geggegeggtttaggeataccaaggaggaaacaatggeagaattcgacgttgaatacgatetegtegttgteggeggeggege
atcgggcaaatcggeagegettattgeegegegtgegggcaaaaatgttgtegttatcgagaagatgeccgaaaceggeggett
gtcggtgttecgecgagggeacggetgeatttgaategagegttcagaaggagetgggaacgececegectgageaaataccattt
ccccaccaageaagagggcctegataaaatcatgggttacagecaccagegegegaactacgaagttgececgegeatttgtgga
gaactccgeegagaccatcgacatctategegacctgggegtegtgtataagacctgegacategecgeggaagatgatececaa
tgaggtttggacgttccatttgeecegagggtetgggegegeattgecaggaggttctgetegacgecattcagaaactecgaggta
gacatcttcaccgagaccecggecaaagaactcatcatcgaagacggeegegtegtgggegttgtggecgaateggatggegaa
ccgettegeattggeggecaaggeagtgattetggegacgggeggcatgggctegageececgategeattttcaagtacagetggt
ttgegecggeagegtacaacatgaacgtgettactectetgeagaacgtgggegacggtcetegacctegegetttetgegggege
cgaccccaacaccattaccacctgeecgetgetegetgegggeggecgegacatgaccatggatteccaggteggeggtgegee
cgtgaacccgggtgtgtggatcaataaaactggecategettegeggecgaateggtegetgaaaaccteggegatateggaac
gtattacggcaagcagectggeggeattgtatggtcecatecteteccaggeagacgttgaccgectggtgagegaaggetecgaa
atcgecatcggegagttegtggtgtatcacaageccatgacgggecttetgeccgagettgaggegeatttggagtegggeetgg
tgaagaaggccgataccttcgaagagetegetgaacagatgggegtgeccaccgacgegttegttgaaaccatggetgectata
acgaggegtgcgagaggggcgtegatgaggegtacttcaagaaaccgeaatacctgegtgegetegtegageegeegttetatg
gecattectttggecaactggeaccatgggttctgecggeggeattaaagtcaacggegatatgeaggtcatcacctetgacggaga
cgegattectggectgtatgeagteggectggacgecacgggectgtatggegattectacaacatggaaattectggttgegega
atggtttcgeccacacttegggecgeategeegegegecacgegattgcaaacatgtaattgteegeegeggeeegtatgeegtge
ggcegeggegectcaccaactctcacaaggacctecatggegegtagtggegectgagaatatggetteeegtgegegtggggege
gegggccaatgaaaggggaaactcatggeacaagaggttaaggetecgaagatttecggtgetececgaatteggeaagtggate
tctecegaagagteggteggecagegtttgaagggcaagaagatettgetcacgggeactacgaagggegtgggccacgtegeg
caggaattgctgtgtgeccacggegegttegtgtgeggttctggeegtacceegggtgetgeegetgettacgecgacgagetgaa
ggcaaagggctataaggecgeeggettegattgtgatttggecgactacgaggeegtgaagaagtgggttgeccagtgegecgaa
cttatgggcggcategatgtegtecattaacaacgetteccaccegggeatggeacegttecgaggecatggacgttgagacctggaa
ctacggcattcgcaatgagetecgacctggtgtacaacgtgtgecaattgtgegtggecgtatetgaaggaaggcaacggegegaac
attattatcacctctteccacggttggtettcagggctecaactecteecgeaggeatgecacgeegeegecaagggegeatgectggeg
cttgeecgecagetegeegetgaaggeggecectteggaattegetgeaattecgtgaceeeeggeetggtgtggaccgaagecat
ggccaacattcegaaggaaatggegtegggecttgttgecgegecaaaccacgeagegagecategateccategacategeatac
gcttacctgttectggettecgatgaggeccgecagatcactgecgecaatatececegttgacggeggetgetetggegecacgacg
ggcgctatgecagggegaaategectaaagegectgegtegacgattegegaageatttgaaaagggegtgetgegetttgeegga
gegegecectttetegttggetegectegtegttggggegagecttggaaaggaaggatacattecatgaagggtectcaaggatat
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gcattgatcatcaatgtggecatgaacatcattttgggegtgctaattacggtttgetttgacttcacgetecaggeaatgattg
gegttecagttegttacceceegetttggtggecggeacggttatttecgagettetgegtgggttttacecgegggaacgettgtece
cgccatgeegtggggcatgaagetggegggettgetgaaggttaageegggeggtttgggcatgeacgtgtgetgeteggtga
tgetegggetgtgeatgggegtgtgeattacgateggeaatttectecattgeecgatttgggaacgtegggecttgeeggegettt
gagcgacattgeggttggcctgeccatcategttgectacgegattgttctegtecttattttectcaagectgtgeaggegettg
cggegaagatttegggettegateeggegaaagetgectagegeatcettegegecactettcaatectgtectatgaagaagtaa
ggagtacaacaatgecageacgegaaatacceccatttgtictcgaagggcaaagtgggcaaggtcactaccaagaaccgegt
tattcgtaattccatgggeacttaccttaatgtecggeaagetgtgegacgtgtecgategeaacatcaageacgetgeegagge
cgeegagggeggeccgggcattgtgtttetggacaattgecttattgtggacggetatcacatgggecttgeggeatacgatga
cacctacatcceegggetttecatgattgeccaggecatgeacgatcacggegeggttgegggcatgeagettgegeateeegg
tcgegacatgggetttgecggeggegacaacgtggttgegeecteggeagttictteccecgaaattatgattaacgegggegegac
ggttcegegteccttgaccatcgacgagattcacgaaatcgaagageagtacggecaggecgeegegegtgtgaageaggeeg
gettegatattgttgaagttcatggegeatgegggtgectgeccacgaactttetttegecgeacgacaaccagegaaacgacat
ttacggeggetegetgttcaaccgecagegettecttgttgaagtgattegegteatcaaacgetacgttggeccecgattteceeg
taagcgtgaagettgatatggacgactgegageccgacggeattegectggaggaatgeategacacctgtegegtgetggage
gtgagggcgttgeectgttgaacctggttaccgegacgeatgtgacggegaacttctecacgagtttectaccegtggtegtattg
cgcegatatggeegecaaggtgaaggaacaggtgeatatteeegttatggtgaceggegecattcagtegececgaageegeega
gaagattctegeegatggeaaggtegacttegtgggcacegegegecagtgtetggeegaccaggeatgggtegagaaggete
geaccggecacgaggaagatattcgececctgeateegttgecaaateggetgeaccgacegtggeattectgggacatcatecca
tttegtgegegaccaateccacgetgttccattattacgaggagetetacceccaaggetgaaacgecgaaaaacgttgeegtegt
ggocgegggecctgegggttgegaagetgegetecacgetgaagaagegeggecacaatgtggtggtgttecgagaagegegaaa
tcggeggeacgatgategaagecggegecgegtggtataagteggacatcaaccgettcattgaatactaccgecaageagetea
agaagcacaacatcgaggttcgcaagecaggaggtcacgeccgaggatategeggegggtggcttegacgectgeategttgeca
ttggeggegageegegeaagetgaacgttectggtategataageccategtaaccgagggtategatttectgtacggetecaa
gaaggtggaaggaaaatcggetgtegtegtgggeggcgetaccaccacggetgaaategeectggatttggecgagaagggaa
tggacgttaccatcgtgaagegeggeacgaaattcctgaacceegeecgggtgecagatggacattgagtacactattegeetgea
ccagctgggegtgaagetgatgactggetacegtetegatagegtgaccgacaccteggecategecategaccagtacggegaa
accgtcgagetteectgegacaacgtggttatttececgeeggettectcaategtectggattegecgagaagetegaggaaatcag
cgacatggacgtgtatatggcgggcgactgcaagaaggtcgeggaaattecctgacgegacccatgeeggetacgeegtagegeg
catggtgtaggaaaacgcctcacctcategeegtgtgggcettgegectgegeggegecatttetetegeaaaaaagaageegecee
aatgggacggcttettttttgeteccacggageaggeaaagggagagagaaaaggacgecgetccaggaaggaagggaaaacaa
acgggtttgegttttaagegatttgetggectecgtecgagagegagegettcgeecgtgecagtacgacgecatategettgecaag
aacaggatgecgttggegatttcageegggteggeagtgegggecatggggcageagetcacggtgttgegtegacgetgaaaa
ccaatgacgagatcgattggegattccaccgaggagttgacaatcgeggaaacgetttecgaaageegttgagtattttggegata
ttggtgctgttgttgeggecaggggeegtttggtttgeggegeteegtgtggetaaatttectectgeacaaatacectateggatga
gctaattaacctatacgaacgtgggagagtcagecttecccaaggtacactttcaatgettgagageatagectggeggcaatgeg
agggtetgeggggtggegggcgettggtggoottgecgeacggttatgagtcaacccacatatcaaagggggatatatggegaa
actgtctgttgagecgegegegaaagacgacggeaagtteggetegtttgtecgaagagtatgagegacgeattaaagegacgect
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ctgggcatgtgegeggtggeatteccagettgatttgetgegegeeggeggttgecaaacctgtggaaaatgegtgecgtgeegt
gaaggcatcggtcgeattgaggaactacttgaggaagtgcttgegtttcaggeegagectggegegetegacgagattegege
gecaggcegaacgtegtgegegatacggecgattgtgecateggatggeatgeggeggaagtgettettggeggeettgacgegt
tcaaggctgaattcgaaagecatgtgaatcagggecaatgeegagaaggegtegeccagacggtgecatgegaaacgetgtg
cceggegeacgtgaacgtgecggegtacgtegegettgegggegegggegattacgeeggtgecattggecatgattegeaaag
acaacccgttecccacggeatgegeatacgtgtgegageaccegtgtgagaaccgetgeegeegeacgetcategatgeacegg
tgaatattcgtggeattaagaagttcgeggtegatcagettgeegeecgacaaggtegeaacgecegegectgetgetgegacgg
gtaagaaggtcgctategtggecggcggeccgageggecttacctgegegtatttctgegegetcatgggtecatgaagtgeacg
tgttcgagatgegeaageageteggeggeatgatgegetacggeatteccgectategetteeccgegtgagegtettgatgaaga
cgtgegegecattatggeggecgggcaacatttecegtgeattttgagtegegeategacgeegagggeatgaagegecttteegte
gaatacgacgceggtgtacgtggecateggtgeacagggeggcaaaacgetgaagetecgaaggegecgacgtgeagggegtgat
gagcgceegttgaactgetcaccaagateggegataacgaatgecccgatttcacgggcaaaaacgtegtggtecateggeggegg
caacgtcgctatggactgegegegeacgagegtgegtgetggegecgeaagegtaacggtggectategeegeegectggaaga
catgacggcacttcgegetgaaategatteecgecatgeaggaaggegtegagatgatgacgettcaggegeeecgaccatatega
ggtcgaagacgggcatgttacggeactttatacgecageegeagttcateggeeecggtgaagegeggeegtectgegeegeaaac
cgcecgacaagecegettgtgegeategtggecgacgtggtgcttattgeecgtggeccaggatattgaaagegeeeegttcgaagaa
gegggcatgegggecgaccgeacctatttecgaageegatgacggettgaagtetateggtgagetgecaaacgtgttegtgggeg
gegattgecaggttggeccaaaaacggtgataategecattggegeeggcaaggttgetgegegeaatategacgattttctegg
cttcgaccacaagettgattgeggegtggegettccgectgetgeggegaactggegtacgeectgtggacgegtgaacategtgg
agegtecegegegtgagegecaaaggegatttegatgeegtegaggtggaaatgaccgecgaagaagegttccaggaageacgece
gttgcttgegttgegaccattacggetgtggagttctegatgagggaaggetccaatatgtgtaaggttaccatcgacggaatcac
cgteccaggegeccgagggcetegactatectegatgeagegaaacttgeeggegtggacatteccacgttgtgetttatgaaggaaa
tcaacgaaatcggcetcatgecgegtatgegtggtggaggttgaaggecgaagacgeectggecgeegegtgeaacacgtgegtttt
cgacggceatggeggegegeacgageacgecgegegtaattgeggegegtegegegaatgtggaaaccattttggegacccaceg
cagcgaatgcaccacgtgcaagegeageggyacctgegegttgeaggtegtggegaacggetgecaacgegaccgatttggageg
cgaccccgactacaagttegaggegtgggacgaaacgtteeecgetgeagegegacgecaccaagtgeattegetgeatgegetge
gttgcegaatgegegaaggtacageaatgegetgtgtgggaggtatctggtecegetgegeategtggegtgegegtegeeggeg
gegeegacattgecagegegaattgegetttgtgtggecagtgegttacgeattgecccacgggtgegeytacegeacgegatgac
acgtccaaggtgettgeggetttggecgacectcaagtaataactgtggttcaagttgegectgecattegttcggeatggegcga
ggocgtggocgtgectecgagaagaggcaacgeaaggecgeatggttteegegetgegegegeteggettegreegegtatacgac
accgattttgeegycgaccttaccatcatggaagaggcecaacgaatte
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