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1 Catharanthus roseus — eine Quelle bedeutender Indolalkaloide

Catharanthus roseus (L.) G. Don —auch bekannt als Vinca rosea (STEARN, 1975)
sowie unter dem deutschen Namen ,Madagaskar-Immergriin“— aus der Familie der
Apocynaceae ist eine aufrechte, immergriine tropische Pflanze, deren Bliten in
vielen farblichen Variationen auftreten kdnnen. Sie stellt eine beachtliche Quelle
therapeutisch genutzter Naturstoffe dar. Hierzu gehoren in erster Linie die
antineoplastisch wirkenden Bis-Indolalkaloide Vincristin und Vinblastin (BROSsSI,
1990; UEDA et al., 2002), aber auch Serpentin und Raubasin als antihypertensiv

wirkende Indolalkaloide (BRODIE et al., 1956; KRONEBERG, 1958).

Abb. 1: Catharanthus roseus (L.) am Naturstandort

Bereits 1959 bzw. 1962 konnten Vindolin und 16-Demethoxyvindolin von
GORMAN et al. und SvoBoDA et al. als Vorstufen der beiden Chemotherapeutika
Vincristin und Vinblastin aus Catharanthus roseus (L.) G. Don isoliert werden, ihre
physikochemischen und kristallographischen Eigenschaften wurden jedoch erst von
RuszkowskA et al. (2004) bestimmt. Vincristin und Vinblastin als Endprodukte der
jeweiligen Biosynthesen wurden zwischen 1958 und 1962 (GORMAN und SVOBODA,

beide Angehorige der Firma Eli Lilly, USA; NOBLE et al., 1958) gewonnen. Uber die
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pharmakologischen Wirkungen dieser strukturell nahezu identischen Substanzen
wurden zahlreiche Untersuchungen angestellt, deren Anfange von NoBLE (1990)
zusammengefasst wurden. Demnach begann die Erforschung von Catharanthus
roseus (L.) G. Don zu Beginn der fiinfziger Jahre mit dem Ziel, einen antidiabetisch
wirkenden Naturstoff zu isolieren. Im Laufe entsprechender Experimente einer
Forschergruppe um Noble, Beer und Cutts an der Universitat Vancouver fand man im
Tierversuch an Ratten zwar eine geringe antidiabetische Wirkung des pflanzlichen
Rohextrakts, diese ging allerdings mit einer extremen Verringerung der Leukozyten-
konzentration im Blut der Tiere einher, deren Ursache in einer Zerstérung des
Knochenmarks lag. Die fur diese Wirkung verantwortliche Substanz erhielt den
Namen Vincaleukoblastin, der spéter in Vinblastin ge&ndert wurde. Nahezu zeitgleich
arbeitete eine Forschergruppe der Firma Eli Lilly, Indianapolis, an einem &ahnlichen
Projekt, das mit der Isolation eines Stoffes mit dem Namen Leurocristin —heute als
Vincristin bekannt— abgeschlossen werden konnte (Abb. 2).

Die erzielte Ausbeute an Vinblastin innerhalb der ersten industriellen Extraktion durch
Eli Lilly belief sich auf 0.0002% bezogen auf das Trockengewicht der verwendeten
Catharanthus-Blatter.

R = CH; Vinblastin
R = CHO Vincristin

OOCCHj3

I H 1™COOCH;
R  OH

Abb. 2: Vinblastin und Vincristin aus Catharanthus roseus (L.) G. Don (FAVRETTO et al., 2001)

Vinblastin und Vincristin bestehen aus einer Catharanthin- und einer Vindolinhélfte. Sie
unterscheiden sich nur durch den Rest am Indolstickstoff des Vindolinteils.

Aufgrund ihrer komplexen Strukturen ist eine vollsynthetische Herstellung dieser
therapeutisch unverzichtbaren Bis-Indole bis heute nicht gelungen (HUGHES et al.,
2002; VERPOORTE et al., 1999). Dies fuhrte zu einer grof3en Bandbreite unter-
schiedlicher Ansatze, die Alkaloidbiosynthese innerhalb von Catharanthus-
Zellkulturen zu erhéhen.

Die mitosehemmende Wirkung dieser Arzneistoffe wird heute bei der zytostatischen
Behandlung von Hodgkin-Lymphomen, Mammakarzinomen, Neuroblastomen sowie

Karzinomen des Urogenitaltraktes und der Lunge ausgenutzt.
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Nach seiner Entdeckung wurde Raubasin in den siebziger und achtziger Jahren
erfolgreich zur Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen und zerebralen Durch-
blutungsstérungen eingesetzt. In dieser Zeit lag die Menge an isoliertem Raubasin
aus Rauvolfia- und Catharanthus-Arten bei geschatzten 3500 kg pro Jahr
(ARENS et al., 1978), wodurch der damalige therapeutische Stellenwert der Substanz

deutlich wird.

Raubasin Serpentin

Abb. 3: Raubasin und Serpentin als Hauptinhaltsstoffe in Catharanthus roseus (L.) G. Don

In der heutigen Zeit kommt der Arzneistoff vermehrt in einer Kombination mit dem
broncholytisch wirkenden Almitrin zur Anwendung. Diese Kombination hat in
klinischen Tests aufgrund einer gesteigerten Sauerstoffversorgung des Gehirns zu
einer Verbesserung der neurologischen Funktionen von Herzinfarkt-Patienten
gefuhrt, ohne einen Einfluss auf die Herztéatigkeit zu haben (LI et al., 2004; Li, 1998).
BENTUE-FERRER et al. (1998) bestatigten diese Erkenntnisse und erweiterten die
Indikation fir die erwahnte Arzneistoffkombination um eine Therapie bei
altersbedingten kognitiven Stérungen.

Zahlreiche Experimente haben erwiesen, dass Raubasin in einer Monotherapie im
Gegensatz zu zytotoxischen Indolalkaloiden aus Catharanthus- oder Rauvolfia-
Arten Kkeinerlei antineoplastisches Potential besitzt (voN POseER etal., 1990;

STANFORD et al., 1986).
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2 Die Biosynthese der Indolalkaloide als Basis fir ,Metabolic-
Engineering’

Die Toxizitdt verschiedener Pflanzen ist auf der Anwesenheit unterschiedlicher
Alkaloide begriindet. Hierbei handelt es sich um kleine stickstoffhaltige Molekile, die
in einer nahezu untberschaubaren Vielfalt zum Selbstschutz der Pflanzen gebildet
werden (HARTMANN, 1996). In ca. 20% aller bekannten Pflanzenarten sind solche
Substanzen enthalten, und ihre Bedeutung im medizinischen Bereich wachst stetig
an. Nachdem die Isolierung und Beobachtung der pharmakologischen Wirkungen
neuer Substanzen in den flunfziger und sechziger Jahren sehr schnell gelang,
machte man sich an die Aufklarung der eigentlichen Biosyntheseschritte dieser

sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe, welche bis heute viele Fragen offen lassen.

Die Biosynthese der Indolalkaloide verlauft tber verschiedene Schlisselmolekiile,
die als Vorstufen unterschiedlicher Alkaloidklassen fungieren. So stellt z.B.
Strictosidin die zentrale Vorstufe fur die Bildung von Uber 2 000 verschiedenen
Indolalkaloiden mit der Gruppe der Corynanthean-Alkaloide (Raubasin) oder auch
der Ibogan-Alkaloide (Vincristin und Vinblastin) dar (KuTcHAN etal., 1991). Die
Bildung von Strictosidin wird von der Strictosidin-Synthase katalysiert, die zu einer
Verknipfung von Tryptamin und Secologanin fihrt. Sie stellt das erste Enzym aus
dem Alkaloidstoffwechsel dar, dessen cDNA entdeckt wurde, und somit in aktiver
Form heterolog in Bakterienkulturen exprimiert werden konnte (KUTCHAN, 1989;
KuTcHAN et al.,, 1988; TREIMER etal., 1979). Im weiteren Verlauf der Raubasin-
Biosynthese (Abb. 4, Seite 5) kommt es zur Abspaltung der Glucose, wofir die
Strictosidin-B-D-Glucosidase verantwortlich ist. Diese konnte von LUIJENDIJK et al.
(1998) aus Catharanthus isoliert und charakterisiert werden. GERASIMENKO et al.
gelang 2002 die Reinigung und anschlieBende aktive heterologe Expression in
E. coli eines nahezu identischen Enzyms aus Rauvolfia serpentina. Die Bildung von
Raubasin verlauft schlielich Gber eine Reihe von Zwischenprodukten, von denen
Cathenamin eine direkte Vorstufe darstellt. Dessen Reduktion in Abhangigkeit eines
Cofaktors wurde zwar bereits mehrfach beobachtet (HEMSCHEIDT et al., 1985; ZENK,
1980), jedoch konnten die zugehodrigen Aminosaure- und Nukleotidsequenzen, die
fur eine heterologe Expression benétigt wurden, bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht

ermittelt werden.
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Strictosidin Cathenamin Raubasin

Secologanin

Abb. 4: Enzymatische Bildung von Raubasin aus Tryptamin und Secologanin Uber die
Zwischenprodukte Strictosidin und Cathenamin

STR: Strictosidin-Synthase, SG: Strictosidin-B-D-Glucosidase, CR: Cathenamin-Reduktase

Die extrem niedrigen Ausbeuten, die bei Extraktionen der Vinca-Alkaloide erzielt
wurden (Kapitel 1.1), fuhrten zur Entwicklung unterschiedlichster Strategien, mit
denen die Alkaloidproduktion in Pflanzenzellen erhéht werden konnte.

Zu diesen Eingriffen in die Physiologie der Pflanzenzellen gehorte die Weiter-
entwicklung der Nahrmedien (Deus-NEUMANN et al., 1984; VERPOORTE et al., 1999)
sowie der Zusatz von Wachstumsregulatoren und Chemikalien (GANAPATHI et al,
1990; BionDi et al., 2000; NAMDEO et al, 2002; MORENO-VALENZUELA et al, 2003; EL-
SAYED et al, 2004). Weitere Erfolg versprechende Mdoglichkeiten auf diesem als
,Metabolic Engineering’ bezeichneten Gebiet bestehen in der Einfuhrung zusatzlicher
Gene durch Verwendung von Partikel-Kanonen (SATDIVE et al., 1987) oder in der
Infektion der Zellkulturen mit Phytoplasmen (FAvALI et al., 2004).

Die Blockade entsprechender Abbaureaktionen stellt ebenfalls einen Angriffspunkt
zur Erhdhung der Alkaloidausbeuten dar. So stellte SCHRIPSEMA et al. 1994 fest,
dass der Abbau von Raubasin in Catharanthus-Zellen vergleichbar mit der
Biosyntheserate ist. Solche katabolen Wege kdnnen ebenso wie konkurrierende
Nebenwege die Ausbeute des gewinschten Naturstoffs herabsetzen. Unter
Verwendung von Agrobakterien, erreichte CANEL et al. (1998) durch Uberexpression
der Strictosidin-Synthase und der Tryptophan-Decarboxylase —welche fir die Bildung
von Tryptamin benétigt wird— in transgenen Catharanthus-Zellen eine 10-fach héhere
Strictosidin-Ausbeute und damit verbunden eine verbesserte Alkaloidproduktion.
Ahnliche Experimente fulhrte HUGHES et al. (2004) an Catharanthus roseus ,hairy-
root’-Kulturen durch, die zu einer 6-fachen Uberproduktion von Tryptamin und einer

2.3-fachen Serpentin-Ausbeute fihrten.
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All diese Versuche zur Steigerung der Alkaloidertrage aus den entsprechenden
Pflanzen verlangen detaillierte  Kenntnisse bezuglich des bearbeiteten
Biosynthesewegs. Samtliche Zwischenprodukte sowie die involvierten Enzyme
missen bekannt sein, damit gezielte Eingriffe in die Naturstoffbiosynthese mdglich

werden.

3 Coexpression von Enzymen der Naturstoffbiosynthese

Die im vorherigen Abschnitt aufgefihrten Madoglichkeiten zur Erhéhung der
Naturstoffbiosynthese in Pflanzen wurde gegen Ende der Neunziger Jahre um das
Kapitel der Coexpression erweitert. Hierunter versteht man die gleichzeitige
Expression mehrerer Enzyme innerhalb pflanzlicher oder mikrobieller Zellkulturen.
Dabei besteht prinzipiell die Moglichkeit zur Transformation der entsprechenden
Gene in die Expressionszellen unter Verwendung eines oder mehrerer Plasmide,

sowie kommerziell angebotener oder speziell hergestellter Coexpressions-Plasmide.

Aufbauend auf den Ergebnissen von CANEL etal. (1998, Kapitel I.2) entwickelte
GEERLINGS et al. ein Jahr spéter einen Coexpressions-Vektor, in dem die cDNAs der
Tryptophan-Decarboxylase und der Strictosidin-Synthase aus Catharanthus roseus
enthalten sind. Als Wirtsorganismus wurden Wurzelkulturen der pharmazeutisch
bedeutenden Chinarinde (Cinchona officinalis) verwendet, wodurch die Produktion
der Hauptinhaltsstoffe Chinin und Chinidin um das drei- bis flinffache gesteigert
werden konnte.

Ein a&hnliches Ziel verfolgte HuAaNG etal. (2001), der die Biosynthese des
therapeutisch bedeutenden Arzneistoffs Taxol untersuchte. Zur Verbesserung der
Syntheseleistung flir dieses komplex gebaute Diterpen-Alkaloid, das bis heute nur
partialsynthetisch hergestellt werden kann, wurde ein Expressions-System
hergestellt, das die ersten vier Enzyme zur Bildung von Taxadien ausgehend von IPP
und DMAPP enthielt. Taxadien stellt das Schlisselmolekil im pflanzlichen
Biosyntheseweg des Taxols dar, das in sehr geringen Mengen aus Taxus-Arten

isoliert werden kann.
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MARTIN et al. gelang 2003 die Nachstellung des Biosynthesewegs von Amorphadien,
einer der Hauptvorstufen des immer weiter verbreiteten Malariamittels Artemeter, in
Kulturen von Escherichia coli. Dabei kam es zum Einbau zweier ,Genkassetten’, in
denen die insgesamt acht involvierten Enzyme codiert waren. Unter ,Genkassetten’
oder ,Genclustern’ versteht man Sequenzabschnitte, in denen die Informationen fir
die Expression mehrerer Enzyme enthalten sind, und die als Ganzes in einen
entsprechenden Vektor eingebracht werden kénnen.

Neuere Experimente beschaftigen sich vermehrt mit der Synthese der Vorstufen, die
im Laufe der Bildung aller pflanzlicher terpenoider Verbindungen auftreten. So
gelang es BURLAT et al. insgesamt vier Gene zu vereinen, die zur Bildung von IPP
bzw. 10-Hydroxygeraniol bendtigt werden. Als Expressionsort wurde hier das
Phloemparenchym in Catharanthus roseus-Pflanzen gewaéhlt, welches unter

normalen Bedingungen nicht an dieser Biosynthese beteiligt ist.

Das wohl bekannteste Beispiel erfolgreicher Coexpression zur Erlangung eines
Naturstoffs wurde 2001 entwickelt. Dabei gelang es einer deutsch-schweizerischen
Forschergruppe, die Gene, die fir die Bildung des Provitamin A (B-Carotin)
verantwortlich sind, in Reis-Endosperm einzufihren (BEYER et al., 2002). Die drei
involvierten Enzyme wurden in drei verschiedene Plasmide kloniert und anschlieBend
unter Verwendung von Agrobakterien in einem einzigen Schritt transformiert. Daraus
entstand bereits in der ersten Pflanzengeneration der so genannte ,Goldene Reis’,
dessen Endosperm aufgrund des gebildeten B-Carotins ein orangefarbenes AuRReres
lieferte. Das entstandene Produkt ist in der Lage, Mangelerscheinungen durch

unzureichende Provitamin A-Zufiihrung vorzubeugen.

Ein ebenso interessanter Forschungsbereich stellt die Biosynthese industriell
genutzter Naturstoffe dar. In diesem Zusammenhang wurde z.B. Uber die Bildung
des Lebensmittel- und Kosmetikfarbstoffs Bixin (BOUVIER et al., 2003) sowie des
Farbemittels Indigo (FURUYA et al., 2004) in Mikroorganismen berichtet. Die Bildung
des Flavonoids Naringenin durch Klonierung und Coexpression von insgesamt
vier Enzymen aus Arabidopsis thaliana in E. coli wurde 2004 von WATTS et al.
beschrieben. Ebenfalls in E. coli konnte die Biosynthese von Succinat durch

Uberexpression dreier Enzyme von RAVISHANKAR et al. (2004) nachgestellt werden.
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Auf dem Gebiet der mikrobiellen Antibiotika-Biosynthese sind die Forschungen im
Vergleich zu den beschriebenen pflanzlichen Inhaltsstoffen deutlich fortgeschrittener.
Bereits 1999 berichtete eine deutsch-amerikanische Arbeitsgruppe um CHEN et al.
Uber die Einflhrung zweier ,Genkassetten’ in jeweils einen Expressionsvektor mit
anschlieBender Expression der Proteine in Streptomyces collinus. Eines der beiden
Gencluster enthielt die codierenden Genabschnitte fir neun Enzyme, die im Laufe
der Naphthomycin-Synthese bendétigt werden, das andere verfigte Uber 14 Gene aus
der Ansatrienin- (Mycotrienin-) Biosynthese.

Ein Jahr spater publizierten Lietal. (2000) die parallele Expression von drei
Enzymen der Carbapenem-Biosynthese in Escherichia-Stammen. Bei diesem Projekt
wurde vor jedes der drei Gene eine Ribosomenbindestelle (Shine-Dalgarno-
Sequenz) eingefligt, damit die Bindungsféahigkeit der beteiligten Ribosomen nicht
negativ beeintrachtigt wurde. Lasst man diese Ribosomenbindestellen ebenso wie
die Stop-Codons der vorangegangenen cDNAs weg, kommt man zu
Fusionsproteinen bzw. Protein-Polymeren (GOEDEN-WOOD et al. 2002). Die Lage der
klonierten Gene zueinander innerhalb des Expressionsvektors beschéftigte
WiLLiams et al. (2004). Er fand heraus, dass in Arabidopsis thaliana direkt
benachbarte Gene coexprimiert werden. Er schloss daraus, dass in entsprechenden
Experimenten auf die raumliche Nahe der zusammengehdérenden Genabschnitte
geachtet werden sollte.

Abschlieend seien noch Coexpressionsversuche aus der Kohlenhydrat- sowie der
Cortison-Biosynthese erwahnt. CHEN et al. beschrieb 2002 die Expression von funf
verschiedenen Enzymen unter Verwendung zwischengeschalteter Ribosomen-
bindestellen in E. coli, die an der Bildung a-glykosidisch gebundener Zucker beteiligt
sind. Eine der bedeutendsten und umfangreichsten Arbeiten in Bezug auf die
Coexpression mehrerer Enzyme stellt die Arbeit einer Gruppe um Szczebara dar.
Ihnen gelang die komplette Biosynthese von Hydrocortison durch Klonierung einer
,Genkassette’, in der die ndétigen 13 Genabschnitte fur die involvierten Enzyme
vorhanden waren, in Saccharomyces cerevisiae (SzczeBARA etal., 2003). Das
entstandene System war dabei vollstandig autonom, was die Gabe von Edukten bzw.
Prakursoren uberflissig machte.

Die erlauterten Beispiele zeigen, wie grol3 das Interesse an der Entwicklung solcher
Coexpressions-Systeme ist, mit denen die Biosynthese eines gewinschten

Naturstoffs unter Verwendung von Mikroorganismen durchgefihrt werden kann.
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4 Aufgabenstellung

An der Entwicklung neuer Coexpressions-Systeme, die zur Gewinnung pharma-
zeutisch wichtiger Naturstoffe geeignet sind, wird auf internationaler Ebene seit
mehreren Jahren mit wachsendem Engagement gearbeitet (Kapitel 1.3). Die
pflanzliche Biosynthese von Indolalkaloiden konnte in bisherigen Projekten jedoch
nicht in ein solches Expressions-System eingebunden werden.

Vor diesem Hintergrund stand die Entwicklung und Herstellung eines Systems im
Vordergrund, das die parallele Expression mehrerer Enzyme der Indolalkaloid-
Biosynthese erlaubte. Dabei war besonderes Augenmerk darauf zu legen, dass es
sich um ein Gen-Konstrukt handelte, welches aus einem einzelnen Plasmid bestand,
das fur die Aufnahme von Genen mehrerer Enzyme geeignet war. Dies wirde
die heterologe Expression der Proteine in homologen Escherichia coli-Kulturen
ermoglichen.

Als Ausgangspunkt einer solchen Mehrfachexpression standen die Gene der
Strictosidin-Synthase sowie der Strictosidin-B-D-Glucosidase zur Verfigung. Sie
katalysieren die ersten beiden Schritte in der Biosynthese pflanzlicher Indolalkaloide,
die beispielsweise dem Ajmalan-Typ (Ajmalin) oder Heteroyohimban-Typ (Raubasin)

angehoren.

Im weiteren Verlauf des Projektes sollte die saulenchromatographische Reinigung
einer Raubasin-bildenden Cathenamin-Reduktase mit dem Ziel der Partialsequen-
zierung erfolgen. Dabei sollte die Frage geklart werden, wie viele Enzyme an der
Reduktion des Cathenamins beteiligt sind. Ausgehend von den Partialsequenzen
ware die Ermittlung der zugehotrigen cDNA und der anschlie3ende Einbau in das
zuvor konstruierte Coexpressions-System moglich, wodurch erstmals ein kompletter

pflanzlicher Alkaloid-Biosyntheseweg in Mikroorganismen exprimiert werden kénnte.
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Il Material

Warenrechtlich oder urheberrechtlich geschiitzte Namen und Produkte werden im

Folgenden nicht besonders gekennzeichnet.

1 Biologisches Material

1.1 Pflanzenzellkulturen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellsuspensionskulturen stammten aus
der Sammlung des Lehrstuhls fir Pharmazeutische Biologie an der Johannes
Gutenberg-Universitat Mainz. Dabei handelte es sich vorwiegend um Pflanzenzellen
aus Catharanthus roseus (L.) G. Don Andere Zelllinien wurden zu Test- und

Vergleichszwecken genutzt.

Ausgehend von einer Kalluskultur wurden die Zellen zuné&chst in ca. 40 ml
LS-Medium (LINSMAIER UND SKOOG, 1965) angezogen. Dies erfolgte auf einem
Rotationsschittler bei 100 rpm und einer Umgebungstemperatur von 24 £ 2 °C bei
diffusem Dauerlicht mit einer Starke von ~600 Lux in 300 ml gro3en Erlenmeyer-
kolben, welche mit Schaumgummistopfen verschlossen wurden.

Nach sieben Tagen konnten die so erhaltenen Zellen in ca. 80 ml LS-Medium
umgesetzt werden. Weitere sieben Tage spater wurde der Inhalt zweier kleiner
Kolben in einen 1l-Erlenmeyerkolben tberimpft, der mit 200 ml frischem LS-Medium
gefullt war.

Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden samtliche Arbeitsschritte unter sterilen

Bedingungen an einer Laminar-Air-Flow-Werkbank durchgefiihrt.

Zur lIsolierung der enthaltenen Enzyme sowie von DNA und RNA wurden die
Zellkulturen nach einer Wachstumsdauer von neun bis elf Tagen geerntet. Hierunter
versteht man das Abtrennen der Pflanzenzellen vom N&ahrmedium mittels
Vakuumfiltration unter Verwendung eines Bichnertrichters. Das so gewonnene
Gewebe wird mit flussigem Stickstoff tiefgefroren, in Gefrierbeutel gefullt und

bei -20 °C gelagert.
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1.2 Bakterienstamme

Bei den verwendeten Bakterienstdmmen handelt es sich um Sicherheitsstamme, die
nach den Einstufungen der ZKBS (Zentrale Kommission fur Biologische Sicherheit)
fur die Verwendung in gentechnischen Laboratorien der Sicherheitsstufe 1 zuge-
lassen sind.
Im Einzelnen fanden folgende Stamme von Escherichia coli Verwendung:
» M15 [pRep4]: E. coli K12 (Nal®, Str°, Rif°, Lac’, Ara,, Gal, Mtl, F, RecA",
Uvr®, Lon®)
> ToplOF': F{laclq Tn10 (Tet®)}mcrA A(mrr—hsd RMS-mcr BC
®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL endAl nup

Die Lagerung der Bakterienstamme erfolgte bei -80 °C in LB-Medium mit einem

Zusatz von 15% Glycerol.

2 Kulturmedien

Die verwendeten Medien wurden vor Gebrauch sterilisiert. Dies erfolgte unter
Verwendung von gespanntem Wasserdampf fir 30 Minuten bei 2 bar und 121 °C.
Hitzelabile Komponenten wurden tber einen Sterilfilter der Porengré3e 0,22 pum zur

abgekuhlten Nahrlésung gegeben.

2.1 Medium fur Pflanzenzellkulturen

Fur die Anzucht der Zellsuspensionskulturen wurde LS-Medium nach LINSMAIER UND
SKooG (1965) verwendet, welches durch Zusatz von je 1x 10° mol/l 1-Naphthyl-
essigsaure und 2,4-Dichlorphenoxyessigsédure modifiziert wurde. Vor Gebrauch war
die Einstellung des pH-Werts auf 6.0 unter Verwendung von 1M NaOH notig.



Il Material 12

2.2 Bakterienmedien

Als Standardnéahrlésung fur Bakterien wurde LB-Medium nach SAMBROOK et al.(1989)
verwendet. Es setzte sich aus 1 % (m/V) Trypton, 1 % (m/V) NaCl und 0,5 % (m/V)
Hefe-Extrakt zusammen und besal} einen pH-Wert von 7.0.

Bei Bedarf wurden den bereits sterilisierten Kulturmedien Ampicillin und Kanamycin
mit folgenden Konzentrationen zugesetzt:

Ampicillin: 50 pg/ml (Stammlésung 50 mg/ml)

Kanamycin: 25 pg/ml (Stammldsung 10 mg/ml)

Die Zugabe der sterilfiltrierten Losungen erfolgte stets nach Abkuhlen der Medien,

um ein Zersetzen der hitzelabilen Substanzen zu vermeiden.

3 Pufferlésungen

Die bendtigten Puffer wurden meist in einer hoheren Konzentration hergestellt als
bendtigt und bei Bedarf auf die gewiinschte Konzentration verdinnt. Bei der
erforderlichen Einstellung des pH-Wertes kam es hauptsachlich zum Einsatz von
Natronlauge, Salzsaure und ortho-Phosphorsaure. Alle Puffer, die bei der
Proteinreinigung, bei Enzymtests sowie bei der HPLC verwendet wurden, waren

zuvor mit Hilfe von Vakuum steril zu filtrieren.

KPi-Puffer wurden durch Mischen von 1M K;HPO,4- und 1M KH,PO,-Stammlésungen
hergestellt. Der gewtunschte pH-Wert konnte hierbei durch das Mischungsverhéltnis

der beiden Stammlésungen eingestellt werden.

Zur Herstellung von Tris-HCI-Puffern wurden 1M Tris-Stammldsungen eingesetzt,

deren pH-Werte unter Verwendung konzentrierter HCI erreicht wurden.
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Die folgende Aufstellung zeigt weitere Puffer, die im Laufe der molekularbiologischen

Arbeit angewendet wurden:

Puffer Zusammensetzung
MOPS 20 mM MOPS
5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
pH 7.0
Resuspendierungspuffer 50 mM Glucose

10 mM EDTA, pH 8.0
25 mM Tris-HCI, pH 8.0

TAE 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH 8.0

TE 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
pH 7.5

TB 1 100 mM RbCl,
50 mM MnCl,
30 mM Kaliumacetat
10 mM CacCl,
15 % (V/V) Glycerol

pH 5.8, eingestellt mit Essigsaure

TfB 2 10 mM MOPS
10 mM RbCl,
75 mM CacCl,
15% (V/V) Glycerol
pH 6.8, eingestellt mit KOH




Il Material 14

4 Fertigsaulen, Leersaulen und Saulenmaterialien

Hersteller /Lieferant

Produkte

Amersham Biosciences
(Freiburg)

BioRad (Miinchen)

Merck (Darmstadt)

2',5’-ADP-Sepharose 4B XK 16/20
DEAE-Sepharose — Fast Flow XK 16/20
EAH-Sepharose 4B XK 16/20
HiTrap Blue HP (1.6 x 2.5 cm)
HiTrap Desalting (1.6 x 2.5 cm)
MonoQ HR 5/5

Sephacryl S-100 HR HiPrep 16/60
Sephadex G25 Superfine C 16/20
Sephadex G25 Superfine XK 50/30
SOURCE 30Q XK 26/40

SOURCE 15Phe XK 16/20

Macro-Prep Ceramic Hydroxyapatite
(Typ 1) in Leerséule XK 16/20 von

Amersham Biosciences (Freiburg)

HPLC-Saule LiChrospher 60 RP select B
(5 pm), 250 mM mit Vorséaule Select B
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5 Vektoren
Vektor Verwendung
pGEM-T und 3 002/3 015 bp, vermitteln Ampicillinresistenz

PGEM-T easy Vector System |

(Promega, Mannheim)

PSE-280

(Invitrogen, Karlsruhe)

pQE-70
(Qiagen, Hilden)

Hierbei handelt es sich um linearisierte high-
copy-Plasmide, die zur Subklonierung der
amplifizierten PCR-Produkte verwendet
wurden. Dazu sind an den 3'-Enden Thymidin-
Uberhange vorhanden, an welche DNA-
Fragmente mit Adenin-Uberhangen binden
konnen. Diese werden mit Hilfe einer

entsprechenden Polymerase generiert.

3 893 bp, vermittelt Ampicillinresistenz

Bei diesem Vektor handelt es sich um einen
Expressionsvektor, der an exprimierte Enzyme
einen N-terminalen (His)s-tag anhangt.

Von dem gesamten Plasmid wurde ein Teil der
multiple-cloning-site verwendet, welcher mit
den Restriktionsenzymen BamH | und Hind Il

herausgeschnitten werden konnte.

3 426 bp, vermittelt eine Ampicillinresistenz

Mit diesem low-copy-Plasmid wurden alle
Expressionen aktiver Enzyme im Laufe dieser
Arbeit durchgefuhrt. Die multiple-cloning-site
des Vektors wurde fur Arbeiten zur Coex-
pression zweier Enzyme durch Einligieren der
MCS aus pSE-280 verandert.

pQE-70 ermdglicht die Expression von
Proteinen mit C-terminalen (His)s-tags. Dies
macht eine einfache Reinigung Uber Ni-NTA

moglich.




Il Material

16

6 Kits fur die Molekularbiologie

Kit

Hersteller /Lieferant

Anwendung

NucleoSpin Extract

NucleoSpin Plasmid

Macherey & Nagel
(Duren)

Macherey & Nagel
(Duren)

Elution von DNA aus

Agarose-Gelen

Isolierung hochreiner

Plasmid-DNA aus Bakterien

7 Enzyme, Marker und Zubehor fur die Molekularbiologie

Hersteller /Lieferant

Produkte

Amersham Biosciences
(Freiburg)

BD Biosciences Clontech

(Heidelberg)

Eurogentec

(Seraing, Belgien)

Invitrogen

(Karlsruhe)

MWG-Biotech AG
(Ebersberg)

New England BioLabs
(Frankfurt/Main)

Promega

(Mannheim)

LMW Electrophoresis Calibration Kit

(14 bis 97 kDa)

Advantage DNA-Polymerase-Mix

DNA-Marker SmartLadder 200

Large Fragment of DNA-Polymerase |

(Klenow-Fragment)

Tag-DNA-Polymerase

Degenerierte und spezifische Primer

Restriktionsendonukleasen,

Vent-Polymerase

dNTP’s, T4 DNA-Ligase,
Tag-DNA-Polymerase
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8 Feinchemikalien und Zubehor

Hersteller /Lieferant

Produkte

Acros Organics BVBA
(Geel, Belgien)

AppliChem
(Darmstadt)

Biozym
(Hess. Oldendorf)

Fluka
(Taufkirchen)

Fresenius
(Bad Homburg)

ICN
(Eschwege)

Intermedica
(Klein-Winternheim)

Millipore
(Schwalmstadt)

Roth

(Karlsruhe)

Sarstedt
(NUmbrecht)

Schleicher & Schilll

(Dassel)

Acetonitril, Falkon-Rohrchen

Acrylamid, LowEEO Agarose, Ampicillin,
Glycin, Hexansulfonsaure, IPTG,
Kanamycin, NADH, NADPH, TEMED,

Tris, Feinchemikalien

PCR-Gefal3e

D-Glucose-6-Phosphat,
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
aus Leuconostoc mesenteroides

Ampuwa

(Wasser fur die Molekularbiologie)

SDS

Halbmikrokivetten

Einwegkonzentratoren Microcon YM-10

Acetonitril, Raubasin, Tetrahydroalstonin

Pipettenspitzen, Reaktionsgefalle

Membranfilter 0,22 pm
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Serva Coomassie Brilliant Blue G-250 / R-250

(Heidelberg) Servapor Dialyseschlauche mit @ 9, 16
und 29 mm

Sigma Feinchemikalien

(Minchen)

VWR DC-Platten, HPLC-Saule LiChrospher 60

(Darmstadt) RP select B (5um) 250x 4 mm und
Vorsaule 4 x4 mm, Methanol fir die
HPLC, Falcon- und Greiner-Rohrchen,
Feinchemikalien

9 Gerate

Methode Gerate

Aufschluss von Bakterien

Aufschluss von

Pflanzengeweben

Dokumentation

Sonotrode Sonoplus HD 2070 (Bandelin, Berlin)

Universalmuhle M20 (IKA, Stauffen)
Ultra-Turrax TP 18/10 (IKA, Stauffen)

Agarosegele: - UV-Transilluminator / 320 nm (Bachofer,
Reutlingen)
- Polaroidkamera MP 4+, Modell 44-16
(KemakKeur, Niederlande); mit
Polaroidfilm Polaplan 667 (Polaroid,
Cambridge/USA)
PC-gestitzt: - Digitalkamera Canon Powershot G5
- Flachbettscanner Highscan
(Highscreen) und ColorPage HR5

(Genius)
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Elektrophorese

Gefriertrocknung

HPLC

Massenspektrometrie
Mixen
OD-Bestimmung
PCR

pH-Messung

Proteinreinigung

Horizontalelektrophorese:

- BlueMarine 100 und 200 (Serva, Heidelberg)

- ComPhor Midi Elektrophoresekammer
Vertikalelektrophorese:

SE 600 Hoefer (Amersham Biosciences, Freiburg)
Netzgerate: E532, E853 und E844

(Consort, Turnhout/Belgien)

Gefriertrocknungsanlage Alpha I-6 (Christ, Osterode)
mit Drehschieber-Vakuumpumpe RS8 (Vakuubrand,
Wertheim)

Merck-Hitachi-System (Merck, Darmstadt) bestehend
aus:

- Pumpe L-6500

- Autosampler AS-2500

- UV/Vis-Detektor L-4250

- Integrator D-2500

MAT 44S (Finnigan, Bremen)

Vortexer Reax 2000 (Heidolph, Kelheim)
Biophotometer (Eppendorf, Hamburg)
Mastercycler Personal (Eppendorf, Hamburg)

inoLab pHLevel 1 sowie pH DIGI 550 (Wissenschatftlich

Technische Werkstatten, Weilheim)

a) mit Peristaltikpumpe:

- IPC-Pumpe (ISMATEC, Basel/Schweiz)

- UV/Vis-Detektor 2158 UVICORD SD (LKB
Bromma, Schweden)

- Fraktionenkollektor 2070 ULTRORAC Il (LKB
Bromma, Schweden)

- Schreiber REC 102 (Pharmacia LKB, Freiburg)
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Reinstwasser

Rotationsverdampfer

Schdttler

Sterilisation und

steriles Arbeiten

b) mit AKTA-Explorer-System von Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg):

- 2 Pumpen P-900

- DurchFlusszellen mit 22 pl und 88 pl Volumen
zur Messung von Leitfahigkeit, pH-Wert und
Temperatur

- Multiwavelength UV/Vis-Monitor UV-900

- Mischkammer M-900,

- Pufferventil IV-908

- Saulenselektionsventil PV-98

- Fraktionenkollektor Frac-900

- Kihlung: Betrieb der Anlage erfolgte im

MaxiColdLab-Kuhlschrank (LKB, Schweden) bei

7+1°C

- Steuerung und Dokumentation: Pentium 133 Mhz

PC (Compag), Software UNICORN Control
System auf OS/2 Warp (IBM),

Farbtintenstrahldrucker HP Deskjet 690 C sowie

Canon i560
Seralpur PRO 90 CN (Seral, Ransbach-Baumbach)

Membran-Vakuumpumpe MZ 2C (Vakkubrand,
Wertheim) mit Rotationsvorrichtung 51111 VV1
(Heidolph, Kelheim)

Pilot Shake RC 2 SR bzw. SP (Kiuhner, Basel/Schweiz)

Autoklav FV sowie TEC 120 (Federagi Autoclavi SPA,

Albuzzano/Italien)

Laminar-Flow-Box (Frébel-Labortechnik, Lindau) sowie
Oasis steril (Schmid Technik AG, Geroldswil/Schweiz)
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Temperieren

Ultraschallwasserbad
UV/Vis-Spektroskopie

Zentrifugation

Brutschrank UL 30 (Memmert, Schwabach)
Mikrowelle NN-E201 W (Panasonic, Hamburg)
Schittelinkubator Thermoshake THOS5 (Gerhardt,
Kodnigswinter)

Thermomixer 5437, Thermomixer comfort und
Thermostat 5320 (Eppendorf, Hamburg)
Wasserbad Fisherbrand FBC 620 (Fisher Scientific,

Schwerte)
Sonorex RK 5110 S (Bandelin, Berlin)
Lambda 2-Spektrometer (Perkin-Elmer, Uberlingen)

Kuhlzentrifuge Avanti J-25 mit Rotoren JA-10 und JA-20
Kuhlzentrifuge Avanti J-30 | mit Rotoren JA-10, JA-18.1,
JA-20 und JA-30.50 Ti (Beckmann Coulter, Minchen)
Kuhlzentrifuge Z 320 K (Hermle, Gosheim)
Kuhlzentrifuge Rotanta/RP sowie Universal 32R
(Hettich, Tuttlingen)

Biofuge A und Biofuge 15 (Heraeus/Sepatech,Osterode)
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1l Methoden

1 Reinigung von Proteinen und deren Analytik

Alle Arbeitsschritte im Laufe einer Proteinreinigung, sowohl aus Pflanzenzellen als
auch aus Bakterien, wurden bei 4 °C durchgefuhrt. Samtliche Pufferlésungen wurden

mit entsalztem Wasser hergestellt.

1.1 Herstellung von Proteinrohextrakten aus Pflanzenzellkulturen

Zur Gewinnung von Rohextrakten aus pflanzlichen Zellsuspensionskulturen wurden
die filtrierten und in flussigem Stickstoff schockgefrorenen Zellen mit der 1,5-fachen
Menge Aufschlusspuffer (0.1 M Tris-HCI pH 8.0 mit 20 mM MSH) versetzt und in
einem lauwarmen Wasserbad (~35 — 40 °C) unter vorsichtigem Ruhren vollstandig
aufgetaut. Danach konnten sie mit Hilfe des Ultra-Turrax homogenisiert und
aufgeschlossen werden, um sie anschliel3end fir drei8ig Minuten bei 4 °C langsam
rihren zu lassen. Eine darauf folgende Zentrifugation fr 30 min bei 14 000 x g und
4 °C diente dem Entfernen von Zellresten, die wahrend der Homogenisierung
entstanden sind. Eine erste Abtrennung unerwinschter Proteine konnte mit Hilfe
einer fraktionierten Fallung erreicht werden. Hierbei wurde Ammoniumsulfat bis zu
einer Sattigungskonzentration von 35 % bei Raumtemperatur im Uberstand gelost
und anschlieRend fur 45 min im Kuhlraum stehengelassen. Die gefallten Proteine
konnten durch erneute Zentrifugation (30 min, 14 000 x g, 4 °C) entfernt werden.
Dieser Reinigungsschritt wurde wiederholt, wobei diesmal Ammoniumsulfat bis zu
einer Sattigungskonzentration von 70 % zugesetzt wurde. Nach Zentrifugation
(30 min, 14 000 x g, 4 °C) lag die gewuinschte Enzymfraktion von 35 — 70 % vor. Das
entstandene Pellet wurde in Resuspendierungspuffer aufgenommen und je nach

Verwendungszweck entsalzt bzw. umgepuffert.
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1.2 Herstellung von Proteinrohextrakten aus Bakterienzellkulturen

Hierfir wurden 10 ml einer Ubernachtkultur in 300 ml antibiotikahaltigem LB-Medium
bei 37 °C bis zu einer ODgyo von 0.5 inkubiert. Durch Zugabe von IPTG bis zu einer
Endkonzentration von 0.6 mM konnte die Expression gestartet werden. Diese
erfolgte Uber Nacht bei einer Raumtemperatur von 26 £ 1 °C und 100 rpm.

Im Anschluss daran wurden die Bakterienzellen mittels Zentrifugation fir 10 min bei
5000 x g und 4 °C vom Medium abgetrennt und in 2.0 ml Lysepuffer pro Gramm
Bakterienmasse resuspendiert. Der Lysepuffer bestand aus 50 mM KPi-Puffer pH 6.0
und 20 mM Mercaptoethanol. Ihm wurde unmittelbar vor der Verwendung Lysozym in
einer Konzentration von 1 mg/ml beigemischt.

Die daraus resultierende Zellsuspension wurde nach einer halbstiindigen Inkubation
bei 100 rpm auf Eis mit Ultraschall fur 3 x 10 sec (75 W) behandelt. Die dabei
entstandenen Zelltrimmer konnten durch Zentrifugation fur 30 min bei 12 000 x g
und 4°C entfernt werden und man erhielt einen klaren Uberstand, den
Proteinrohextrakt. Dieser konnte je nach pH-Wert entweder direkt oder nach

vorheriger Umpufferung fur Aktivitatstests herangezogen werden.

1.3 Entsalzen, Umpuffern und Konzentrieren von Proteinldsungen

1.3.1 Dialyse

Bei der Dialyse wurden die zu behandelnden Proteinldsungen in spezielle
Dialyseschlauche tberfiihrt. Deren Durchmesser reichte je nach Ausfiihrung und zu
entsalzender Proteinmenge von 6 bis 29 mm mit einer Ausschlussgrof3e von 12 bis
14 kDa. Die Entsalzung bzw. Umpufferung der enthaltenen Enzymlésungen erfolgte
unter standigem Ruhren Uber Nacht bei 4 °C gegen 10 bis 12| des gewiinschten
Puffers. Bei hohen Salzkonzentrationen musste der Puffer mehrmals gewechselt

werden, um eine mdglichst vollstandige Entsalzung zu erreichen.
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1.3.2 Verwendung einer Entsalzungsséaule

Die Entsalzungssaule stellt gegenuber der Dialyse eine wesentlich schnellere
Methode der Umpufferung dar. Bei dem hier verwendeten Material handelt es sich
um Sephadex G25. Vor dem Umpuffern wurde die Saule mit dem Startpuffer des

nachsten saulenchromatografischen Reinigungsschritts aquilibriert.

1.3.3 Konzentrieren von Proteinlésungen

1.3.3.1 Konzentrieren kleiner Volumina mit Einwegkonzentratoren

Bei Enzymlosungen mit einem Volumen kleiner als 1 ml kamen Microcon YM-10
Einwegkonzentratoren zum Einsatz, die in Rotoren fur 1.5 ml Gefal3e handelstblicher
Tischzentrifugen passen. Nach 20 min bei 10000 xg wurde die konzentrierte
Losung durch umdrehen des Einsatzes und erneuter Zentrifugation fir 3 min bei

1 000 x g gewonnen.

1.3.3.2 Konzentrieren kleiner Volumina mit Trichloressigsaure

Enzymlésungen, die fur eine direkte ldentifizierung mittels SDS-PAGE eine zu
geringe Konzentration besalRen, wurden unter Verwendung von Trichloressigsaure
konzentriert. Hierbei wurde eine 20 %ige wassrige TCA-L6sung verwendet, welche
der Proteinlésung bis zu einer Endkonzentration von 4 % zugesetzt wurde. Nach
einer mindestens dreil3igmindtigen Fallung auf Eis erfolgte Zentrifugation fir 15 min
bei 15000 x g und 4 °C. Im Anschluss daran wurde das Pellet 2-mal mit -20 °C
kaltem Aceton gewaschen. Nach jedem Waschschritt wurde erneut unter den o.g.
Bedingungen zentrifugiert. Das so erhaltene Pellet wurde bei Raumtemperatur

trocknen gelassen und in dem gewiinschten Puffer resuspendiert.
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1.4 Saulenchromatographische Reinigung von Enzymen

Fur die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten saulenchromatographischen
Reinigungsschritte standen zwei unterschiedliche Systeme zur Verfliigung.

Zum einen wurde eine konventionelle Apparatur aus einer Peristaltikpumpe, einem
UV-Detektor, einem Schreiber und einem Fraktionensammler verwendet. Hierbei war
keinerlei Moglichkeit der Uberwachung beziiglich des Systemdrucks, der
Leitfahigkeit, des pH-Werts usw. gegeben. Die Bildung eines linearen Gradienten
erfolgte mittels hydrostatischen Drucks. Dieses System besal3 einen niedrigen
Systemdruck, wodurch man in der Auswahl der Saulen und Saulenmaterialien sehr
flexibel war.

Zum anderen kam die computergesteuerte Anlage AKTA-Explorer zum Einsatz.
Hierbei konnte man die unterschiedlichsten Parameter wie z.B. Leitfahigkeit,
Systemdruck, pH-Wert oder Gradient zu jedem beliebigen Zeitpunkt einer Trennung
beobachten, aufzeichnen und auswerten. Lineare Gradienten wurden mit Hilfe zweier
pulsationsarmer Kolbenpumpen erzeugt. Diese Anlage besall einen recht hohen
Systemdruck. Dies musste bei der Auswahl der Saulen und der Trennmaterialien

beachtet werden.

1.4.1 Anionenaustauschchromatographie

Bei der Anionenaustauschchromatographie nutzt man Wechselwirkungen zwischen
den positiv geladenen Gruppen der Saulenmatrix und negativ geladenen Bereichen
der Enzyme aus. Deren Bindung an das Saulenmaterial ist in erster Linie vom

Material selbst, dem pH-Wert und der lonenstarke des Puffers abhangig.

1.4.1.1 DEAE-Sepharose - Fast Flow

Die DEAE-Sepharose ist ein schwacher Anionenaustauscher. Bei ihren funktionellen
Gruppen handelt es sich um DiEthylAminoEthylreste, die mit einer Matrix aus
Sepharose der TeilchengréRe 45 bis 165 um verknlpft sind. Das Material hat im

gequollenen Zustand eine sehr hohe Bindekapazitat von 110 mg Albumin pro ml.
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1.4.1.2 Source 30Q

Die funktionellen Gruppen dieses stark basischen Anionentauschers sind kovalent
gebundene Ammoniumkationen. Sie befinden sich auf einer Matrix aus miteinander
verknipften Polystyren- und Divinylbenzeneinheiten mit einer Teilchengré3e von
durchschnittlich 30 um. Die Bindekapazitdt von 40 mg Albumin pro ml Matrix-
suspension ist im Vergleich zur DEAE-Sepharose zwar deutlich niedriger, jedoch
erlaubt Source 30Q aufgrund seiner Porositdt wesentlich hohere Flussraten bei
niedrigerem Systemdruck. Daher ist dieses Material sehr gut fir die Verwendung zu

Beginn einer Reinigung geeignet.

1.4.1.3 MonoQ

MonoQ fallt in die Gruppe der starken Anionenaustauscher und besitzt eine
Bindungskapazitat von 30 bis 50 mg Protein pro ml Matrix, deren Affinitatswirkung
durch Tetraalkylammoniumgruppen hervorgerufen wird. Die S&ule mit einem

Volumen von 1 ml wurde daher stets im letzten Reinigungsschritt verwendet.

1.4.3 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Bei diesem Chromatographieprinzip kommt es zu hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den zu reinigenden Enzymen und dem Saulenmaterial. Als Voraussetzung
fur das Gelingen der Trennung mussen den Proteinen die Hydrathillen durch Zusatz
von Salzen wie Ammoniumsulfat oder Kaliumsulfat teilweise entzogen werden.
Andere geeignete Salze konnen unter zu Hilfenahme der chaotropen Reihe
(HorMEISTER-Serie) ausgewahlt werden. Die dadurch entstandenen hydrophoben
Bereiche an den Enzymen fiihren zur Bindung an die Matrix. Durch abfallende
Salzkonzentration im Elutionspuffer erhalten die gesuchten Enzyme wieder verstarkt
hydrophile Eigenschaften und werden je nach Struktureigenschaften von der Saule

eluiert.
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1.4.3.1 Source 15Phe

Die funktionellen Gruppen dieses SOURCE-Materials werden von Phenylresten
gebildet, die an die Oberflachen kugelférmiger, poréser und monodisperser Teilchen
aus Divinylbenzen und Polystyrol gebunden sind. Die Teilchengréf3e betragt 15 um
im Durchmesser und die Bindekapazitat des Materials liegt bei ca. 25 ug Protein

pro ml.

1.4.3.2 Hydroxyapatit

Die Einteilung dieses Trennmaterials in eines der Chromatographieprinzipien ist noch
nicht abschlieend geklart. Es wird dariiber diskutiert, ob man hierbei von einer
lonenaustauschchromatographie oder einer hydrophoben Interaktionschroma-
tographie sprechen kann. Sehr wahrscheinlich handelt es sich um eine Kombination
aus beidem.

Die Partikel mit einem Durchmesser von 40 um zeichnen sich durch eine
Bindekapazitat von >25 mg Lysozym pro ml aus. Bei Verwendung dieser Saule ist
der VerdUnnungsfaktor relativ gering und man erhdlt recht konzentrierte

Proteinfraktionen.

1.4.4 Affinitatschromatographie

Bei der Affinitatschromatographie wird versucht, das Zielmolekil durch eine

reversible Adsorption an einen spezifischen, matrixgebundenen Bindungspartner zu

heften und somit selektiv aus der Proteinlésung abzutrennen

1.4.4.1 2",5'-ADP-Sepharose 4B

Mit diesem Material werden alle Enzyme einer Proteinlosung erfasst, die entweder

ADP-, NADP*- oder NADPH,- abhangige Reaktionen katalysieren. Auf der Ober-

flache der Sepharose befinden sich kovalent gebundene ADP-Einheiten. Das
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Bindungsvermodgen des Materials liegt bei etwa 0.4 mg Glucose-6-Phosphat-

Dehydrogenase pro ml gequollener Matrix.

1.4.4.2 HiTrap Blue HP

Diese Fertigsaule ist mit einem Material geflllt, das ebenfalls fir die Reinigung von
NAD*/NADP*-abhangigen Enzymen geeignet ist. Im Gegensatz zur 2',5-ADP-
Sepharose 4B fungiert hierbei der blaue Farbstoff Cibacron Blue F3G-A als
Rezeptor, welcher kovalent an Agarose gebunden ist. Die Partikelgrof3e des
Trennmaterials liegt bei ca. 34 um und seine Bindungskapazitat betrdgt 20 mg

Albumin pro ml Matrix.

1.4.4.3 EAH-Sepharose 4B

Hierbei handelt es sich um ein aktivierbares Material, das je nach Anforderung mit
verschiedenen chemischen Molekulen beladen werden kann. Auf der Oberflache der
Sepharosemolekile befinden sich Spacer aus 1,6-Diaminohexan, an welche
Liganden, die Carboxylgruppen besitzen, mit der Carbodiimid-Methode chemisch
gebunden werden kdnnen. Aufgrund des Spacers ist das Material besonders fur die
Bindung kleiner Proteine geeignet.

Als Ausgangssubstanz fur die im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Saule
wurde Raubasin —auch Ajmalicin genannt— verwendet, welches zusammen mit
Tetrahydroalstonin und 19-Epi-Raubasin das Produkt der gesuchten Enzyme
darstellt. Da es sich bei Raubasin um einen Methylester der Raubasinsdure handelt,
kann dieser unter alkalischer Verseifung in die freie Saure uberfihrt werden. Im
Folgenden ist die Durchfiihrung dieser Verseifung mit anschlieRender Kupplung an
die Sepharose beschrieben:

In einem 100 ml Rundkolben wurden 0,5 mmol Raubasin (= 250 mg) in 10 ml THF
geldst. Danach wurden 0,72 mmol (= 30 mg) LiOH in 4,5 ml Wasser gelost und so
vorsichtig unter starkem Ruhren der Raubasinldsung zugetropft, dass sich keine zwei
Phasen bildeten. Die Verseifungsreaktion wurde bei 50 °C und unter Rickfluss tber

einen Zeitraum von 48 Stunden durchgefihrt.
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Der Umsatzverlauf der Reaktion unterlag regelmafiiger DC-Kontrolle. Hierzu wurde
jeweils 1 ml des Reaktionsansatzes entnommen, mit 1 M HCI neutralisiert und dann
zweimal mit je 750 pl Ethylacetat ausgeschuttelt. Das Losungsmittel konnte unter
Stickstoffbegasung evaporiert werden. Der erhaltene Rickstand wurde in 100 pl
einer Mischung aus Chloroform und Methanol im Verhaltnis 7 : 3 aufgenommen und
per DC aufgetrennt. Das verwendete FlielBmittel bestand aus 9 VT Chloroform und
1 VT Methanol.

Zur Verifizierung des entstandenen Reaktionsproduktes wurde der entsprechende
Substanzfleck von der DC-Platte mit Methanol eluiert und ein FD-Massenspektrum
aufgenommen. Der Massenpeak lag bei m/z 338; dies entspricht der Masse von

Raubasinsaure (Raubasin M, 352 abzuglich M, 14 der abgespaltenen -CH,-Einheit).

Zur vollstandigen Extraktion der erhaltenen Carbonsaure, wurde das im
Verseifungsansatz enthaltene THF am Rotationsverdampfer unter Vakuum
abdestilliert. Noch vorhandenes Edukt fiel dabei aus. Durch Ausschitteln mit 20 ml
Chloroform konnte die wasserlosliche Raubasinsaure von den lbrigen Substanzen
abgetrennt werden. Das so erhaltene Produkt wurde gefriergetrocknet und
entsprechend der Vorschrift zur Herstellung der Saulenmatrix wieder in Wasser
aufgenommen, um die empfohlene Konzentration zu erreichen.

Die Kupplungsreaktion erfolgte nach der Carbodiimid-Methode, bei der durch Zugabe
eines Carbodiimids ein aktiver Ester der zu kuppelnden Carbonsaure erzeugt wurde.
Dieser kann dann die gewiinschte Bindung mit den Spacergruppen der Saulenmatrix
eingehen.

Fir die Kupplungsreaktion wurden 200 mg der entstandenen 232 mg Carbonséure in
einem Gemisch aus 5 Teilen Wasser pH 4,5 und 1 Teil 1,4-Dioxan gelost und mit
1 M HCI auf pH 4,5 eingestellt. Die erhaltene Losung wurde zu 10 ml gequollener
EAH-Sepharose 4 B im 50 ml Falcon-Rohrchen gegeben und bei 70 rpm vorsichtig
durchmischt.

Als Kupplungsreagenz wurde das Carbodiimid EDC ([N-ethyl-N’-(3-dimethyl-
aminopropyl) carbodiimid-HCI]) ausgewahlt. Hiervon wurden 1,2 mol in 1 ml Wasser
pH 4,5 geldst und anschlielend der pH-Wert mit 1 M HCI erneut auf 4,5 eingestellt.
Durch Zugabe der Losung zur Matrixsuspension wurde die Reaktion gestartet.
Nach 22 Stunden vorsichtigem Schitteln bei 70 rpom und Raumtemperatur war die
Reaktion beendet.
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Im Anschluss wurde das Saulenmaterial EAH-RS-Sepharose 4B entsprechend der
Herstellervorschrift fir die weitere Verwendung vorbereitet und in eine geeignete

Saule gepackt.

1.4.5 GréRBenausschlusschromatographie

Das Trennprinzip dieses Verfahrens beruht auf der Gro3e und somit der
Wanderungsgeschwindigkeit der zu trennenden Enzyme in der Gelmatrix. Je grofl3er
die Molekile sind, desto ungehinderter kdonnen sie die Matrix passieren. Die
kleineren Teilchen, wie z.B. Alkaloide, Salze oder niedermolekulare Proteine,
diffundieren sehr viel starker und haufiger in die Poren der Matrix als
héhermolekulare Molekile und verlassen entsprechend spéter die Sé&ule. Dieses
Verfahren wird zur Trennung von Enzymen sowie zur Bestimmung ihrer

MolekilgrofRen, aber auch zum Umpuffern von Enzymfraktionen verwendet.

1.4.5.1 Sephadex G25

Sephadex G25 besteht aus einer Dextranmatrix, an deren Oberflache Epichlorhydrin
gebunden ist. Aufgrund der Teilchengréofie von 52 um im gequollenen Zustand
konnen Molekile mit einer Gré3e von 1 000 bis 5 000 Da abgetrennt werden. Daher
eignet sich das Material sehr gut zur Entsalzung und Umpufferung.

Die Sephadex-Matrix erlaubt sehr hohe Flussraten von bis zu 10 ml/min, wodurch die
Arbeitsschritte nach wenigen Minuten beendet werden kdnnen.

Fir Enzymlésungen mit einem Volumen von hochstens 1.5 ml wurde eine HiTrap
Desalting-Fertigsaule mit einem Volumen von 5 ml verwendet.

Zur Entsalzung und Umpufferung gréfRerer Proteinmengen wurde eine Saule mit

30 ml Bettvolumen genutzt.
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1.4.5.2 Sephacryl S-100 HR

Bei Sephacryl S-100 HR handelt es sich um ein Material, das nur sehr wenige
unspezifische Bindungen mit den Proteinmolekilen eingeht. Diese koénnen
durch Wahl eines optimalen Puffersystems, wie z.B. 50 mM Tris-HCI + 0.15 M NacCl,
pH 7.3, weiter herabgesetzt werden.

Die Matrix besteht aus Allyldextran und N,N’-Methylenbisacrylamid und besitzt einen

optimalen Trennbereich zwischen 1 000 und 50 000 Dalton.
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1.5 Gelelektrophoretische Methoden

1.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde von SHAPIRO et al. (1967) etabliert und stellt ein denatu-
rierendes Verfahren dar, bei dem die Trennung der Proteine auf deren Molekdlgré3e
beruht. Durch den Zusatz des Emulgators Natriumdodecylsulfat (SDS) wird die
Eigenladung der Proteine uberdeckt, und es entstehen Molekile mit einem
konstanten Verhéltnis von negativer Ladung zur Masse. Dies macht eine Trennung
der einzelnen Teilchen im elektrischen Feld erst moglich. Des Weiteren kommt es
durch die Verwendung von SDS zur Zerstorung der Tertiér- und Quartarstrukturen
der Enzyme und somit zur Linearisierung. Die Zugabe von reduzierendem
Mercaptoethanol hat die Aufspaltung intermolekularer Disulfidbricken zur Folge,
wodurch unter Umstdnden unerwtiinschte Proteinfragmente entstehen kénnen. Somit
ist die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen SDS-Protein-Addukte fast
ausschlieBBlich auf deren GroRRe zurlckzuflihren. Daraus ergibt sich eine lineare
Beziehung zwischen dem Logarithmus der relativen Molekilmassen und den
R+-Werten der einzelnen Enzyme.

Zur Interpretation der relativen Massen wird ein Markergemisch aus Proteinen
definierter Grol3e aufgetragen. Im Folgenden ist die Zusammensetzung des
verwendeten GroRenstandards ,LMW-Calibration-Kit* der Firma Amersham

Biosciences aufgefuhrt:

67 g Phosphorylase b (Hasenmuskel) 97 000 kDa
83 ug Albumin (Rinderblut) 66 000 kDa
147 pg Ovalbumin (HUhnerei) 45 000 kDa
83 ug Carboanhydrase (Rindererythrocyten) 30 000 kDa
80 ug Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) 20 100 kDa
116 pg a-Lactalbumin (Rindermilch) 14 400 kDa

Zur Durchfuihrung der Elektrophorese wurde eine Vertikalelektrophoresekammer
verwendet, die zur Aufnahme von zwei Gelen geeignet ist. Diese bestanden jeweils

aus einem engmaschigen Trenngel und einem weitmaschigen Sammelgel, welche
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nacheinander zwischen je zwei Glasplatten (265 x 145 mm) gegossen wurden. Die
hierbei erhaltenen Gele hatten eine Starke von 1.5 mm.

Folgende Losungen kamen bei der Gelherstellung zum Einsatz:

Acrylamid-Stammldsung:
29.2 % (m/V) Acrylamid
0.8 % (m/V) Bis-Acrylamid

Trenngellésung (11 %iges Gel): Sammelgellésung (5 %iges Gel):
11.0 ml Acrylamid-Stammldsung 1.25 ml Acrylamid-Stammldsung
7.5 ml 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 1.85 ml 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

11.2 ml Wasser 4.25 ml Wasser

150 pl SDS-Losung 20 % (m/V) 37.5 pl SDS-Lésung 20 % (m/V)
20 pl TEMED 5.0 ul TEMED

150 pl APS-L6sung 10 % (m/V) 100 pl APS-L6sung 10% (m/V)

Bei der Anfertigung eines Gels wurde mit dem Trenngel begonnen, das bis zu einer
Hohe von ca. 10 cm ausgegossen und mit Wasser Uberschichtet wurde. Dies
verhinderte den Kontakt der Gelmasse mit Luftsauerstoff, damit die Polymerisation
ungehindert ablaufen konnte. Aul3erdem erhielt man dadurch eine glatte Oberflache
und einen gleichmaRigen Ubergang zum Sammelgel. Nach der 45-minutigen
Polymerisation des Trenngels wurde das Wasser entfernt und ein Kamm zur Bildung
von 15 Probentaschen eingebracht, die durch das Ausgiefen des Sammelgels
gebildet wurden.

Zur Probenvorbereitung und zur eigentlichen Elektrophorese wurden die folgenden

Losungen verwendet:

2-fach Probenpuffer: Laufpuffer:

0.2 M Tris-HCI, pH 6.8 50 mM Tris

40 % (V/V) Glycerol 0.2 M Glycin

20 % (VIV) MSH 0.15 % (m/V) SDS

8 % (m/V) SDS
0.02 % (m/V) Bromphenolblau
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Zur Probenvorbereitung wurden 50 pl Proteinldsung bekannter Konzentration mit
50 ul Probenpuffer und 10 ul Glycerol gemischt, fir 7 min bei 95 °C und 500 rpm
inkubiert und kurz zentrifugiert. Nachdem die Proben in die Taschen pipettiert waren,
wurde das obere Pufferreservoir auf die Apparatur gesetzt, vorsichtig mit Laufpuffer
geflllt und in den mit Laufpuffer gefillten Elektrophoresetank tberfiihrt. Die gesamte
Apparatur wurde im Kihlschrank bei einer Temperatur von 4 °C betrieben.

Folgende Laufbedingungen haben sich als zuverlassig erwiesen:

Parameter 1 SDS-Gel 2 SDS-Gele
Stromstarke 12 - 14 mA 22 - 24 mA
Spannung variabel variabel
Laufzeit 14 - 16 Stunden 14 - 16 Stunden

Die Trennung war beendet, wenn das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau
das Ende der Glasplatten erreicht hatte. Unter den oben genannten Bedingungen
erfolgte eine schnelle Auftrennung, wodurch Dbereits beim Abbruch der
Elektrophorese in der Regel die zwei kleinsten Markerproteine (14.4 kDa und
20.1 kDa) das Gel bereits verlassen hatten. Daraus ergab sich eine verbesserte

Trennleistung fur groRere Enzyme.

1.5.2 Farbemethoden

Zur Detektion der aufgetrennten Enzyme standen unterschiedliche Farbemethoden
zur Verfugung. Je nach Proteinkonzentration kam entweder die Silberfarbung oder
die Coomassie-Farbung zur Anwendung.

Samtliche Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

1.5.2.1 Coomassie-Farbung

Die hier beschriebene Methode der Coomassie-Farbung (MEYERS UND LAMBERTS,

1965) ist fur Proteinmengen von 0.1 bis 0.3 pg pro Bande geeignet. Hierzu wurde
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das Gel zunéchst in einer Farbeldsung bei 300 rpm fur etwa 35 min angefarbt und
der Hintergrund anschlieRend mit Hilfe einer Entfarbeldsung wieder ausgewaschen.
Die Dauer der Entfarbung konnte durch Erwdrmen des Wasseranteils in der
Entfarbelésung (ca. 55 °C), und anschlieBRendem Mischen mit den anderen
Komponenten, auf etwa 6 Stunden verkirzt werden. Dabei war ein Wechsel der
Entfarbelésung alle 1.5 bis 2 Stunden nétig.

Die Aufbewahrung der Gele erfolgte —eingeschweil3t in einem Gefrierbeutel- im
Kuhlschrank bei 4 bis 6°C.

Farbel6sung: Entfarbeldsung:
0.25 % (m/V) Coomassie Brillant Blue R-250 10 % (V/V) Essigsaure
9 % (VIV) Essigsaure 30 % (V/V) Methanol
45 % (VIV) Methanol 60 % (V/V) Wasser

46 % (VIV) Wasser

1.5.2.2 Silberfarbung

Mit der Silberfarbung nach HEUKESHOVEN UND DERNICK (1985) kénnen Proteine mit
einer Konzentration von 1 bis 30 ng sichtbar gemacht werden.

Neben ungefarbten Gelen kénnen auch solche verwendet werden, die nach einer
Coomassie-Farbung wieder vollstandig entfarbt sind.

Nach kurzem Waschen der Gele in Wasser erfolgte zweimal eine 30-minutige
Inkubation in 200 ml Fixierldsung bei 300 rpm. Im Anschluss an ein 60 minitiges Bad
in 200 ml Inkubationslésung wurde dreimal mit je 200 ml Wasser fur 10 min griindlich
gewaschen. Es folgten eine Inkubation mit 200 ml Silberlésung unter Lichtausschluss
und ein erneuter Waschschritt mit Wasser. Die Gele wurden so lange unter
Abdunklung in die Entwicklerlésung gelegt, bis sich scharfe, braune Banden auf dem
ungeféarbten Hintergrund zeigten. Dieser Prozess konnte durch Zugabe von 10 %iger
Essigsaure gestoppt werden.

Die Aufbewahrung erfolgte wie unter 111.1.6.2.1 beschrieben.

Im Folgenden ist die Zusammensetzung der verwendeten Losungen aufgefihrt:
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Fixierldsung: Inkubationslésung:

10 % (V/V) Essigsaure 30 % (V/V) Ethanol

30 % (V/V) Ethanol 6.8 % (m/V) Natriumacetat

60 % (V/V) Wasser 0.125 % (m/V) Glutardialdehyd

0.2 % (m/V) Natriumthiosulfat x 5 H,O
70 % (V/V) Wasser

Silberlésung: Entwicklerlésung:

0.2 % (m/V) Silbernitrat 2.5 % (m/V) Natriumcarbonat
0.01 % (m/V) Formaldehyd 0.02 % (m/V) Formaldehyd
100 % (V/V) Wasser 100 % (V/V) Wasser
Stoppldsung:

10 % (V/V) Essigsaure
90 % (V/V) Wasser

1.6 Gehaltsbestimmung von Proteinlésungen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde das Verfahren nach BRADFORD
(1976) angewendet. Fur die Erstellung der erforderlichen Eichgerade wurden
wassrige Losungen von BSA im Konzentrationsbereich von 20 bis 180 pg/ml
hergestellt. Jeweils 10 pl dieser Losungen wurden mit Wasser auf 100 pl verdinnt,
mit 900 ul Bradford-Reagenz versetzt und 5 min nach einmaligem Umschutteln bei
595 nm vermessen. Als Nullabgleich dienten 100 pl Wasser in 900 pl Bradford-
Reagenz. Der Mittelwert aus drei Messungen der Standardiésungen ging in die
Eichgerade ein.

Die Gehaltsbestimmung von Lésungen unbekannter Konzentrationen erfolgte
analog. In den Fallen, in denen die Absorption der Proteinlésungen < 0.2 und > 0.8
war und somit aufBerhalb des linearen Bereichs lag, mussten entweder starker
konzentrierte Ldsungen verwendet werden oder entsprechende Verdinnungen

vorgenommen werden.
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Bradford-Reagenz:
50 mg Coomassie Brillant Blue G-250 werden in 50 ml Ethanol (96 %) und 100 ml
ortho-Phosphorsaure (85 %) geldst, mit Wasser auf 1 Liter verdinnt und anschlies-

send filtriert. Die Lagerung erfolgte im Kiihlschrank bei 4 - 8 °C.

1.7 Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Bestimmung der Cathenamin-Reduktase (Raubasin-Synthase) erfolgte routine-
maRig unter Zusatz des Cosubstrats NADPH, allerdings wurden auch Versuche zur
NADH-Abhéangigkeit gemacht. In beiden Fallen handelte es sich bei dem
eingesetzten Substrat um Cathenamin.

Der verwendete Test erlaubte sowohl qualitative als auch quantitative Aussagen.

In der folgenden Tabelle sind die genauen Zusammensetzungen der Assays

aufgefthrt:

Stammldsung Volumen Endkonzentration
20 mM NADPH; (18.2 mg/ml H,0O) 50u 1mM
oder

20 mM NADH; (16.7 mg/ml H,0)

1 M KPi pH 6.6 (variabel) 5.0 ul 50 mM

28 mM Cathenamin (10 mg/ml MeOH) 0.5 ul 0.14 mM
Proteinlésung 89.5 ul

Die Inkubation erfolgte fur 30 bis 60 min bei 30°C und 500 rpm im Thermomixer. Im
Anschluss daran wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pl MeOH und starkem
Mixen abgestoppt. Die hierbei ausgefallenen Proteine konnten dann mittels
Zentrifugation bei 14 000 x g fur 5 min abgetrennt werden. Der klare Uberstand

wurde per HPLC analysiert.
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2 Chromatographische und spektroskopische Methoden

2.1 Dinnschichtchromatographie (DC)

Hierzu wurden DC-Fertigplatten des Typs Kieselgel 60 F,s, mit einer Schichtdicke
von 0.2 mm auf die bendtigte GroR3e zugeschnitten und die zu analysierenden
Losungen mit einer Glaskapillare entweder punktformig oder bandenférmig

aufgetragen. Fiur die anschlie@ende Trennung wurden die folgenden FlieBmittel

verwendet:

FM 1: Aceton / Petrolether / Diethylamin 2:7:1)

FM 2: Xylol / n-Hexan / Ethylacetat / Ether (1.5:45:5:4)
FM 3: Ethylacetat / Ether / n-Hexan (2:2:4)

FM 4: Petrolether / Ethylacetat @:21

FM 5: Chloroform / Methanol / Essigsaure (8.1:09:1)
FM 6: Chloroform / Methanol / Ammoniak (9:1:0.1)

FM 7: Chloroform / Methanol 9:1)

Die Laufstrecke betrug in der Regel 12 bis 14 cm. Die DC-Kammern wurden je nach
Trennsystem mit und ohne eingestelltem Filterbogen betrieben. Dies hatte
Auswirkungen auf die Kammerséttigung und somit auf die Trennleistung.

Die Detektion erfolgte zunachst unter UV-Licht der Wellenlange 254 nm, wobei die
aufgetrennten Indolalkaloide eine Fluoreszenzldéschung zeigten. Zusatzlich wurden
die Platten mit 5 %iger (m/V) Ammonium-Cer-(IV)-sulfat-Lésung in 85 %iger ortho-
Phosphorsaure bespriht und bei Tageslicht ausgewertet. Indolalkaloide farbten sich

unter diesen Bedingungen orange-braun.

2.2 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die HPLC wurde routinemaf3ig zur Bestimmung der Enzymaktivitaten der
Strictosidin-Synthase, der Strictosidin-B-D-Glucosidase sowie der Cathenamin-

Reduktase eingesetzt. Die Absorption der zu detektierenden Substanzen wurde je
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nach Assay bei 250 nm bzw. 280 nm gemessen. Dabei konnten sowohl qualitative

als auch quantitative Aussagen Uber die Enzymaktivitéat gemacht werden.

Fur Untersuchungen zu den Einzelaktivitaten der Strictosidin-Synthase sowie der

Strictosidin-B-D-Glucosidase wurde das folgende Trennsystem verwendet:

Trennsaule: LiChrospher 60 RP-Select B (250 x 4 mm)
Vorsaule: RP-Select B (4 x 4 mm)
Injektionsvolumen: 40 pl
Eluent A: Acetonitril
Eluent B: H20O, mit 85 %iger ortho-Phosphorséure auf pH 2.3 eingestellt
Detektion: 250 nm
Programm 1:
Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] Fluss [ml/min]
0.0 10 90 15
8.0 50 50 15
11.0 80 20 15
11.5 10 90 15
15.0 10 90 15

Die Enzymaktivitdt der Strictosidin-B-D-Glucosidase sowie deren Aktivitat im
gekoppelten Expressions-System in E. coli in Verbindung mit der Strictosidin-

Synthase konnte mit dem folgenden Trennsystem verfolgt werden:

Trennsaule: LiChrospher 60 RP-Select B (250 x 4 mm)

Vorsaule: RP-Select B (4 x 4 mm)

Injektionsvolumen: 60 pl

Eluent A: Acetonitril

Eluent B: 25 mM K;HPO,4, mit 85 %iger ortho-Phosphorsaure auf pH 2.3
eingestellt

Detektion: 250 oder 280 nm
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Programm 2:
Zeit [min] Eluent A [%)] Eluent B [%] Fluss [ml/min]
0.0 28 72 1.68
4.0 30 70 1.68
6.0 35 65 1.68
6.1 28 72 1.68
10.0 28 72 1.68

Die Strictosidin-Synthase bildet aus den Substraten Tryptamin-HCI und Secologanin
das Produkt Strictosidin. Dieses wird von der Strictosidin-B-D-Glucosidase in
Cathenamin umgewandelt.

Mit dem gezeigten System konnten Tryptamin-HClI (R; 1.9 min), Strictosidin
(Rt 2.9 min) und Cathenamin (R; 7.9 min) getrennt werden. Secologanin war
aufgrund seines Absorptionsmaximums bei den verwendeten Wellenlangen nicht

detektierbar.

Fur Untersuchungen zur Aktivitat der Cathenamin-Reduktase in pflanzlichen
Rohextrakten und bei den einzelnen Reinigungsschritten wurde das folgende

Trennsystem verwendet:

Trennsaule: LiChrospher 60 RP-Select B (250 x 4 mm)

Vorsaule: RP-Select B (4 x 4 mm)

Injektionsvolumen: 60 pl

Eluent A: Acetonitril

Eluent B: 39 mM NaH,PO, + 2.5 mM Hexansulfonsdure, mit 85 %iger

ortho-Phosphorséaure auf pH 3.6 eingestellt
Detektion: 280 nm
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Programm 3:
Zeit [min] Eluent A [%)] Eluent B [%] Fluss [ml/min]
0.0 30 70 1.68
55 30 70 1.68
6.0 10 90 1.30
8.0 10 90 1.30
8.2 40 60 1.68
8.5 60 40 1.68
10.5 60 40 1.68
11.0 30 70 1.68
15.0 30 70 1.68

Cathenamin (R; 12.2 min) wurde enzymatisch in Raubasin (R; 7.5 min), Tetra-
hydroalstonin (R; 8.0 min) und 19-Epi-Raubasin umgewandelt. 19-Epi-Raubasin

konnte jedoch mit dem verwendeten System nicht von Raubasin getrennt werden.

2.3 Massenspektrometrie

Die Aufnahmen der Massenspekiren erfolgten nach Fragmentierung der Molekile
mittels Elektronenstol3-lonisation bei 70 eV. Bei den zu messenden Substanzen
handelte es sich in erster Linie um Indolalkaloide, die entweder als Referenzsubstanz
vorlagen oder nach erfolgter Trennung von einer DC-Platte eluiert werden konnten.
Hierbei wurden die zu messenden Substanzflecken ausgekratzt, in eine mit Watte
verschlossene Glaskapillare tberfihrt und mit einer Mischung aus Dichlormethan
und Methanol im Verhéltnis 7 : 3 gespult. Die so erhaltenen Losungen konnten dann
in die vorgesehenen Aluminiumtiegel dberflhrt und vollstandig getrocknet werden.
Die Proben wurden Uber Direkteinlass in den lonenstrom eingebracht und mit einem
Temperaturgradienten von 50 bis 300 °C bei einer Steigerung um 50 °C pro min und
einer lonenquellentemperatur von 200 °C verdampft. Als Analysator kam ein
Quadrupol zum Einsatz. Dieser besitzt eine sehr hohe Empfindlichkeit, die fir die

erfolgreiche Bestimmung von Extrakten aus DC-Platten unerlésslich ist.
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Die Aufnahme von FD-Massenspektren (Feld-Desorption) erfolgte im Auftrag am

Institut fir Chemie der Johannes Gutenberg-Universitét in Mainz.

2.4 UVIVIS-Spektroskopie

Die UV-Spektren der einzelnen Substanzen wurden bei einer Wellenlange von 220
bis 350 nm unter Verwendung von Quarzkivetten mit dem Lamda 2 Spektrometer
aufgenommen. Als Losungsmittel konnte entweder Wasser oder Methanol verwendet
werden.

AuBerdem wurden Proteinkonzentrationen anhand einer Standardkurve bei 595 nm
ermittelt (111 1.7).

Die Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen bei 600 nm (ODeoo)
wurde mit dem Eppendorf Biophotometer bestimmt, um einen Anhaltspunkt fir das
Wachstum der Bakterien zu bekommen. Als Vergleichswert diente LB-Medium mit

und ohne Antibiotika.
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3 Molekularbiologische Methoden

3.1 Gewinnung von Nukleinsauren

Im Rahmen dieser Arbeit musste Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen isoliert werden.
Je nach bendtigtem Reinheitsgrad wurden hierfir verschiedene Techniken

angewendet.

3.1.1 Isolierung, Reinigung und Konzentrierung von Plasmid DNA

3.1.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels Minipraparationen (,, Quicktest")

Diese Methode nach BIRNBOIM UND DoLy (1979) erlaubt die schnelle Isolierung
kleiner Mengen Plasmid-DNA.

Die zu untersuchenden Bakterienkolonien wurden tber Nacht in 4 ml antibiotika-
haltigem LB-Medium bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Jeweils 2 ml der zu
untersuchenden Kulturen wurden in Eppendorf-Caps uberfihrt und bei RT fir 5 min
bei 10000 x g zentrifugiert. Die so erhaltenen Pellets wurden mit 125 pl
Resuspendierungspuffer (Kapitel 11.3) versetzt und so lange geschiittelt, bis keine
Agglomerate mehr zu erkennen waren. Nach 5-minutiger Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte eine Zugabe von 270 pl einer 1 %igen Lésung von SDS in
0.2 M NaOH und vorsichtiges Umschwenken der Reaktionsgefa3e (3 - 4-mal). Im
Laufe der nachfolgenden 5 min kam es zur vollstandigen Lyse der Zellen. Durch
Zugabe von 200 pl kalter 3 M Kaliumacetatlosung (pH 5.5, 4 °C), mehrmaligem
Schitteln und anschlieRender Inkubation fir 5 min bei 4 °C im Kuhlschrank konnten
die enthaltenen Proteine gefallt werden. Diese wurden zusammen mit Zellfragmenten
durch anschlielende Zentrifugation (15 min, 4 °C, 14 000 x g) abgetrennt und die
Uberstande in 1.5 ml ReaktionsgefaRe uberfiihrt. Die Fallung der gewiinschten
Nukleinsauren erfolgte durch Zugabe von 600 pl eiskaltem Isopropanol (-20 °C),
mehrmaligem Schutteln und anschlieRender Zentrifugation fir 20 min bei 14 000 x g
und 4 °C. Die entstandenen Pellets wurden mit 900 pl 70 %igem Ethanol gewaschen,
d.h. mehrmals vorsichtig umgeschuttelt und fir 10 min bei 14 000 xg und 4 °C

zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen und das restliche Losungsmittel mit
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etwas Kuchenpapier vorsichtig entfernt. Zum vollstadndigen Trocknen wurden die
offenen Reaktionsgefal3e fir ca. 3 min bei 50°C in einen Thermomixer gestellt. Zum
Schluss wurden die Pellets in je 20 pl einer RNase A-Losung nach SAMBROOK et al.

(2001) resuspendiert.

RNase A-LOsung:

RNase A zu 10 mg/ml in 0.01 M Natriumacetat Puffer (pH5.2) I6sen, fur 15 min auf
100 °C erhitzen und auf Raumtemperatur abkihlen lassen, dann 0.1 VT 1 M Tris-
HCI- Puffer (pH 7.4) zugeben und mischen.

3M Kaliumacetat-L6sung pH 5.5:
60.0 ml 5 M Kaliumacetat

11.5 ml Eisessig

28.5 ml Wasser

3.1.1.2 Isolierung hochreiner Plasmid-DNA

Zur Gewinnung hochreiner Plasmid-DNA war es nétig, eine 15 ml Ubernacht-Kultur
bei 4000xg und 4°C fur 5min zu zentrifugieren. Die Aufarbeitung des so
erhaltenen Bakterienpellets erfolgte nach dem Protokoll des Kits NucleoSpin Plasmid
der Firma Macherey & Nagel. Im letzten Schritt der S&ulchen-Reinigung erfolgte
die Elution der DNA jedoch mit reinem Ampuwa anstelle des mitgelieferten
Elutionspuffers.

Die so gewonnene DNA konnte fur weitere Vektorpraparationen oder
Sequenzierungen verwendet werden. Die Sequenzierungen wurden von der Firma

GENterprise (Mainz) nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode durchgefihrt.

3.1.1.3 Fallung von Nukleins&uren aus wéassrigen Lésungen

Zur Konzentrationserhohung sowie zur Abtrennung Uberschuissiger Salze konnten

die Nukleinséduren einer Fallung unterzogen werden. 1 VT der wassrigen Nuklein-

saurelésung wurde zur Einstellung des idealen pH-Werts mit 0.1 VT 3 M Natrium-
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acetatlosung versetzt. Nach Zugabe des Fallungsreagenzes (2.5 VT Ethanol abs.
oder 1 VT Isopropanol) wurde das Gemisch entweder 15 min bei -80 °C oder Uber
Nacht bei -20 °C aufbewahrt. Die ausgeféllten Nukleinsauren konnten dann durch
Zentrifugation (14 000 x g, 4 °C, 30 min) abgetrennt werden. Das erhaltene Pellet
wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach Entfernen
des uUberschissigen Alkohols und Trocknen des Pellets konnte dies in einem

geeigneten Volumen Ampuwa oder TE-Puffer aufgenommen werden.

3.2 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Die gut getrennten Banden eines Agarose-Gels wurden mit einem sterilen Skalpell
ausgeschnitten. Im Anschluss daran konnte die enthaltene DNA mit Hilfe des Kits
NucleoSpin Extract Uber kleine Saulchen herausgewaschen werden. Die Elution der

DNA-Fragmente aus den Saulenmembranen erfolgte auch hier mit Ampuwa.

3.3 Gehalts- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationen der einzelnen Banden eines Agarose-Gels konnten durch
Vergleich mit den standardisierten Markerbanden abgeschéatzt werden.
Eine genauere Konzentrationsbestimmung wurde photometrisch mit dem Eppendorf
Biophotometer anhand der OD,g, der zu bestimmenden Losungen durchgefihrt.
Hierzu war eine vorherige Einstellung des pH-Werts auf 7.5 notwendig.
Die Reinheit der Proben ergab sich aus dem Quotienten OD,g0/OD2gp, der bei 1.8

liegen sollte.
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3.4 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsauren

3.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (MuLLis, 1990 / SAIkI et al., 1988) stellt eine einfache
Moglichkeit dar, DNA gezielt zu vervielfaltigen.

Als Template (auch Matrize genannt) kam in erster Linie Plasmid-DNA zum Einsatz.
Die Zusammensetzungen der einzelnen Ansédtze sowie die verwendeten
Temperaturprogramme sind bei den einzelnen Versuchen im Ergebnisteil dieser
Arbeit aufgefihrt.

Durch Verwendung eines Thermocyclers mit temperierbarem Deckel konnte auf das
Uberschichten der PCR-Ansatze mit Mineral6l verzichtet werden. Dies ware bei
einem Geréat mit nicht beheizbarem Deckel notig gewesen, um eine Kondensation

der kleinen Reaktionsvolumina am Verschluss der ReaktionsgefalRe zu verhindern.

3.4.2 Ligation von DNA

Bei der Ligation wurden die Enden der Gene entsprechender Enzyme mit den Enden
der linearisierten Zielvektoren verknipft. Auf diese Weise konnten die zu
bearbeitenden Gene in die jeweiligen Plasmide einkloniert werden. Die richtige
Orientierung wurde hierbei durch spezifische Uberhange gewahrleistet.

Im Folgenden ist eine typische Zusammensetzung der Komponenten aufgefihrt:

Komponente Volumen
zu ligierende DNA (0.01 — 0.1 pg) 1.0-7.0u
Vektor (25 — 50 ng/ul) 1.0 ul
10 x Puffer fir T4 DNA Ligase 1.0u
T4 DNA Ligase (3 U/pul) 1.0u
Ampuwa ad 10.0 pl

Die Ligationen wurden uber Nacht (16 Std.) im Wasserbad bei 16 °C durchgefuhrt.
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3.4.3 Restriktion von DNA

Mit Hilfe der Restriktion wurden Fragmente aus DNA-Stuicken herausgeschnitten, um
den Erfolg vorangegangener Arbeiten zu kontrollieren oder neue Schnittstellen fur
anschlieBende Ligationen zu generieren. Fir den Umsatz von 1 ug DNA wurden
1-3 ug Endonuklease zugesetzt. Die Reaktionen mussten mit dem optimalen
10 x Puffer angesetzt werden, teilweise war der Zusatz von BSA notwendig. Bei
mehrfachen Restriktionen wurde der optimale Puffer anhand von Tabellen ermittelt.
Die Dauer der einzelnen Restriktionen war von den jeweiligen Enzymen abhangig
und musste den gegebenen Bedingungen angepasst werden.

Die Temperatur betrug hierbei immer 37 °C.

3.4.5 Auffullen von 5’-Uberhangen (Endfilling)

Das Auffullen von Gberhéangenden Enden wurde durchgefiihrt, um die Ligationsquote
von Inserts, die am 5- und 3-Ende die gleichen Uberhange (,sticky-ends’) besaRen,
zu erh6éhen und somit die Anzahl der Religationen zu verringern.

Hierbei wurde eine der Schnittstellen unverandert gelassen, der 5-Uberhang der
anderen verwendeten Restriktionsschnittstelle jedoch aufgefillt. Das resultierende
blunt-end’ gab daher die richtige Ligationsrichtung vor, und die Anzahl der
Religationen konnte verringert werden.

Die fur das Endfilling vorgesehenen Schnittstellen —sowohl des Vektors, als auch des
Inserts— mussten zunachst durch einen Verdau generiert werden. Um fir die
weiteren Schritte ausreichend Material zur Verfigung zu haben (ca. 1 pug
Vektorplasmid und 3 pg Insert), wurde die nachfolgend aufgefiihrte Restriktion

mehrfach angesetzt und fur 1.5 Stunden bei 37 °C inkubiert:

Komponente Volumen
Plasmidextrakt (Insert oder Vektor) g.s.

Restriktionsenzym (10 U/pl) 2.5 ul

10 x Puffer flr Restriktionsenzym 3.0u

Ampuwa ad 30.0 pl
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Fur das anschlieRende Auffulllen der entstandenen 5’-Uberhange wurde ein solcher
Ansatz durch die Zugabe eines dNTP-Mixes und des Klenow-Fragments (Large

Fragment of DNA-Polymerase 1) erganzt:

Komponente Volumen
Restriktionsansatz 30.0
dNTP’s (20 mM) 1.0 ul
10 x Puffer NEB 1 12.0 yl
Klenow-Fragment (3 U/pl) 204
Ampuwa ad 150.0 ul

Nach einer 20-minutigen Inkubation erfolgte das Abstoppen der Reaktion fir 15 min
bei 70 °C und anschlieBender Zugabe von 30 pl 6 x Gelauftragspuffer. Bis zur
Trennung Uber ein 1 %iges Agarosegel wurden die Proben bei -20 °C aufbewahrt.
AbschlieBend konnte das Insert mit dem zweiten bendtigten Restriktionsenzym
ausgeschnitten werden und in den analog behandelten Vektor einligiert werden.

In Abb. 5 ist das Prinzip des Endfillings am Beispiel des Vektorsystems pQE-70-STR

veranschaulicht.

pPQE70-STR: BamH | Bgl Il

5 -TAA GA G GA TCC A|GA TCT CAT CACG 3
3 -ATT CT CCT AG G TCT AG|A GTA GIG 5’

ﬂVerdau mit Bgl 1l und anschl. Endfilling

5’ -TAA GA G GA TCC A GA TCT CAT CAG 3
3’ -ATT CT CCT AG,G TCT AG A GITA GTG 5’

ﬂVerdau mit BamH | und anschl. Ligation

5 -TAA GA G GA TCC XXX AGA TC GA TCT CAT CAC 3
3’ -ATT CT CCT AG G XXX TCT AG A GTA GIG 5’

Abb. 5: Darstellung des Endfillings am Beispiel des Vektorsystems pQE-70-STR

Blau: BamH I-Schnittstelle, Rosa: Bgl lI-Schnittstelle, Grau: aufgefiillte Uberhznge
Turkis: erganzte Basen, Dunkelrot: mdgliches Insert
Rot: Schnittstellen mit entsprechenden Uberhangen

Nach Verdau des Plasmids mit Bgl Il und anschlieRendem Endfilling sind die ,blunt-ends’
generiert; ein folgender Verdau mit BamH | fihrt zu einem ,sticky-end’. Ein analog
hergestelltes Insert kann dementsprechend in nur einer Orientierung eingebaut werden.
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3.5 Elektrophorese von Nukleinsauren

Zur Trennung von DNA-Fragmenten wurden 1.0 - 1.5 %ige Agarosegele angefertigt.
Die verwendete Konzentration richtete sich nach der GrofRe der zu trennenden
DNA-Sticke. Die Agarose wurde mit 1 x TAE-Puffer in kurz aufgekocht, nach
Abkuhlen auf ca. 60 °C mit ~1 pl Ethidiumbromid-Stammldsung (10 mg/ml Wasser)
auf 30 ml Agaroselésung versetzt und noch heil3 in die vorbereitete Form
ausgegossen. Das auspolymerisierte Gel konnte dann in der Elektrophoresekammer
mit 1 x TAE-Puffer Uberschichtet, und die Proben bis zu einem Volumen von 40 pl in
die vorgesehenen Taschen pipettiert werden.

Zur Probenvorbereitung und zur eigentlichen Elektrophorese wurden die folgenden

Lésungen verwendet:

6 x Probenpuffer: 50 x TAE-Puffer:
30 % (V/V) Glycerol 121 g Tris
0.25 % (m/V) Bromphenolblau 28.55 ml Eisessig
70 % (V/V) Wasser 50 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0

ad 500 ml Wasser

Die Auftrennung erfolgte bei ~1 V/cm? und war beendet, wenn die Bromphenolblau-
Front ca. 2/3 der Laufstrecke zurtickgelegt hatte.

Die Detektion der Banden erfolgte auf einem UV-Transilluminator bei 320 nm. Zur
GrofRenbestimmung und Mengenbestimmung der detektierten Fragmente wurde
standardmé&nig der Marker ,SmartLadder” verwendet, der ein Gro3enspektrum von
200 bis 10 000 bp besitzt.

3.6 Transformation von Plasmid DNA in Bakterienzellen

Als Transformation bezeichnet man das Einbringen von DNA in Bakterienzellen.
Hierzu stehen unterschiedliche Verfahren zur Verfigung. In der vorliegenden Arbeit

wurde die Aufnahme der DNA mittels Temperaturschock durchgefihrt.
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3.6.1 Herstellung thermokompetenter Bakterienzellen

Zur Herstellung thermokompetenter Bakterienzellen nach HANAHAN (1985) wurden
2 ml einer Ubernacht-Kultur aus einer monoklonalen Kolonie in 100 ml steriles
LB-Medium ohne Antibiotikum gegeben (fir ToplO-Zellen; fur M15-Zellen mit
Kanamycin) und bei 37 °C und 200 rpm bis zur ODeggo Von 0.5 angezogen.

Die Suspensionskultur wurde zu je 50 ml in Falcon-Rohrchen aufgeteilt, 5 min auf
Eis gelagert und anschlieend fir 5 min bei 4 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Bakterienpellets vorsichtig in je 15 ml kaltem
TfB 1-Puffer resuspendiert. Wahrend der Resuspendierung und der anschlie3enden
90-mindtigen Inkubation waren die Bakterien standig auf Eis zu lagern, da sie ab
diesem Punkt sehr empfindlich gegenuber Temperaturschwankungen und Scher-
kréften waren. Nach der folgenden Zentrifugation (5 min, 4 000 x g, 4 °C) wurden die
Pellets sehr vorsichtig auf Eis in je 2 ml TfB 2-Puffer resuspendiert. Die erhaltenen,
homogenen Suspensionen konnten unter Verwendung von abgeschnittenen Pipet-
tenspitzen zu je 200 pl in 2 ml-ReaktionsgeféalRe aliquotiert und sofort in fllissigem
Stickstoff eingefroren werden.

Die Lagerung der thermokompetenten Bakterien erfolgte bei — 70 °C.

TfB 1-Puffer (sterilfiltriert): TfB 2-Puffer (sterilfiltriert):
100 mM RbClI; 10 mM MOPS

50 mM MnCl, 10 mM RDbCI,

30 mM Kaliumacetat 75 mM CacCl;

10 mM CacCl, 15 % (V/V) Glycerol
15 % (V/V) Glycerol pH 6.8, eingestellt mit KOH

pH 5.8, eingestellt mit Essigsaure

3.6.2 Transformation von DNA in thermokompetente Zellen

Die zur Transformation bendétigten kompetenten Zellen wurden vorsichtig auf Eis
aufgetaut und je 50 I mit Hilfe von abgeschnittenen Pipettenspitzen zu den
vorbereiteten Transformationsldsungen (meist fertige Ligationen) gegeben. Nach

einer halbsttindigen Inkubation auf Eis wurden die Reaktionsgefal3e fir 90 Sekunden
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auf 37 °C erwéarmt und danach direkt wieder fir 2 min auf Eis abgekihlt. Zu jedem
Ansatz wurden 450 ul vorgewarmtes, antibiotikafreies LB-Medium gegeben und
1 Stunde bei 37 °C inkubiert. SchlieBlich wurden die Bakteriensuspensionen auf
vorgewarmte Selektionsplatten (LB-Agar-Platten mit Ampicillin-Zusatz fur ToplOF'-
Zellen und mit Ampicillin-Kanamycin-Zusatz fur M15-Zellen) ausplattiert und Uber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.7 Entwicklung und Herstellung eines Coexpressions-Systems

Fir die Entwicklung eines Vektorsystems, das die gleichzeitige Expression mehrerer
Enzyme erlaubt, wurde als Grundlage der Expressionsvektor pQE-70 der Firma
Qiagen verwendet. Hierbei handelt es sich um einen Vektor, der urspriinglich drei
Restriktionsschnittstellen besaf3, und zwar Sphl, BamH | und Bgl Il. Theoretisch
konnte man somit die cDNAs von zwei verschiedenen Enzymen hintereinander in
das System einbringen und diese exprimieren. Wie im experimentellen Teil der
vorliegenden Dissertation gezeigt wird, war dies jedoch nicht ohne weiteres mdglich,
da die beiden Restriktionsenzyme BamH | und Bgl Il die gleichen ,sticky-ends’
besalRen und der Vektor an diesen Schnittstellen ohne weiteres religieren konnte.
Um dies zu vermeiden, wurde ein Teil der multiple-cloning-site des Vektors pSE-280
unter Verwendung der Restriktionsenzyme BamH | und Hind Il in den Vektor pQE-70
eingeflgt. Somit steht fur die Ligation weiterer cDNAs eine viel grol3ere Anzahl
Restriktionsschnittstellen zur Verfiigung.

Die genaue Durchfiuhrung der erwahnten Arbeiten ist in Kapitel IV.1.3 des

experimentellen Teils angegeben.
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4 Elektronische Datenbanken und wichtige Internetseiten

Zur Bearbeitung, Analyse und Interpretation der Protein- und Nukleinsaure-
sequenzen wurde auf die folgenden elektronischen Datenbanken und Internetseiten

zuriickgegriffen:

- Clustalw:
Sequenzalignments mehrerer DNA- und Proteinfragmente nach THOMPSON
et al. (1994),

www.ebi.ac.uk/clustalw/

- ExPasy (Expert Protein Analysis System), Institut fir Bioinformatik in Genf:
zur Ubersetzung von DNA in den Aminosdurecode sowie als
Proteindatenbank  fir  Sequenzvergleiche und  Berechnung von
Proteineigenschaften nach BOECKMANN et al. (2003)

Wwww.expasy.org/tools/dna.html

www.ebi.ac.uk/swissprot
- FASTA:

zur Suche von Homologien eigener DNA- und Proteinsequenzen in

Datenbanken nach PEARSON und LIPMANN (1988)

www.ebi.ac.uk/fasta33/

- NCBI National Center of Biotechnology Information:

zur Suche homologer Sequenzen in Datenbanken (ALTSCHUL et al., 1990)
- BRENDA:

Enzymdatenbank der Universitat Koln

www.brenda.uni-koeln.de
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IV Ergebnisse

1 Molekularbiologischer Tell

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel (111.3.7) erwahnt, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein Expressions-System entwickelt und hergestellt, das die Coexpression
mehrerer Enzyme des Sekundarstoffwechsels aus Rauvolfia serpentina in einem
einzigen Vektor ermdglichte. Damit konnen die gewiinschten Stoffwechselprodukte in
einer einzigen, homogenen E. coli-Kultur mittels heterologer Expression produziert
werden. Im Folgenden ist die Entwicklung und der Aufbau eines Systems
beschrieben, das fir den Einbau von mindestens sechs verschiedenen cDNA'’s oder

auch ,Genkassetten“ geeignet ist.

1.1 Klonierung der Strictosidin-Synthase-cDNA in pQE-70

1.1.1 Synthese der Strictosidin-Synthase-cDNA mittels PCR

Auf der Grundlage der bereits bekannten Sequenz der Strictosidin-Synthase
(EMBL Y00756; KUuTCHAN et al., 1988; BRACHER, 1992) aus Rauvolfia serpentina
wurden genspezifische Primer entwickelt, die die entsprechenden Erkennungs-
sequenzen fur die spater verwendeten Restriktionsendonukleasen enthielten.

Als geeigneter Expressionsvektor stellte sich pQE-70 heraus, da er geeignete
Restriktionsschnittstellen besal? und die Bildung des enthaltenen C-terminalen (His)e-
Tags durch Einbau eines vorgeschalteten Stop-Codons unterbunden werden konnte.
Bei einem N-terminalen (His)s-Tag, wie er z.B. im Vektor pQE-2 vorkommt, wére
dessen Bildung unumganglich und kénnte negative Auswirkungen auf die Aktivitaten
der co-exprimierten Enzyme haben.

Die Verwendung des Vektors pQE-70 setzte entsprechend seiner Polylinker-
Sequenz am N-Terminus der codierenden cDNA eine Sph I-Schnittstelle voraus. Fir
die Restriktionsschnittstelle am C-Terminus des zu amplifizierenden Gens fiel die
Wahl auf BamH 1.
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Aus der folgenden Abb.6 sind die verwendeten Primer mit den integrierten

Restriktionsschnittstellen sowie deren Herleitung zu entnehmen:

Forward-Primer STRforSphl:

Peptidsequenz: M A K L S D S Q T M
cDNA-Sequenz: S - ATG G3OC AAA CIT TCT GAT TGS CAA ACT ATG 3
Primersequenz: 5 -A GCA TGC ATG GC AAA CTT TCT GAT TGG CAA AC -3

Reverse-Primer STRrevBamHI:

Peptidsequenz: G N S F V S S H *

cDNA-Sequenz: 5 - GCGA AAT TCT TIT GIT TCA AGT CAT TAA 3

Gegenstrang: 3 - CCT TTA AGA AAA CAA AGT TCA GTA ATT-5’

Gegenstrang revers: 5 - TTA ATG ACT TCGA AAC AMA ACA ATT TGG 3

Primersequenz: 5 - GGA TCC [l ATG ACT TGA AAC APA AGA ATT TGG 3
BamH | tg

Abb. 6: Primerentwicklung fur die Strictosidin-Synthase mit farblich hervorgehobenen
Restriktionsschnittstellen

Hellgriin: Sph I-Schnittstelle, Blau: BamH I-Schnittstelle, Rot: Stop-Codon

Die gefriergetrockneten Primer wurden mit Ampuwa auf 10 pmol/ul verdinnt. Als
Template fur die PCR wurde ein Plasmidextrakt des Vektorkonstrukts pUC19-STR

verwendet. Der PCR-Ansatz war wie folgt zusammengesetzt:

Komponente Volumen
Template 1.0n
Primer STRforSphl (10 pmol/pl) 1.0n
Primer STRrevBamHI (10 pmol/pl) 1.0 pl
dNTP’s (20 mM) 1.0 ul
Advantage-Puffer (10x) 25 ul
Advantage-Polymerase-Mix 0.5 ul
Ampuwa 18.0 pl

Der verwendete Advantage-Polymerase-Mix enthielt neben der Proof-reading

Polymerase Advantage zusatzlich Tag-Polymerase. Diese generierte am 3’-Ende der
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amplifizierten Fragmente einen Adenin-Uberhang, der fur die spatere Ligation in die
Klonierungsvektoren pGEM-T bzw. pGEM-T easy bendtigt wurde.

In der nachstehenden Tabelle ist das verwendete Temperatur-Zeit-Programm

aufgefthrt:
Anzahl der Zyklen Temperatur Zeit
1 94 °C 1.0 min
30 94 °C 0.5 min
58 °C 1.0 min
72 °C 2.0 min
1 72 °C 10.0 min

Nach erfolgter PCR wurden 24 pl des verwendeten Ansatzes mit 4 pl Probenpuffer
fir Agarosegele versetzt und Uber ein 1 %iges Gel aufgetrennt (Kapitel 111.3.5). Der
Rest des Reaktionsansatzes wurde bei -20 °C eingefroren.

In Abb. 7 ist deutlich die Bande der selektiv amplifizierten cDNA der STR erkennbar.

Bei dem gezeigten GroRenstandard handelt es sich um ,SmartLadder* 200.

STR Marker

. — 1500 bp

.— 1000 bp
S —— 800 bp

————
e

Abb. 7: Agarosegel (1 %ig) nach PCR zur Generierung der Schnittstellen fir Sph | und BamH |
STR: amplifizierte cDNA der Strictosidin-Synthase mit einer Gréf3e von 1 035 bp
Marker: SmartLadder 200
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Das amplifizierte Fragment mit einer Lange von 1035 bp wurde mit einem
sterilen Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und per NucleoSpin Extract Kit
(Kapitel 111.3.2) eluiert.

1.1.2 Isolierung der Strictosidin-Synthase-cDNA

Zur weiteren Bearbeitung und fur die spéatere Ligation der cDNA in den gewé&hlten
Expressionsvektor bot sich die Ligation des eluierten Fragments in das high-copy-
Plasmid pGEM-T an. Dieser Klonierungsvektor besal® an seinem jeweiligen 3'-Ende
ein ungepaartes Thymidin und konnte somit das PCR-Produkt, das seinerseits einen
Adenin-Uberhang am 3’-Ende enthielt, direkt aufnehmen. Der Thymidin-Uberhang
des Vektors erhohte demnach auch die Ligationsquote, da Religationen
weitestgehend ausgeschlossen waren.

Die Durchfiihrung der Ligation sowie die anschlielRende Transformation in TOP10F'-

Zellen erfolgte wie in den Kapiteln 111.3.4.2 und 111.3.6.2 beschrieben.

Einige der Kolonien, die nach der Transformation auf den verwendeten LB-Amp-
Platten entstanden, wurden isoliert und erneut vermehrt. Die enthaltenen Plasmide
wurden aus den entsprechenden Flussigkulturen aufgereinigt (Kapitel 111.3.1.1.2) und
auf die Anwesenheit sowie die richtige Orientierung des gewinschten cDNA-
Fragments in pGEM-T untersucht.

Zur Feststellung der Anwesenheit der cDNA wurde ein Verdau von 5 pl des Extrakts
mit den Restriktionsendonukleasen Sph | und BamH | Uber einen Zeitraum von
2 Stunden bei 37 °C und 500 rpm durchgefuihrt. Das anschlieRende Agarosegel
(1 %ig) brachte Banden mit einer Grof3e von ~400, ~650 und 1 035 bp hervor, was

bedeutete, dass die gewiinschte cDNA im Vektor enthalten war.

Fur weitere Untersuchungen war die Herstellung eines reinen Plasmidextrakts
erforderlich. Dieser wurde aus der Ubernachtkultur eines positiven Klons mit Hilfe
des NucleoSpin Extract Kits (Kapitel 111.3.2) erhalten.

Zur genaueren Untersuchung des Inserts wurde der reine Plasmidextrakt fir 30 min

bei 37 °C und 500 rpm nach dem aufgeflihrten Pipettierschema verdaut:
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Komponente 1 2
Plasmidextrakt 2.0 ul 2.0l

Sph | (5 U/u) 1.5 -
Sph 1 (1 U/u) - 1.5
BamH | (20 U/ul) 1.0 1.0
NEB-Puffer 2 (10 x) 10n ion
BSA (1 mg/ml) 1.0 1.0
Ampuwa 3.5u 3.5u

Das erhaltene Bandenmuster nach Auftrennung Uber ein 1 %iges Agarosegel ist in

Abb. 8 zu ersehen.

Marker

1500 bp

1000 bp

400 bp

Abb. 8: Agarosegel (1 %ig) nach Verdau der STR-cDNA im Vektor pGEM-T mit Sph | und

BamH | zur Insert-Kontrolle

1: Verdau mit 7.5 U Sph 1 und 20 U BamH I, STR-cDNA (1 035 bp, —) wurde komplett verdaut
2: Verdau mit 1.5 U Sph | und 20 U BamH |, STR-cDNA (—) ist noch nicht komplett gespalten

Marker: SmartLadder 200

Aufgrund der Tatsache, dass der Vektor pGEM-T sowie die cDNA der Strictosidin-

Synthase jeweils eine interne Schnittstelle fir Sph | besalRen, konnte man anhand

des aufgetretenen Bandenmusters im Agarosegel eindeutig die Anwesenheit der

cDNA im Vektor bestimmen. Jedoch war nicht eindeutig zu erkennen, ob zusétzlich
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ein 26 bp grolRes Stick aus dem Vektor enthalten war. Dieser Befund erkléart sich
folgendermal3en: Die Sph I-Schnittstelle in pGEM-T liegt 26 bp vor dem 5’-Ende der
einligierten STR-cDNA und hatte bei spateren Versuchen gestoért. Die nachfolgende

Abb. 9 soll diese Problematik veranschaulichen:

Variante 1 Variante 2
Sphl

>STR-cDNA<

BamH |
Sph |

Abb. 9: Darstellung der méglichen Fragmente bei einem Verdau mit Sph | und BamH |
Hellgriin dargestellt sind die vorhandenen Sph I-Schnittstellen der STR-cDNA
Blau dargestellt sind die vorhandenen BamH I-Schnittstellen der STR-cDNA
Rot dargestellt sind die Sph I-Schnittstellen im Vektor pGEM-T

Bei einem Doppelverdau mit Sph | und BamH | wére die Abtrennung des 26 bp-Fragments
nach der Variante 1 nicht gesichert, wogegen bei Variante 2 sicher davon ausgegangen
werden kann, dass nur die gewiinschte cDNA herausgeschnitten wird. Ein vollstandiger
alleiniger Verdau mit Sph | ergibt nach Variante 1 Fragmente mit 26 und 403 bp, bei Variante
2 kommt es zur Bildung von 403 und 658 bp groRen Fragmenten.

Den dargestellten Sachverhalten zur Folge konnte die richtige Orientierung und somit
die Abwesenheit des stérenden 26 bp-Fragments nur durch einen Verdau mit Sph |
sichergestellt werden. Dabei wurden 2 pl Plasmidextrakt mit 7.5 U Sph | in einem
Gesamtvolumen von 10 pl Gber eine Dauer von 1.5 Stunden bei 37 °C und 500 rpm
hydrolysiert. Die Reaktion brachte zwei Spaltprodukte mit 403 und 658 bp hervor,
womit der Nachweis der gewunschten Orientierung erbracht war.

Ware auf dem Agarosegel nur eine Bande bei ~400 bp aufgetreten, hatte die Ligation
das unerwinschte Produkt geliefert und das 26 bp kurze Genstick ware nicht

abzutrennen gewesen.

Zur Isolierung der gewinschten cDNA mussten Bedingungen zum Verdau gefunden
werden, bei denen das STR-Gen noch nicht komplett gespalten und somit auf dem

Agarosegel erkennbar war.



IV Ergebnisse 59

Die folgende Zusammensetzung stellte sich hierfur als optimal heraus:

Komponente Volumen
Plasmidextrakt 20 u
Sph | (1 U/ul) 1.5
BamH | (20 U/ul) 1.0
NEB-Puffer 2 (10 x) 1.0
BSA (1 mg/ml) 1.0u
Ampuwa 3.5l

Der aufgefihrte Ansatz wurde 4-mal hergestellt und fir jeweils 5, 10, 20 und 30 min
bei 37 °C und 500 rpm inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit konnten
die entsprechenden Spaltungsreaktionen durch Zugabe von 4 pl Probenpuffer
(Kapitel 111.3.5) und anschlie3endem Einfrieren bei -20 °C gestoppt werden. Auf dem
nachfolgenden Agarosegel (1 %ig, Abb. 10) war die gewiinschte Bande mit 1 035 bp
nach 5- und 10-mindtiger Inkubation deutlich zu erkennen und konnte extrahiert
werden (Kapitel 111.3.2).

5min 10min Marker 20 min 30 min

1500 bp

1000 bp
800 bp

600 bp
400 bp

- ___[— 200bp
Abb. 10: Agarosegel (1 %ig) nach Verdau von pGEM-T-STR zur Generierung der Sph I- und
BamH I-Schnittstellen
Nach 5- und 10-minitigem Verdau ist die STR-cDNA (—) mit 1 035 bp erkennbar.
Marker: SmartLadder 200

J
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Damit war die cDNA der Strictosidin-Synthase mit den Restriktionsschnittstellen
Sph | und BamH I, die zur Ligation in den gewilnschten Expressionvektor pQE-70

bendtigt wurden, isoliert.

1.1.3 Umklonierung des Strictosidin-Synthase-Gens in pQE-70

Parallel zur Herstellung des Inserts wurde der Expressionsvektor pQE-70 fiur die
Aufnahme des STR-Gens vorbereitet. Hierzu musste der zirkular vorliegende Vektor
zundchst unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen Sph | und BamH |
linearisiert werden, wobei gleichzeitig die Bildung der erforderlichen Ligationsstellen
erfolgte.

Zunéchst erfolgte eine Inkubation von 100 pl pQE-70 in 15 ml TOP10F’-Zellkultur
uber Nacht mit anschlieRender Plasmidextraktion (Kapitel 111.3.1.1.2). Nach einem
Testgel zur Abschatzung der Vektorkonzentration (~60 ng/pl) kam es zum
Restriktionsverdau der aufgereinigten zirkularen Plasmide mit Sph | und BamH | bei
37 °C und 500 rpm fir 2 Stunden.

Der Ansatz enthielt;

Komponente Volumen
Plasmidextrakt 5.0 ul
Sph | (5 U/ul) 4.0 yl
BamH | (20 U/pl) 1.5l
NEB-Puffer 2 (10 x) 2.0
BSA (1 mg/ml) 20 u
Ampuwa 5.5 ul

Bei dem durchgefiihrten Restriktionsverdau kam es zur Linearisierung des 3 426 bp
grol3en Vektors, wobei direkt hinter der Promotorregion die Sph I-Schnittstelle
generiert wurde. In einem Abstand von 8 bp in Richtung 3-Ende entstand die
BamH I-Schnittstelle.
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Die schematische Abb.11 des Expressionsvektors veranschaulicht diesen

Sachverhalt:
promoto,, &/ RBS
BamH |
pQE-70
(3426 bp)
(His)e-tag
RBS GAGGATCCAGATCT (His)s-tag to

Abb. 11: Vektorkarte des pQE-70-Plasmids mit den farblich gekennzeichneten Restriktions-
schnittstellen fur Sph 1und BamH |

Hellgriin: Sph I-Schnittstelle, Blau: BamH I-Schnittstelle, Turkis: Multiple-Cloning-Site

to: Stop-Codons in allen Leserahmen

Die beim Plasmidverdau entstandenen Spaltprodukte konnten Uber ein 1 %iges
Agarosegel aufgetrennt werden. Der linearisierte Vektor pQE-70 wurde aus dem Gel
wie unter [11.3.2 beschrieben extrahiert.

Nach Ligation (Kapitel 111.3.4.2) der STR-cDNA in das vorgeschnittene Vektorplasmid
konnte dieses in TOP10F'-Zellen transformiert (Kapitel 111.3.6.2) und auf LB-Amp-
Agarplatten ausplattiert werden. Die so erhaltenen Kolonien wurden selektiert und
nach ihrer Vermehrung einer Minipraparation (Kapitel 111.3.1.1.1) unterzogen.

Der anschlielende Verdau mit Sph | und BamH | zeigte, dass jede der untersuchten
Kolonien das Vektorkonstrukt pQE-70-STR enthielt.

Eine dieser positiv getesteten Bakterienkulturen wurde erneut uUber Nacht
vermehrt, das enthaltene Plasmid extrahiert (Kapitel 111.3.2) und zur spéteren

Aktivitatsbestimmung in M15-Zellen transformiert (Kapitel 111.3.6.2).

Die Expressionsversuche sowie die anschlieBenden Aktivitatstests sind zur besseren
Ubersicht in Kapitel 1V.1.4 beschrieben.
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1.2 Klonierung der Strictosidin-B-D-Glucosidase-cDNA in pQE-70

Bevor die cDNA der Strictosidin-B-D-Glucosidase in das Coexpressions-System
aufgenommen werden konnte, musste die Aktivitat des Enzyms mit vorgeschalteter
Ribosomen-Bindestelle (RBS) nachgewiesen werden. Diese wurde eingefligt, damit

die Bildung des Enzyms bei spateren Coexpressionsversuchen gewahrleistet war.

1.2.1 Synthese der SG-cDNA mit integrierter Ribosomenbindestelle mittels PCR

Fiur die Entwicklung geeigneter Primer wurde auf die Sequenz der Strictosidin-
B-D-Glucosidase aus Rauvolfia serpentina (GERASIMENKO et al. 2002, GenBank
AJ302044) zuriickgegriffen.

Bei der Auswahl der Restriktionsschnittstellen wurde darauf geachtet, dass eine
spatere Ligation des RBS-SG -Gens hinter das STR-Gen nicht behindert wurde.
Daher kam fur den Forward-Primer nur BamH | in Frage; fir den Reverse-Primer
ergab sich demnach Bgl Il als noch verbleibende Restriktionsschnittstelle in pQE-70.
Die folgende Abb. 12 zeigt die Herleitung der Primersequenzen mit den integrierten

Restriktionsschnittstellen und der vorgeschalteten RBS:

Forward-Primer RBS-SGforBamHl:

Peptidsequenz: M D N T Q A

cDNA-Sequenz: 5 - ATG GAC AAT ACT CPA CT G 3

Primersequenz: 5 - GGA TGC GRA TTC ATT AAA GAG GAG AAA TTA ATG GAC AAT ACT CAA CT G 3
BamH |

Reverse-Primer SGrevBglll:

Peptidsequenz: G N S F V S S H *

cDNA-Sequenz: 5 - GAG TTA GIC AAG A CAA AMA ACC TAA 3

Gegenstrang: 3 - CIC AAT CAG TTC TGC GIT TIT TGG ATT-5

Gegenstrang revers: 5 - TTA GG TTT TTG CCT CIT GAC TAA CTG 3

Primersequenz: 5 - AGA TCT . GGr TTT TTG CCT CIT GAC TAA CTG 3
Balll 1t

Abb. 12: 5’- und 3’-Enden der Strictosidin-B-D-Glucosidase cDNA mit farblich hervorgehobenen
Forward- und Reverse-Primern

Blau: BamH I-Schnittstelle, Rosa: Bgl II-Schnittstelle,
Orange: Ribosomenbindestelle, Rot: Stop-Codon
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Die Sequenz der eingefligten RBS wurde dem Plasmid pQE-70 entnommen und vor
dem Start-Codon firr die Strictosidin-B-D-Glucosidase als Uberhang eingefuigt. Sie
sollte ein erneutes Binden an das Ribosom und damit die Expression des Enzyms in
dem geplanten gekoppelten Assay erméglichen (JOHNSTON et al., 2000).

Die Primer wurden gemafR den Herstellerangaben auf eine Konzentration von
10 pmol/ul verdinnt und im unten aufgefihrten Reaktionsansatz eingesetzt. Als
Matrize fur die Vervielfaltigungsreaktion stand ein Extrakt des Vektors pTYB | mit

enthaltener SG-cDNA zur Verfugung.

Komponente Volumen
Template 1.0 pl
Primer RBS-SGforBamHI (10 pmol/ul) 1.0n
Primer SGrevBglll (10 pmol/pl) 1.0n
dNTP’s (20 mM) 1.0 pl
Advantage-Puffer (10x) 25 ul
Advantage-Polymerase-Mix 0.5 ul
Ampuwa 18.0 pl

Aufgrund des langen 5’-Uberhangs der RBS im Forward-Primer und den insgesamt
recht niedrigen Schmelztemperaturen wurde ein PCR-Programm gewahlt, in dem
die ersten 5 Zyklen unter Verwendung einer niedrigeren Bindungstemperatur
durchgefuhrt wurden. Damit sollte die Bindung des Forward-Primers begunstigt
werden.

Das Zeitintervall fur die Elongationsphase wurde im Vergleich zur PCR fur die
Strictosidin-Synthase um 30 sec verlangert, da die cDNA der Strictosidin-3-D-
Glucosidase ca. 600 bp langer ist.

Die anschlieBenden 25 Zyklen erfolgten dann wieder unter einer etwas erhéhten

Annealingtemperatur.
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Das komplette Temperatur-Zeit-Programm ist in der aufgefuhrten Tabelle dargestellt:

Anzahl der Zyklen Temperatur Zeit

1 94 °C 1.0 min

5 94 °C 0.5 min

45 °C 1.0 min

72 °C 2.5 min

25 94 °C 0.5 min

58 °C 1.0 min

72 °C 2.5 min

1 72 °C 10.0 min

Nach erfolgter Reaktion wurden 24 pl des verwendeten Ansatzes mit 5 pl
Probenpuffer versetzt und Uber ein 1 %iges Agarosegel aufgetrennt (Kapitel 111.3.5).
Der Rest des Reaktionsansatzes wurde bei -20 °C gelagert.

Das einzige Genstiick, das bei der PCR amplifiziert wurde, ergab nach der
Gelelektrophorese eine Bande bei ~1 600 bp (Abb. 13).

SG Marker

Abb. 13: Agarosegel (1 %ig) nach PCR zur Gewinnung der SG-cDNA unter gleichzeitiger
Generierung der Schnittstellen fir BamH | und Bgl Il

SG: amplifizierte cDNA der Strictosidin-8-D-Glucosidase incl. RBS mit einer GrolRe von
1623 bp

Marker: SmartLadder 200
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Die entstandene cDNA der SG incl. RBS stand somit fUr weitere Arbeiten zur

Verflgung.

1.2.2 Isolierung der Strictosidin-B-D-Glucosidase-cDNA mit vorgeschalteter

Ribosomenbindestelle

Das erhaltene Fragment mit einer Gré3e von 1 623 bp konnte unter Verwendung des
Kits NucleoSpin Extrakt (Kapitel 111.3.2) aus dem Agarosegel gewonnen und in den
Vektor pGEM-T eingefuhrt werden. Die Zusammensetzung des hierzu benotigten
Ligationsansatzes sowie die Durchfuhrung der anschlielenden Transformation des
Plasmids in TOP10F’-Zellen sind in den Kapiteln 111.3.4.2 und 111.3.6.2 aufgefihrt.

Von einigen Bakterienkolonien, die auf den Selektionsplatten gewachsen waren,
wurden Ubernachtkulturen angesetzt. Aus den erhaltenen Flissigkulturen konnten
die Plasmide isoliert werden und ein erster Test auf Anwesenheit des gewilnschten
Vektorkonstrukts pGEM-T-RBS-SG durchgefiihrt werden. Hierbei kam es zum
Verdau von 5 ul des Extraktes mit dem Restriktionsenzym BamH | fir 2 Stunden bei
37 °C und 500 rpm.

Aufgrund einer internen Schnittstelle fir BamH | innerhalb der ersten Halfte der RBS-
SG-Sequenz sollte eine einzelne Bande mit einer Grol3e von 721 bp entstehen.
Diese Uberlegung wurde nach Auftrennung des Reaktionsgemisches Uber ein
1 %iges Agarosegel bestatigt.

Zur Gewinnung der RBS-SG-cDNA wurden 200 pl einer positiv getesteten
Flussigkultur in 15 ml LB-Amp-Medium Uberimpft und Uber Nacht inkubiert.
Die gesamte Kultur wurde anschlieBend einer Plasmidisolation unterzogen
(Kapitel 111.3.1.1.2).

Die bereits erwdhnte interne Restriktionsschnittstelle fiur BamH | machte die
Isolierung der cDNA nur mit Hilfe eines partiellen Verdaus bei verschiedenen
Inkubationszeiten maoglich. Der unten aufgeflihrte Reaktionsansatz wurde insgesamt
5-mal angesetzt und jeweils fur 5, 10, 15, 20 und 30 min bei 37 °C und 500 rpm

inkubiert:
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Komponente Volumen
Plasmidextrakt 4.0 pl
Bgl Il (10 U/pl) 2.0ul
BamH | (20 U/ul) i0u
BamH I-Puffer (10 x) 2.0 u
BSA (1 mg/ml) 20u
Ampuwa 9.0 ul

Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurd

en die Reaktionen durch

Zugabe von je 5 pl Probenpuffer und sofortigem Einfrieren bei -20 °C abgestoppt.

Nach Auftrennen der entstandenen Fragmente Uber ein Agarosegel (1 %ig, Abb. 14)

trat die gewinschte Bande mit einer Gré3e von 1 623 bp nach 5, 10 und 15 min auf.

Nach einer Inkubationszeit von tUber 20 min war die cDNA

komplett zersetzt, und es

konnten ausschlief3lich die Spaltprodukte mit 721 und 902 bp identifiziert werden.

5 min 10 min Marker 15 min 20 min 30 min

- —2000 bp

—— 1500 bp

o —— 1000 bp

—— 800 bp

Abb. 14: Agarosegel (1 %ig) nach Verdau von pGEM-T-RBS-SG zur Generierung der BamH I-

und Bgl lI-Schnittstellen

Nach 5-, 10- und 15-minitigem Verdau ist die RBS-SG-cDNA (—) mit 1 623 bp erkennbar.

Marker: SmartLadder 200
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Beide Banden, die nach 5- und 10-minitigem Verdau auftraten, wurden analog zu

Kapitel 111.3.2 Uber eine Saule aufgereinigt und mit 25 ul Ampuwa eluiert.

Damit war die erste Vorraussetzung fir die Ligation der cONA mit den Schnittstellen

fur BamH | und Bgl 1l in den Expressionsvektor pQE-70 geschaffen.

1.2.3 Umklonierung des RBS-SG-Gens in pQE-70

Fir eine erfolgreiche Ligation der RBS-SG-cDNA in das Vektorplasmid pQE-70 war
ein Verdau des Plasmids mit den Restriktionsendonukleasen BamH | und Bgl Il nétig.
Da diese beiden Schnittstellen einen verhéltnismafRig geringen Abstand von 6 bp
zueinander besal3en, war eine langere Inkubationszeit erforderlich.

Fur die Generierung der Restriktionsschnittstellen wurde daher das folgende
Reaktionsgemisch fur 3 Stunden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und anschlie3end

Uber ein Agarosegel (1 %ig) aufgetrennt:

Komponente Volumen
Plasmidextrakt 4.0
Bgl 11 (10 U/pl) 2.0 ul
BamH | (20 U/pl) 1.0 ul
BamH I-Puffer (10 x) 2.0 ul
BSA (1 mg/ml) 20 u
Ampuwa 9.0 ul

Bei dem durchgefihrten Verdau wurde die Bgl lI-Schnittstelle in einem Abstand von
6 bp hinter der BamH I-Schnittstelle in Richtung des 3’-Endes eingeflgt. Dies ist in

Abb. 15 noch einmal veranschaulicht:
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Promotop, &/ RBS
BamH |
pQE-70
(3 426 bp) Bgl Il

(His)s-tag

RBS | GCATGCGAGGATCCAGATCT | (His)stag [ to

Abb. 15: Vektorkarte des pQE-70-Plasmids mit den farblich gekennzeichneten Restriktions-
schnittstellen fiir BamH | und Bgl Il

Blau: BamH I-Schnittstelle, Rosa: Bgl II-Schnittstelle, Turkis: Multiple-Cloning-Site

to: Stop-Codons in allen Leserahmen

Das linearisierte Plasmid (3 426 bp) wurde analog zu Kapitel 111.3.2 aufgearbeitet und
stand fur die Aufnahme des RBS-SG-Gens bereit.

Bei der anschlieRenden Ligation (Kapitellll.3.4.2) kam es zu einer geringen
Ausbeute des gewiinschten Vektorkonstrukts. Die Anzahl der Religationen im leeren
Vektor war ungewdhnlich hoch. Die Ursache hierfir war in den Uberhangen der
Restriktionsstellen der beiden Enzyme BamH | und Bglll zu suchen. Diese so
genannten ,sticky-ends’ wiesen identische Sequenzen auf, wodurch die Religationen
und damit die schlechte Ligationsquote erklart werden konnten. AufRerdem war bei
dieser Konstellation kein gerichteter Einbau des Gens in das Plasmid mdglich, d.h.
die Orientierung der cDNA war nicht kontrollierbar. Diese konnte sowohl vorwarts als

auch ruckwarts eingebaut werden (Abb. 16).

BamH I: 5-G|&GA TC G 3 Bglll: 5 -A|GATC T-3
3’ -C CT AG|G 5’ 3 -T CT AGJA-5’

Abb. 16: Darstellung der identischen ,sticky-ends’ der Restriktionsenzyme BamH | und Bgl Il

Rot: Schnittstellen mit entsprechenden Uberhangen




IV Ergebnisse 69

Trotz des geschilderten Sachverhaltes war es mdglich, Kolonien zu erhalten, die das
gewilnschte Vektorkonstrukt pQE-70-RBS-SG enthielten. Dies konnte mittels
Restriktionsverdau von erhaltenen Plasmidextrakten mit BamH | nachgewiesen
werden, wobei ein Fragment mit einer Grol3e von 721 bp entstand.

Fur die spatere Bestimmung der Aktivitat wurde das Plasmid pQE-70-RBS-SG aus
einer positiven Bakterienkultur in gréReren Mengen hergestellt (Kapitel 111.3.1.1.2)
und anschlieend in M15-Zellen transformiert (Kapitel 111.3.6.2).

Wie schon bei der Isolierung des STR-Gens beschrieben (Kapitel 1V.1.1.2), werden
die Versuche zur Expression und Aktivitatsbestimmung in Kapitel IV.1.4 gesondert
aufgefuhrt.
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1.3 Konstruktion des Coexpressions-Systems

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Vorarbeiten zur Herstellung eines
Expressions-Systems beschrieben, mit dem man zwei Enzyme gleichzeitig innerhalb

eines einzigen Vektors darstellen konnte.

Da die Ligation des RBS-SG-Gens in die Restriktionsschnittstellen BamH | und Bgl Il,
wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, erfolgreich war, wurden Versuche
unternommen, dieses Gen direkt hinter die STR-Sequenz im Vektorkonstrukt
pQE-70-STR einzubauen. Dies konnte hier nicht mit der in Kapitel IV.1.1.3
erlauterten Methode erreicht werden. Es gelang zwar, die cDNA an der gewinschten
Stelle einzubauen, jedoch befand sich das Gen in der unerwinschten 3'—5'-
Orientierung anstelle der erforderlichen 5—3'-Orientierung. Damit war die fehlerfreie
Expression der Strictosidin-B-D-Glucosidase nicht gewébhrleistet.

Versuche, die Religationsquote des Vektors durch Auffillen der Bgl lI-Schnittstellen
mit Hilfe des Klenow-Fragments (Kapitel 111.3.4.5) zu verringern und entsprechend die

Orientierung der RBS-SG-cDNA vorzugeben, fihrten nicht zum gewinschten Erfolg.

Aufgrund dieser Sachverhalte kam es zur Planung eines verénderten Systems, das
die Aufnahme von mindestens sechs einzelnen cDNAs oder sechs ,Genkassetten’
und somit die parallele Expression einer groReren Zahl von Enzymen erlauben
wirde.

Der Ausgangspunkt fir das Uberarbeitete Vektorkonstrukt stellte das Plasmid
pQE-70-STR dar. Im Folgenden wird der Einbau einer gro3eren Multiple-Cloning-Site
(MCS) sowie der RBS-SG-cDNA ausfihrlich beschrieben.

1.3.1 Isolierung der MCS aus pSE-280 und Einbau in pQE-70-STR

Bei der Auswahl einer MCS, die in das bestehende Vektorsystem pQE-70-STR
eingefigt werden konnte, kam es auf eine hohe Anzahl Restriktionsschnittstellen an,
welche fur die unkomplizierte Ligation mehrerer Enzyme geeignet sein sollten, d.h.
die keine Interaktion mit bereits vorhandenen und noch einzufligenden Sequenzen

erwarten lieRen.
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Eine hierfir geeignete MCS befand sich in einem Expressionsvektor mit der
Bezeichnung pSE-280. Auf einer Gesamtlange von 347 bp waren insgesamt 41
Restriktionsschnittstellen zu finden, darunter auch BamH | und Hind lll, die in einem
Abstand von 253 bp zueinander lagen und fir den Einbau in pQE-70-STR sehr gut

geeignet waren.

Aus 40 ml einer Ubernachtkultur von pSE-280 in TOP10F-Zellen wurde analog zu
Kapitel 111.3.1.1.2 ein hochreiner Plasmidextrakt hergestellt. Dieser wurde mit den
Restriktionsenzymen BamH | und Hind 1l fir 1.5 Stunden in einem Gesamtvolumen
von 25 pl bei 37 °C inkubiert:

Komponente Volumen
Plasmidextrakt 12.0 pl
Hind 1l (20 U/ul) 0.5 ul
BamH | (20 U/pl) 0.5l
NEB-Puffer 2 (10 x) 2.5 ul
BSA (1 mg/ml) 25 ul
Ampuwa 7.0

Nach Zusatz von 5 pl Probenpuffer und anschlieender gelelektrophoretischer
Trennung (1 %iges Agarosegel, Abb. 17) konnte die Bande mit einer GrofRe von
~250 bp extrahiert (Kapitel 111.3.2) und der Ligation in pQE-70-STR zugefihrt werden.

Parallel zu den durchgefuhrten Arbeiten wurde das Plasmid pQE-70-STR fur die
Aufnahme der neuen MCS vorbereitet. Hierbei kam es zunachst zur Linearisierung
des Vektorkonstrukts durch das Restriktionsenzym Hind Ill. Dessen Schnittstelle lag
zwar innerhalb des codierenden Bereichs fur den C-terminalen (His)s-tag, fuhrte aber

zu keiner Beeintrachtigung, da diese Polylinker-Region hier nicht genutzt wurde.

Der Ansatz zur Linearisierung enthielt die unten aufgefihrten Komponenten und

wurde Uber einen Zeitraum von 1.5 Stunden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.




IV Ergebnisse 72

Komponente Volumen
Plasmidextrakt 10.0 pl
Hind 1l (20 U/ul) 0.5l
NEB-Puffer 2 (10 x) 25ul
Ampuwa 12.0 pl

Nach Ablauf der Inkubationszeit konnte der Ansatz durch Zugabe von 27.5 pl
Ampuwa, 3.5 pl BSA (Img/ml), 3.5 pl BamH I-Puffer (10x) und 0.5 pl BamH | (20u/pl)
auf ein Gesamtvolumen von 60 pl erweitert werden. Nach erneuter Inkubation fur 1.5
Stunden bei 37°C im Wasserbad war der Vektor mit den angestrebten
Restriktionsschnittstellen versehen und konnte aus dem darauf folgenden
Agarosegel (1 %ig, Abb. 17) extrahiert werden (Kapitel 111.3.2).

pSE-280 Marker pOE-70-STR

Abb. 17: Isolierung der MCS aus pSE-280 sowie Generierung der Restriktionsschnittstellen im
Plasmid pQE-70-STR mittels BamH | und Hind Il

pSE-280: Dargestellt ist die Bande der MCS mit einer GréRe von 253 bp (—) nach
Verdau des Plasmids pSE-280 mit BamH | und Hind III.

pQE-70-STR: Dargestellt ist die ausgeschnittene Bande des linearisierten Plasmids pQE-
70-STR (4 461 bp) nach Verdau mit BamH | und Hind 111

Marker: SmartLadder 200
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Damit waren die Vorraussetzungen fir eine erfolgreiche Einfihrung der neuen MCS
in pQE-70-STR geschaffen. Die Ligationsreaktion wurde wie in Kapitel I11.3.4.2
beschrieben durchgefihrt.

Nach Transformation (Kapitel 111.3.6.2) der Ligationsansatze in TOP10F'-Bakterien
und anschlieBender Vermehrung tber Nacht, konnte ein Plasmidextrakt hergestellt
werden, der auf die Anwesenheit der MCS untersucht werden sollte. Hiertiber konnte
bereits ein alleiniger Verdau des Extrakts mit der Restriktionsendonuklease Sph |
Auskunft geben. Da pQE-70-STR zwei Sph I-Schnittstellen im Abstand von 404 bp
enthielt und innerhalb der neuen MCS ebenfalls eine solche Spaltstelle enthalten
war, trat auf dem Agarosegel (1 %ig) zusatzlich eine 704 bp grof3e Bande auf.

Zur endgultigen Bestatigung des Ergebnisses wurde ein reiner Plasmidextrakt

angefertigt, der mit den Restriktionsenzymen BamH | und Hind 11l behandelt wurde:

Komponente Volumen
Plasmidextrakt 4.0 ul
Hind 111 (20 U/pl) 0.5 ul
BamH | (20 U/pl) 0.5 ul
NEB-Puffer 2 (10 x) 20 u
BSA (1 mg/ml) 20 u
Ampuwa 11.0 pl

Nach einer Inkubationszeit von 1.5 Stunden bei 37 °C und anschlieRender
Auftrennung Uber ein 1 %iges Agarosegel konnte die Anwesenheit der MCS

endgultig bestatigt werden.

In Abb. 18 ist das Ergebnis der gelelektrophoretischen Trennung nochmals
verdeutlicht. Man kann im unteren Grol3enbereich eine Bande bei ~250 bp erkennen.

Hierbei handelt es sich um die neu eingefligte MCS.
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1 Marker

400 bp
200 bp

Abb. 18: Nachweis des erfolgreichen Einbaus der neuen MCS mit einer Lédnge von 253 bp in
pQE-70-STR

1: Im unteren GréRenbereich ist die MCS mit einer Lange von 253 bp erkennbar (—), die
in das Plasmid pQE-70-STR eingefligt wurde.

Marker: SmartLadder 200

Das entstandene Vektorkonstrukt wird im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit
zur besseren Ubersicht mit der Bezeichnung pQE-70bh-STR gefiihrt und ist in
Abb. 19 beschrieben.

Sphl
Sph |
pQE-70bh-STR
(4 683 bp)
BamH |
Hind Il

Abb. 19: Vektorkarte des pQE-70bh-STR-Plasmids mit den farblich gekennzeichneten
Restriktionsschnittstellen fur Sph I, BamH | und Hind IlI

Hellgriin: Sph I-Schnittstelle, Blau: BamH I-Schnittstelle, Dunkelrot: Hind IlI-Schnittstelle
Violett: Strictosidin-Synthase, Hellblau: Multiple-Cloning-Site

to: Stop-Codons in allen Leserahmen
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1.3.2 Synthese der RBS-SG-cDNA mittels PCR

Die Konstruktion des in Kapitel IV.1.3 beschriebenen Vektorsystems, in welchem
eine weitaus groRere Anzahl geeigneter Restriktionsschnittstellen zur Verfligung
stand, machte eine Neusynthese der RBS-SG-cDNA nétig. Bei der Auswahl einer
neuen Schnittstelle am 3’-Ende der zu bildenden cDNA war darauf zu achten, dass
die entstehenden ,sticky-ends’ nach einem Verdau nicht interagieren konnten und
keine interne Spaltstelle im STR- sowie RBS-SG-Gen storte.

Als geeignetes Restriktionsenzym stellte sich Kpn | heraus, dessen Erkennungs-

sequenz in einen neuen Reverse-Primer integriert wurde (Abb. 20).

Reverse-Primer SGrevKpnl:

Peptidsequenz: G N S F V S S H *

cDNA-Sequenz: 5 - GAG TTA GIC AAG AGG CAA AMA ACC TAA 3

Gegenstrang: 3 - CIC AAT CAG TTC TCC GIT TTT TGS5 ATT-5

Gegenstrang revers: 5 - TTA GG TTT TTG CCT CIT GAC TAA CTG 3

Primersequenz: 5 -GG AC . GG TTT TT1G GCT CTT GAC TAA CTG 3
Kpn | to

Abb. 20: Entwicklung eines Reverse-Primers fir die Strictosidin-B-D-Glucosidase (SGrev) mit
farblich hervorgehobener Restriktionsschnittstelle

Dunkelgrin: Kpn I-Schnittstelle, Rot: Stop-Codon

Der neue Reverse-Primer wurde entsprechend dem Herstellungsprotokoll mit
Ampuwa auf eine Konzentration von 10 pmol/ul eingestellt. Das verwendete
Temperatur-Zeit-Programm wurde bereits in Kapitel 1V.1.2.1 beschrieben.

Der Reaktionsansatz war wie folgt zusammengesetzt:

Komponente Volumen
Template 1.0 pl
Primer RBS-SGforBamHI (10 pmol/ul) 1.0n
Primer SGrevKpnl (10 pmol/pul) 1.0n
dNTP’s (20 mM) 1.0 pl
Advantage-Puffer (10x) 25 ul
Advantage-Polymerase-Mix 0.5 ul

Ampuwa 18.0 ul
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Nach Ablauf des PCR-Programms erfolgte eine Analyse des Reaktionsansatzes
mittels Agarose-Gelelektrophorese (1 %). Das hierbei erhaltene Gel zeigte eine
einzelne Bande bei einer Grof3e von ~1 600 bp (vgl. Abb. 13), welche ausgeschnitten

und mit Hilfe des Kits NucleoSpin Extrakt (Kapitel 111.3.2) gereinigt wurde.

1.3.3 Isolierung des PCR-Produkts RBS-SG

Der erhaltene Gelextrakt aus Kapitel IV.1.3.2 konnte nun in den Klonierungsvektor
pGEM-T eingefugt werden (Kapitel 111.3.4.2).

Im Anschluss an die Transformation des so entstandenen Vektorkonstrukts pGEM-T-
RBS-SG in TOP10F'-Bakterien (Kapitel I11.3.6.2) und der Anzucht positiver Kolonien
in LB-Amp-Medium, konnte der Erfolg der Ligation durch Spaltung des Plasmids mit
den Restriktionsendonukleasen BamH | und Kpn | bestétigt werden.

Der hierzu angesetzte Verdau von 4y des reinen Plasmidextrakts
(Kapitel 111.3.1.1.2) mit 10U Kpnl in einem Gesamtvolumen von 20 ul wurde im
Wasserbad bei 37 °C Uber einen Zeitraum von 1.5 Stunden durchgefuhrt. Hierbei
kam es zur Linearisierung des vorliegenden 4 461 bp groRen Plasmids pGEM-T-
RBS-SG.

Danach erfolgte eine Erweiterung des Ansatzes auf ein Gesamtvolumen von 60 pl
durch Zugabe von 31.5 pl Ampuwa, 4 pyl BamH I-Puffer (10 x), 4 pl BSA (Img/ml) und
0.5 BamH 1 (20 U/ul). Bei der anschlielend durchgefiihrten Inkubation (37 °C,
1.5 Stunden) wurden dann aufgrund der RBS-SG-internen BamH I-Schnittstelle zwei
Fragmente der Grof3en 908 bp und 725 bp gebildet.

Dies wurde nach Zusatz von 4 pl Probenpuffer mit Hilfe der Gelelektrophorese unter

Verwendung eines 1 %igen Agarosegels bestéatigt.

Analog zu Kapitel IV.1.2.2 war auch hier ein partieller Verdau mit unterschiedlichen
Zeitintervallen zur Isolierung des gewunschten Inserts RBS-SG unumganglich.
Hierzu wurde das Plasmid pGEM-T-RBS-SG zunéchst in ausreichender Menge
unter Verwendung des Kits NucleoSpin Plasmid (Kapitel 3.1.1.2) hergestellt und
durch Spaltung mit Kpn I linearisiert.

Der verwendete Ansatz mit den folgenden Komponenten wurde fir 2 Stunden bei
37 °C im Wasserbad behandelt:
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Komponente Volumen
Plasmidextrakt 8.0 ul
Kpn | (10 U/ul) i0u
NEB-Puffer 1 (10 x) 20 u
BSA (1mg/ml) 20 u
Ampuwa 7.0 pl

Zur langsamen Hydrolyse des enthaltenen RBS-SG-Gens wurde der oben genannte
Ansatz durch Zugabe von 15 pyl BamH I-Puffer (10 x), 15 ul BSA (1 mg/ml), 99.4 pl
Ampuwa und 0.6 pl BamH | (20 U/pl) auf ein Gesamtvolumen von 150 pl vergrofZert
und bei 37 °C im Wasserbad uber eine Dauer von 45 min inkubiert. Dabei wurden
nach 5, 10, 15, 20, 30 und 45 min jeweils 25 pyl entnommen, mit 5 pl Probenpuffer
versetzt und sofort bei -20 °C eingefroren.

Die so abgestoppten Reaktionsmischungen konnten Uber ein 1 %iges Agarosegel
aufgetrennt werden. Das erhaltene Gelfoto zeigte die gewlinschte Bande in allen
sechs Ansatzen, jedoch waren die Konzentrationen innerhalb der ersten 15 min der
Spaltungsreaktion am hdchsten. Dies ist in Abb. 21 dargestellt.

5min 10min 15min 20min 30min 45 min Marker

2000 bp
1500 bp

1000 bp
800 bp
600 bp

Abb. 21: Agarosegel (1 %ig) nach Verdau von pGEM-T-RBS-SG zur Generierung der BamH I-
und Kpn I-Schnittstellen

Nach 5-, 10-, 15- und 20-minitigem Verdau ist die RBS-SG-cDNA (—) mit 1 623 bp gut
erkennbar.

Marker: SmartLadder 200
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Alle sichtbaren Banden mit einer Grol3e von 1 623 bp wurden aus dem Gel extrahiert
(Kapitel 111.3.2) und in 25y Ampuwa aufgenommen. Damit war das gewinschte

Insert zur Ligation in das Expressions-System pQE-70bh-STR hergestellt.

1.3.4 Einfugen der RBS-SG-cDNA in das Expressions-System pQE-70bh-STR

Im letzten Schritt zur Herstellung des Coexpressions-Systems musste das
vorbereitete SG-Gen mit der vorgeschalteten RBS an der gewilnschten Position im
bereits vorhandenen Vektorkonstrukt pQE-70bh-STR eingefugt werden.

Zur Generierung der erforderlichen Restriktionsschnittstellen wurde ein reiner
Plasmidextrakt aus einer Ubernachtkultur (TOP10F’) hergestellt. Davon wurden in
einem ersten Schritt 6 ul mit 10U Kpnl in einem Gesamtvolumen von 20 pl
gespalten. Nach 2 Stunden im Wasserbad bei 37 °C lag der linearisierte Vektor mit
einer Lange von 4 683 bp vor.

Danach erfolgte die Herstellung der zweiten Schnittstelle, indem der komplette erste
Verdau mit 10 U BamH | in einem Gesamtvolumen von 60 pl hydrolysiert wurde.

Dieser Arbeitsschritt war nach 1.5 Stunden im Wasserbad bei 37 °C beendet.

Nach erfolgreicher Gelelektrophorese (Agarose, 1%) konnte der Vektor extrahiert
(Kapitel 111.3.2) und fur die Ligation des RBS-SG-Gens verwendet werden
(Kapitel 111.3.4.2).

Im Anschluss an die Ligation erfolgte die Transformation des Plasmids in TOP10F'-
Zellen (Kapitel 111.3.6.2). Die hierbei verwendeten ampicillinhaltigen Selektionsplatten
wiesen nach einer 10-stindigen Wachstumsphase eine grol3e Zahl
Bakterienkolonien auf.

Fiur einen ersten Test auf Erfolg der Ligation war der Verdau eines hergestellten
Plasmidrohextrakts mit der Restriktionsendonuklease BamH | ausreichend. Bei der
alleinigen Verwendung dieses Enzyms sollte eine Bande mit der Gré3e von 725 bp
auftreten. Dieses Fragment konnte durch die RBS-SG-interne und die Uber PCR
eingefiihrte BamH I-Schnittstelle gebildet werden (vgl. Kapitel 1V.1.1.2).

Nachdem die erwartete Bande in den Plasmiden aller getesteter Kolonien auf dem
Agarosegel aufgetreten war, wurde eine Ubernachtkultur mit 200 pl einer positiv

getesteten Bakteriensuspension in 40 ml LB-Amp-Medium angezogen und das
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enthaltene Vektorkonstrukt pQE-70bh-STR-RBS-SG ebenfalls unter Verwendung
des Kits NucleoSpin Plasmid (Kapitel 111.3.1.1.2) aufgereinigt. Hierbei erfolgte die
Elution des Vektors von der verwendeten Extraktionssaule mit 50 pl Ampuwa.

Zur Veranschaulichung der anschliel3end durchgefuhrten Testreihen zur Bestéatigung
des ersten Ergebnisses ist das konstruierte Vektorsystem in der folgenden Abb. 22

schematisch dargestellt:

404 bp N
635 bp
pQE-70bh- BamH | > 2268 bp
STR-RBS-SG RBS 725 bp
(6 225 bp) BamH |
Kpn | Y,

Abb. 22: Vektorkarte des pQE-70bh-STR-RBS-SG-Plasmids mit den farblich gekennzeichneten
Restriktionsschnittstellen fir Sph I, BamH [ und Kpn |

Hellgriin: Sph I-Schnittstelle, Blau: BamH I-Schnittstelle, Dunkelgrin: Kpn I-Schnittstelle
Violett: Strictosidin-Synthase, Orange: Strictosidin-B-D-Glucosidase
Rot: RBS, Hellblau: Multiple-Cloning-Site, to: Stop-Codons in allen Leserahmen

Fur eine genauere Untersuchung des gewonnenen Plasmids pQE-70bh-STR-RBS-
SG wurden mehrere Inkubationen mit den Endonukleasen Sph | ,BamH | und Kpn |
in verschiedenen Kombinationen durchgeftihrt.

Aus Abb. 22 ist ersichtlich, dass ein alleiniger Verdau mit BamH | zwei Fragmente mit
einer Lange von 725 bp und 5 500 bp hervorbringen sollte.

Die Kombination aus BamH | und Sph| wirde demzufolge Banden mit 404 bp,
635 bp, 725 bp und 4 461 bp generieren, wogegen die Restriktion mit Sph | und
Kpn | zu Bruchsticken mit 404 bp, 2 386 bp und 3 435 bp fuhren sollte.
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Die in der nachstehenden Ubersicht aufgefiinrten Reaktionsansitze wurden uber

einen Zeitraum von 1.5 Stunden bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.

Komponente 1 2 3
Plasmidextrakt 4.0 ul 4.0 u 4.0
Sph | (10 U/ul) - 1.0 1.0

BamH | (20 U/ul) 0.5 u 0.5 ul -
Kpn | (10 U/pl) - - 1.0
NEB-Puffer 1 (10 x) - - 2.0 ul

BamH I-Puffer (10 x) 2.0 ul 2.0 ul -
BSA (1 mg/ml) 2.0 ul 2.0 ul 2.0 ul
Ampuwa 1154 10.5 10.0

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben mit je 5 pl Probenpuffer versetzt

und Uber ein 1 %iges Agarosegel aufgetrennt (Kapitel 111.3.5).

Die entstandenen Bandenmuster zeigten ausschlief3lich die theoretisch berechneten
Fragmente (Abb. 23).
1 2 3 Marker

6000 bp
5000 bp

2500 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
800 bp

600 bp
400 bp

’ 200 bp

Abb. 23: Agarosegel (1 %ig) nach Verdau von pQE70bh-STR-RBS-SG zum Nachweis der
erfolgreichen Ligation der RBS-SG-cDNA in pQE70bh-STR

1: Verdau mit BamH |, Banden der Grof3e 725 bp und 5 500 bp sind entstanden
2: Verdau mit Sph | und BamH |, Banden mit 404 bp, 635 bp, 725 bp und 4 461 bp
3: Verdau mit Sph | und Kpn |, Banden der Gré3e 404 bp, 2 268 bp und 3 553 bp

Beim Restriktionsverdau mit den verschiedenen Kombinationen entstanden nur die
theoretisch moéglichen Fragmente, d.h. die Ligation war erfolgreich.

Marker: SmartLadder 200

"
i BT |kl
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Damit war der Beweis erbracht, dass die RBS-SG-cDNA in der richtigen Orientierung
hinter die STR-cDNA eingefligt wurde und es sich bei dem hergestellten Plasmid um
das geplante und nun einsetzbare Coexpressions-System pQE-70bh-STR-RBS-SG

handelte.

Der positiv getestete Plasmidextrakt wurde daraufhin in M15-Zellen transformiert
(Kapitel 111.3.6.2) und stand fur die erforderlichen Expressionsversuche sowie flr
Aktivitatstests zur Verfigung. Hierauf wird im folgenden Abschnitt n&her

eingegangen.
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1.4 Expression, Aktivitatstests und Produktidentifizierung

Die Expressionsversuche sollten den Nachweis erbringen, dass die simultane
Bildung der beiden Enzyme Strictosidin-Synthase und Strictosidin-B-D-Glucosidase
mit dem neu konstruierten Vektor pQE-70bh-STR-RBS-SG mdglich war.

In diesem Kapitel sind aus Griinden der Ubersicht die Expressionsversuche zu den
Plasmiden pQE-70-STR, pQE-70-RBS-SG und pQE-70bh-STR-RBS-SG sowie
deren anschlieRende Testung zusammengefasst.

Im weiteren Verlauf wird detailliert auf die Identifizierung des Heteroyohimbin-
Alkaloids Cathenamin als Hauptprodukt des Coexpressions-Systems pQE-70bh-
STR-RBS-SG eingegangen.

1.4.1 Expressionsversuche und Aktivitatstests

Die beiden Expressions-Systeme pQE-70-STR und pQE-70-RBS-SG dienten als
Referenzplasmide fur den Vergleich der Einzelaktivitdten der Strictosidin-Synthase
und der Strictosidin-B-D-Glucosidase mit deren Aktivitaten im gekoppelten Enzym-
Assay. Als Kontrolle wurde bei jedem Expressionsversuch eine Vergleichskultur
inkubiert, die den verwendeten Expressionsvektor pQE-70 ohne Insert im E. coli-
Stamm M15 enthielt.

Die Bakterien wurden bei 37°C und 200rpm in 300 ml LB-Medium pro
Erlenmeyerkolben nach Zusatz von Kanamycin (Endkonzentration 25 mg/l) und
Ampicillin (Endkonzentration 50 mg/l) auf eine optische Dichte von ODgyp = 0.5
angezogen und mit IPTG bis zu einer Endkonzentration von 0.6 mM versetzt. Die
hierdurch gestartete Expression war nach ca. 20 Stunden bei 26 + 1 °C und 100 rpm

beendet.
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1.4.1.1 pQE-70-STR und pQE-70-RBS-SG in M15-Zellen

Die Herstellung der fir den Aktivitatsnachweis verwendeten Proteinrohextrakte
erfolgte analog zu Kapitel I11.1.2. Abweichend hiervon wurde als Grundlage fir den
Lysepuffer 50 mM KPi pH 7.0 benutzt.

1.4.1.1.1 pQE-70-STR in M15-Zellen

Fur die Testung der Strictosidin-Synthase wurden die Rohextrakte von
Bakterienkulturen aus zwei verschiedenen Kolonien verwendet, um eventuelle
Abweichungen in der Aktivitat der exprimierten Enzyme beobachten zu kénnen.

Da die Strictosidin-Synthase die Reaktion von Tryptamin und Secologanin zu
Strictosidin katalysiert, wurden die Proteinldsungen der beiden Zellkulturen mit
wassrigen Tryptamin- und Secologaninlésungen Uber eine Dauer von 30 min bei
30 °C und 500 rpm im Thermoschdittler inkubiert. Die hierbei ablaufende Reaktion ist
in der folgenden Abb. 24 verdeutlicht:

Tryptamin

Secologanin Strictosidin

Abb. 24: Enzymatische Bildung von Strictosidin aus Tryptamin und Secologanin
STR: Strictosidin-Synthase

Die genauen Zusammensetzungen der Inkubationsansatze sind in der folgenden

Ubersicht aufgefiihrt:
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Komponente Volumen
Tryptamin-HCI (1 mg/ml) 6.25 ul
Secologanin (1 mg/ml) 12.00 pl
Rohextrakt STR-1 81.75 ul
Rohextrakt STR-2 81.75 ul

Parallel dazu wurden unter den gleichen Bedingungen Anséatze vorbereitet, die nur
Tryptamin-HCI, Secologanin und Strictosidin enthielten und zur Bestimmung der
Retentionszeiten im verwendeten Puffersystem dienten. Eine weitere Inkubation, die
nur den Proteinrohextrakt enthielt, gab Aufschluss dartber, welche Peaks im
anschlieBenden HPLC-Chromatogramm auf den reinen Extrakt zurtckzufihren
waren. Die Konzentrationen der einzelnen Komponenten konnten durch Einsatz von
Ampuwa und 50 mM KPi-Puffer pH 7.0 den oben genannten Inkubationen angepasst

werden.

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden die einzelnen Ansatze mit 100 pl Methanol
versetzt, wodurch die enthaltenen Proteine denaturiert und somit durch Zentrifugation
(14 000 x g, 5min) abgetrennt werden konnten. Dies fuhrte zum sofortigen
Abstoppen der enzymatischen Reaktion.

Die erhaltenen Uberstande wurden in HPLC-Vials gefullt und zu je 40 pl unter
Verwendung des HPLC-Programms Nr. 1 (Kapitel 111.2.2) in die HPLC injiziert.

In Abb. 25 ist das Ergebnis der Aktivitatstests dokumentiert.

Im linken Teil der Abbildung sind die Retentionszeiten der verwendeten Subtanzen
zu erkennen: Tryptamin-HCI verlasst nach 4.7 min die HPLC-Saule, Secologanin
nach 5.8 min und Strictosidin wird nach 8.0 min eluiert.

Daraus wird deutlich, dass der Peak mit der Retentionszeit 8.0 min im
Inkubationsansatz zu Strictosidin gehort. Dies bedeutet, dass eine enzymatische
Bildung von Strictosidin aus den Edukten Tryptamin-HClI und Secologanin
stattgefunden hat, deren Peaks sich gegeniber der Kontrolle deutlich verkleinert

haben.
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& Abb. 25: HPLC-Ergebnis der Aktivitats-
i tests der Strictosidin-Synthase
in pQE-70-STR

2 3 3 Kontrolle: Es sind die Retentionszeiten von
Tryptamin (1, 4.7 min), Secologa-
nin (2, 5.8 min) und Strictosidin (3,
8.0min) in 50 mM KPi-Puffer
pH 7.0 dargestellt. Die Zusam-
mensetzung der Kontrolle
entspricht einer Inkubations-
mischung ohne Rohextrakt.

=

Inkubation: Bei der Inkubation des
Rohextrakts mit Tryptamin-HCI und
Secologanin ist eine deutliche
Bildung des Produkts Strictosidin
bei gleichzeitiger Abnahme der
Edukte zu erkennen.
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Somit war die Funktionalitdit des exprimierten Enzyms Strictosidin-Synthase
bewiesen und der Klon konnte fir weitere Versuche als Dauerkultur aufbewahrt
werden. Hierzu wurden je 850 pl Bakterienkultur mit 200 ul Glycerol vermischt, mit

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

1.4.1.1.2 pQE-70-RBS-SG in M15-Zellen

Zur Testung der Strictosidin-B-D-Glucosidase wurden ebenfalls zwei positive Klone
getestet. Die Aufarbeitung der bendétigten Rohextrakte verlief dabei analog zur
Strictosidin-Synthase.
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Die Strictosidin-B-D-Glucosidase katalysiert die Umwandlung von Strictosidin zum
instabilen Strictosidin-Aglykon, das seinerseits unter Ringschluss zu Cathenamin
weiterreagiert.

Diese Reaktion stellt den Beginn des Biosyntheseweges von Ajmalin —aber auch von
den Heteroyohimbin-Alkaloiden Raubasin, 19-Epi-Raubasin und Tetrahydroalstonin—
dar und ist schematisch in Abb. 26 wiedergegeben.

Strictosidin Strictosidin- Cathenamin
Aglykon

Abb. 26: Bildung des Strictosidin-Aglykons und anschlieRende Umlagerung zu Cathenamin
SG: Strictosidin-B-D-Glucosidase

Fir die enzymatische Deglucosylierung von Strictosidin wurde kein Cofaktor benétigt,
wodurch den folgenden Inkubationsansétzen lediglich eine wéssrige Losung von

Strictosidin (1mg/ml) als Edukt beigegeben werden musste:

Komponente Volumen
Strictosidin (1 mg/ml) 8.5 ul
Rohextrakt RBS-SG-1 91.5 ul
Rohextrakt RBS-SG-2 91.5 ul

Zusatzlich wurden zur Bestimmung der Retentionszeiten Ansatze mit den
Standardsubstanzen Strictosidin und Cathenamin (1mg/ml MeOH) in 50 mM KPi
pH 7.0 angefertigt. Eine alleinige Inkubation des Rohextrakts diente der Detektion
unerwinschter Peaks im HPLC-Chromatogramm.

Im Anschluss an die 30-minitige Inkubation der Proben bei 30 °C und 500 rpm im

Thermomixer erfolgte das Abstoppen der Reaktion durch Ausféllen der enthaltenen
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Proteine mit 100 pl Methanol. Nach Abtrennen der denaturierten Enzyme mittels
Zentrifugation (14 000 x g, 5 min) konnte der erhaltene Uberstand fur die HPLC-
Analyse verwendet werden.

Die Trennung erfolgte unter Verwendung des HPLC-Programms Nr. 1 (Kapitel 111.2.2)
und Detektion bei 250 nm.

Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abb. 27 dargestellt. Hier zeigt das linke
Chromatogramm  Strictosidin (8.5 pl in 200 ul MeOH) bei einer Retentionszeit von
8.1 min. Die rechte Abbildung zeigt die Analyse des Inkubationsansatzes bestehend
aus 8.5 ul Strictosidin und 91.5 pl Rohextrakt RBS-SG-1 nach Zusatz von 100 pl
MeOH. Strictosidin, das ein Absorptionsmaximum bei 227 nm hat, ist nahezu
vollstandig zu Cathenamin umgesetzt worden. Dessen Peak besitzt eine
Retentionszeit von 10.1 min und fallt hier aufgrund seines Absorptionsmaximums von
280 nm bei der gewahlten Wellenlange von 250 nm verhéaltnismaRig klein aus. Die
Detektion von Cathenamin wird zusatzlich durch dessen Instabilitat erschwert. Diese

ist in der hohen Reaktivitat der Substanz begriindet.

Fe¥et
T

Abb. 27: HPLC-Ergebnis der Aktivitats-
T 1 tests der Strictosidin-B-D-
Glucosidase in pQE-70

Kontrolle: Hier ist die Retentionszeit von
8.1 min des eingesetzten Edukts
Strictosidin  (3) in 50 mM KPi
pH7.0 gezeigt. Die Zusam-
mensetzung der Kontrolle
entspricht  einer Inkubations-
mischung ohne Rohextrakt.

Inkubation: Bei einer Retentionszeit von
b 10.1 min ist das gewlnschte
Produkt Cathenamin (4) erkenn-
bar. Der Vergleich mit der Kontrolle
zeigt eine deutliche Abnahme des
eingesetzten Strictosidins (3).

2.

Der Peak mit der Retentionszeit
von 9.4 min stammt aus dem
Rohextrakt.
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Damit war die funktionelle Expression der Strictosidin-B-D-Glucosidase mit
vorgeschalteter Ribosomenbindestelle nachgewiesen, und die entsprechende cDNA
konnte fur die nachfolgende Klonierung in das geplante Coexpressions-System
verwendet werden.

Im Anschluss an die Aktivitatstests wurden verschiedene Dauerkulturen eines positiv
getesteten Klons pQE-70-RBS-SG in M15-Zellen angelegt (s.0.).

1.4.1.2 pQE-70bh-STR-RBS-SG in M15-Zellen

Bei der Herstellung des Proteinrohextrakts fur die Testung des Coexpressions-
systems wurde die Vorschrift aus Kapitel 111.1.2 leicht abgewandelt. Zunachst wurden
insgesamt 40 ml einer Ubernachtkultur in 2.41 LB-Kan-Amp-Medium gegeben
und bei 37 °C bis zu ODggo = 0.5 kultiviert. Durch Zugabe von IPTG auf eine
Endkonzentration von 0.6 mM wurde die Expression der Enzyme induziert.

Im Anschluss an die 14-stiindige Expressionsphase bei 26 £1 °C und 100 rpm
wurden die Bakterien durch Zentrifugation (5000 x g, 10 min, 4 °C) vom Medium
abgetrennt und in insgesamt 16 ml Lysepuffer (50 mM KPi pH 7.0 + 20 mM MSH +
16 mg Lysozym) resuspendiert. Zur Auflésung eventuell vorhandener
Zellagglomerate wurde die Zellsuspension fur 10 sec mit Ultraschall (75 W)
behandelt und danach fir 30 min auf Eis ruhen gelassen. Nach Zerstérung der
Zellmembranen durch Ultraschall (3 x 10 sec, 75 W) kam es zur Abtrennung der
entstandenen Zellfragmente mittels Zentrifugation (12 000 x g, 30 min, 4 °C). Zur
Beseitigung storender Proteine aus den Bakterienzellen wurde der erhaltene Uber-
stand einer fraktionierten Ammoniumsulfat-Fallung unterzogen (vgl. Kapitel 111.1.1).
Im ersten Schritt dieser Vorreinigung wurden die unerwinschten Proteine durch
Zusatz des Fallungsreagenzes Ammoniumsulfat bis zu einer Sattigungskonzentration
von 35 % und anschlieBender Fallung fur 30 min bei 4 °C erfasst. Diese konnten
durch Zentrifugation fiir 30 min bei 9 000 x g und 4 °C abgetrennt werden. Der zweite
Schritt der fraktionierten Fallung sollte die gewlnschten Proteine im Bereich der
Sattigungskonzentration von 35 — 70 % Ammoniumsulfat hervorbringen. Nach einer
Ruhezeit von 30 min bei 4 °C wurden die ausgefallten Enzyme bei 9 000 x g und
4 °C innerhalb von 30 min zentrifugiert. Der entstandene Rulckstand wurde nun
in 1 ml Resuspendierungspuffer (50 mM KPi pH 7.0 + 150 mM NacCl) aufgenommen
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und erneut fur 5min bei 4°C und 9000 x g zentrifugiert. Der klare Uberstand
(0.8 ml) konnte nun Uber eine HiTrap Desalting-Saule (Kapitel 111.1.3.2) mit
einem Volumen von 5 ml unter Verwendung von 50 mM KPi pH 7.0 + 20 mM MSH
+150 mM NacCl bei einer Flussrate von 10 ml/min entsalzt werden. Die ersten 2.4 ml
des Durchflusses wurden erneut zentrifugiert (14 000 x g, 4 °C, 5 min) und standen
fur die Aktivitatstests des Coexpressions-Systems zur Verfligung.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen im Laufe der Extraktherstellung wurden
nach jedem Fallungsschritt, sowie nach der Entsalzung des Rohextrakts uber
Sephadex G25, Proben entnommen und nach der BRADFORD-Methode vermessen

(Kapitel 111.1.7). Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen sind in Tab. 1

wiedergegeben.

Fraktion Proteinkonzentration
nach 1. NH4(S0O,),-Féallung 825 pg/ml
nach 2. NH(SO4),-Féllung 3 100 pg/ml

Proteinrohextrakt nach Entsalzen 2 190 pg/ml

Tab. 1: Proteinkonzentrationen der einzelnen Fraktionen im Laufe der Extraktherstellung

Aus der Aufstellung geht hervor, dass die Proteinkonzentration nach der zweiten
Ammoniumsulfat-Féllung stark zugenommen hat. Dies ist in der Aufnahme des
entstandenen Pellets in nur 1 ml Resuspendierungspuffer begriindet. Die Entsalzung
der so erhaltenen Proteinlésung Uber Sephadex G25 fiuhrte dann zu einer leichten
Abnahme der Proteinkonzentration, da einerseits das verwendete Saulenmaterial
eine Ausschlussgrofe von 5 000 Dalton besal3, andererseits eine Verdinnung der
Losung stattfand.

Fur den eigentlichen Aktivitatstest des entstandenen Proteinrohextrakts wurde der

folgende Reaktionsansatz bei 35 °C und 500 rpm fur 1.5 Stunden inkubiert:
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Komponente Volumen Endkonzentration
Tryptamin-HCI (1 mg/ml) 6.25 pl 0.32 mM
Secologanin (1 mg/ml) 12.00 pl 0.32 mM
1 M KPi pH 6.0 + 20 mM MSH 5.00 ul 50 mM KPi + 0.4 mM MSH
Proteinrohextrakt nach Entsalzen 81.75 ul 1.7 mg/mi

Durch Zusatz des KPi-Puffers erfolgte die Einstellung des pH-Werts auf 6.0. Dadurch
sollte die Aktivitat der Strictosidin-B-D-Glucosidase, deren pH-Optimum bei 5.0 — 5.2
liegt (GERASIMENKO et al., 2002), etwas erhdht werden, ohne jedoch die Strictosidin-
Synthase-Aktivitat (pH-Optimum von 7.0; KUTCHAN, 1989) zu weit herabzusetzen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Reaktion durch Zusatz von 100 yl MeOH
abgestoppt, zentrifugiert (5 min, 14 000 x g) und die Proben per HPLC analysiert.
Bei dem verwendeten HPLC-Programm handelte es sich um Programm Nr. 2
(Kapitel 111.2.2). Die Detektion erfolgte dieses Mal bei einer Wellenlange von 280 nm,
wodurch das erwartete Produkt Cathenamin (Amax 280 nm) besser zu identifizieren
sein sollte. Dies hatte jedoch zur Folge, dass das eingesetzte Secologanin
(Amax 237 nm) nicht mehr zu detektieren war. Ein Aufteilen des Inkubationsansatzes
in zwei Teile und anschlieRende Detektion bei unterschiedlichen Wellenlangen kam

aufgrund der eingesetzten kleinen Stoffmengen nicht in Frage.

Das erhaltene HPLC-Chromatogramm (Abb. 28) zeigte eine deutliche Aktivitat der
Strictosidin-B-D-Glucosidase, die das Strictosidin, welches von der Strictosidin-
Synthase im ersten Reaktionsschritt gebildet wurde, komplett umgesetzt hatte.

Im rechten Teil der Abbildung ist das Produkt Cathenamin mit einer Retentionszeit
von 8.1 min gut zu erkennen. Der Tryptamin-HCI-Peak ist im Vergleich zur Kontrolle
deutlich kleiner geworden und liegt bei ~1.95 min. Der Peak des Zwischenprodukts
Strictosidin sollte, wie im linken Teil der Abbildung gezeigt ist, bei 2.95 min liegen, ist
aber aufgrund des direkten Umsatzes zu Cathenamin im rechten Chromatogramm

nicht mehr zu erkennen.
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Abb. 28: HPLC-Ergebnis der Aktivitats-
tests des Coexpressions-Sys-
tems in pQE-70bh-STR-RBS-SG

Kontrolle: Hier sind die Retentionszeiten

von Tryptamin-HCI (1, 1.95 min),

Strictosidin = (3, 2.92 min) und

Cathenamin (4, 7.9 min) gezeigt.

-+ Die Zusammensetzung der
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2 bationsmischung ohne Rohextrakt.
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Inkubation: Bei einer Retentionszeit von
8.1min ist das gewilnschte
Produkt Cathenamin (4) erkenn-
bar. Der Vergleich mit der Kontrolle
zeigt eine deutliche Abnahme
des eingesetzten Tryptamin-HCI
(). Strictosidin (3) ist nicht mehr
detektierbar, da es als Zwischen-
produkt direkt zu Cathenamin (4)
umgesetzt wurde.
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Die kleineren Peaks im Bereich von 3.5 und 6.5 min, die im rechten Teil der
Abbildung zu sehen sind, resultierten direkt aus Cathenamin, das sich wahrend der
Inkubationszeit in verschiedene Nebenprodukte umlagerte.

Die Entstehung dieser Nebenprodukte aus Cathenamin konnte durch
unterschiedliche Inkubationszeiten belegt werden. Hierbei wurde ein 5-facher Ansatz

zusammengestellt und fir 1.5 Stunden bei 35 °C und 500 rpm inkubiert:

Komponente Volumen Endkonzentration
Tryptamin-HCI (1 mg/ml) 31.25 pl 0.32 mM
Secologanin (1 mg/ml) 60.00 ul 0.32 mM
1 M KPi pH 6.0 + 20 mM MSH 25.00 pl 50 mM KPi + 0.4 mM MSH

Proteinrohextrakt nach Entsalzen 408.75 pl 1.7 mg/mi
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Nach 15, 30, 45, 60, 75 und 90 min wurden jeweils 100 pl abgenommen, mit der
gleichen Menge MeOH versetzt und per HPLC analysiert.

Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigte, dass die kleineren Peaks im mittleren
Retentionsbereich nach 15 min kaum vorhanden waren, mit zunehmender
Inkubationsdauer jedoch immer gréRer wurden (Abb. 29). Diese zuséatzlichen Peaks
stellten Zersetzungsprodukte von Cathenamin dar, deren Bildung auf die thermische
Instabilitait des Cathenamins zurlckzufihren war. Gleichzeitig kam es zu einer
Verkleinerung des Cathenamin-Peaks. Bei Vergleichsinkubationen, die nur die
Substrate ohne Proteinrohextrakt sowie den reinen Proteinrohextrakt enthielten,

konnte diese Beobachtung nicht gemacht werden.
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15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min

Abb. 29: Zeitabhéngige Bildung von Nebenprodukten aus Cathenamin im Laufe der Inkubation

Dargestellt ist die Zunahme von unerwiinschten Nebenprodukten im Verlauf einer
90-minltigen Inkubation des Proteinrohextrakts mit enthaltener Strictosidin-Synthase und
Strictosidin-B-D-Glucosidase nach Zugabe von Tryptamin-HCI (1) und Secologanin. Nach
30 min ist die maximale Bildung von Cathenamin (4) erreicht, das Zwischenprodukt
Strictosidin  (3) ist dagegen erst nach ca. 60 min verbraucht. Mit zunehmender
Inkubationsdauer zersetzt sich das Cathenamin immer mehr und es entstehen die
Nebenprodukte, welche im mittleren Ri-Bereich zu sehen sind.
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Somit war die erfolgreiche Coexpression der beiden Enzyme Strictosidin-Synthase
und Strictosidin-B-D-Glucosidase mit zwischengeschalteter Ribosomenbindestelle im
Vektorsystem pQE-70bh-STR-RBS-SG nachgewiesen.

Die Beweisfihrung zur tatsachlichen enzymatischen Bildung des Endprodukts

Cathenamin ist im folgenden Kapitel detailliert beschrieben.

1.4.2 Identifizierung von Cathenamin als Endprodukt des gekoppelten Assays

Um die Bildung von Cathenamin aus Tryptamin und Secologanin unter Ausnutzung
des im vorherigen Abschnitt getesteten Coexpressions-Systems zu belegen, waren
unterschiedliche Verfahren nétig. Aufgrund der bereits beschriebenen Eigenschaften
des erwarteten Produkts Cathenamin wurde zunéchst versucht, dessen
Reduktionsprodukt Tetrahydroalstonin (s. Abb. 28, Seite 91) zu identifizieren.
Tetrahydroalstonin ist eine wesentlich stabilere Verbindung als Cathenamin, die im
HPLC-Chromatogramm ein scharfes Signal zeigt und im Vergleich zu Cathenamin

besser identifiziert werden kann.

Fur die Identifizierung von Tetrahydroalstonin als Reduktionsprodukt von Cathenamin
wurde bei der Herstellung des verwendeten Rohextrakts auf eine fraktionierte
Ammoniumsulfat-Fallung verzichtet, um die eventuelle Bildung von Nebenprodukten
beobachten zu kdnnen. Aus Bakterienkulturen von pQE-70bh-STR-RBS-SG in M15-
Zellen mit einem Gesamtvolumen von 1.8 wurde analog zu Kapitel 1V.1.4.1.2 ein
Rohextrakt in 50 mM KPi pH 6.0 + 20 mM MSH gewonnen, der in einer 200-fachen

Inkubation eingesetzt wurde:

Komponente Volumen Endkonzentration
Tryptamin-HCI (1 mg/ml) 1 250 pl 0.32 mM
Secologanin (1 mg/ml) 2400 0.32 mM
Proteinrohextrakt nach Entsalzen 20 ml 1.55 mg/ml

Nach Aufteilen des Ansatzes in 20 Reaktionsgefalie erfolgte die Inkubation fur

3 Stunden bei 35 °C und 500 rpm im Thermomixer. Im Anschluss daran wurden die
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einzelnen Reaktionsgemische mit 4 %iger Ammoniaklésung auf einen pH-Wert von
~9.5 eingestellt und anschlielend 2 x mit je 800 pl Ethylacetat ausgeschuttelt. Die
durch Zentrifugation (14 000 x g, 5 min) erhaltenen organischen Phasen wurden
vereinigt und unter Vakuum zur Trockne eingeengt. Der so entstandene Rickstand
wurde in 150 yl MeOH gelést und mit ca. 0.1 mg Natrium-Borhydrid (NaBH,)
versetzt. Durch Zugabe von 20 ul Aceton wurde die Reaktion nach 15 min gestoppt.
Die Reduktion des enthaltenen Cathenamins zu Tetrahydroalstonin ist in der

nachfolgenden Abb. 30 verdeutlicht:

Cathenamin Tetrahydroalstonin

Abb. 30: Reduktion von Cathenamin zu Tetrahydroalstonin durch Zusatz von NaBH,

Die erhaltene Alkaloidlésung wurde in unterschiedlichen Konzentrationen auf
Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator (Normalphase, Fzs4, KorngréfRe 60 pm)
aufgetragen und zur Bestimmung der RiWerte in verschiedenen FlieBmitteln
aufgetrennt. Die Laufstrecke betrug jeweils 15 cm. Tab. 2 zeigt die erzielten R-Werte

bei den entsprechenden Laufmitteln (Kapitel 111.2.1):

FlieRmittel R+-Wert
FM 1 0.48
FM 2 0.34
FM 3 0.29

Tab. 2: Ri-Werte von Tetrahydroalstonin an Normalphasen-DC in versch. FlieBmitteln
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Der Substanzfleck von Tetrahydroalstonin konnte bei einer Wellenldnge von 254 nm
unter Vergleich der Ri-Werte mit einer mitgelaufenen Standardsubstanz identifiziert
werden. Bei Verwendung eines Ammonium-Cer-(IV)-sulfat-Sprihreagenzes stellte

sich eine deutliche hellblaue Fluoreszenz bei 254 nm ein.

Zur massenspektroskopischen Untersuchung des Reaktionsprodukts wurde ein
unbehandelter Substanzfleck aus der DC-Platte ausgekratzt und mit einem Gemisch
aus 7 Teilen CHCIz und 3 Teilen MeOH extrahiert. Nach Uberfuihren der erhaltenen
Losung in einen MS-Tiegel und vollstandigem Trocknen der Probe konnte ein
El-Massenspektrum (Kapitel 111.2.3) gemessen werden. Ein Vergleich des erhaltenen
Fragmentierungsmusters mit einer bereits gemessenen Probe einer Standardldsung
ergab, dass es sich bei der extrahierten Substanz um Tetrahydroalstonin handelte
(Abb. 31).

Abb. 31: EI-Massenspektrum 100z 83 . -
des Reduktionsprodukts von red. Cathenamin sz
Cathenamin im Vergleich mit ] 9?7 156
einem THA-Referenzspektrum

Im oberen Teil der Abbildung ist
das Fragmentierungsmuster der
extrahierten Substanz zu sehen.
Im Vergleich mit der gemes- o 1
senen THA-Referenz ist eine
eindeutige  Ubereinstimmung
festzustellen.
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Eine parallel durchgefiihrte Extraktion eines unbekannten Nebenprodukts mit dem
R+-Wert 0.29 nach Trennung im FM 1 (Kapitel I11.2.1) ergab eine Substanz mit der

Massenzahl m/z 352. Das erhaltene Fragmentierungsmuster lief3 vermuten, dass es

sich bei diesem Stoff um reduziertes Vallesiachotamin (Abb. 32) handelte.

Dessen Bildung konnte auf die Anwesenheit von Glucosidasen

zurlckgefuhrt werden, die ebenfalls an einer Umsetzung von Strictosidin beteiligt

waren.

CHg
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Abb. 32: EI-Massenspektrum des unbekannten Nebenprodukts

Im Massenspektrum der unbekannten Substanz ist ein Massenpeak von m/z 352 erkennbar, der
zusammen mit den fir Vallesiachotamin typischen Fragmenten m/z 335, 322, 279, 221 und 209 auf

die Anwesenheit von reduziertem Vallesiachotamin hindeutet.
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Nachdem die Bildung von Tetrahydroalstonin nach  Reduktion des
Inkubationsansatzes mit NaBH, bewiesen war, wurde versucht, Cathenamin als das
eigentliche Hauptprodukt der Reaktion direkt nachzuweisen. Hierzu wurde der
entsalzte Proteinrohextrakt einer 10-fachen Inkubation mit der folgenden

Zusammensetzung unterworfen:

Komponente Volumen Endkonzentration
Tryptamin-HCI (1 mg/ml) 62.5 ul 0.32 mg/ml
Secologanin (1 mg/ml) 120.0 pl 0.32 mg/ml
Proteinrohextrakt nach Entsalzen 817.5 ul 1.55 mg/ml

Nach einer Inkubation von 15 min bei 35 °C und 500 rpm erfolgte die Einstellung des
pH-Werts auf 8.0 durch Zugabe von 1 M KPi. Die enthaltenen Indolalkaloide konnten
dann durch zweimaliges Ausschiitteln mit je 800 ul Ethylacetat extrahiert werden
(s.0.). Die vereinigten organischen Phasen wurden unter N,-Begasung zur Trockne
eingeengt und der entstandene gelbe Ruckstand in 50 pl CHCIl3-MeOH-Gemisch
(7 : 3) gelost. 45 pl dieser Losung wurden dann auf eine DC-Platte (Normalphase,
F2s4, KorngroR3e 60 um) in Form einer 1 cm breiten Bande aufgetragen und unter
Verwendung von FM 1 (Kapitel lll.2.1) Uber eine Laufstrecke von 18.5cm
aufgetrennt. Bei einem Ry-Wert von 0.46 war eine Fluoreszenzléschung bei 254 nm
auf der Hohe des ebenfalls aufgetragenen Cathenamin-Standards erkennbar.
Sowohl der Substanzfleck der Analyse, als auch der des Standards wurden mit 50 pl
CHCI3-MeOH-Gemisch (7 : 3) eluiert und per EI-MS (Kapitel 111.2.3) analysiert.

In Abb. 33 sind die Massenspektren der analysierten Substanzen wiedergegeben. Im
Vergleich mit der gemessenen Referenz traten die Cathenamin-typischen Fragmente
mit den Massenzahlen m/z 350, 249, 169 und 156 auch in der Analyse auf.

Damit konnte der Nachweis erbracht werden, dass Cathenamin direkt bei der
Inkubation entsteht.

Bei dem verwendeten Quadrupol-Analysator in der Massenspektrometrie muss
allgemein —im Gegensatz zu Geraten mit einem Sektorfeld-Analysator— eine
Schwankung der Intensitaten einzelner Fragmente fur die Auswertung der erhaltenen

Spektren in Betracht gezogen werden.
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Abb. 33: El-Massenspektrum

des extrahierten Reaktions- 7]
produkts im Vergleich mit

einem Referenzspektrum von
Cathenamin
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2 Proteinreinigung

Im Anschluss an die molekularbiologischen Arbeiten in Bezug auf die Coexpression
der Strictosidin-Synthase und der Strictosidin-8-D-Glucosidase wurde mit der
Aufreinigung eines Enzyms begonnen, das dem Coexpressions-System als drittes
Protein hinzugefugt werden sollte. Hierbei fiel die Wahl auf ein Enzym, welches
Cathenamin durch Reduktion in Raubasin bzw. Tetrahydroalstonin umwandelt
(HEMSCHEIDT et al., 1980). Wie bereits in Kapitel 1.4 verdeutlicht, galt es zu klaren,
wie viele Enzyme an dieser Reaktion beteiligt waren, und ob eine Trennung der
Einzelaktivitaten der potentiellen Zielproteine erreicht werden konnte.

Die nachfolgende Abb. 34 stellt schematisch die drei moglichen enzymatischen
Reduktionsprodukte von Cathenamin dar, die bei Zusatz des Cofaktors NADPH

entstehen konnten:

19-Epi-Raubasin Raubasin

Abb. 34: Schematische Darstellung von Raubasin, Tetrahydroalstonin und 19-Epi-Raubasin als
mogliche Reduktionsprodukte des Enzyms Cathenamin-Reduktase
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2.1 Entwicklung eines Aktivitatstests fur die Cathenamin-Reduktase

Vor dem Beginn der eigentlichen Proteinreinigung war es nétig, einen geeigneten
Enzymassay zu entwickeln. Hierzu musste zunachst ein HPLC-System ausgearbeitet
werden, das die Trennung der verwendeten Edukte sowie der potentiellen Produkte
aus den Enzymtests erlaubte. Bei diesem HPLC-Programm handelte es sich um das
in Kapitel I11.2.2 angegebene Programm Nr. 3, mit dem sich auch quantitative
Aussagen beziglich der Umsatze treffen lieRen. Das Trennsystem erlaubte die
Detektion von Cathenamin, Raubasin und Tetrahydroalstonin, eine Trennung der
beiden Reduktionsprodukte Raubasin und 19-Epi-Raubasin konnte hiermit jedoch
nicht erzielt werden.

Die optimierten Bedingungen fur die Durchfihrung der Standardinkubationen sowie

deren Zusammensetzungen sind aus Kapitel I11.1.7 ersichtlich.

2.2 Test verschiedener Pflanzenzellen auf Cathenamin-Reduktase-
Aktivitat

Um bei der bevorstehenden Proteinreinigung die grofRtmdogliche Ausbeute zu
erzielen, musste eine Zelllinie gefunden werden, deren Proteinrohextrakt aufgrund
seiner Cathenamin-Reduktase-Aktivitdt am besten geeignet war.

Zur Durchfihrung solcher Tests wurden jeweils 20 g gefriergetrocknetes Zellmaterial
in einer vorgekuhlten Universalmuhle flir 30 sec gemahlen. Das entstandene feine
Pulver wurde in ein 50 ml Falcon-R6hrchen gefllt, mit 20 ml Taupuffer
(0.1 M Tris-HCI pH 8.0 + 20 MM MSH) gemischt und bei Raumtemperatur und
100 rpm fur 30 min aufgetaut. Die erhaltene Suspension wurde anschlieend fir
30 min bei 4 °C ruhen gelassen. Bei der nachfolgenden Zentrifugation fir 30 min bei
14 000 x g und 4 °C wurden die enthaltenen Zellfragmente abgetrennt und ein klarer
Uberstand gewonnen. Dieser erste Rohextrakt wurde einer fraktionierten
Ammoniumsulfat-Fallung unterzogen. Hierbei kam es im ersten Schritt zur
Abtrennung aller stérender Proteine, die im Bereich von 0-35% Sattigungs-
konzentration des Fallungsreagenzes ausfielen. Wahrend einer 30-minltigen
Ruhezeit bei 4 °C verringerte das Ammoniumsulfat die Hydrathillen der enthaltenen

Proteine und fiihrte somit zur Aggregation, wodurch die Fallung der Enzyme erfolgte.
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Nach Abtrennung der Proteine durch Zentrifugation (14 000 x g, 4 °C, 30 min) wurde
der klare Uberstand zur erneuten Ammoniumsulfat-Fallung verwendet. Dabei wurde
die gewiinschte Fraktion von 35 — 70 % Ammoniumsulfat nach Fallung (30 min, 4 °C)
per Zentrifugation bei 14 000x g und 4°C fur 30 min erhalten und in 1.5 ml
50 mM KPi pH 7.0 + 150 mM NacCl

Substanzen mussten durch erneute Zentrifugation fir 5 min bei 14 000 x g entfernt

resuspendiert. Hierin enthaltene ungel6ste

werden. Der klare Uberstand konnte nun unter Verwendung einer mit 50 mM KPi
pH 7.0 + 150 mM NacCl aquilibrierten HiTrap Desalting-Fertigsaule (Kapitel 111.1.4.5.1)
von niedermolekularen Inhaltsstoffen (< 5 000 Da) befreit werden.

Die auf diese Weise hergestellten Proteinrohextrakte wurden dann in
Standardinkubationen (Kapitel 111.1.7) eingesetzt und nach Abstoppen der Reaktion
durch Zugabe von je 100l MeOH und anschlieBender Abtrennung der

ausgefallenen Proteine (5 min, 14 000 x g) per HPLC analysiert (Kapitel 1V.2.1).

Pflanzenzellkultur Familie Aktivitat
Catharanthus roseus G. Don Apocynaceae +++
Catharanthus roseus Rose Carpet (RC) Apocynaceae +++
Rauvolfia serpentina x Rhazya stricta Kiew (RRK) Apocynaceae ++
Rauvolfia serpentina x Rhazya stricta Mainz (RRM) | Apocynaceae ++
Rauvolfia serpentina (BENTH. EX KURZ) Apocynaceae +
Rauvolfia serpentina hairy roots Apocynaceae -
Rauvolfia chinensis (HEMSL.) Apocynaceae -
Rauvolfia mannii (STAPF) Apocynaceae -
Rauvolfia mombasiana (STAPF) Apocynaceae -
Rauvolfia verticillata (LOUR.) Apocynaceae -

Tab. 3: Aktivitat der Cathenamin-Reduktase in unterschiedlichen Pflanzenzellkulturen

Aus Tab. 3 ist ersichtlich, dass die gesuchte Aktivitdt besonders ausgepragt in
Catharanthus roseus-Arten auftrat. Da Raubasin als Endprodukt der enzymatischen
Reaktion hauptsachlich in Catharanthus- bzw. Vinca-Arten vorkam, wurde dieses
Ergebnis auch erwartet. Im Laufe dieser ersten Testreihe konnten noch keine
Beweise fur die Existenz mehrerer Enzyme zur Bildung von Raubasin und

Tetrahydroalstonin gefunden werden. Allerdings wurden in allen Inkubationen
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Doppelpeaks beobachtet, deren Retentionszeiten auf die Anwesenheit der
genannten Alkaloide schliel3en lie3en.
Aufgrund ihres guten Wachstums wurden fur die Proteinreinigung Catharanthus

roseus Rose Carpet-Zellen verwendet.

In einer weiteren Testserie konnte die ideale Kultivierungsdauer ermittelt werden,
nach welcher die Aktivitat des gesuchten Enzyms ihr Maximum erreicht hatte. Hierzu
wurden Zellkulturen nach einer Wachstumszeit von 4, 6, 8, 10 und 12 Tagen filtriert,
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —20 °C gelagert. Die anschlieRende
Herstellung des Rohextrakts sowie die Aktivitatstestung erfolgte wie oben
beschrieben.

In der nachfolgenden Tab. 4 ist der Verlauf der Cathenamin-Reduktase-Aktivitat in

Catharanthus roseus Rose Carpet wiedergegeben:

Kultivierungsdauer rel. Aktivitat
4 Tage 36 %
6 Tage 62 %
8 Tage 94 %
10 Tage 100 %
12 Tage 71 %

Tab. 4: Verlauf der Cathenamin-Reduktase-Aktivitat nach versch. Kultivierungszeiten

Aus den Tests ging hervor, dass nach einer 8- bis 10-tagigen Wachstumsphase die
hochste Aktivitat auftrat.
Somit wurden fiur die anschlielenden Reinigungsversuche ausschlie3lich Zellen aus

Catharanthus roseus Rose Carpet mit einem Alter von 8 bis 10 Tagen verwendet.

Um eine optimale Ausnutzung der Enzymaktivitdt wahrend der Proteinreinigung zu
erreichen, musste der entsalzte Enzymrohextrakt zusatzlich bei unterschiedlichen
pH-Werten auf seine Aktivitdt untersucht werden. Hierzu wurden die
Standardinkubationen (Kapitel 111.1.7) unter Verwendung von 1 M KPi-Puffern auf
pH-Werte im Bereich von 6.0 bis 7.5 eingestellt und fir 30 min bei 30 °C und
500 rpm inkubiert.



IV Ergebnisse 103

In der folgenden Tab. 5 ist der Aktivitatsverlauf mit einem Maximum bei pH 6.6
wiedergegeben. Damit konnte das Ergebnis von HEMSCHEIDT et al. (1985) bestatigt

werden.

pH-Wert rel. Aktivitat
6.0 42 %
6.3 69 %
6.6 100 %
6.9 73 %
7.2 51 %
7.5 28 %

Tab. 5: Bestimmung des pH-Optimums der Cathenamin-Reduktase-Aktivitat

Daraus resultierend wurden alle Inkubation, die die Cathenamin-Reduktase betrafen,

bei einem pH-Wert von 6.6 durchgefihrt, um einen maximalen Umsatz zu erreichen.

2.3 Reinigung der Cathenamin-Reduktase

Die Proteinreinigung der Raubasin-bildenden Cathenamin-Reduktase wurde mit
Ausnahme der GroRenausschlusschromatographie an Sephadex G25 Superfine
unter Verwendung des mikroprozessorgesteuerten Systems AKTA-Explorer
durchgefuhrt. Samtliche Arbeitsschritte, die die verwendeten Proteinlésungen
betrafen, fanden bei einer Temperatur von 4 °C statt, um die Stabilitdt und somit die

Aktivitat des gesuchten Enzyms so lange wie mdglich zu gewahrleisten.

2.3.1 Extraktion l6slicher Proteine aus pflanzlichen Zellsuspensionskulturen

Fur die Proteinreinigung konnte sowohl frisches als auch tiefgefrorenes Zellmaterial
verwendet werden, da die Aktivitait bei beiden Zellarten vergleichbar war.
Standardmaflig wurden gefrorene Pflanzenzellen verwendet, deren Aufschluss

analog zu Kapitel 111.1.1 durchgefiihrt wurde. Hierbei wurden aus 750 g gefrorenen



IV Ergebnisse 104

Catharanthus roseus RC-Zellen 1 320 ml eines ersten Rohextrakts erhalten, der
einer fraktionierten Ammoniumsulfat-Fallung unterzogen wurde (vgl. Kapitel 1V.2.2).
Dabei konnte durch Abtrennen unerwinschter Proteine (z.B. mikrosomale Enzyme)
im Konzentrationsbereich von 0 — 35 % Ammoniumsulfat eine erste Vorreinigung des
Extrakts erzielt werden. Die ausgefallten Proteine im Bereich zwischen 35 und 70 %
Ammoniumsulfat wurden durch Zentrifugation abgetrennt und in 125 ml 10 mM Tris-
HCIl pH 7.5 + 20 mM MSH resuspendiert.

Der auf diese Weise hergestellte Proteinrohextrakt musste nun zur Entfernung des
Fallungsmittels einer Entsalzung unterzogen werden. Dabei wurde auf die
GrolRenausschlusschromatographie zuriickgegriffen, da diese im Vergleich zur
Dialyse eine effektivere und schnellere Bearbeitung der Proben erlaubte. Bei der
verwendeten S&ule handelte es sich um eine Leersaule XK 50/30, die mit 430 ml
Sephadex G25 Superfine gepackt war (Kapitel 11.4, 111.1.4.5.1). Die zentrifugierte
(14 000 x g, 30 min, 4 °C) Proteinlésung wurde bei einer Flussrate von 10 ml/min auf
die zuvor konditionierte (10 mM Tris-HCI pH 7.5 + 20 mM MSH) Saule geladen und
mit Aquilibrierungspuffer nachgespiilt. Die ersten 165 ml der entsalzten und
alkaloidfreien Proteinlosung, die die Saule verlieRen, wurden gesammelt und tber
Nacht bei 4°C gelagert. Die Bestimmung der enthaltenen Proteinmenge
(Kapitel 111.1.7) ergab eine Konzentration von 3.8 mg/ml, was einer Gesamtmenge

von ~630 mg Protein entsprach.

2.3.2 Anionenaustausch-Chromatographie an DEAE-Sepharose - Fast Flow

Die am Vortag entsalzte Proteinlosung wurde vor Beginn der lonenaustausch-
chromatographie (Kapitel 111.1.4.1.1) zur Abtrennung ausgeféllter Bestandteile, die zu
einem Verschmutzen der S&aule filhren konnten, bei 14 000xg und 4 °C fir
30 min zentrifugiert. Parallel dazu wurde die zuvor regenerierte’ Saule® mit
10 mM Tris-HCI pH 7.5 + 20 mM MSH &quilibriert. Nachdem die klare Proteinldsung
mit einer Flussrate von 3 ml/min auf die Saule geladen war, wurde mit

Aquilibrierungspuffer nachgespiilt. Dadurch kam es zum Auswaschen der Proteine,

! Regenerationsbedingungen: - 150 ml 1 M NaOH, gefolgt von 150 ml NaCl
- Flussrate: 0.3 ml/min, Flussrichtung: upflow
- Aquilibrieren mit 20 mM Tris-HCI pH 7.5 + 20 mM MSH
> DEAE-Sepharose FF in XK 26/20-Saule (Durchmesser: 26 mm, Lange: 20 cm, Bettvolumen: 55 cm3)
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die nicht an die DEAE-Matrix gebunden hatten. Nach deren vollstandiger Entfernung
wurden die verbleibenden Enzyme durch Anlegen eines linearen Gradienten von 0 —
200 mM KCI in 10 mM Tris-HCI pH 7.5 + 20 mM MSH Uber eine Lange von 70 min
(entspr. 210 ml) eluiert. Wahrend der Elution wurden Enzymfraktionen zu je 5 ml
gesammelt, die fur die in Kapitel lll.1.7 beschriebenen Standardinkubationen
verwendet werden konnten. Die HPLC-Analyse (Programm 3, Kapitel I11.2.2) ergab,
dass sich die Aktivitat der gesuchten Raubasin-bildenden Cathenamin-Reduktase in
einem weiten Konzentrationsbereich von 20 — 90 mM KCI erstreckte. Keine der in
diesem Bereich getesteten Fraktionen wies dabei eine reine Aktivitat zur Bildung von
Raubasin oder Tetrahydroalstonin auf. Die hierzu gehérenden Produktpeaks im
HPLC-Chromatogramm standen immer im gleichen Verhaltnis zueinander, wobei der
Tetrahydroalstonin-Peak immer um durchschnittlich 15% grof3er war als der des
Raubasins. Die aktivsten Enzymfraktionen Nr. 11 bis 18, die gleichzeitig auch die
wenigsten Nebenprodukte bildeten, wurden vereinigt, in einen Dialyseschlauch mit
einem Durchmesser von 16 mm gegeben und Uber Nacht gegen 10 Liter
10 mM KPi pH 7.0 + 20 mM MSH bei 4 °C dialysiert.
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Abb. 35: Elutionsprofil der DEAE-Sepharose FF-Saule

Blau: UV-Absorption der enthaltenen Proteine bei 280 nm
Grin: linearer Gradient von 0 — 200 mM KCI mit einem Gesamtvolumen von 210 ml:

Die relative Aktivitat der weiterbearbeiteten Fraktionen ist mit—{— gekennzeichnet.
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Die so erhaltene Enzymfraktion hatte ein Volumen von 36 ml und eine
Gesamtprotein-Konzentration von 1.4 mg/ml. Aufgrund der erwahnten gleichzeitigen
Bildung zweier Produkte war die Bestimmung der Einzelaktivitdten nicht moglich.

Das AKTA-Chromatogramm mit den weiterbearbeiteten Raubasin-bildenden

Fraktionen ist in Abb. 35 wiedergegeben.

2.3.3 Hydroxyapatit-Chromatographie

Zur weiteren Reinigung wurde die dialysierte Proteinfraktion fir 30 min bei 14 000 x g
und 4 °C zentrifugiert und auf eine bereits regenerierte® und aquilibrierte (1.5 ml/min,
10 mM KPi pH 7.0 + 20 mM MSH) Hydroxyapatit-Saule* geladen. Durch Nachspiilen
der Saule mit Aquilibrierungspuffer wurden die nicht gebundenen Enzyme von der
Saule entfernt. Die gebundenen Proteine konnten dann unter Anwendung eines
linearen Gradienten von 10 —150 mM KPi pH 7.0 in 10 mM KPi pH 7.0 + 20 mM MSH
fir 100 min (entspr. 150 ml) zu je 4 ml fraktioniert werden. Aus den Aktivitatstests
(Kapitel 111.1.7) dieser Fraktionen ging eine Aktivitdit des gesuchten Enzyms in
einem KPi-Konzentrationsbereich von 25-60 mM hervor. Auch hier war eine
Unterscheidung in zwei verschiedene Enzyme nicht mdglich, da der bereits bekannte
Doppelpeak aus Raubasin und Tetrahydroalstonin im gleichen Verhéltnis wie bereits
bei der DEAE-Saule auftrat. Die Fraktionen Nr. 9 bis 17 wiesen hierbei die grofdten
Aktivitaten in Verbindung mit den geringsten Nebenprodukten auf, und wurden tber
Nacht bei 4 °C gegen 10 Liter 10 mM Tris-HCIpH 7.5 + 20 mM MSH dialysiert
(9@ des Dialyseschlauchs: 16 mm). Die vereinigten Fraktionen besal3en ein Volumen
von 40 ml und eine Gesamtprotein-Konzentration von 370 pg/ml. Die Bestimmung
der Einzelaktivitaten war auch nach dieser S&aule nicht mdglich.

In Abb. 36 ist das wahrend der Reinigung aufgezeichnete Chromatogramm

dargestellt.

® Regenerationsbedingungen: - 90 ml 1.5 M KCI bei 0.5 ml/min, upflow
- Aquilibrieren mit 10 mM KPi pH 7.0 + 20 mM MSH
* Hydroxyapatit in XK 16/20-Saule (Durchmesser: 16 mm, Lange: 20 cm, Bettvolumen: 10 cm?)
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Abb. 36: Elutionsprofil der Hydroxyapatit-Séaule

Blau: UV-Absorption der enthaltenen Proteine bei 280 nm
Grin: linearer Gradient von 10 — 150 mM KPi mit einem Gesamtvolumen von 150 ml:

Die relative Aktivitat der weiterbearbeiteten Fraktionen ist mit—{— gekennzeichnet.

2.3.4 Anionenaustausch-Chromatographie an MonoQ

Im letzten Schritt der Proteinreinigung kam der starke Anionenaustauscher MonoQ
(Kapitel 111.1.4.1.3) zum Einsatz, dessen sehr hohe Bindekapazitat in Verbindung mit
einem Saulenvolumen von nur 1 ml zu einer sehr guten Trennleistung fihrte. Nach
Zentrifugation (14000x g, 4°C, 30min) der dialysierten Proteinlosung und
gleichzeitiger Aquilibrierung der Saule® mit 10 mM Tris-HCI pH 7.5 + 20 mM MSH bei
einem Fluss von 1 ml/min, konnte die klare Proteinfraktion auf die S&ule gegeben
werden. Sobald nicht gebundene Bestandteile der Losung die S&aule verlassen
hatten, wurde mit der Elution der Proteine durch Anlegen eines linearen Gradienten

von 0 - 200 mM KCI uber einen Zeitraum von 60 min begonnen (entspr. 60 ml).

® MonoQ HR 5/5-Fertigséule (Durchmesser: 5 mm, Lange: 5 cm, Bettvolumen: 1 cm?)
Regenerationsbedingungen: - 5 x 0.5 ml Acetonitril/Ameisenséure 1:1, 0.25 ml/min, upflow
- Aquilibrieren mit 10 mM Tris-HCI pH 7.5 + 20 mM MSH
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Hierbei ausgewaschene Proteine wurden in Fraktionen zu je 1 ml aufgefangen und
direkt im Anschluss fur Aktivitatstests (Kapitel I111.1.7) herangezogen. Das Maximum
der Enzymaktivitat, die auch hier nicht weiter differenziert werden konnte, lag bei
Fraktion Nr. 30, was einer KCIl-Konzentration von 79 mM entsprach. Die Konzen-
tration des enthaltenen Gesamtproteins betrug 370 pg/ml.

Die positiv getesteten Fraktionen wurden fur weitere Tests bei 4 °C aufbewahrt.

In Abb. 37 ist das erhaltene Elutionsprofil der Saule dargestellt.
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Abb. 37: Elutionsprofil an MonoQ

Blau: UV-Absorption der enthaltenen Proteine bei 280 nm
Grin: linearer Gradient von 0 — 200 mM KCI mit einem Gesamtvolumen von 60 ml:

Die relative Aktivitat der weiterbearbeiteten Fraktionen ist mit—{— gekennzeichnet.
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2.3.5 Kontrolle des Reinigungserfolgs per SDS-Gelelektrophorese

Nach jeder durchgefihrten Proteinreinigung wurde ein SDS-Gel angefertigt, um den
Reinigungserfolg zu kontrollieren. Die Vorbereitung und Durchfihrung der
Gelelektrophorese erfolgte wie in Kapitel 111.1.5.1 beschrieben.

Die verwendeten Proben wurden vor bzw. nach jeder Saule von der entsprechenden
Proteinlésung abgenommen und je nach Proteinkonzentration fir die SDS-
Gelelektrophorese eingesetzt. Die Zusammensetzung einer solchen Probe ist in
Kapitel 111.1.5.1 aufgefihrt.

66 kDa — Abb. 38: SDS-PAGE der
gereinigten Proteinfrak-
: tionen nach MonoQ

Auf dem SDS-Gel sind zwei
wsss Banden (—) der GroRen
46 kDA und 36 kDA zu

erkennen, die mit dem im
45 kDa — - Saulendiagramm darge-
S { !{ stellten Aktivitatsverlauf der

einzelnen Fraktionen
= korrelieren.

“ ‘ - - M: Marker LMW

ST

S e e w— S
30 kDa —

M 28 29 30 31 32 33
Fraktionsnummer

100
100 - 97 95

Relative Aktivitat [%]

28 29 30 31 32 33
Fraktionsnummer
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Zur ldentifizierung der gesuchten Proteinbande wurde jede aktive Fraktion der letzten
Reinigungssaule auf das Gel aufgetragen und anhand des relativen Aktivitatsverlaufs
des gewulinschten Enzyms untersucht. Bei der im vorigen Abschnitt beschriebenen
Reinigung der Cathenamin-Reduktase wurden die Fraktionen Nr. 28 — 33 fiur die
SDS-Trennung ausgewahlt. Um flr eine spatere Sequenzierung der erhaltenen
Proteinbanden genlgend Material zur Verfiigung zu haben, wurden pro Fraktion nur
25 ul Enzymldsung eingesetzt. Die Trennung erfolgte Uber Nacht (15.5 Stunden) bei
einer Stromstarke von 13 mA. Zur Detektion wurde zunachst das Verfahren der
Silberfarbung (Kapitel 111.1.5.2.2) gewahlt, da die Erfassung der geringen
Proteinmengen mit Coomassie nicht moglich gewesen waére.

In Abb. 38 ist das erhaltene SDS-Gel zusammen mit dem Aktivitatsverlauf der
Cathenamin-Reduktase dargestellt. Auf dem Gel waren zwei Banden mit 46 kDa und
36 kDa deutlich erkennbar, die dem Aktivitatsverlauf des gesuchten Enzyms

entsprachen.

2.4 Versuche zur Sequenzierung der Cathenamin-Reduktase

Die Durchfiihrung der Sequenzierungsversuche erfolgte in der Arbeitsgruppe von
Prof. Lottspeich am Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried.

Die Sequenzierungsreaktionen wurden nach einer hydrolytischen Spaltung der
gewlnschten —Coomassie-gefarbten (Kapitel 111.1.5.2.1)— Banden unter Verwendung
der Endoproteinasen LysC und AspN durchgefiinrt. Die dabei entstandenen
Bruchstiicke wurden aus dem Gel gewaschen und per MS und HPLC analysiert.

Die hierbei erhaltenen Fragmente zeigten, dass es sich bei der Bande mit einer
GrofRe von 36 kDa (Abb. 38) aufgrund einer hohen Homologie zur Fructose-

bisphosphat-Aldolase nicht um die gesuchte Cathenamin-Reduktase handeln konnte.
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2.5 Molekulargewichtsbestimmung

Die Bestimmung des Molekulargewichts der Cathenamin-Reduktase erfolgte unter
Anwendung der Gelfiltration. Hierbei bestand ein linearer Zusammenhang zwischen
der Elutionsgeschwindigkeit der Enzyme, dem Elutionsvolumen und dem
Logarithmus des Molekulargewichts.

Bei dem verwendeten Saulenmaterial handelte es sich um Sephacryl S-100 HR
(Kapitel 111.1.4.5.2), das in einer Fertigsaule® mit einer Lange von 60 cm gepackt war.
Um eine Aussage Uber die GroRe des gesuchten Enzyms machen zu konnen,
musste die Saule zunachst mit Hilfe eines internen Standards geeicht werden. Die
hierzu bendtigte Eichlésung setzte sich zu gleichen Teilen aus a-Chymotrypsin
(25 kDa), Albumin aus Huhnerei (45 kDa) und BSA (67 kDa) zusammen, und wurde
bei einer Flussrate von 0.3 ml/min auf die &quilibrierte” Saule geladen. Die
Elution erfolgte isokratisch mit 50 mM Tris-HCI pH 7.5 + 150 mM NaCl und einem
konstanten Fluss von 0.3 ml/min.

Fur die Bestimmung der Cathenamin-Reduktase wurden 1.8 ml eines vorgereinigten
Rohextrakts (Kapitel 1V.2.2) aus 35 g gefrorenem Zellmaterial gewonnen und unter
den gleichen Bedingungen wie der Standard aufgetrennt. Die Analyse der eluierten
Fraktionen (Kapitel I11.1.7; Kapitel 111.2.2, Programm 3) ergab ein Aktivititsmaximum,
das mit einem Molekulargewicht von 64.6 kDa * 5 % korrelierte (Abb. 39).
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Abb. 39: Molekulargewichtsbestimmung der Cathenamin-Reduktase an Sephacryl S-100 HR

® Sephacryl S-100 HR 16/60 (Durchmesser: 16 mm, Lange: 60 cm, Bettvolumen: 120 cm?)
" Aquilibrierungspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 7.5 + 150 mM NaCl
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2.6 Co-Substratspezifitat

Wie schon in den vorherigen Abschnitten beschrieben, handelte es sich bei der
bearbeiteten Cathenamin-Reduktase um ein NAD(P)H-abhéangiges Enzym. Dies
wurde bereits von STOCKIGT etal. (1976) sowie von HEMSCHEIDT et al. (1985)
beschrieben.

Zur Uberprifung der NADH-Abhangigkeit der gesuchten Cathenamin-Reduktase
wurden vorgereinigte Enzymrohextrakte (Kapitel IV.2.2) hergestellt, die analog zu
den in Kapitel ll.1.7 angegebenen Reaktionsansatzen inkubiert wurden. Die
Endkonzentrationen der eingesetzten Cofaktoren betrugen dabei jeweils 1 und
2 mM. Nach einer 30-mindtigen Inkubationszeit bei 30 °C und 500 rpm konnte die
NADPH-Abhéangigkeit der Cathenamin-Reduktase per HPLC-Analyse (Kapitel 111.2.2,
Programm 3) bestatigt werden. Die dabei erzielte relative Aktivitat des Enzyms wurde
als 100% festgelegt. Zusatzlich zum erwarteten Produkt Raubasin konnte der Peak
eines unbekannten Nebenprodukts bei einer Retentionszeit von ~3.6 min detektiert
werden, dessen Identifizierung im nachsten Abschnitt behandelt wird.

Die Inkubationen mit NADH als Cofaktor zeigten einen ebenso hohen
Substratumsatz, wie die NADPH-haltigen Reaktionen. Im Gegensatz dazu kam es
allerdings nicht zur Ausbildung des unerwinschten Nebenprodukts im unteren
Ri-Bereich.

In Abb. 40 sind die erhaltenen HPLC-Chromatogramme der durchgefiihrten

Inkubationen gezeigt.

Parallel zu dieser Testreihe wurden Versuche unternommen, den Umsatz des
Substrats Cathenamin zu erhdhen, um eine bessere Ausbeute und Detektierbarkeit
der entstandenen Produkte zu erreichen. Hierzu wurde ein regenerierendes System
fur NADPH und NADH verwendet, das bereits von FALKENHAGEN (1995) sowie
MERTENS (2003) beschrieben wurde. Das Prinzip dieses Systems bestand darin,
durch Zugabe von Glucose-6-Phosphat und Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
eine standige Regeneration von NADPH bzw. NADH aus dem oxidierten Cofaktor
NADP™ bzw. NAD" herbeizufiihren. Dadurch ware der zugesetzte Cofaktor in einem
standigen Uberschuss vorhanden, ohne dass eine hohe Konzentration die

Enzymaktivitat negativ beeinflussen kdnnte.
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M Abb. 40: HPLC-Ergebnis zur Bestimmung
der Cosubstrat-Spezifitdt der
Cathenamin-Reduktase

Im linken Teil der Abb. ist die
Inkubation mit NADH gezeigt. Bei
einer R, von 7.13 min ist Ajmalicin
(6) zu erkennen, bei einer R, von
7.60 min Tetrahydroalstonin (5).

.95

- Das rechte Chromatogramm zeigt
die HPLC-Analyse der durch-
gefihrten Inkubation mit NADPH
als Cofaktor. Hier tritt ein zusatz-
licher Peak eines unbekannten
Nebenprodukts (7) mit einer R, von
~3.6 min auf.

11.97

Die Aktivitat der Cathenamin-
- Reduktase ist in beiden Fallen
r~ gleich grol3 (100 %), da bei einer
R; von 12.2 min kein Cathenamin-
Peak mehr erkennbar ist.

Der Peak bei R; ~11.95 min ist auf
das verwendete Puffersystem
zurtickzufuhren.

LI I I I B B rrrrrrrirrrrRa

5 10 15 5 10 15
Inkubation mit NADH Inkubation mit NADPH

Fir die Testung eines solchen Systems wurden die in Kapitel Ill.1.7 angegebenen
Standardinkubationen angesetzt und mit jeweils 10 mM Glucose-6-Phosphat und
2 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase versetzt. Aufgrund der eingestellten
pH-Werte in den Reaktionsansatzen von 6.0 — 7.5 (Kapitel 1V.2.2, Tab. 5) und dem
pH-Optimum der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase von 7.8, konnte im Laufe der
Testreihe (30 min, 30 °C, 500 rpm) jedoch kein positiver Effekt festgestellt werden.
Nach Einstellung der Reaktionsbedingungen auf das pH-Optimum der eingesetzten
Dehydrogenase war die Aktivitat der gesuchten Cathenamin-Reduktase zu gering fir

eine aussagekraftige Beurteilung des regenerierenden Systems.
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2.7 Analyse der entstandenen Reaktionsprodukte

2.7.1 Identifizierung eines unbekannten Nebenprodukts

Zur ldentifizierung des bereits in Kapitel IV.2.5 beschriebenen Nebenprodukts, das
bei der Inkubation der Enzymlésung unter Zusatz von NADPH als Cofaktor entstand,
wurden 150 g gefrorene Zellen analog zu Kapitel 1V.2.2 hergestellt. Nach Inkubation
der Enzymlosung in je einem 50-fachen Ansatz mit NADPH und NADH
(Kapitel 111.1.7) fur 30 min bei 30 °C und 500 rpm und anschliel3ender HPLC-Analyse
(Programm 3, Kapitel 111.2.2), wurde der pH-Wert der Reaktionsanséatze mit 1.5 M KPi
auf 8.0 eingestellt und die enthaltenen Alkaloide durch dreimaliges Ausschutteln mit
je 400 pl Ethylacetat und anschlieender Zentrifugation (14 000x g, 5 min)
extrahiert. Die organischen Phasen wurden mit einem Rotationsverdampfer bei 45 °C
und 180 mbar getrocknet. Die erhaltenen Ruckstande wurden dann mit je 100 pl
eines CH,Cl,-MeOH-Gemischs im Verhaltnis 7 : 3 geldst und Uber eine Lange von
1cm bandenformig auf eine DC-Platte (Kieselgel 60 Fys4) aufgetragen. Die
Auftrennung der Analysen erfolgte mit dem FM 1 (Kapitellll.2.1) Uber eine
Laufstrecke von 13.7 cm. Die Detektion bei 254 nm zeigte —zusatzlich zu den
erwarteten Produkten Raubasin und Tetrahydroalstonin im hdheren Ri-Bereich—
einen weiteren Substanzfleck mit einem R-Wert von 0.53. Die unbekannte Substanz
wurde mit MeOH aus dem Kieselgel eluiert und der HPLC-Analyse zugefihrt
(Programm 3, Kapitel I11.2.2). Hier konnte eine Ubereinstimmung der Retentionszeit
von 3.2 min mit der vor der Extraktion durchgefiihrten Testmessung festgestellt
werden. Bei der eluierten Substanz handelte es sich demnach um das gesuchte
Nebenprodukt.

Beim Besprihen einer parallel durchgefiihrten DC-Analyse mit Ammonium-Cer-(1V)-
sulfat-Losung (Kapitel 111.2.1) farbte sich die unbekannte Verbindung rot-braun, was
einen eindeutigen Hinweis auf ein Indolalkaloid darstellte. Dies konnte nach einer
El-MS-Analyse bestétigt werden, allerdings war mit den zur Verfigung stehenden
Methoden keine eindeutige ldentifizierung des unbekannten Alkaloids mdglich. Das
entstandene Muster aus den Fragmenten m/z 352, 256, 236 und 169 ist in Abb. 41

wiedergegeben.
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Abb. 41: El-Massenspektrum des unbekannten Nebenprodukts nach Inkubation der
Cathenamin-Reduktase mit NADPH

2.7.2 ldentifizierung der entstandenen Hauptprodukte

Bei der im vorherigen Abschnitt durchgefuhrten DC-Analyse wurde das
Heteroyohimbin-Alkaloid Tetrahydroalstonin bei einem R+Wert von 0.78 in Form
eines hellblau fluoreszierenden Substanzflecks bei einer Wellenlange von 254 nm
detektiert. Direkt darunter (Ri-Wert von 0.72) befand sich ein schwéacherer Fleck, der
dem Raubasin zugeordnet werden konnte. Beide Verbindungen wurden aus dem
Kieselgel eluiert per EI-MS analysiert. Die Substanz mit dem grof3eren Ry-Wert
konnte dabei aufgrund der detektierten Fragmente mit den Massenzahlen m/z 352,
337, 184 und 169 eindeutig als Tetrahydroalstonin identifiziert werden. Die EI-MS-
Analyse des zweiten Alkaloids lie3 aufgrund der kleinen Substanzmenge keine
zuverlassige Aussage Uber die Identitat des gemessenen Stoffs zu, jedoch deutete
das Fragmentierungsmuster auf ein Heteroyohimbin-Alkaloid hin. Die Massen-
spektren von Tetrahydroalstonin (vgl. Abb. 31, S. 95) und Raubasin unterscheiden
sich nur in ihren Intensitdten bezlglich der Fragmente m/z 184, 169 und 337.
Wahrend bei Tetrahydroalstonin das Fragment 184 m/z eine wesentlich kleinere
Intensitat aufweist als das Fragment mit einer GréR3e von 169, ist dies bei Raubasin
umgekehrt. Die Intensitaten fir das Fragment 337 m/z sind bei Raubasin kleiner als

bei Tetrahydroalstonin.
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2.8 Weitere Reinigungsversuche

Wie eingangs erwahnt, war zu Beginn der Proteinreinigung nicht bekannt, ob die
Bildung der drei erwahnten Produkte Raubasin, Tetrahydroalstonin und 19-Epi-
Raubasin von einem oder mehreren Enzymen katalysiert wurde. Zur Klarung dieser
Frage kamen im Laufe der Proteinreinigung noch weitere Reinigungsprinzipien zur
Anwendung, die jedoch aufgrund ihrer mangelnden Effizienz nicht in das optimierte
Reinigungsprotokoll aus Kapitel IV.2.3 aufgenommen wurden.

Bei Experimenten, in denen das Trennmaterial der ersten Reinigungssaule gegen
den starken Anionenaustauscher Source30Q (Kapitel 111.1.4.1.2) ausgetauscht
wurde, konnten ebenfalls Fraktionen gewonnen werden, in denen die Bildung von
Raubasin und Tetrahydroalstonin getrennt beobachtet wurde. Bei diesem
Reinigungsschritt wurde der analog zu Kapitel IV.2.3.1 hergestellte Rohextrakt aus
560 g gefrorenem Zellmaterial, mit einer Flussrate von 6 mli/min auf die zuvor mit
10 mM Tris-HCl pH 7.5+ 20 mM MSH &quilibrierte  Saule® geladen und mit
Aquilibrierungspuffer gewaschen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgte
durch Anlegen eines linearen Gradienten von 0 — 500 mM KCI Uber einen Zeitraum
von 75 min (entspr. 450 ml). Die erhaltenen Fraktionen (jeweils 10 ml) wurden, wie in
Kapitel IV.2.3 beschrieben, auf ihre Aktivitat untersucht. Die erhaltenen HPLC-
Chromatogramme  (Programm 3, Kapitel 111.2.2)  zeigten  unterschiedliche
Aktivitatsverlaufe fur die Bildung von Raubasin und Tetrahydroalstonin, die allerdings
zu keinem Zeitpunkt der s&ulenchromatographischen Reinigung getrennt
voneinander vorlagen. Aufgrund der schlechten Ausbeute dieser Methode und der
insgesamt schlechteren Trennleistung gegentiber der DEAE-Sepharose - FF, wurde
Source 30Q nicht in das optimierte Reinigungsprotokoll aufgenommen.

Die in Kapitel lll.1.4.4 aufgefuhrten Affinitdtschromatographien an 2’,5-ADP-
Sepharose 4B und HiTrap Blue HP sowie EAH-AS-Sepharose 4B lieferten trotz
vielfaltiger Puffersysteme und anderer Reinigungsparameter, wie z.B. Flussraten
und Gradientenverlaufe, keine Verbesserungen der Trennleistung und
Reinigungseffizienz.

Bei der Verwendung des hydrophoben Materials Source 15Phe wurde die zu
reinigende Proteinfraktion zun&chst mit einem geeigneten Fallungsreagenz bis zu

einer Endkonzentration von 0.5 M versetzt, um die Hydrophilie der enthaltenen

® Source 30Q in XK26/40-Saule (Durchmesser: 26 mm, Lange: 40 cm, Bettvolumen: 123 cm?)
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Enzyme herabzusetzen und somit eine Bindung an die S&ulenmatrix zu ermdglichen.
Bereits bei Vorversuchen stellte sich heraus, dass Ammoniumsulfat —in der
HOFMEISTER-Serie als effektives und schonendes Salz bezeichnet— hierzu nicht
geeignet war, da es mit Cathenamin als Substrat fir den Aktivitatstest interagierte.
Damit war eine Enzymreaktion nicht mehr mdglich und die Kontrolle des
Reinigungsverlaufs per HPLC-Analyse nicht mehr gewahrleistet. Eine Umstellung
des Salzes auf Kaliumsulfat, das sehr &hnliche Eigenschaften wie Ammoniumsulfat
besal3, erwies sich allerdings als ineffizient. Es gelang zwar, durch Anlegen eines
linearen Gradienten von 0.5 -0 M Kaliumsulfat Gber 45 ml, aktive Fraktionen mit
einem Volumen von 4 ml von der S&ule zu eluieren, jedoch war die Wirkung des
Fallungsreagenzes nicht ausreichend. Daher kam es zu einer unzureichenden
Bindung der Proteine an die S&ulenmatrix, und das gesuchte Enzym fand sich in

groRerer Menge im Durchfluss der Saule wieder.
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IV Diskussion

1 Entwicklung und Herstellung des Coexpressions-Systems

Im ersten Teil der erstellten Dissertation wurde ein Coexpressions-System entwickelt,
das die gleichzeitige heterologe Expression der beiden Enzyme Strictosidin-Synthase
und Strictosidin-B-D-Glucosidase als Schlisselenzyme in der pflanzlichen
Biosynthese z.B. der Indolalkaloide Ajmalin und Raubasin in E. coli-Bakterien
erlaubte.

Mit einem solchen Vektorkonstrukt kdnnte bei Vorliegen der entsprechenden DNA-
Sequenzen moglicherweise der komplette Biosyntheseweg eines pflanzlichen
Sekundarstoffs in homologen Bakterienkulturen nachgestellt werden. Durch diese
Methode der heterologen Expression der beteiligten Enzyme wére eine wesentlich
schnellere und effizientere Herstellung des gewinschten Naturstoffs in einem
Mafl3stab mdglich, der mit pflanzlichen Zellkulturen wahrscheinlich nie erreicht
werden konnte. Dies liegt in erster Linie an der grof3en Empfindlichkeit pflanzlicher
Suspensionskulturen hinsichtlich Temperatur, Lichtintensitat und Komposition der
verwendeten Nahrmedien, aber auch an der Zusammensetzung des Enzym-
spektrums in den Zellen. Durch Anderungen in Bezug auf die Temperatur,
Lichtintensitat oder auch die Dichte der Zellen wahrend des Wachstums koénnen
innerhalb der pflanzlichen Biosynthese der enthaltenen Naturstoffe bestimmte
Nebenwege an- und abgeschaltet werden, indem die Transkription der beteiligten
Enzyme reguliert wird. Dadurch werden zum einen verschiedene Naturstoffe stéarker
gebildet, die Synthese anderer Substanzen kann jedoch behindert werden. Néhere
Untersuchungen hierzu wurden von DEeUsS-NEUMANN (1984) an Zellsuspen-
sionskulturen von Catharanthus roseus G. Don durchgefiihrt. Ein anderer wichtiger
Unterschied besteht in der Kultivierungsdauer und Grol3e der Kulturen der jeweiligen
Zellsysteme. Wahrend sich eine Bakterienkultur innerhalb weniger Stunden
verdoppeln kann, dauert dies bei Pflanzenzellkulturen in Abhangigkeit von den
Wachstumsbedingungen in der Regel zwischen 3 — 5 Tagen.

Erste Versuche zur parallelen Expression der beiden Enzyme Strictosidin-Synthase
und Strictosidin-B-D-Glucosidase in  Mikroorganismen wurden bereits von

GEERLINGS et al. (2001) unternommen. Dabei gelang jedoch nur die Bildung der
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zwei Enzyme durch Transformation der codierenden Gensequenzen, die in
unterschiedlichen Vektoren einkloniert wurden, in Kulturen von Saccharomyces
cerevisiae.

Das hier vorgestellte System bietet die Mdoglichkeit, cDNAs flir bis zu sechs
verschiedene Enzyme des pflanzlichen Sekundarstoffwechsels in einem einzelnen
Vektor aufzunehmen. Ein Einbringen von ,Genkassetten“, die aus bereits
miteinander verknipften cDNA-Sequenzen unterschiedlicher Enzyme bestehen, ist

grundsétzlich ebenso moglich.

1.1 Klonierung der Strictosidin-Synthase und der Strictosidin-B-D-
Glucosidase

Auf der Grundlage der Nukleotidsequenz der Strictosidin-Synthase (KUTCHAN et al.,
1988) aus Rauvolfia serpentina wurden Primer mit den Restriktionsschnittstellen
entwickelt, die fur eine erfolgreiche Klonierung des STR-Gens in einen geeigneten
Expressionsvektor benétigt wurden (Abb. 6, S.54). Bei dessen Auswahl musste
darauf geachtet werden, dass sich die enthaltenen Restriktionsschnittstellen maximal
einmal in der zu klonierenden cDNA wiederholten. Bei einer grof3eren Anzahl solcher
sequenzinterner Schnittstellen ware die Isolierung der gewtinschten cDNA mit einem
groReren Aufwand verbunden und die Ausbeute des Gens wahrend der einzelnen
Arbeitsschritte nicht ausreichend gewesen.

Ein hierzu geeigneter Vektor stellte pQE-70 dar. Die multiple-cloning-site dieses
Plasmids enthielt lediglich drei Restriktionsschnittstellen, was fir die ersten Versuche
zur Konstruktion eines Coexpressions-Systems mit zwei Enzymen ausreichte. Die
zweite Restriktionsschnittstelle wirde somit sowohl zum Einbau der Strictosidin-
Synthase, als auch der Strictosidin-B-D-Glucosidase verwendet werden. Des
weiteren enthielt pQE-70 den starken Promotor T5, dessen hohe Transkriptionsrate
fur ein Coexpressions-System mehrerer Enzyme besonders geeignet schien. Die
Bildung eines C-terminalen (His)s-tags, der zur Reinigung exprimierter Proteine
mittels Affinitatschromatographie verwendet werden konnte (GERASIMENKO et al.,
2002; HEFNER et al.,, 2002), wurde durch ein vorgeschaltetes Stop-Codon im
Reverse-Primer unterbunden, da bei gleichzeitiger Expression zweier Enzyme nur

das Enzym in 3’-Richtung der Plasmidsequenz mit dem (His)s-tag versehen wirde.
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Fiur das andere Enzym musste auf diese Reinigungstechnik verzichtet werden, es sei
denn, der Ubergang zwischen den beiden Enzymen enthielt kein Stop-Codon fiir das
vorangestellte Enzym. Dadurch k&me es zur Bildung eines Fusionsproteins, wodurch
ein Funktionsverlust der Enzyme auftreten kdnnte, die (His)s-tag-Reinigung jedoch
durchfihrbar ware.

Bei der Ligation eines PCR-Produkts in den Klonierungsvektor pGEM-T war aufgrund
der jeweils 3'-standigen Thymidin-Uberhdnge keine Steuerung der Ligationsrichtung
des zu klonierenden Gens mdglich. Somit war zunéchst zu klaren, in welcher
Orientierung das eingefiigte STR-Gen im Plasmid vorlag, da sich in einem Abstand
von 26 bp in 5-Richtung der multiple-cloning-site eine Sph I-Schnittstelle in der
Vektorsequenz befand (Abb. 9, S. 58). Zusammen mit der STR-internen sowie der
durch PCR eingefuhrten Sph I-Schnittstelle, ergaben sich demnach bei einer
Spaltung des Plasmids pGEM-T-STR mittels Sph | —abhé&ngig von der Ligations-
richtung des STR-Gens— Fragmente unterschiedlicher GréRe (Kapitel 1V1.1.2). Das
kleine 26 bp-Fragment hatte die Klonierungsarbeiten und die anschlie3enden
Expressionsversuche behindert, und seine Anwesenheit musste daher von
vornherein ausgeschlossen werden. Anhand eines Agarosegels ware ein solch
kleiner GroRenunterschied zwischen den einzelnen Banden nicht erkennbar
gewesen. Aufgrund der STR-internen Schnittstelle flr die Restriktionsendonuklease
Sph | nach 403 bp mussten geeignete Bedingungen fir die Isolierung der cDNA
gefunden werden, unter denen es zu einer partiellen Spaltung des Gens kam. Dies
konnte durch eine Verdunnung des Enzyms Sph| erreicht werden. Nach einem
letzten Klonierungsschritt in den Expressionsvektor pQE-70 und anschlieRender
Transformation in M15-Zellen konnte die Aktivitat der Strictosidin-Synthase getestet
werden. M15-Zellen zeichneten sich dadurch aus, dass das enthaltene pREP4-
Plasmid ununterbrochen das Lac-Repressor-Protein bildete, welches die hohe
Transkriptionsrate des Expressionsvektors pQE-70 unterband. Durch gezielte
Zugabe von IPTG wurde das Lac-Repressor-Protein abgefangen und die
Transkription gestartet.

Da es sich bei der in Abb. 24 (S. 83) dargestellten Reaktion um eine &quimolare
Umsetzung von Tryptamin und Secologanin zu Strictosidin  (KUTCHAN, 1993)
handelte, wurden die gleichen molaren Mengen der beiden Edukte in den
Inkubationen eingesetzt (TREIMER etal., 1979; KUTCHAN, 1989). Bei einer

Inkubationsdauer von 30 min bei 30 °C konnte noch kein kompletter Umsatz der
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beiden Edukte beobachtet werden, was jedoch bei einer Verlangerung der
Inkubationsdauer auf 45 — 60 min mdglich war. Die Bildung des in Abb. 25 (S. 85)
gezeigten Peaks mit einer Retentionszeit von 9.3 min wurde in allen Inkubationen
beobachtet, die Proteinrohextrakt enthielten. Die PeakgroRRe blieb dabei unabhangig
vom Substratzusatz gleich, was darauf hindeutete, dass diese Substanz ein fester
Bestandteil des Enzymextrakts war und nicht erst wahrend den Inkubationen gebildet
wurde.

Bevor die Strictosidin-B-D-Glucosidase als zweites Enzym dem Expressions-System
hinzugefiigt werden konnte, musste gewahrleistet sein, dass die Bindung an die
Ribosomen, die an der Translation der beiden zu exprimierenden Proteine beteiligt
waren, nicht gestort wirden und die Enzymaktivitat der Strictosidin-g-D-Glucosidase
erhalten bleibt. Bei einem ,nahtlosen“ Ubergang der beiden Gensequenzen vom
Stop-Codon der vorangehenden Gensequenz zum Start-Codon der nachfolgenden
MRNA ware kein rdumlicher Spielraum mehr fur die Bindung des Ribosoms
vorhanden gewesen. Diese ware demnach an der entsprechenden mRNA zur
Translation in die Strictosidin-3-D-Glucosidase als zweitem Enzym nicht
gewahrleistet gewesen. Aufgrund dessen entschloss sich DONG 1996 zum Einbau
einer Ribosomenbindestelle als Zwischenstiick bei der Coexpression von
Cytochrom P450 und einer nachgeschalteten Reduktase. Die Sequenz dieser
Ribosomenbindestelle wurde bereits 1973/1974 von SHINE / DALGARNO untersucht
und als 5’-GGAGGT-3’ postuliert. Dieses Motiv, das entsprechend seinen Entdeckern
als Shine-Dalgarno-Sequenz (SD-Sequenz) benannt wurde, konnte in spéateren
Arbeiten von Ma et al. (2002) bestatigt und néher charakterisiert werden. Demnach
gab es mehrere SD-Motive, deren Sequenzen 5-GGAG-3’, 5-GAGG-3’ und 5'-
AGGA-3' mit leichten Abweichungen in Abstdénden von 8- 10 bp vor der zu
translatierenden Sequenz in E. coli-Genen zu finden waren.

Zur Sicherstellung des Einbaus einer funktionierenden Ribosomenbindestelle und zur
Einhaltung der richtigen Abstédnde in Bezug auf das vorangehende Stop-Codon
sowie das nachfolgende Start-Codon, wurde sich der entsprechenden RBS-Sequenz
aus dem verwendeten Expressionsvektor pQE-70 bedient. Damit sollte zuséatzlich
eine gleich hohe Bindungsaffinitat der beteiligten Ribosomen an die mRNAs der
beiden Enzyme erreicht werden, damit es zu einer moglichst gleichméRigen
Expression der gewilnschten Enzyme kam. Der eingebaute Spacer besal’3 die
Sequenz 5’-GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTA-3 und enthielt die 0.g. SD-Motive in
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unterschiedlichen Leserahmen. Die Integration dieser Sequenz in den Forward-
Primer ergab zusammen mit der angefiigten BamH I-Schnittstelle einen Uberhang
von 30 bp bei der ersten Anlagerung des Primers an die zu amplifizierende cDNA.
Durch Herabsetzen der Bindungstemperatur wahrend der ersten 5 Zyklen der PCR
wurde die Anlagerung des Oligonukleotids an die DNA beginstigt und die Reaktion
konnte im weiteren Verlauf normal fortgefiihrt werden. Bei der anschlielenden
Isolation der SG-cDNA aus dem Klonierungsvektor pGEM-T kam erneut das
Verfahren des partiellen Verdaus zum Einsatz, da es aufgrund einer SG-internen
BamH I-Schnittstelle schnell zu einer kompletten Spaltung der cDNA kam.

Die Umklonierung des auf diese Weise isolierten RBS-SG-Gens in den
Expressionsvektor pQE-70 wurde dadurch erschwert, dass die beiden vorgesehenen
Restriktionsschnittstellen —-BamH | und Bgl II- die gleichen ,sticky-ends’ besal3en.
Dies war insofern verwunderlich, da diese beiden Schnittstellen zusammen mit Sph |
die Einzigen darstellten, die laut Herstellerangaben bei pQE-70 verwendet werden
konnten. Die dadurch entstandene Identitéat der jeweiligen 5’-Enden hatte zur Folge,
dass der Einbau des Gens nicht gerichtet erfolgen konnte (Abb. 16, S. 68). Zuséatzlich
war die Effektivitat der Ligation stark herabgesetzt und es kam zu vermehrten
Religationen des leeren, linearisierten Vektors. Trotz dieser Schwierigkeit gelang die
Klonierung der RBS-SG-cDNA in pQE-70, wenn auch mit einer sehr geringen
Ausbeute (1 positive Kolonie von 96 getesteten).

Fur die Testung der Enzymaktivitat war im Gegensatz zur Strictosidin-Synthase kein
Zusatz eines Cofaktors notig. Wie in der folgenden Abb. 42 (S. 123) dargestellt
ist, verlauft die Bildung des Indolalkaloids Cathenamin ausgehend von Strictosidin
uber  zahlreiche Intermediate (STOCKIGT etal., 1978; STOCKIGT, 1978;
GERASIMENKO et al., 2002).

Der dargestellte Reaktionsverlauf zeigt, dass die Bildung des Cathenamins
Uber viele instabile Zwischenprodukte lauft. Die direkte Vorstufe bildet dabei
4,21-Dehydrogeissoschizin, das in einem Gleichgewicht mit dem Endprodukt steht.
Cathenamin selbst liegt in einem Gleichgewicht mit seiner Iminium-Form vor
(Abb. 45, S. 129). Die grol3e Anzahl von Zwischenprodukten kann fur die in Abb. 27
(S. 87) dargestellten Peaks im unteren Ri-Bereich der Inkubation verantwortlich
gemacht werden. Die Verbindung mit der Retentionszeit von 9.4 min trat bereits bei
den Versuchen zur Strictosidin-Synthase-Aktivitat auf, hatte aber auch hier keinerlei

Einfluss auf die Detektierbarkeit der erwarteten Substanzen.
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Strictosidin-
Aglykon

4,21-Dehydrocorynanthein- 20,21-Didehydrocorynanthein-
Aldehyd Aldehyd

4,21-Dehydrogeissoschizin Cathenamin

Abb. 42: Bildung von Cathenamin aus Strictosidin Uber die stabilen Zwischenstufen 4,21-
Dehydrocorynanthein-Aldehyd und 4,21-Dehydrogeissoschizin

1.2 Herstellung und Test des Coexpressions-Systems

Zu Beginn der Arbeiten bezuglich der Ligation der beiden codierenden cDNASs in
unmittelbarer Nachbarschaft innerhalb des Expressionsvektors pQE-70 war der
Einbau der RBS-SG-cDNA in das zuvor produzierte Plasmid pQE-70-STR
vorgesehen. Die im vorigen Abschnitt erlauterten Schwierigkeiten bei der Ligation der
RBS-SG-cDNA in die Restriktionsschnittstellen BamH 1 und Bgl Il machten eine
Uberarbeitung dieses Konzepts nétig. Versuche, bei denen es zum Auffiillen der
5-Uberhange (RICHTERICH, 1989) an den Bgl lI-Schnittstellen (Kapitel I11.3.4.5)
kommen sollte, waren zwar erfolgreich, allerdings konnte auch hierdurch keine
gerichtete Ligation erzielt werden.

Durch die Planung eines neuen Plasmidkonstrukts sollte nicht nur ein Austausch

einer der problematischen Restriktionsschnittstellen erreicht werden, sondern auch
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—im Hinblick auf spatere Arbeiten— eine starke Erweiterung der Ligations-
maoglichkeiten erzielt werden. Die effektivste Variante hierzu bestand in der
Einklonierung einer wesentlich gréReren multiple-cloning-site, als sie in pQE-70
vorhanden war. Bei der Durchsicht der zur Verfigung stehenden Plasmide fiel die
Wabhl fur eine solche multiple-cloning-site auf die des Vektors pSE-280. Bei einer
GesamtgréRe von 347 bp standen insgesamt 41 Restriktionsschnittstellen zur
Verfiigung. Durch Auswahl der Schnittstellen fir BamH | und Hind Il verkirzte sich
die multiple-cloning-site zwar um 94 bp bzw. 13 potentielle Restriktionsschnittstellen,
es konnte jedoch immer noch auf eine ausreichende Anzahl Spaltstellen
zuriickgegriffen werden. Die Tatsache, dass die Restriktionsstelle fur Hind IlI
innerhalb des (His)s-tag-codierenden Abschnitts in der pQE-70-Sequenz lag, war fur
die durchzufiihrenden Arbeiten kein Hindernis, da eine Reinigung der exprimierten
Proteine mittels Affinitdtschromatographie nicht in Frage kam (Kapitel V.1.1). Nach
der Isolation und der anschlielenden Klonierung dieser modifizierten MCS in
pQE-70-STR entstand das Vektorkonstrukt pQE-70bh-STR mit einer Grol3e von
4 683 bp, das durch eine hydrolytische Spaltung mit den Restriktionsendonukleasen
BamH | und Kpn fur die Aufnahme der RBS-SG-cDNA vorbereitet wurde. Der
Austausch der Bgl lI-Schnittstelle gegen eine Kpn I-Schnittstelle machte eine
Neusynthese des einzufigenden RBS-SG-Gens unter Verwendung eines
entsprechend modifizierten Reverse-Primers notig.

Nach der Ligation der RBS-SG-cDNA an das 3-Ende der Strictosidin-Synthase-
Sequenz konnte die Anwesenheit der beiden Gene in den gewlnschten Positionen
mittels Restriktion des entstandenen Vektorkonstrukts pQE-70bh-STR-RBS-SG
bestatigt werden. Eine komplette Sequenzierung der erhaltenen Nukleotidabfolge,
speziell in der Ubergangsregion der beiden cDNAs, war aufgrund der Gesamtlange
des Inserts von 2 672 bp nicht moglich. Sequenzierungsreaktionen, die am jeweiligen
5- bzw. 3'-Ende starteten, konnten die Ubergangsregion aufgrund einer maximalen
Auflésung von 1 000 bp nicht erfassen. In der folgenden Abb. 43 ist diese Region
farblich dargestellt.

Bei den schwarz unterlegten Sequenzen handelt es sich um die
Restriktionsschnittstellen Pstl, Mlul und Sac Il. Sie kommen in den cDNAs der
Strictosidin-Synthase und der Strictosidin-B-D-Glucosidase nicht vor, wodurch sie
zusammen mit Kpn | fir die Klonierung weiterer Sequenzen verwendet werden

kdnnen.
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S’ - GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAA
ATGGCCAAACTTTCTGATTCGCAAACTATGGCACTGTTCACCGT

------ ATGATAAGAAGGGAAATTCTTTTGTTTCAAGT CATTAAGAGGATCCG
AATTCATTAAAGAGGAGAAATTA

GGTACCGGTTGTTAACGT TAGCCGGCTA
CGT ATACT CCGGAATATTAATAGGCCTAGGAT GCATAT GGCGGCCGASEE
[@ECT GGCGCCAT CGATIRSESEIACGT CGCGABEESEEACAT GTACAGAG
CTCGAGAAGT ACTAGT GGCCACGT GGGCCGT GCACCTTAAGCT T -3

Abb. 43: Farbige Darstellung der Sequenzen im Vektorkonstrukt pQE-70bh-STR-RBS-SG mit
hervorgehobenen Restriktionsschnittstellen

Grau: pQE-70-Sequenz, Rot: RBS, Violett: STR-cDNA, Orange: SG-cDNA
Schwarz: MCS, Hellgrin: Sph |, Blau: BamH |, Dunkelgriin: Kpn |, Hellrot: Hind 11l
Weil3: Pst |, Mlu | und Sac Il zur Klonierung weiterer cDNAs

Der bei den Aktivitatstests verwendete Rohextrakt wurde mittels fraktionierter
Ammoniumsulfat-Féllung und anschlieBender Entsalzung Uber Sephadex G25
vorgereinigt und auf einen pH-Wert von 6.0 eingestellt. Dieser Wert stellte einen
Kompromiss zwischen den unterschiedlichen pH-Optima der zu testenden Enzyme
dar. Wahrend das Optimum der Strictosidin-Synthase bei pH 7.0 lag (TREIMER et al.,
1979), wurde der hoéchste Substratumsatz der Strictosidin-B-D-Glucosidase bei
einem pH-Wert von 5.0 — 5.2 festgestellt (GERASIMENKO et al., 2002).

Zur besseren Beobachtung des entstandenen Endprodukts Cathenamin erfolgte die
Detektion der entstandenen Substanzen in der HPLC bei einer Wellenlange von
280 nm. Dies entsprach dem Absorptionsmaximum des Cathenamins, hatte
allerdings zur Folge, dass Secologanin —mit einem Maximum bei 237 nm- bei dieser
Einstellung nicht mehr detektiert werden konnte. Wie aus Abb. 28 (S. 91) hervorgeht,
kam es bei den Inkubationen zu einem vollstandigen Umsatz des Zwischenprodukts
Strictosidin zu Cathenamin. Dies aufierte sich darin, dass ein entsprechender
Strictosidin-Peak in den HPLC-Chromatogrammen der durchgefiihrten Inkubationen
fehlte. Da nur die Edukte Tryptamin und Secologanin eingesetzt wurden, konnte man
davon ausgehen, dass die Aktivitdt der Strictosidin-B-D-Glucosidase in dem
vorliegenden System deutlich hoéher war, als die der Strictosidin-Synthase

(69.8 nkat/mg). Dies wurde durch einen Vergleich der Einzelaktivititen nach
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heterologer Expression der beiden Enzyme in vorangegangenen Arbeiten bestatigt.
ROESSNER et al. (1992) ermittelte eine Aktivitdt von 30 nkat/mg fur die Strictosidin-
Synthase in E. coli, wogegen KUTCHAN et al. (1994) eine Aktivitdt von 62 nkat/mg in
Insektenzellkulturen detektierte. Die Aktivitat der Strictosidin-B-D-Glucosidase-
Aktivitat wurde von GERASIMENKO et al. (2002) mit 347 nkat/mg in E. coli angegeben,
konnte jedoch an dem hier bearbeiteten Coexpressions-System aufgrund der
vorhergehenden Synthese von Strictosidin —aus Tryptamin und Secologanin— als
Substrat der Glucosidase nicht bestimmt werden. Der deutliche Unterschied
zwischen der STR- und der SG-Aktivitat kdnnte bei weiteren Versuchen zu einer
Optimierung des Coexpressions-Systems dahingehend ausgenutzt werden, dass der
pH-Wert der Inkubationsansétze zugunsten der Strictosidin-Synthase verschoben
wird. Dadurch k&dme es zu einer noch effektiveren Bildung des Endprodukts
Cathenamin, da dessen Vorstufe Strictosidin schneller und in groRerem MalRe zur
Verfligung stehen wiirde, als dies unter den angegebenen Bedingungen der Fall war.
Die Entstehung der Substanzen, die im unteren R-Bereich der HPLC-Chromato-
gramme (Abb. 28, S.91) zu sehen waren, wurden auf die Zwischenprodukte
zuriickgefuhrt, die im Laufe der Strictosidin-Synthese auftraten (Abb. 42, S. 123). Die
kleineren Peaks im mittleren Bereich der Chromatogramme wurden von Substanzen
gebildet, die wahrend der Cathenamin-Synthese auftraten (Abb. 45, S. 129).
Wahrend der Versuche zur ldentifizierung dieser Zwischenprodukte kam es zur
Isolierung einer Substanz mit der Massenzahl m/z 352. Nach Vergleich des
erhaltenen EI-Massenspektrums mit bereits vorhandenen Referenzspektren und
Literaturangaben konnte diese unbekannte Verbindung als reduziertes
Vallesiachotamin identifiziert werden. Wie in der nachfolgenden Abb. 44 dargestellt
ist, entsteht Vallesiachotamin wéahrend der Cathenamin-Biosynthese aus einer
Vorstufe durch Abspaltung der Glucose im Strictosidin-Molekdl. Diese Reaktion wird
sowohl von der Strictosidin-B-D-Glucosidase, als auch von unspezifischen
Glucosidasen katalysiert, welche Bestandteile des nattrlichen Enzymspektrums von
E. coli-Bakterien darstellen (KuTcHAN, 1993).

Aufgrund der recht hohen Reaktivitdt von Cathenamin als Hauptprodukt der
Enzyminkubationen wurde zunachst eine Reduktion der Reaktionsprodukte mittels
Natrium-Borhydrid durchgefuhrt. Dabei wurde das verhéltnisméaRig instabile
Cathenamin in das bestandigere  Reduktionsprodukt Tetrahydroalstonin
umgewandelt (Abb. 30, S. 94). Erst nachdem dessen Identitat durch DC-, HPLC- und
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Strictosidin Dialdehyd

CH; OH

red. Vallesiachotamin Vallesiachotamin

Abb. 44: Bildung von Vallesiachotamin/red. Vallesiachotamin aus Strictosidin

EI-MS-Analysen bestimmt war, wurde mit dem Nachweis des eigentlichen
Hauptprodukts begonnen. Im Gegensatz zur Bestimmung von Tetrahydroalstonin
und dessen Nebenprodukten, kam hierfur ein per fraktionierter Ammoniumsulfat-
Fallung und anschlielender Entsalzung (Sephadex G25) vorgereinigter
Enzymextrakt zur Anwendung. Dies war fir den Ausschluss storender Substanzen
notig, die die Detektion von Cathenamin aufgrund ihrer Absorptionsmaxima und ihres
Laufverhaltens in den verwendeten HPLC- und DC-Trennsystemen beeintrachtigen
konnten. Der pH-Wert zur Extraktion der enthaltenen Alkaloide wurde auf 8.0
eingestellt —anstelle von pH 9 — 10 wie bei Tetrahydroalstonin—, damit eine Bildung
von Cathenamin alleine aufgrund des héheren pH-Werts wahrend der Extraktion
ausgeschlossen werden konnte. Das EI-MS-Spektrum der extrahierten Substanz
zeigte die Cathenamin-typischen Fragmente mit den Massenzahlen 352, 249 und

169, was einen eindeutigen Beweis fur die Bildung von Cathenamin darstellte.

Damit war die Funktionalitait des konstruierten Coexpressions-Systems aus
Strictosidin-Synthase  und  Strictosidin-3-D-Glucosidase im  Vektorkonstrukt
pQE-70bh-STR-RBS-SG sowie deren heterologe Expression in homolgen E. coli-

Kulturen nachgewiesen.



V Diskussion 128

2 Proteinreinigung

Zur Erweiterung des im vorangegangenen Kapitel erlauterten Coexpressions-
Systems aus Strictosidin-Synthase und Strictosidin-B-D-Glucosidase, wurde im
zweiten Teil der vorliegenden Dissertation die Proteinreinigung der Cathenamin-
Reduktase mit dem Ziel entwickelt, die dazugehodrige Aminoséuresequenz zu
erhalten. Die daraus abzuleitende Nukleotidsequenz, die fir das gesuchte Enzym
codierte, ware fir den Einbau in das vorbereitete Expressions-System geeignet
gewesen. Dadurch sollte die Biosynthese des Naturstoffs Raubasin in einer
homologen Bakterienkultur durch heterologe Expression der beteiligten Enzyme
ermoglicht werden.

Wie bereits von STOCKIGT et al. 1976 beschrieben, wandelte das gesuchte Enzym,
das hauptséchlich in Catharanthus-Zellinien vorkam, unter Zusatz des Cofaktors
NADPH das Heteroyohimbin-Alkaloid Cathenamin in Raubasin um. Zusatzlich
wurden die Nebenprodukte Tetrahydroalstonin und 19-Epi-Raubasin identifiziert
(STOCKIGT et al. 1980). Die Bildung von 19-Epi-Raubasin wurde im gleichen Jahr
ebenfalls von STOCKIGT et al. beschrieben. Demnach stellten Geissoschizin und 4,21-
Dehydrogeissoschizin die wichtigsten Vorstufen des 19-Epi-Raubasins dar, das tber
die Zwischenstufe des 19-Epi-Cathenamins gebildet wurde.

Der gesamte Biosyntheseweg der drei Alkaloide, ausgehend von Tryptamin und
Secologanin, ist in der nachfolgenden Abb. 45 (S. 129) veranschaulicht. Das Schema
wurde 1980 von Zenk verdffentlicht und fasst die beschriebenen Reaktionen
zusammen. Aus der Ubersicht geht klar hervor, dass die Bildung des 19-Epi-
Raubasins Uber einen anderen Weg ablauft als die der beiden anderen
Hauptprodukte. Die Bildung des 19-Epi-Raubasins wird demnach erst durch die
Anwesenheit des entsprechenden Cathenamin-Epimers sowie dessen Iminium-Form
in Anwesenheit von NADPH als Reduktionsmittel ermdéglicht.

Cathenamin liefert dementsprechend zusammen mit seiner Iminium-Form die
Vorstufe zu Raubasin und Tetrahydroalstonin. 4,21-Dehydrogeissoschizin nimmt
somit eine Schlisselrolle in der Biosynthese von allen drei Produkten ein, kann aber
selbst ebenfalls unter Zusatz von NADPH in einer reversiblen Reaktion zu

Geissoschizin umgewandelt werden (PFITZNER et al., 1982).
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Strictosidin

Strictosidin-
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2_0,21-Dideh drocorynanthein- .
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geissoschizin
NADPH

.
NADP NADPH “
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“ NADPH
. NADP*
NADP NADPH
19-Epi-Raubasin .
Raubasin
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19-Epi-Cathenamin
(Iminium-Form)

Abb. 45: Biosynthese von Raubasin, Tetrahydroalstonin und 19-Epi-Raubasin mit den
wichtigsten Zwischenprodukten (nach ZENK, 1980)
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Demnach sind theoretisch zwei NADPH-abhéngige Enzyme fir die Bildung von
Tetrahydroalstonin/Raubasin und 19-Epi-Raubasin verantwortlich, deren molekulare
Struktur bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Des weiteren kdnnen theoretisch
nur Geissoschizin und Dehydrogeissoschizin als NADPH-abhangige Nebenprodukte
auftreten.

Wie in Abb. 46 gezeigt ist, lassen sich die beiden Nebenprodukte Tetrahydroalstonin
und 19-Epi-Raubasin nur anhand der raumlichen Anordnung des Wasserstoffs
und der Methylgruppe an den C-Atomen 19 und 20 vom Hauptprodukt Raubasin
unterscheiden.

Raubasin Tetrahydroalstonin 19-Epi-Raubasin

Abb. 46: Raubasin, Tetrahydroalstonin und 19-Epi-Raubasin als mdgliche Produkte der
enzymatischen Umsetzung von Cathenamin durch Zugabe von NADPH

Trotz der minimalen Strukturunterschiede —und den damit verbundenen geringen
physikochemischen Differenzen der drei genannten Verbindungen— gelang es, ein
HPLC-System zu entwickeln, das die Trennung von Raubasin und
Tetrahydroalstonin an einer Reversed-Phase-Saule (RP-18) erlaubte. Mit diesem
Trennprogramm (Programm 3, Kapitel 111.2.2), das auf der Grundlage eines
Puffersystems von V. SCHUMANN weiterentwickelt wurde, war allerdings keine
Trennung der Epimeren Raubasin und 19-Epi-Raubasin moglich. Da es sich, wie
erwahnt, bei dem Letztgenannten um kein in Catharanthus nattrlich vorkommendes
Alkaloid handelte, war die erzielte Trennleistung des Systems fur die zu bearbeitende
Proteinreinigung und die hierfir erforderliche Verfolgung der Aktivitatsverlaufe
ausreichend.

Fur die effektive Entwicklung eines Reinigungsprotokolls ist die Kenntnis der
einzelnen Reaktionsschritte und der daraus resultierenden Zwischen- und

Hauptprodukte im Laufe der Raubasin-Biosynthese erforderlich.
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2.1 Reinigungsprotokoll fur die Cathenamin-Reduktase

Auf der Grundlage der vorangegangenen Dissertation von HEMSCHEIDT (1983) sollte
ferner die Frage nach der Anzahl der an der Reaktion beteiligten Enzyme geklart
werden. HEMSCHEIDT et al. (1985) &uRerte die Vermutung, dass es sich um
zwei verschiedene Enzyme handelte, die zur Bildung von Raubasin und
Tetrahydroalstonin fihrten, was in Einklang mit dem in Abb. 45 (S. 129) dargestellten
Biosyntheseweg steht. Eine Trennung der beiden Enzyme voneinander gelang ihm
jedoch nicht. Das o0.g. HPLC-System sollte die getrennte Beobachtung der
Enzymaktivitdten zur Bildung von Raubasin und Tetrahydroalstonin erlauben, um
schon zu Beginn der geplanten Reinigung Aufschluss Uber die Anzahl der
involvierten Proteine und deren Aktivitatsprofile zu geben.

Bei der Testung der Zellsuspensionskulturen unterschiedlicher Pflanzenzellinien, die
alle aus der Familie der Apocynaceae stammten, wurde die hdchste Enzymaktivitat
in Catharanthus roseus-Arten detektiert. Da Raubasin zusammen mit Serpentin den
Hauptinhaltsstoff dieser Pflanzengattung darstellte, war dies ein erwartetes Ergebnis.
STOCKIGT beschrieb 1995 einen geringen Raubasin-Gehalt in Rauvolfia-Arten, was
sich mit den detektierten Enzymaktivitaten deckte. Die getesteten Hybrid-Zellen, die
aus einer Verschmelzung der Zellkerne von Rauvolfia serpentina mit Rhazya stricta
hervorgingen, hatten ihr Enzympotential bereits in vorangegangenen Arbeiten unter
Beweis gestellt (GERASIMENKO et al., 2004), wurden aber hier aufgrund ihres
komplexeren Enzymspektrums und einer geringeren Cathenamin-Reduktase-Aktivitat
gegenuber Catharanthus roseus RC nicht fir die Proteinreinigung verwendet. Der
erhbhte Enzymgehalt dieser Hybridzellen ist auf den diploiden Chromosomensatz
zuriickzufihren, der durch die Verschmelzung der Zellkerne von Rauvolfia- und
Rhazya-Zellen entstanden ist.

Bei der Durchfuhrung des ersten saulenchromatographischen Reinigungsschritts an
DEAE-Sepharose — FF gelang zwar die Beobachtung unterschiedlicher Aktivitats-
maxima bezuglich der Bildung von Raubasin und Tetrahydroalstonin, jedoch war in
keiner der gesammelten Fraktionen eine alleinige Bildung eines der beiden Alkaloide
detektierbar. Das erhaltene  Aktivitatsmaximum  fir die Bildung von
Tetrahydroalstonin, das in einem weiten Bereich hinter dem des Raubasin-bildenden
Enzyms zu finden war, ist im Elutionsprofil der Séaule (Abb. 35, S. 105) nicht

dargestellt, da das priméare Zielprotein der Reinigung die Raubasin-Synthase
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darstellte. Fur die Konditionierung der Fraktionen, die fiur den nachsten
Reinigungsschritt verwendet werden sollten, wurde auf das Verfahren der Dialyse
zuriickgegriffen. Obwohl diese Art der Umpufferung vergleichsweise zeitaufwendig
ist, wurde dem Verfahren der Vorzug vor der Grélenausschluss-Chromatographie an
Sephadex G25 Superfine gegeben. Hierbei kam es verfahrensbedingt zu relativ
grolRen Verdinnungseffekten, verbunden mit einem beachtlichen Verlust an
Enzymmasse. Da die gesuchte Raubasin-Synthase in einer deutlich niedrigeren
Konzentration vorlag als die entsprechende Tetrahydroalstonin-bildende Reduktase,
sollte der Verlust des Zielenzyms bei jedem Reinigungsschritt so gering wie mdglich
gehalten werden.

Im Gegensatz zur DEAE-Saule lie3 sich bei der Trennung an Hydroxyapatit und
MonoQ keine getrennte Aktivitat zur Bildung von Raubasin und Tetrahydroalstonin
beobachten. Bei den HPLC-Analysen der durchgefihrten Inkubationen traten stets
die in Kapitel IV.2.3 erwahnten Doppelpeaks aus Raubasin und Tetrahydroalstonin
auf.

In weiteren Reinigungsversuchen sollte die Isolierung der Einzelaktivitaten fur die
Bildung der beiden Hauptprodukte Raubasin und Tetrahydroalstonin ermdglicht
werden. Wie bereits erwahnt, war mit der Anwendung des starken
Anionenaustauschers Source 30Q keine Verbesserung der Trennleistung zu
erreichen. Auch mit diesem Material war zwar eine getrennte Beobachtung der
Aktivitaten moglich, allerdings war das erzielte Ergebnis einer kompletten Reinigung
bezuglich der Enzymausbeute und der Abtrennung stérender Enzyme nicht
zufriedenstellend.

Die Reinigungseffizienz an den Affinitdtsmaterialien 2',5’-ADP-Sepharose 4B und
HiTrap Blue HP verlief ebenfalls nicht erwartungsgemaf®. Da bei beiden Matrices
aufgrund ihrer Struktur eine spezifische Bindung von NADPH-abhangigen Enzymen
die Grundlage des Reinigungsprinzips darstellte, konnte keine ausreichende Bindung
der Proteine erzielt werden. Dies ist umso erstaunlicher, da es sich bei der gesuchten
Cathenamin-Reduktase definitiv um ein NADPH-abhangiges Enzym handelte (s.0.).
Die Ursache fir dessen unerwartetes Verhalten kdnnte in seiner Tertiarstruktur
liegen, die eine Bindung an die Liganden der Saulenmatrix —welche nicht Uber
Spacer-Gruppen verfugt— aus rdumlicher Sicht behindern kdénnte. Zur Umgehung
dieses Problems wurde ein Saulenmaterial angefertigt, an dessen Oberflache

Raubasin als Ligand gebunden wurde (Kapitel 111.1.4.4.3). Unter der Annahme, dass
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das gesuchte Protein von einem Liganden, der sein eigenes enzymatisches Produkt
darstellte, zurtickgehalten wirde, kam es zunachst zur chemischen Herstellung von
Raubasinsaure, die im weiteren Verlauf an die EAH-Sepharose 4B-Matrix gekoppelt
wurde. Das hierfur angewendete Verfahren (Kapitel 111.1.4.4.3) in Zusammenhang mit
dem entstandenen Produkt war fir eine eindeutige Quantifizierung der Liganden an
der Matrixoberflache jedoch nicht geeignet. Hier ware nur die Mdglichkeit eines
destruktiven Verfahrens gegeben gewesen, was in Anbetracht der Kkleinen
Matrixmengen nicht moglich war. Auch bei diesem Trennverfahren gelang eine
Adhasion von Enzymen aus der Proteinlésung, jedoch fiihrte die Bindekapazitat des
Saulenmaterials zu einer unzureichenden Anlagerung des Zielproteins. Zur
Erhéhung der Bindekapazitat konnte die Matrixmenge erhoht werden, jedoch wirde
dies zu einer VergroRerung des Verdunnungseffekts der Proteine fuhren. Dies wirde
wiederum zu einer schlechteren Trennleistung fuhren. Ein im Anschluss durch-
gefuhrtes SDS-Gel zeigte, dass alle Enzyme, die von der S&ule eluiert werden
konnten, denselben Aktivitatsverlauf aufwiesen. Eine sichere Identifizierung der
Cathenamin-Reduktase war somit nicht moglich.

Da das hydrophobe Material Source 15Phe eine bewahrte und besonders effektive
Trennmethode darstellte (v. SCHUMAN et al. 2002; GERASIMENKO et al. 2004), sollte es
auch hier zum Reinigungserfolg beitragen. Dabei galt es, das Verfahren unter
Verwendung eines anderen geeigneten Fallungsmittels als Ammoniumsulfat aus den
folgend erlauterten Grinden zu optimieren. Bereits bei zuvor durchgefuhrten Tests
konnte nach Zugabe von Ammoniumsulfat zu den Inkubationen des Rohextrakts kein
Umsatz festgestellt werden. Die Ursache hierflr liegt in der Instabilitat des
eingesetzten Cathenamins, das in einem Gleichgewicht mit der ringoffenen Form
steht. Diese reagiert bei Zugabe von Ammoniumsulfat und unter Anwesenheit von
NADPH zum 22-N-Analogon des Tetrahydroalstonins (HussoN etal. 1977;
HEINSTEIN et al. 1979). Es kommt demnach zum Austausch des Sauerstoffs im Ring
E des Cathenamins gegen NH, wodurch die enzymatische Reaktion der Cathenamin-
Reduktase verhindert wird. Dieser Sachverhalt ist in Abb. 47 auf der nachfolgenden
Seite veranschaulicht.

Durch den Austausch des Ammoniumsulfats gegen Kaliumsulfat wurde jedoch keine
zufriedenstellende Trennung erreicht. Zwar war eine Bindung der Cathenamin-
Reduktase an die Saulenmatrix zu beobachten, die Menge des ungebundenen

Enzymanteils konnte allerdings trotz intensiver Versuche nicht verringert werden.
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Dadurch war eine zu geringe Ausbeute des Zielproteins in Relation zur eingesetzten

Zellmasse zu verzeichnen (Kapitel 1V.2.8).

Cathenamin NADPH

22-N-Tetrahydroalstonin

Abb. 47: Bildung von 22-N-Tetrahydroalstonin aus Cathenamin nach Zugabe von Ammonium-
sulfat und NADPH

2.2 Charakterisierung der isolierten Cathenamin-Reduktase

Die Bestimmung des Molekulargewichts der erhaltenen Cathenamin-Reduktase
erfolgte unter Anwendung der Grol3enausschluss-Chromatographie an Sephacryl
S-100 HR (Kapitel IV.2.5). Das erhaltene Ergebnis von 64.6 kDa konnte mit einer
methodenbedingten Abweichung von +5 % bestimmt werden. Dieses Ergebnis stellt
einen beachtlichen Unterschied zur GroéRenbestimmung durch HEMSCHEIDT et al.
(1985) dar, der ein Molekulargewicht von 81 kDa detektierte. Die Differenz von
64.6 kDa zu den in Abb. 38 (S. 109) gezeigten Banden im SDS-Gel mit 36 und
46 kDa, die anhand ihres Aktivitatsverlaufs als einzige fir das gesuchte Enzym in
Frage kamen, war durch die Probenvorbereitung zur SDS-Gelelektrophorese zu
erklaren. Dabei wurden die zu trennenden Proteinfraktionen in einem SDS- und
MSH-haltigen Puffer aufgekocht (Kapitel I11.1.5.1), wobei es zur Aufspaltung der zu
untersuchenden Enzyme kommt. Eine anschlie3ende Teilsequenzierung nach dem

in Kapitel 1V.2.4 geschilderten Verfahren war dadurch jedoch nicht behindert, da sie
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nur kurze Sequenzbruchstiicke lieferte, deren exakte Lokalisation innerhalb des zu
bestimmenden Proteins nicht vorauszusagen war.

Erste Ergebnisse der Sequenzierung zeigten, dass es sich bei der Bande mit einer
Grole von 36 kDa (Abb. 38, S. 109) nicht um die gesuchte Reduktase, sondern um
eine Aldolase handelte. Damit konnte nur noch die Bande mit einer Gré3e von
46 kDa der gesuchten Cathenamin-Reduktase zugeordnet werden. Dies wurde
dadurch  bekraftigt, dass aufgrund der angewendeten  Silberfarbung
(Kapitel IV.1.5.2.2) und der damit verbundenen hohen Empfindlichkeit, die
Anwesenheit weiterer Proteinbanden auf dem SDS-Gel ausgeschlossen werden
konnte. Der Grund fur den Einsatz der Silberfarbung lag in der niedrigen
Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen, die in der eingesetzten Menge mit
dem sonst ublichen Verfahren der Coomassie-Farbung, die fir eine reibungslose
Sequenzierungsreaktion erforderlich war, nicht erfasst worden waren. Zusétzlich
erlaubte das Verfahren der Silberfarbung eine viel detailliertere Betrachtung der
aufgetrennten Banden, da diese wesentlich schéarfer in Erscheinung traten als
Coomassie-gefarbte Banden. Die aufgetragene Proteinmenge wurde so gering wie
moglich gehalten, um fur die spateren Sequenzierungsversuche genugend Material
zur Verfugung stellen zu kénnen. Zur Erhéhung der Proteinkonzentration wurden die
aktiven Fraktionen mit einem Gesamtvolumen von jeweils 800 pl zunachst einzeln
gegen 10| dest. Wasser mit einem pH-Wert von 6.5 dialysiert und anschlieRend
gefriergetrocknet. Somit war die Mdglichkeit gegeben, durch Resuspendierung im
geeigneten Puffer die zur Sequenzierung bendtigten Konzentrationen herzustellen,
und die im durchgefihrten SDS-Gel enthaltenen Banden mit Coomassie in der
benétigten Intensitat zu entwickeln oder zur Bestimmung des N-Terminus auf PVDF-

Membranen zu blotten.

Bei den durchgefiuihrten Untersuchungen zur Co-Substratspezifitdt bezuglich NADPH
und NADH kam es zur Bildung eines unbekannten Nebenprodukts, das nur bei
Zusatz von NADPH im unteren R-Bereich der HPLC-Analyse auftrat (Abb. 40,
S. 113). Wéahrend der Versuche zur ldentifizierung dieses Produkts gelang es, den
HPLC-Peak konkret einem Substanzfleck mit einem R+-Wert von 0.53 auf der Platte
einer zuvor durchgefiihrten dinnschichtchromatographischen Trennung (FM 1,
Kapitel 111.2.1) zuzuordnen. Die Retentionszeit sowie der Rf-Wert lagen im

Bereich von denen des Geissoschizins, die in einer parallel durchgefihrten
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Referenzmessung ermittelt werden konnten. Die unbekannte Verbindung fiihrte im
UV-Licht mit einer Wellenlange von 254 nm zu einer Fluoreszenzléschung und zeigte
nach Besprihen mit Ammonium-Cer-(IV)-sulfat-Losung eine bréunliche Farbe, was
ein konkreter Hinweis auf ein Indolalkaloid darstellte. Die Analyse des ausgekratzten
Substanzflecks mittels EI-MS bestatigte dies. Eine konkrete Identifizierung
der Verbindung durch Vergleiche des erhaltenen Fragmentierungsmusters mit
aufgenommenen Referenzspektren und Literaturangaben konnte jedoch aufgrund
von enthaltenen Verunreinigungen nicht eindeutig erfolgen. Bei Betrachtung des
Reaktionsablaufs wahrend der Biosynthese von Raubasin, Tetrahydroalstonin
und 19-Epi-Raubasin in Abb. 45 (S. 129) kamen jedoch nur Geissoschizin und
4,21-Dehydrogeissoschizin fur die Rolle des unbekannten Nebenprodukts in Frage.
Zum einen handelt es sich bei der Bildung von Geissoschizin um die einzige
Reaktion, die —abgesehen von den drei Hauptprodukten— Cofaktor-abhangig verlauft,
zum anderen besitzen diese beiden Substanzen eine grofRere Hydrophilie, die fur die
kiirzere Retentionszeit bei der HPLC-Analyse und die niedrigeren R«-Werte bei der
DC-Analyse verantwortlich gewesen sein durften.

Die Durchfuhrung der Nachweisreaktion fir die entstandenen Hauptprodukte verlief
analog zur Bestimmung des unbekannten Nebenprodukts. Die Identifizierung von
Raubasin wurde durch seine niedrige Konzentration auf der DC-Platte und der damit
verbundenen Kkleinen Substanzmenge bei der anschlieBenden EI-MS-Analyse
erschwert. Das erhaltene Massenspektrum war somit fir eine zuverlassige
Identifizierung nur bedingt geeignet. Eine Abtrennung gegenuber Tetrahydroalstonin,
das in dem Substanzfleck mit dem hdéheren Re-Wert enthalten war (Kapitel 1V.2.7.2),
héatte nur anhand der Intensitaten der beiden Fragmente m/z 169 und 184 erfolgen
konnen. Bei Tetrahydroalstonin ist deren Verhaltnis zugunsten des kleineren
Fragments verschoben, wogegen bei Raubasin das Fragment mit der Massenzahl

184 Uberwiegt.
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3 Ausblick

Die in der vorliegenden Dissertation prasentierten Arbeiten zur heterologen
Coexpression mehrerer Enzyme durch Einfuhren einzelner cDNAs in E. coli stellt den
ersten Versuch dar, einen abgeschlossenen Alkaloid-Biosyntheseweg in vitro
nachzustellen. Dabei katalysieren die beiden exprimierten Enzyme Strictosidin-
Synthase und Strictosidin-B-D-Glucosidase die ersten Reaktionsschritte der
Raubasin- sowie der Ajmalin-Biosynthese, welche bereits zum grof3ten Teil sowohl
auf der Proteinebene, als auch auf molekularer Ebene aufgeklart sind.

Im Falle des vorgestellten Coexpressions-Systems, das hier nur geringfligig optimiert
werden konnte, wirde eine Uberarbeitung im Hinblick auf die Ausbeute der
gebildeten Proteine den ersten weiteren Entwicklungsschritt darstellen. Hierbei ware
besonderes Augenmerk auf die zugesetzte Menge von IPTG als Induktor der
Expressionsreaktion zu legen. Ebenfalls eine Moglichkeit zur Entwicklung wére in der
Optimierung des pH-Wertes der Inkubationsreaktionen zu sehen, der einerseits zu
einer gesteigerten Produktion des Strictosidins als erstem Intermediat der
Biosynthese fihrt, gleichzeitig aber die Gesamtmenge an gebildetem Cathenamin als
vorlaufigem Endprodukt nicht verringert. In diesem Zusammenhang missen die
Inkubationsbedingungen so gewéhlt werden, dass eine Ubermé&Rige Bildung von
unerwinschten Nebenprodukten vermieden wird.

Eine weitere Optimierung der Ausbeuten wéare durch einen Wechsel zu einem
Expressions-Organismus mdglich, der nicht oder nur in geringem Mass Uber
unspezifische Glucosidasen oder auch Esterasen verfugt. Die Bildung dieser
Enzyme, die zu einem Abbau der gewiinschten Naturstoffe fuihren koénnen, ist in
solchen Wirtssystemen unterdriickt. Hierbei kamen sowohl spezielle E. coli-Stamme
oder auch Hefen in Frage.

Fur die Einfuhrung weiterer cDNAs in das bestehende System ist zu beachten, dass
dies unter Bericksichtigung vorhandener Restriktionsschnittstellen —entweder als
Einzelgene oder als ,Genkassetten’ mit mehreren codierenden Abschnitten— ablauft.
Dabei sollte die Bindungsfahigkeit der beteiligten Ribosomen an den involvierten

MRNA-Sequenzen nicht vernachlassigt werden.
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Die Proteinreinigung der Cathenamin-Reduktase aus Catharanthus roseus RC mit
dem Ziel der teilweisen Sequenzierung der Aminosaureabfolge wurde in nahezu
allen Bereichen der zur Verfigung stehenden Reinigungsmethoden ausgetestet. Zur
genauen Ermittlung der Aminosaure-Teilsequenz der in Abb. 38 (S. 109)
dargestellten Proteinbande mit einer GroRe von 46 kDa, kdme das Verfahren der N-
terminalen Sequenzierung in Frage. Fur weiterfuhrende Arbeiten bezlglich der
Ermittlung des Volllangenklons der Cathenamin-Reduktase ware eine PCR-
Primerentwicklung auf der Grundlage des zuvor ermittelten N-Terminus erforderlich.
Die Entwicklung des bendétigten zweiten (oder dritten) Primers miuisste dann auf
konservierten Sequenzbereichen verwandter Reduktasen aufgebaut werden, die fir
NADPH-Bindestellen codieren. Eine weitere Moglichkeit zum Design geeigneter
Primer ist in einer intensiven Datenbankrecherche zum Auffinden homologer
Bereiche innerhalb anderer pflanzlicher Reduktasen zu sehen.

Im Falle einer aktiven Expression des so erhaltenen Enzyms stiinde einer Klonierung
der entsprechenden cDNA in das vorgestellte Coexpressions-System pQE-70bh-
STR-RBS-SG nichts im Wege. Damit ware die erste in vitro-Biosynthese des Hetero-
yohimbin-Alkaloids Raubasin durch Ausnutzung geeigneter Expressions-Systeme in

E. coli ermdglicht.
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VI Zusammenfassung

Die vorgestellten Arbeiten beziglich der Biosynthese von pflanzlichen
Indolalkaloiden kdnnen in einen molekularbiologischen und einen proteinche-
mischen Teil aufgegliedert werden.

Im molekularbiologischen Abschnitt stand die Entwicklung eines Vektorsystems im
Vordergrund, das die gleichzeitige Expression mehrerer Enzyme in bakteriellen
Kulturen erlaubte. Hierflr konnte zunachst die cDNA der Strictosidin-Synthase aus
Rauvolfia serpentina in den Expressionsvektor pQE-70 einkloniert und das Protein
aktiv exprimiert werden. Bevor es zum Einbau des Strictosidin-B-D-Glucosidase-
Gens —ebenfalls aus Rauvolfia serpentina— kam, musste dessen Aktivitdt mit einer
vorgeschalteten Ribosomenbindestelle sichergestellt werden. Diese zuséatzliche
Binderegion wurde an das 5-Ende der cDNA angefugt, um die ungestorte
Expression des Enzyms im spateren Coexpressions-System zu gewahrleisten. Im
Hinblick auf weiterfihrende Arbeiten in Bezug auf die komplette in vitro-Synthese
bereits bekannter Alkaloide, wie z.B. das antiarrhythmisch wirkende Ajmalin oder das
antihypertensiv wirkende Heteroyohimbin-Alkaloid Raubasin, wurde die urspriingliche
multiple-clonig-site des verwendeten Expressionsvektors pQE-70 um 27 zusatzliche
Restriktionsschnittstellen (verteilt auf 253 bp) erweitert. Nach erfolgreicher Ligation
der Strictosidin-B-D-Glucosidase-cDNA mit vorgeschalteter Ribosomenbindestelle an
das 3-Ende des Strictosidin-Synthase-Gens gelang die heterologe Coexpression
beider Enzyme in einer homogenen Suspensionskultur des E. coli-
Expressionsstamms M15. Dafir wurde das in Abb. 48 schematisch dargestellte
Vektorkonstrukt pQE-70bh-STR-RBS-SG entwickelt.

pQE-70bh-
STR-RBS-SG
(6 225 bp)

Abb. 48: Schematische Darstellung des Coexpressions-Vektors pQE-70bh-STR-RBS-SG
STR: Strictosidin-Synthase, RBS-SG: Strictosidin-B-D-Glucosidase mit Ribosomenbindestelle
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Das Endprodukt der anschlieRenden enzymatischen Umsetzung von Tryptamin und
Secologanin nach der in Abb. 49 aufgefihrten Reaktion konnte als Cathenamin

identifiziert werden.

Strictosidin Cathenamin

Secologanin

Abb. 49: Enzymatische Bildung von Cathenamin aus Tryptamin und Secologanin
STR: Strictosidin-Synthase, SG: Strictosidin-B-D-Gluosidase

Im proteinchemischen Teil der Dissertation wurde die Reinigung einer Cathenamin-
Reduktase aus Catharanthus roseus RC mit dem Ziel der partiellen Bestimmung der
Aminosauresequenz bearbeitet. Das gesuchte Enzym wandelte in einer NADPH-
abhangigen Reaktion das Edukt Cathenamin in Raubasin gemaf Abb. 50 um.

Cathenamin Raubasin

Abb. 50: Enzymatische Reduktion von Cathenamin zu Raubasin in Anwesenheit von NADPH

Des weiteren wurde untersucht, wie viele Enzyme insgesamt an der Umwandlung
von Cathenamin zu Raubasin und den eng verwandten Produkten Tetrahydro-
alstonin und 19-Epi-Raubasin beteiligt waren. Unter Anwendung eines hierfir
entwickelten saulenchromatographischen Protokolls gelang die Reinigung einer
Raubasin-bildenden Reduktase, deren Teilsequenz jedoch noch nicht bestimmt
werden konnte. Die Anzahl der beteiligten Enzyme bei der Ausbildung von Raubasin,
Tetrahydroalstonin und 19-Epi-Raubasin konnte auf mindestens zwei beziffert

werden.
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VIIl Anhang

1 Spektroskopische Daten

Strictosidin

Summenformel: C,7H34N209
Molekulargewicht: 530.31
Strukturformel:

Retentionszeit: 2.85 —2.95 min (HPLC-Programm Nr. 2, Kapitel 111.2.2)
Amax: 227 nm

Cathenamin (20,21-Didehydroajmalicin)

Summenformel: C,1H25N505
Molekulargewicht: 350.42
Strukturformel:

Retentionszeit: 7.8 — 8.0 min (HPLC-Programm Nr. 2, Kapitel 111.2.2)
12.0 — 12.3 min (HPLC-Programm Nr. 3, Kapitel 111.2.2)
EI-MS: m/z (rel. Int. [%]): 350 (65), 249 (100), 169 (47), 156 (46)

Amax: 280 nm
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Raubasin (Ajmalicin)

Summenformel: C,1H24N-03
Molekulargewicht: 352.43
Strukturformel:

Retentionszeit: 7.1 - 7.3 min (HPLC-Programm Nr. 3, Kapitel 111.2.2)
EI-MS: m/z (rel. Int. [%]): 352 (100), 225 (13), 223 (4), 184 (57)
Amax: 280 nm

Tetrahydroalstonin

Summenformel: C,1H24N505
Molekulargewicht: 352.43
Strukturformel:

Retentionszeit: 6.4 — 6.5 min (HPLC-Programm Nr. 2, Kapitel 111.2.2)

7.6 — 7.8 min (HPLC-Programm Nr. 3, Kapitel 111.2.2)
EI-MS: m/z (rel. Int. [%]): 352 (100), 225 (4), 223 (20), 184 (15)
Amax: 280 nm
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2 Sequenzen

PQE-70bh-STR-RBS-SG

Dargestellt ist die komplette Nukleotidsequenz des Vektorkonstrukts pQE-70bh-STR-
RBS-SG in 5 — 3'-Richtung.

Schwarz: pQE-70-Sequenz, Rot: RBS, Violett: STR-cDNA, Orange: SG-cDNA
Grau: MCS, Hellgriin: Sph I, Blau: BamH I, Dunkelgriin: Kpn |

CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGI GAGCGGATAACAATTATAATAGATTCA 60
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAA AT 120
GGCCAAACTTTCTGATTCGCAAACTATGECACTGTTCACCGTCTTCCTTCTTTTCCTCTC 180
CTCTTCGCTCGCTCTCTCCTCTCCAATCTTGAAAGAGATTTTGATTGAGECTCCTTCCTA 240
TGCCCCCAATTCCTTCACCT TCGACT CAACCAACAAAGGGT TCTACACCTCCGICCAAGA 300
TGGCCGAGT TATCAAGTACGAAGGACCCAACTCCGGT TTCGTCGACTTCGCCTATGCATC 360
TCCCTACTGGAACAAAGCGT TCTGT GAGAACAGCACAGATGCAGAGAAAAGACCCTTGTG 420
TGGGAGGACATATGATATTTCATATAACT TGCAAAACAACCACCTTTACATTGITGATTG 480
CTATTATCATCTTTCTGTGGTTGGT TCTGAAGGT GGGCATGCTACCCAACTCGCCACCAG 540
CGT TGATGGAGT GCCATTCAAGT GCCTCTATGCAGTAACAGT TGATCAGAGAACTGGGAT 600
TGTTTACTTCACCGATGT TAGCACCT TATATGATGACAGAGGT GTCCAACAAATTATGGA 660
TACAAGCGATAAAACAGGAAGACTAATAAAGT ATGATCCCTCCACCAAAGAAACAACACT 720
ACTGI TGAAAGAGCTACACGT TCCAGGT GGCGCAGAAGT CAGTGCAGATAGCTCCTTTGT 780
TCTTGTGGCTGAGT TTTTGAGCCATCAAATTGTCAAATATTGCCTAGAAGCGCCTAAGAA 840
GGGCACTGCGGAGGT TTTAGT GAAAATCCCAAACCCAGGAAATATAAAGAGGAACGCTGA 900
TGGACATTTTTGCGT TTCCTCAAGT GAAGAAT TAGATGGAAATATGCACGGAAGAGTTGA 960
TCCTAAAGGAATAAAATTTGATGAGT TTGGGAACATTCTTGAAGT TATCCCACTCCCACC 1020
ACCATTTGCAGGT GAACACTTCGAACAAATTCAAGAGCATGATGGTTTGCTGTACATTGG 1080
AACCCTGTTCCATGGCTCTGTGGCCATATTAGTATATGATAAGAAGCGAAATTCTTTTGT 1140
TTCAAGTCATTAAGAGGATCCGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTA 1200
1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

GGTACCGGTTGT TAACGT TAGCCGCCTACGTATACT 2820
CCGGAATATTAATAGGCCTAGGAT GCATAT GGECGECCGCCT GCAGCTGGCGCCATCGATA 2880
CGCGTACGT CGCGACCGCGGACATGTACAGAGCTCGAGAAGTACTAGT GGCCACGTGGECEC 2940
CGTGCACCTTAACCT TAATTAGCTGAGCT TGGACTCCTGT TGATAGATCCAGTAATGACC 3000
TCAGAACTCCATCTGGATTTGT TCAGAACGCTCGGT TGCCGCCGEECGTTTTTTATTGGT 3060
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GAGAATCCAAGCTAGCT TGGCGAGAT TTTCAGGAGCT AAGGAAGCTAAAAT GGAGAAAAA
AATCACTGGATATACCACCGT TGATATATCCCAATGGCATCGT AAAGAACATTTTGAGEC
ATTTCAGI CAGT TGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGT TCAGCTGGATATTACGGCCTT
TTTAAAGACCGT AAAGAAAAATAAGCACAAGTI TTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGC
CCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAAT TTCGT AT GGCAAT GAAAGACGGT GAGCTGGTGAT
ATGGGATAGTGT TCACCCTTGTTACACCGT TTTCCATGAGCAAACTGAAACGTI TTTCATC
GCTCTGGAGT GAATACCACGACGAT TTCCGGCAGT TTCTACACATATATTCGCAAGATGT
GGCGTGI TACGGT GAAAACCTGGECCTATTTCCCTAAAGGGT TTATTGAGAATATGI TTTT
CGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGT TTCACCAGT TTTGATTTAAACGT GGCCAATATGGA
CAACTTCTTCGCCCCCGT TTTCACCATGGGCAAATAT TATACGCAAGGCGACAAGGT GCT
GATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGT TTGT GATGGCT TCCATGT CGGCAGAAT
GCTTAATGAATTACAACAGT ACT GCGAT GAGT GGCAGGGCGGEGECGTAATTTTTTTAAGS
CAGITATTGGTGCCCT TAAACGCCT GGGGTAATGACT CTCTAGCT TGAGGCATCAAATAA
AACGAAAGGCTCAGT CGAAAGACTGGGECCTTTCGT TTTATCTGT TGT TTGT CGGT GAACG
CTCTCCTGAGTAGGACAAAT CCGCCCTCTAGAGCTGCCTCGCGCGT TTCGGT GATGACGS
TGAAAACCT CTGACACAT GCAGCT CCCGGAGACGGT CACAGCT TGTCTGTAAGCGGATGC
CGGGAGCAGACAAGCCCGT CAGGGECGCGT CAGCGGEGT GT TGECGEGET GTCGEEECGECAGC
CATGACCCAGT CACGTAGCGATAGCGGAGT GTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAG
CAGATTGTACTGAGAGT GCACCATATGCGGT GT GAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGA
AAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGT T
CGGCT GCGGECGAGCGGT AT CAGCT CACT CAAAGGCGGTAATACGGT TATCCACAGAATCA
GGGGATAACGCAGGAAAGAACAT GT GAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAA
AAGGCCGCGT TGCTGECGT TTTTCCATAGGCT CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAAT
CGACGCTCAAGT CAGAGGT GGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGECGTTTCCC
CCTGGAAGCTCCCTCGTGCGECTCTCCTGTI TCCGACCCTGCCGCT TACCGGATACCTGTCC
GCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGT GGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGT
TCGGT GTAGGT CGT TCGCTCCAAGCT GEECT GT GT GCACGAACCCCCCGT TCAGCCCGAC
CGCTGCGCCTTATCCGGT AACTATCGT CT TGAGT CCAACCCGGTAAGACACGACTTATCG
CCACTGGCAGCAGCCACT GGTAACAGGAT TAGCAGAGCGAGGTAT GTAGGCGGT GCTACA
GAGT TCTTGAAGT GGT GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGC
GCTCTGCTGAAGCCAGI TACCT TCGGAAAAAGAGT TGGTAGCT CTTGATCCGGCAAACAA
ACCACCGCTGGTAGCGGTGGT TTTTTTGT TTGCAAGCAGCAGAT TACGCGCAGAAAAAAA
GGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGEGT CTGACGCT CAGT GGAACGAAAAC
TCACGT TAAGGGAT TTTGGT CATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTA
AATTAAAAATGAAGT TTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACT TGGTCTGACAGT
TACCAATGCTTAATCAGT GAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGI TCATCCATA
GTTGCCTGACTCCCCGT CGT GTAGATAACTACGATACGGEGAGGECT TACCATCTGGECCCC
AGTGCTGCAAT GATACCGCGAGACCCACGCT CACCGGCT CCAGATTTATCAGCAATAAAC
CAGCCAGCCGGAAGGGECCGAGCGCAGAAGT GGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAG
TCTATTAATTGI TGCCGGGAAGCTAGAGTAAGT AGT TCGCCAGT TAATAGT TTGCGCAAC
GITGTTGCCATTGCTACAGGECATCGT GGT GTCACGCTCGICGTTTGGTATGECTTCATTC
AGCTCCGGT TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGAT CCCCCATGT TGT GCAAAAAAGCG
GTTAGCTCCTTCGGT CCTCCGATCGT TGT CAGAAGT AAGT TGGCCGCAGTGTTATCACTC
ATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCT
GTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGT CATTCTGAGAATAGT GTATGCGGCGACCGAGT TGC
TCTTGCCCGECGT CAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTC
ATCATTGGAAAACGT TCTTCGGGECGAAAACT CTCAAGGATCTTACCGCTGT TGAGATCC
AGTTCGATGT AACCCACT CGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGC
GI'TTCTGGGT GAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACA
CGGAAATGT TGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGT
TATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGEEGT T
CCGCGCACATTTCCCCGAAAAGT GCCACCTGACGT CTAAGAAACCATTATTATCATGACA
TTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAC
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