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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Perakin-Reduktase (PR) ist ein hochspezifisches Enzym aus dem Alkaloidstoffwech-
sel in Rauvolfia serpentina, dessen enzymatischer und molekularer Reaktionsmechanis-
mus noch immer unbekannt ist. Um die dreidimensionale Struktur der PR aufzukliren,
wurde in der vorliegenden Arbeit das fiir die PR codierende Gen erstmals identifiziert,
exprimiert und das Genprodukt zur Kristallisation gebracht. Grundlage dafiir waren frii-
here Untersuchungen, in denen die PR aus pflanzlichen Zellsuspensionskulturen von R.

serpentina gereinigt, isoliert und Peptidfragmente sequenziert wurden.

Aus der Suspensionskultur von R. serpentina Br wurde die zellulire Gesamt-RNA iso-
liert und komplementére DNA synthetisiert. Mittels PCR mit degenerierten Oligonukleo-
tiden konnte das PR-Gen gefunden und die codierende Region sequenziert werden. Das
PR-Gen codiert fiir ein 337 Aminosdure langes, in Losung monomer vorliegendes Protein
mit einem Molekulargewicht von 37,2 kDa. Ferner wurde das reine Enzym charakteri-
siert und kristallisiert. Dazu wurde der Volllangenklon rekombinant in E. coli M15-
Zellen exprimiert. Das fiir die Reinigung entwickelte Priparationsprotokoll umfasste
mehrere Schritte. Nach AufschluB3 des Bakterienpellets wurde das im Bakterienrohextrakt
befindliche Enzym iiber Affinitdtschromatographie an einer Ni*'-NTA-Matrix gebunden.
Die Elution von der Sédule mit 250 mM Imidazol lieferte 10 mg homogenes Protein pro
Liter Bakterienkultur. Nach Expression in E. coli wurde im Enzymassay die NADPH,-
abhédngige Reduktion von Perakin in Raucaffrinolin bestétigt und das Endprodukt mas-
senspektrometrisch identifiziert. Im Substrattest zeigte sich, dass die PR neben Perakin
auch Zimtaldehyd reduziert. Entgegen Ergebnissen fritherer Arbeiten konnte eine 21-

Hydroxyraumaclin-Aktivitét nicht gefunden werden.

Die Umwandlung von Vomilenin kann im Verlauf der Ajmalin-Biosynthese auf haupt-
sdchlich drei verschiedenen Wegen erfolgen. Die Regulation an diesem Verzweigungs-
punkt erfolgt groBtenteils iiber die Bildung von Raucaffricin. Daneben ist die Isomerisie-
rung des Vomilenins zu Perakin ein weiteres Nebenprodukt der Regulation der Ajma-

linproduktion.
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Aus Sequenzalignments in Datenbanken mit anderen Proteinen wurde geschlossen, dass
die PR zu der Superfamilie der Aldo/Keto-Reduktasen (AKR) gehort. Mit 72% Sequenz-
identitdt zu putativen AKRs und 31% Sequenzidentitit zu bereits kristallisierten AKRs ist
die PR innerhalb dieser Familie die einzige pflanzliche AKR, die funktionell aktiv exp-

rimiert, kristallisiert sowie strukturell charakterisiert wurde.

Kristallisationsversuche mit der homogenen PR wurden mit unterschiedlichen Scree-
ningkits nach der Methode der Dampfdiffusion im hdngenden und sitzenden Tropfen bei
25°C und 4°C durchgefiihrt. Dazu wurde das Protein gegen 10 mM TRIS-HCI, 1 mM
DTT und 1 mM EDTA (pH 7,5) dialysiert und eine Proteinkonzentration von 3-20 mg/ml
eingestellt. Trotz intensiv durchgefiihrter Kristallisationsversuche wurden zunichst keine
Proteinkristalle beobachtet. Nach reduktiver Methylierung der freien Aminogruppen, bei
der die Oberflichenspannung des Proteins beeinflusst wurde, konnte eine Kristallbildung
initiiert werden. Obwohl nach dieser chemischen Modifikation nur noch ca. 15% Enzym-
aktivitit vorhanden war, zeigte sich, dass die Methylierung fiir die Bildung von Kristallen
mit Hilfe der Gasphasendiffusion im hidngenden Tropfen eine notwendige Voraussetzung
darstellte. Die ersten orthorhombischen Kristalle bildeten sich nach 4 Tagen bei 20°C in
Gegenwart von 27% PEG 4000 und 70-100 mM Natriumcitrat (pH 5,6) sowie einer Pro-

teinkonzentration von 9-12 mg/ml.

Die Struktur der PR konnte mit einer Aufldsung von 2,0 A durch molekularen Ersatz und
MAD-Experimenten vollstindig geldst werden. Das Strukturmodell besitzt eine fiir
AKRs charakteristische (B/a)s TIM-barrel Faltung, konservierte Aminoséduren, die an der
Bindung von NADPH, beteiligt sind sowie eine katalytische Tetrade, die den Wasser-
stofftransfer von NADPH, zum Kohlenstoff des Substrates vermittelt. Der C-Terminus
der PR zeigt eine fiir AKRs aullergewohnliche Struktur, die eine dimere Konformation
des Enzyms im Kristall unterstiitzten konnte. Die grof3e Kontaktfliche zwischen den Mo-
lekiilen ist ein weiteres Indiz dafiir. Jedoch steht dieses Resultat scheinbar im Wider-
spruch mit dem der GrdéBenausschluBchromatographie, wonach die PR in Losung als

Monomer vorliegt. Weitere Untersuchungen sollten dariiber Aufschluss bringen.
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1 Einleitung

1.1  Alkaloide - Pflanzliche Sekundarstoffe als Signale, Toxine und Pharmazeutika
Pflanzen produzieren eine uniiberschaubare Vielzahl organischer Verbindungen, die in
threr Biosynthese vom Stoffwechsel der Kohlenhydrate, Fette und Aminosduren abgelei-
tet sind. Diese so genannten Sekundérstoffe unterscheiden sich hinsichtlich ithrer Funkti-
on in der Pflanze und ihrer Verbreitung auf bestimmte taxonomische Gruppen im Pflan-
zenreich von denen der Primérstoffe. Wahrend Substanzen des Primérstoffwechsels wie
Phytosterole, Lipide, Aminosduren, Cytochrome und organische Séuren in allen Pflanzen
verbreitet sind und essentielle Funktionen im Metabolismus erfiillen, spielen die Sekun-
dérstoffe keine direkte Rolle in Wachstum und Entwicklung der Pflanze. Sie besitzen
vielmehr 6kologische Funktionen, die sich im Laufe der Evolution durch spezifische An-
passungsreaktionen (i.d.R. natiirliche Mutationen) an die Umwelt z. B. Schutz gegen
Herbivoren und Pathogenen (HARTMANN 1991), Anlockung von bestdubenden Insekten
und samenverbreitenden Tieren (RAGUSO 2003) und zum Schutz vor UV-Strahlung ent-
wickelten.

Neben den beiden groBBen Naturstoffgruppen der Terpene und Phenole sind Alkaloide
stickstoffhaltige heterozyklische Verbindungen, die in ungefdahr 20% aller Pflanzen vor-
kommen und von denen bisher 12000 Vertreter isoliert und strukturell aufgeklart wurden
(DE LucA UND LAFLAMME 2001). Auffallend umfangreich ist die Vielfalt ihrer biologi-
schen Aktivitidten. So besitzen sie grofle pharmakologische Bedeutung und werden fiir
die Therapie schwerer Krankheiten eingesetzt. Zu den bekanntesten Vertretern zihlen
hier Taxol und Morphin (Abbildung 1). Taxol wurde erstmals Anfang der 1960er Jahre
aus Taxus brevifolia isoliert und im Tierversuch als antikanzerogene Substanz identifi-
ziert (WANTI et al. 1971). Seit 1992 wird es als effektives Chemotherapeutikum (z. B. Pac-
litaxel™) gegen verschiedene Tumorarten eingesetzt (KOHLER UND GOLDSPIEL 1994). Die
kommerzielle Nachfrage sowie die entsprechenden Kosten von Taxol erlebten in den
80er Jahren ungeahnte Hohen, da die chemische Total-Synthese nicht mdglich war und
die Extraktion aus T. brevifolia nur kleine Mengen lieferte. Mit der Isolierung von Bacca-

tin III und 10-Deacetylbaccatin III aus Taxus baccata wurde es moglich Taxol halbsyn-
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thetisch in groBBeren Mengen herzustellen (DENIS et al. 1988). Ebenso konnten Hochleis-
tungszellkulturen angelegt werden, die in groBem MalBstab ausreichend Taxol produzie-
ren (HU et al. 2003). Ein weiteres recht prominentes Alkaloid ist Morphin, dessen
schmerzlindernde Wirkung auf den tierischen Organismus bereits seit vielen Jahrhunder-
ten bekannt ist. Die Aufkldrung der einzelnen Syntheseschritte und der beteiligten Enzy-
me der komplexen Morphinbiosynthese wurden jedoch erst ab den 1970er Jahren mog-
lich, nachdem pflanzliche Zellkulturen als experimentelle Systeme eingefiihrt wurden
(KUTCHAN 1995).

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Enzym PR ist Teil des Biosyntheseweges des
monoterpenoiden Indolalkaloids Ajmalin aus R. serpentina (L.) Benth. Dessen anti-
arrhythmische Wirkung ergiinzt mit der des antihypertensiven Reserpin (RINALDI et al.
1955; Abbildung 1), einen weiteren Hauptinhaltsstoff, macht diese Pflanze zu einem seit
Jahrzehnten interessanten Forschungsobjekt. Andere pharmazeutisch genutzte und kom-

merziell gewonnene Indolalkaloide aus pflanzlichen Zellkulturen sind Camptothecin

H,C

HO
Morphin >:o

HO o
MeO 0
NH
OMe 0
MeO,C OMe
Reserpin
P OMe Taxol
Abbildung 1. Pharmazeutisch wirksame pflanzliche Alkaloide. Reserpin, ein Monoterpen

aus R. serpentina; Morphin, ein Isoquinolin aus Papaver somniferum und Ta-
xol, ein Diterpen aus Taxus brevifolia.

aus Camptotheca acuminata sowie die Chemotherapeutika Vincristin und Vinblastin aus
Catharanthus roseus. Da, wie im Fall des Taxols, die teilweise iiberaus komplizierten
Strukturen chemisch nicht oder wirtschaftlich nur unrentabel synthetisiert werden kon-

nen, erfolgt die Isolation in den meisten Féllen aus Pflanzen. So gibt es Strategien, Bio-
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synthesewege gewliinschter Alkaloide in der Pflanze gezielt so zu beeinflussen, dass z. B.
durch Uberexpression eines Schliisselenzyms das Gleichgewicht innerhalb der Pflanze zu
Gunsten des gewiinschten Alkaloids verschoben wird. Die Blockade der Gene fiir die
entsprechenden Enzyme der Nebenwege ist eine weitere Moglichkeit die gesamte Stoff-
wechselenergie in den Hauptweg hin zum gewiinschten Endprodukt zu leiten. FRICK et
al. (2005) stellten fest, dass trotz gesteigerter Produktion der Zwischenprodukte der An-
teil von Morphin im Alkaloidgemisch transgenen Papaver somniferum nicht erhoht wer-
den konnte. Offenbar reicht die Kenntnis der Synthese in ihren Einzelschritten nicht aus,
um sie nachhaltig zu beeinflussen. Vielmehr ist die Kenntnis der Regulationsmechanis-
men aller Komponenten, Teilreaktionen und beteiligten Gene der Wirkstoffsynthese er-
forderlich. SchlieBlich ist es mdglich partielle oder komplette Biosynthesewege aus der
Originalpflanze in einen anderen Organismus einzuschleusen, wie es im Falle der Ent-

wicklung von “Golden Rice* erfolgreich gelang (XE et al. 2000; PAINE et al. 2005).

1.2  Enzyme der Ajmalinbiosynthese in R. serpentina

Rauvolfia serpentina (L.) Benth aus der Familie der Apocynaceae, auch bekannt als indi-
sche Schlangenwurz, ist eine in Indien und Pakistan verbreitete Heilpflanze, die eine gro-
Be Bedeutung in der ayurvedischen Medizin besitzt und dort Anwendung u. a. gegen Fie-
ber und rheumatische Erkrankungen findet (Abbildung 2). Die pharmazeutisch wichtigs-
ten Verbindungen befinden sich in den 20 bis 40 cm langen Wurzeln, deren Alkaloidge-
halt laut DAB 1% Reserpin und 0,1% Ajmalin betrdgt. Mit der Etablierung pflanzlicher
Zellsuspensionskulturen von R. serpentina Mitte der 1970er Jahre war die Voraussetzung
fiir die Aufklarung der Ajmalin-Biosynthese gegeben (STOCKIGT UND ZENK 1977). Die
Vorteile einer Zellkultur sind deren kostengiinstige Anzucht von frischem, keimfreiem
Zellmaterial innerhalb weniger Wochen im kg-Malistab sowie die Minimierung der Ge-
fahr der Enzyminaktivierung durch Phenole und Gerbstoffe, wenn die Enzymisolierung
aus frischem Pflanzenmaterial erfolgt (STOCKIGT 1988). Zudem besitzen Zellkulturen
haufig eine hohere Stoffwechselaktivitit als die Pflanzen von denen sie abstammen. Seit-

dem wurden fast alle Enzyme der Ajmalin-Biosynthese von der Arbeitsgruppe Stockigt
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Abbildung 2.  Rauvolfia serpentina (L.) Benth als Pflanze (a), Wurzel (b), Zellsuspensions-
kultur (¢), Kalluskultur (d) und Wurzelkultur hairy roots (e).

identifiziert, isoliert und charaktierisert. Seit Mitte der 1990er Jahre wurden acht Enzyme
heterolog in E. coli exprimiert, von denen sechs kristallisiert und strukturell analysiert

wurden (STOCKIGT et al. 2006, Abbildung 3.).

Die ersten Schritte der Synthese aller monoterpenoiden Indolalkaloide ist die Decarboxy-
lierung der Aminosdure L-Tryptophan zu Tryptamin (DE LUCA et al. 1989) sowie die von
der Strictosidin-Synthase vermittelte Kondensationsreaktion von Tryptamin und Secolo-
ganin zu Strictosidin (STOCKIGT UND ZENK 1977). KUTCHAN et al. konnten 1988 erst-
mals die Strictosidin-Synthase aktiv in E. coli exprimieren und MA et al. (2005) struktu-
rell aufkldren. Das Glucosid Strictosidin, das als Ausgangspunkt zur Synthese von etwa
2000 verschiedenen Indolalkaloiden dient, wird im folgenden Schritt durch die Strictosi-
din-B-Glucosidase zu einem unstabilen Aglykon deglucosiliert. GERASIMENKO et al.
(2002) konnten das Enzym heterolog in E. coli exprimieren und charakterisierten. Die
strukturelle Analyse der Strictosidin-B-Glucosidase erfolgte von BARLEBEN et al. (2005).
Das Strictosidin-Aglykon wird iiber einige unbekannte Intermediate in Dehydrogeisso-

schizin umgewandelt, welches durch die NADPH,-abhingige Geissoschizin-Dehydro-
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genase zum Geissoschizin umgesetzt wird (PFITZNER UND STOCKIGT 1982). Die folgende
Reaktion von Geissoschizin zum Polyneuridinaldehyd durch das Sarpagan-
Briickenenzym ist nur zum Teil aufgeklirt (SCHMIDT UND STOCKIGT 1995). Polyneuridi-
naldehyd, das erste Sarpagan-Alkaloid in der Ajmalinbiosynthese wird durch die Poly-
neuridinaldehyd Esterase zum instabilen 16-Epi-Vellosimin umgewandelt (PFITZNER
UND STOCKIGT 1983a,b). Die Klonierung und heterologe Expression in E. coli erfolgte
von DOGRU et al. (2000). Die Vinorin-Synthase katalysiert die Acetyl-CoA-abhéngige
Transformation von 16-Epi-Vellosimin zu Vinorin. Die resultierende hydroxylierte Aj-
malan-Gertststruktur wiirde auf Grund der sehr hohen Reaktivitdt spontan wieder zum
Sarpagan-Typ unter Spaltung der neu geschaffenen C-C-Bindung riickreagieren, was je-
doch die Vinorin-Synthase durch Acetylierung der Hydroxygruppe verhindert (PFITZNER
et al. 1986). BAYER (2004) hat das Enzym isoliert, aktiv exprimiert und kristallisiert und
MA et al. (2005) konnten die Struktur aufkldren. Die NADPH,-abhingige Hydroxylie-
rung des Vinorins zu Vomilenin wird von dem Enzym Vinorin-Hydroxylase katalysiert
(FALKENHAGEN UND STOCKIGT 1995 a,b). Die Umwandlung von Vomilenin kann im

weiteren Verlauf der Biosynthese auf vier verschiedenen Wegen erfolgen.

1. Uber einen noch unbekannten, nicht enzymgebundenen, Mechanismus erfolgt die Um-
lagerung von Vomilenin zu Perakin (TAYLOR et al. 1962). Die anschlieBende NADPH,-
abhingige Reduktion durch die Perakin-Reduktase zu Raucaffrinolin ist Gegenstand die-

ser Arbeit.

2. Die Vomilenin-Glucosyl-Transferase glycolisiert Vomilenin zu Raucaffricin (RUYTER
UND STOCKIGT 1991). Raucaffricin ist das am héufigsten vorkommende Alkaloid in R.
serpentina Suspensionskulturen. SCHUBEL et al. (1988) beschrieben nach Optimierung
der Kulturbedingungen eine Alkaloidproduktion von 1,6 g/l Raucaffricin. Die Riickreaki-
on wird katalysiert durch die heterolog exprimierte und kristallisierte Raucaffrincin-
Glucosidase, ein Enzym mit 80% Homologie zur Strictosidin-Glucosidase (RUPPERT et

al. 2006).

3. Die Vomilenin-Oxidoreduktase katalysiert die NADPH,-abhédngige Reduktion zu 21-
Oxovomilenin (nicht dargestellt). Die vollstindige Funktion dieses Enzymes konnte je-

doch noch nicht aufgeklirt werden (STOCKIGT 1986).
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4. Auf dem Hauptweg wird Vomilenin durch die Vomilenin-Reduktase zu 1,2-Dihydro-
vomilenin reduziert, welches unmittelbar in einer ebenfalls NADPH,-abhingigen Reakti-
on durch die 1,2-Dihydrovomilenin-Reduktase in 17-O-Acetylnorajmalin umgewandelt
wird. Es konnte noch nicht geklart werden, wie viele Enzyme an den beiden Reaktionen
beteiligt sind. Die 17-O-Acetylajmalan-Esterase deacetyliert 17-O-Acetylnorajmalin zu
Norajmalin (POLZ 1987) und wurde von RUPPERT et al. (2005) gereinigt, kloniert und
aktiv exprimiert. Der vermutlich letzte Reaktionsschritt dieses Biosyntheseweges wird
katalysiert durch die Acetylnorajmalan-Methyltransferase, dem einzigen membrangebun-
denden Enzym im Biosyntheseweg, wenn man von den Cytochrom P450 abhingigen En-
zymen Vinorin-Hydroxylase und dem Sarpagan-Briickenenzym absieht. Im letzten Bio-
syntheseschritt wird der sekundire Stickstoff des Indolringes von Norajmalin zum Ajma-

lin in einer S-Adenosylabhingigen Reaktion methyliert.
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Abbildung 3. Biosyntheseweg von Ajmalin in Rauvolfia serpentina-Zellsuspensionskulturen
ausgehend von Tryptamin und Secologanin. Der umrahmte Bereich markiert die
enzymatische Reduktion von Perakin zu Raucaffrinolin durch die Perakin-
Reduktase, die in dieser Arbeit untersucht wurde. SS = Strictosidin Synthase, SG
= Strictosidin Glucosidase, GDH = Geissoschizin Dehydrogenase, SBE = Sarpa-
gan-Briickenenzym, PNAE = Polyneuridinaldehyd Esterase, VS = Vinorin Syn-
thase, VH = Vinorin Hydroxylase, RG = Raucaffricin Glucosidase, VGT = Vome-
linin Glucosyl Transferase, PR = Perakin-Reduktase, VR = Vomilenin Reduktase,
DHVR = 1,2-Dihydrovomilenin Reduktase, AAE = Acetylajmalin Esterase, A-
NAMT = Acetylnorajmalin Methyltransferase. Griin unterstrichen: heterolog, ak-
tiv exprimierte Enzyme, Rot: kristallisierte Enzyme.

1.3  Bisheriger Kenntnisstand zur PR

In fritheren Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe Stockigt wurde versucht die PR aus R.
serpentina zu reinigen und zu charakterisieren. OBITZ (1995) widmete sich in seiner
Promotionsarbeit dieser Thematik und entwickelte nach sdulenchromatographischen Rei-
nigungsschritten einen Enzymaktivititstest sowie ein Trennprofil fiir die Detektion des
Substrates und Endproduktes per HPLC. Das gereinigte Enzym wies ein Molekularge-
wicht von ca. 32 kDa auf. Im Aktivititstest zeigte sich, dass Perakin wie auch 21-
Hydroxyraumaclin als Substrat dieses Enzyms angesehen werden konnten.

Die Existenz der 21-Hydroxyraumaclin-Reduktase wurde erstmals von LIBOT et al.
(1980) postuliert und von STOCKIGT (1986) nachgewiesen. OBITZ (1995) konnte bei Un-
tersuchungen zur Substratspezifitit zeigen, dass dieses Enzym identisch mit der PR ist,
die Perakin zu Raucaffrinolin reduziert. Im Gegensatz zu 21-Hydroxyraumaclin, das frii-
her nur bei der Fiitterung von Zellkulturen mit Ajmalin nachgewiesen werden konnte,
sind Perakin und Raucaffrinolin in R. serpentina natiirlich vorkommende Indolalkaloide.
Perakin musste damit als endogenes Substrat dieser Reduktase angesehen werden, die
deswegen in PR umbenannt wurde.

Warzecha (1996, unveroffentlichte Daten) versuchte mit einem anderen Reinigungsprofil
die PR aus pflanzlichen Suspensionskulturen von R. serpentina aufzureinigen. Er konnte
nach Reinigungsschritten iiber mehrere Sdulen in einigen Fraktionen enzymatischen Um-
satz von 21-Hydroxyraumaclin nachweisen. Diese Fraktionen wurden vereinigt und die
darin enthaltenen Proteine elektrophoretisch aufgetrennt. Eine ca. 38 kDa grof3e Protein-
bande wurde isoliert und tryptisch verdaut. Die anschlieBende N-terminale Sequenzie-

rung der Bruchstiicke ergab zwei 12—-14 Aminosaure lange Oligopeptide aus denen dege-
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nerierte Primer entwickelt wurden. PCR-Versuche zur Isolierung des Volllingenklones
im Genpool der Pflanze scheiterten, da zum einen die PCR mit degenerierten Primern
meist nicht das gewiinschte PCR-Produkt liefert und zum anderen das pflanzliche Aus-
gangsmaterial keine Genexpression des entsprechenden Enzyms auf transkriptioneller
Ebene aufweist. Die vorliegende Promotionsarbeit setzt an diesem Punkt an. Aus den
bekannten Oligopeptiden wurden neue degenerierte Primer entwickelt, die in Kombinati-

on mit den noch existierenden alten Primern fiir die PCR eingesetzt wurden.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Hauptaufgabe der Untersuchungen war die Klonierung, heterologe Expression, Reini-
gung und Kiristallisation des auf molekularer und biochemischer Ebene vorher unbekann-
ten Enzyms PR aus R. serpentina. Mit der aktiven Expression des Enzyms in E. coli soll-
te es moglich sein, die Funktion des Enzyms aufzukliaren. Nach Auffinden des Vollldn-
genklones fiir die PR mit den von Warzecha isolierten Oligopeptiden sollte u. a. mit Ak-
tivititstests gekliart werden, ob es sich tiberhaupt um das gesuchte Enzym handelt. Nach
Uberexpression in E. coli sollte die Proteinldsung aus der anschlieBenden Aufreinigung
biochemisch aufgearbeitet und zum Ziichten von Kristallen genutzt werden. Eine erfolg-
reiche Kristallisation und kristallographische Analyse sollte zum besseren Verstindnis

der PR hinsichtlich Struktur und Katalyse beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Amersham Biosciences, Freiburg
Akta-Explorer-Chromatographiesystem, Horizontalelektrophoresekammer SE 600, Séu-
len: a) HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 fiir GroBenausschlulchromatographie, b) Tricorn
Sédule flir Affinitdtschromatographie, ¢) HiTrap Desalting Séule Sephadex G-25 Superfi-
ne

Bandelin, Berlin
Sonotrode Sonoplus HD 2070, Ultraschallwasserbad SONOREX RK 510 S

Beckmann, Miinchen
Kiihlzentrifugen J2-21, Rotoren JA 10, 20,

BioRad, Miinchen
Stromversorgungsgerite

Eppendorf, Hamburg
Biophotometer, Thermomixer 5437, Mastercycler personal

Finnigan, Bremen
Massenspektrometer MAT 44 S

Fisher Scientific, Schwerte
Wasserbad Fisherbrand FBC 620

Frobel Labortechnik, Lindau
Laminarbox

GFL, Burgwedel
Schiittelinkubator

Heidolph REAX 2000, Kehlheim
Vortex-Gerit

Heraeus/Sepatech, Osterode
Tischzentrifuge Biofuge 15

Hermle, Gosheim
Kiihlzentrifuge Z320K

Hund, Wetzlar
Stereomikroskop

IKA, Stauffen
Ultraturrax TP 18/10
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ISMATEC, Schweiz
Peristaltikpumpe IPC

Leitz, Wetzlar
Stereomikroskop Laborlux S

Medcenter Einrichtungen GmbH, Gréfelfingen
Brutschrinke Ecocell

Merck-Hitachi, Darmstadt
HPLC: Integrator D-2500, Autosampler AS-2500, UV/VIS-Detektor L-450, Pumpe L-
6500, HPLC-S4ule, LiChrospher 60 RP Select B, HPLC-Vorsiule, Select B

Peqlab, Erlangen
Elektroporator Equibio Easyject, Optima

Perkin Elmer, Uberlingen
Lambda 2 Spektrometer

Pharmacia LKB, Freiburg
Schreiber REC 102, UV/VIS-Detektor 2158 UVICORD SD

Sartorius AG, Gottingen
Feinwaage

Serva, Heidelberg
Horizontalelektrophoresekammer Mini Blue, Vertikalelektrophoresekammer BlueMarine

100 und 200
2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Standardchemikalien wurden sofern nicht anders angegeben von den Firmen Serva (Hei-
delberg), AppliChem (Darmstadt), Sigma (Miinchen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darm-
stadt) bezogen. Verwendete Alkaloide stammen aus der Alkaloidsammlung von Prof. J.
Stockigt (Johannes Gutenberg Universitit Mainz, Institut fiir Pharmazie). Weitere Che-

mikalien werden in der Beschreibung der Methoden aufgefiihrt.

AppliChem, Darmstadt
Ampicillin, Kanamycin, Lysozym, IPTG, LowEEO Agarose, NADH, NADPH,

Bayer, Leverkusen
Baysilone-Paste, Silikonfett

Fresenius, Bad Homburg
Ampuwa

13



Material und Methoden

Hampton Research, USA
Linbroplatten, Silikondeckgléser, Crystal Screen I und II

Intermedica, Klein-Winternheim
Halbmikrokiivetten

Jena Bioscience, Jena
JBScreen Classic Mixed

Merck, Darmstadt
DC-Platten

Roth, Karlsruhe
Falcon-Rohrchen, Zimtaldehyd

Saarstedt, Niirnbrecht
Pipettenspitzen, Eppendorfgefafle

Sartorius, Gottingen
Nitrocellulosefilter 0,45 um

Schleicher & Schiill, Dassel
Rundfilter Protran 0,45um

Serva, Heidelberg
Servapor Dialyseschlduche mit 9, 16 mm @, Coomassie Brillant Blue G-250/R-250

Sigma, Heidelberg
Basic und Extension Kit fiir Kristallisation

VWR, Darmstadt
Vivaspin 500, 10.000 MWCO

2.3  Enzyme und Isolierungskits

Amersham Biosciences, Freiburg
LMW-Marker

BD Clontech, Heidelberg
Advantage DNA-Polymerase

Eurogentec, Seraing/Belgien
Smart Ladder

Invitrogen, Karlsruhe
Gene Racer Kit

Macherey&Nagel, Diiren
Nucleo Spin/ Extract Kit
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New England Biolabs, Schwalbach
Phusion DNA-Polymerase Kit, Restriktionsendonukleasen, Taq DNA-Polymerase, M-
MuLV, Reverse Transkriptase

Promega, Mannheim
dNTP’s, T4 DNA Ligase, pPGEM®T-Easy Kit

Qiagen, Hilden
RNeasy Plant Mini Kit

Stratagene, Heidelberg
Pfu-Turbo DNA-Polymerase

2.4 Biologisches Material

2.4.1 Pflanzliche Zellsuspensionskulturen

Folgende Zelllinien von R. serpentina (L.) Benth wurden als Suspensionskultur aus der
Sammlung des Lehrstuhls fiir Pharmazeutische Biologie der Universitit Mainz verwen-
det: R. serpentina Ts, R. serpentina 02, R. serpentina Braunschweig, R. serpentina. Die
Kultivierung erfolgte in keimfreien, mit Schaumgummistopfen verschlossenen 1 Liter
Erlenmeyerkolben in 400 ml LS-Kulturmedium (LINSMAIER UND SKOOG 1965) unter Zu-
satz von 1x10° mol/I 1-Naphthylessigsdure und 2,4- Dichlorphenoxyessigsiure bei pH
5.7 auf Rotationsschiittlern bei 100 rpm. Die Kulturen wurden 24 h pro Tag bei ca. 6000
Lux und durchschnittlich 24°C gehalten. Nach 7 tdgiger Wachstumsphase wurde den
Kolben unter sterilen Bedingungen 200 ml der Zellmasse entnommen und die gleiche
Menge frisches Medium zugesetzt.

Die Ernte der Suspensionskultur erfolgte am fiinften Tag der Wachstumsphase. Dafiir
wurden die Zellen mittels Vakuumfiltration geerntet und die abfiltrierten Zellen in fliissi-
gem Stickstoff schockgefroren. Erfolgte die weitere Verarbeitung nicht unmittelbar im
Anschluss, wurde das Pflanzenmaterial in Kunstoffbeuteln verschweilit und bei -24°C
aufbewahrt. Zellen, die flir eine RNA-Isolierung bestimmt waren, wurden bei -70°C ge-

lagert.
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2.4.2 Bakterien

24.2.1 Bakterienstimme
Folgende Bakterienstimme wurden bei den molekularbiologischen Arbeiten und der Pro-

teinexpression verwendet:

E. coli Top10 fiir Standardklonierungen und Plasmidvermehrung
(Invitrogen, Karlsruhe)
Genotyp: F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) #80lacZaM15 AlacX74 recAl araa
139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endA1 nupG

E. coli M15[pREP4] Expressionsstamm mit Repressorplasmid und Kanamycinresistenz
(Qiagen, Hilden)
Phanotyp wie E. coli K12: Nal®, Str®, Rif®, Thi", Lac", Ara’, Gal", Mtl", F, RecA",

+ +
Uvr, Lon

24.2.2 Anzucht von Bakterien

Platten- und Glycerinkulturen

Zur Herstellung von Plattenkulturen wurde LB-Medium mit 15 g/l Agar versetzt und au-
toklaviert. Die Losung wurde auf ca. 55°C abgekiihlt, je nach Selektionsanforderung
entweder mit 100 mg/ml Ampicillin und/oder 25mg/ml Kanamycin versetzt und ca. 5
mm hoch in sterile Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren wurden die Agarplatten
offen fiir einige Stunden zum Trocknen in der Sterilbank gelassen und steril verpackt bei
4°C gelagert. Zum Ausplattieren von Bakterien aus Fliissigkulturen wurden 10-500 pl der
Bakterienkultur auf eine Platte pipettiert und ausgestrichen. Die Platten wurden zum Aus-
trocknen etwa 15 min bei RT gelagert und dann umgedreht fiir 10-16 h be1 37°C inku-
biert. Fiir eine lidngerfristige Aufbewahrung von Bakterien wurden Glycerinkulturen an-
gefertigt. Dazu wurde 1 ml einer stationdren Fliissigkultur in ein steriles Eppendorf Reak-
tionsgefdll gegeben und mit 0,5 ml Glycerin vermischt. Danach wurde die Kultur in fliis-

sigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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LB-Medium (Luria Bretani-Medium):
10 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt

10 g/1 NaCl

pH 7,0

H,Oad 1l

— autoklavieren (20 min, 121°C)

Flassigkulturen

Zur Herstellung von Fliissigkulturen wurde LB-Medium in 1 I in Schiittelkolben autokla-
viert. Nach dem Abkiihlen wurde das LB-Medium je nach Selektionsanforderung mit
dem entsprechenden Antibiotikum versetzt (50 mg/ml Ampicillin und/oder 25 mg/ml
Kanamycin, sterilfiltriert) und mit Bakterien einer Vorkultur, die der Plattenkultur ent-
nommen wurde, angeimpft. Die Fliissigkulturen wurden bei RT bei einer Schiittelge-

schwindigkeit von 100 rpm bis zu einer ODg, von 0,8 inkubiert.

Expression der Perakin-Reduktase in E. coli

Fiir die Uberexpression der PR wurde in den Expressionsvektor pQE-2 die cDNA der PR
ligiert, in M15-Zellen transformiert und auf Amp/Kan-Platten ausgestrichen. Wuchsen
auf den Platten Kolonien, wurden diese gepickt und in Anzuchtrohrchen mit Amp/Kan-
LB-Medium angeimpft und fiir 12-16 h bei 37°C geschiittelt. Es wurden Schiittelkolben
mit je 500ml Amp/Kan-LB-Medium vorbereitet, mit je 1 ml der Vorkultur angeimpft und
bei RT kultiviert. Erreichten die Bakterienkulturen eine ODgy, von ca. 0,8 wurde durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 0,5 mM) die Proteinexpression induziert. Nach 24
h Induktionszeit bei RT wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (6000 x g, 8
min, 4°C) und das Pellet in Falcon-R6hrchen bis zur weiteren Aufarbeitung bei —20°C

gelagert.

2.4.2.3 Herstellung kompetenter Bakterien
Hitzeschockkompetente Bakterien
Zur Herstellung von transformationskompetenten Bakterien fiir die Hitzeschocktransfor-

mation wurden 50 ml LB-Medium mit 500 ml einer entsprechenden Vorkultur angeimpft.
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Die Bakterien wurden bei 37°C unter Schiitteln bis zu einer ODgy, von 0,6 kultiviert, 5
min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert (4000 x g, 5 min, 4°C). Das Bakterienpellet
wurde vorsichtig in 20 ml eisgekiihltem TFB I resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert und
erneut abzentrifugiert (4000 x g, 5 min, 4°C). Das Pellet wurde in 2 ml TFB II resuspen-
diert und die Bakteriensuspension zu 200 pl aliquotiert. Dabei wurden abgeschnittene
Pipettenspitzen verwendet, um Schwerkréfte wahrend des Aufziehens der Bakterienlo-
sung zu vermeiden. Die Aliquots wurden 20 min auf Eis inkubiert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.

TFB I: TFB II:

30 mM Kaliumacetat 10 mM MOPS

100 mM RbCl 10 mM RbCl

10 mM CaCl, 75 mM CaCl,

50 mM MnCl, 15 % (v/v) Glycerin
15 % (v/v) Glycerin auf pH 6,8 mit KOH

auf pH 5,8 mit HOAc

Elektrokompetente Bakterien

Zur Herstellung von elektrokompetenten Bakterien wurden 200 ml Bakterienkultur in
vier 50 ml Falcon-R6hrchen aufgeteilt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4000 x g, 10
min, 4°C), zweimal mit je 20 ml eiskaltem autoklavierten Wasser gewaschen. Die Pellets
wurden anschlieBend in 2 ml 10% sterilem Glycerin resuspendiert. Die Bakteriensuspen-
sion wurde in EppendorfgefdBlen zu je 50 pl aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockge-
froren und bei —80°C aufbewahrt.

2.4.2.4 Transformation kompetenter Bakterien

Hitzeschocktransformation

Die hitzeschockkompetenten E. coli Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 40 pl der Bakteri-
enkultur mit 0,1-1 pg Plasmid-DNA oder 10 pl eines Ligationsansatzes versetzt und 10
min auf Eis inkubiert. Nun wurde der Ansatz fiir 2 min im Wasserbad bei 41°C erhitzt,
danach sofort auf Eis abgekiihlt, mit 1 ml LB-Medium versetzt und unter Schiitteln bei
37°C fiir 1 h inkubiert. AnschlieBend wurde ein Teil des Ansatzes auf LB-Agar-Platten
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ausplattiert, welche das zur Selektion erforderliche Antibiotikum enthielten. Die Platten

wurden fur 14-20 h bei 37°C inkubiert.

Elektrotransformation

Elektrokompentente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 40 pl der Zellen mit 0,01-0,1
mg Plasmid-DNA oder 10 pl eines Ligationsansatzes versetzt und auf den Boden einer
trockenen vorgekiihlten Elektroporationskiivette pipettiert. Die Elektroporation wurde in
einem Elektroporator bei einer Spannung von 2500 V durchgefiihrt. Anschlieend wur-
den die Zellen in 500 ml LB-Medium aufgenommen, bei 37°C unter Schiitteln fiir 1 h
inkubiert. AnschlieBend wurde ein Teil des Ansatzes auf LB-Agar-Platten ausplattiert,
welche das zur Selektion erforderliche Antibiotikum enthielten. Die Platten wurden fiir

14-20 h bei 37°C inkubiert.

2.5 Plasmide

Fiir die Proteinexpression in E. coli wurden folgende Vektoren verwendet:

Plasmidvektor Antibiotikaresistenz Verwendungszweck Hersteller
pQE-2, pQE-70 Amp High-level Expressions- Qiagen, Hilden
vektor fiir (His)s-tag Pro-
teine
Plasmidvektor Antibiotikaresistenz Verwendungszweck Hersteller
pGEM-T Easy Amp High-copy-Plasmide fiir Promega, Mann-
Vector System I schnelle Vermehrung, heim
Standardklonierung

2.6 Oligonukleotide
Oligonukleotide wurden zur Amplifizierung der cDNA der Perakin-Reduktase verwen-
det. Sie wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und VBC-GENOMICS Bi-

oscience Research (Osterreich) hergestellt.
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2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA, cDNA oder Plasmiden
und zur Mutagenese von Plasmid-DNA wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) ein-
gesetzt. Eine PCR wurde {iblicherweise mit Tag-Polymerase durchgefiihrt. Fiir die PCR
von Plasmiden wurde die lesegenaue Phusion-Polymerase von NEB verwendet. An-
schlieBend erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese, um die amplifizierte DNA von

iberschiissigen Desoxynukleotiden, Primern und Polymerase abzutrennen.

20 pul PCR-Ansatz:

je 2 pl forward und reverse Primer (10 pmol/ml)
1 ul DNA-Template

1 ul dNTPs (25 mM von jedem Nukleotid)

1 ul MgSO,4 (50 mM)

2 ul Tag-Puffer (10x)

1 ul Tag-Polymerase

10 pul Ampuwa

Der Reaktionsansatz wurde in ein 0,5 ml Reaktionsgefall pipettiert. Der Thermocycler

wurde wahlweise mit folgenden PCR-Programmen verwendet.

PCR-Programm mit Tag-Polymerase: PCR-Programm mit Phusion-Polymerase:
1. 3 min, 95°C 1. 3 min, 95°C
2. 25-30 Zyklen: 2.20-25 Zyklen:
a) 1 min, 95°C a) 30 sek, 95°C
b) 1 min, 40-65°C b) 20 sek, 56-65°C
¢) 2-3 min, 72°C ¢) 2 min, 72°C
3. 10 min, 72°C 3. 10 min, 72°C
4. Reaktionsansatz bei 4°C halten 4. Reaktionsansatz bei 4°C halten
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PCR-Programme fiir RACE-PCR:

5’-RACE 3’-RACE
2 min, 95°C 2 min, 95°C
5 Zyklen: a) 30 sek, 95°C 5 Zyklen: a) 30 sek, 95°C
b) 1 min, 67°C b) 2 min, 70°C
20 Zyklen: a) 30 sek, 95°C 5 Zyklen: a) 30 sek, 95°C
b) 1 min, 65°C b) 2,5 min, 68°C
¢) 2 min, 72°C ¢) 2 min, 72°C
10 min, 72°C 20 Zyklen: a) 20 sek, 95°C
b) 1 min, 66°C
¢) 2 min, 72°C
10 min, 72°C
2.7.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der GréBentrennung und qualitativen Beurteilung
der synthetisierten DNA. Als Gelmatrix wurde ein 1% (w/v) Agarose-Gel verwendet.
Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose in TBE aufgekocht, bis sie sich vollstin-
dig gelost hatte. Nach Abkiihlen auf etwa 70°C wurde Ethidiumbromid hinzugegeben
und das Gel in die Apparatur gegossen. Nach Beschichtung des Gels mit TBE-Puffer
wurden die zu untersuchenden DNA-Proben mit einem entsprechenden Volumen Pro-
benauftragspuffer versetzt und in die vorbereiteten Geltaschen pipettiert. Die Elektropho-
rese wurde zunéchst bei einer konstanten Spannung von 60 V durchgefiihrt, bis die Pro-
ben vollstindig in das Gel eingewandert waren. Danach wurde die Spannung auf 80 V
erhoht. Bei Bestrahlung mit UV-Licht (A=254 nm) konnte nun die Lage der Banden im
Gel durch ihre Fluoreszenz, aufgrund der in die DNA interkalierten Ethidiumbromidmo-

lekiile, festgestellt werden. Es erfolgte eine photographische Dokumentation der Gele.

50xTAE: Probenauftragspuffer (3x):
121g Tris 30 % (v/v) Glycerin

28,88 ml Eisessig 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
50 ml 0,5 M EDTA

pH 8,0
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2.7.3 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des NucleoSpin Extract-Kit von Macherey & Nagel
aus Agarose-Gelen isoliert. Dazu wurde die DNA-Bande unter UV-Licht (A=254 nm) mit
einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefal3 tiberfiihrt und
entsprechend den Angaben des Herstellers extrahiert. Die Qualitdt der isolierten DNA

wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.

2.7.4 DNA-Sequenzierung
Alle DNA-Sequenzierungen wurden mit der Kettenabbruchmethode (SANGER et al.

1977) von der Firma Genterprise (Mainz) durchgefiihrt.

2.75 Praparation von reiner Plasmid-DNA aus E. coli

Transformierte E. coli-Bakterien wurden im 6 ml MaBstab bei 37°C angezogen. Zur Iso-
lation von Plasmid-DNA (bis zu 50 pg) wurde das Plasmid-Isolationskit von Macherey &
Nagel unter Befolgung der entsprechenden Protokolle verwendet. Jedoch wurde abwei-
chend vom Reinigungsprotokoll im letzten Schritt die DNA mit H,O statt des im Kit
empfohlenen TE-Puffers von der Saule eluiert, da die im TE-Puffer enthaltenen Salze bei

nachfolgenden Plasmidsequenzierung storen.

2.7.6 Mini-Préaparation

Diese Methode dient zur preisgiinstigen Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNA (ca.
10 png) aus E. coli ohne Verwendung kommerziell erhéltlicher Kits und wird nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse durchgefiihrt (BIRNBOIM UND DOLY 1979). Die Miniprépa-
ration bietet sich an, um eine groflere Anzahl transformierter Bakterienkulturen auf er-
folgreichen Einbau des Inserts in einen Vektor zu priifen. Die erhaltene DNA wurde in
RNAse-Losung aufgenommen und anschlieBend mit den entsprechenden Restriktionsen-

zymen verdaut.
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2.1.7 Enzymatische Modifikationen von DNA-Fragmenten
Die enzymatischen Modifikationen von DNA durch Restriktionsverdau und Ligation er-

folgten nach den Angaben der entsprechenden Herstellern (NEB, Qiagen).

Ligation

Mit Hilfe des pGEM-T-Easy Kits wurden PCR-Produkte unter Verwendung einer T4
DNA-Ligase mit dem pGEM-T-Vektor ligiert. Ebenso erfolgte die Ligation von DNA-
Fragmenten in Expressionsplasmide wie pQE-2 oder pQE-70.

Ligation in
Bestandteil pGEM-T-Vektor pPQE-2/ pQE-70
Vektor 1 pl (50 ng) 3-5ul (20 ng)
10 x Puffer 1l 1 ul
DNA 3 ul (10-20 ng) 2-6 pl (60-100 ng)
T4 DNA-Ligase 1l 1 ul

— wenn ndtig auffiillen auf 10 pl Endvolumen mit Ampuwa

Die Ligation erfolgte entweder fiir 16 h bei 4°C oder fiir 2 h bei 25°C. Nach der Ligation

wurde der komplette Ligationsansatz in kompetente Top10-Zellen transformiert.

Restriktion

Das Herausschneiden von DNA aus Vektoren sowie die Linearisierung der Plasmid-
DNA erfolgten mit Restriktionsenzymen nach Angaben des Herstellers. 1 pg DNA wurde
mit 1-3 U von jedem Enzym und 10 x Puffer bei 37°C 2 h im Wasserbad inkubiert. In der
Regel wurde mit 20 pl Ansitzen gearbeitet.

2.7.8 RNA-Préaparation aus Zellsuspensionskulturen

Ribonukleasen (RNasen) sind extrem stabile und aktive Enzyme, die in bereits sehr ge-
ringen Mengen RNA vollstindig zerstoren. Daher muss beim Umgang mit RNA sehr
vorsichtig gearbeitet werden, um die Proben nicht unabsichtlich mit RNasen zu kontami-
nieren. Alle im Folgenden zur Isolierung der RNA verwendeten Gerdte wurden bei

260°C fir mehrere Stunden erhitzt. Die Elektrophoresekammer wurde mit 35% H,O,
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aufgefiillt. Nicht-autoklavierbare Losungen wurden mit DEPC behandelt und sterilfilt-
riert.

Die Suspensionskultur wurde unmittelbar nach dem Ernten in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —70°C gelagert. Das gefrorene Pflanzenmaterial wurde mit Mor-
ser und Pistill unter permanenter Zugabe von fliissigem Stickstoff zu einem feinen Puder
verarbeitet. Die Isolierung der Gesamt-RNA (rRNA, tRNA und mRNA) aus 100 mg
Zellmaterial erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini Kit entsprechend den Herstelleranga-

ben.

2.7.9 cDNA-Synthese

Viele der eukaryontischen mRNAs enden mit einem Poly-A Schwanz von 20-250 Ade-
nosinnukleotiden, der im Zellkern nach der Transkription an die RNA angehéingt wird.
Hingegen werden rRNAs und tRNAs, die iiber 95 % der zelluliren RNA ausmachen,
nicht polyadenyliert. Diese Tatsache wird bei der RT-PCR ausgenutzt. Als Primer wur-
den die degenerierten reversen Primer 32rev und 32rev1 (siehe 3.2) sowie ein Oligo(dT)-
Primer verwendet, der eine Erststrang-cDNA-Synthese der 3°-Enden der Transkripte er-
laubten. Oligo(dT)-Primer sind Oligonukleotide mit einer Nukleotidabfolge von 12-18
dTs, die spezifisch an den Poly(A)- Schwanz von eukaryontischer mRNA binden.

Nach Denaturieren der RNA fiir 5 min bei 65°C wurde der Ansatz 10 min auf Eis abge-
kiihlt und die RT-Reaktion mit Zugabe der M-MuLV gestartet. Die Reaktion inkubierte
1h bei 37 °C und wurde abschliefend fiir 5 min bei 95°C inaktiviert.

RT-Ansatz:

5 pl Gesamt-RNA

1 pl Oligo dT-Primer (10 pmol/pl) bzw. 1 pl reverse Primer (100pmol/ul)
2 pl 10x1* Strand Puffer

2 ul dNTP’s (20 mM)

9 ul Wasser

1 pl M-MuLV-RT
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2.7.10 Formaldehyd-Gelelektrophorese

Die Reinheit der RNA-Proben wurde mittels Formaldehyd-Gelelektrophorese in einer
Vertikalgelapparatur tiberpriift. Wéhrend des GieBens des Gels wurde darauf geachtet,
dass keine Kontamination mit RNasen stattfand. 1,2 g Agarose wurde in 110 ml Ix
MOPS-Puffer erhitzt bis sich die Agarose aufloste. Nachdem die Agaroselosung im Was-
serbad auf etwa 65°C abgekiihlt war, wurde Ethidiumbromid sowie 37% Formaldehyd
bis zu einer Endkonzentration von 2,2 M zugegeben und das Gel so schnell wie moglich
gegossen. Nachdem das Gel erstarrt war, wurde es in eine vertikale Elektrophorese-
Apparatur eingesetzt und diese mit Laufpuffer versehen. Die RNA-Proben wurden mit
Ladepuffer versetzt, 5 min bei 65°C erhitzt, auf Eis abgekiihlt und auf das Gel aufgetra-
gen. Das Gel wurde anfangs unter eine Spannung von 60 V gesetzt, bis die Proben aus
den Auftragstaschen vollstindig in das Gel eingelaufen waren. Danach wurde die Span-
nung auf 80 V erhoht. Nach Beendigung des Laufes konnte die Lage der Banden im Gel
durch ihre Fluoreszenz aufgrund der in die RNA interkalierten Ethidiumbromidmolekiile

mit UV-Licht (A=302 nm) festgestellt werden.

10x Formaldehyd-Gelpuffer 1x Formaldehyd-Gellaufpuffer
200 mM MOPS 100 ml 10x Formaldehyd-Gelpuffer
50 mM Natriumacetat 20 ml 37% (12.3 M) Formaldehyd
10 mM EDTA 880 ml DEPC-Wasser

pH 7.0 mit NaOH

5x RNA Ladepuffer

16 pl gesittigte Bromphenolblauldsung
80 ul 500 mM EDTA, pH 8.0

720 pl 37% (12.3 M) Formaldehyd

2 ml 100% Glycerin

3084 ul Formamid

4 ml 10 x Formaldehyd-Gelpuffer
DEPC-Wasser auf 10 ml
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2.8 Proteinchemische Methoden

2.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden mit Hilfe der eindimensionalen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt (LAEMMLI 1970). Die dafiir notwendigen Lésungen und Gele wurden nach
Standardmethoden hergestellt (SAMBROOK et al. 1989). Vor dem Auftragen des Protein-
extraktes auf ein Gel wurden die Proben mit Protein-Ladepuffer versetzt und 5 min bei
95°C denaturiert. Als Molekulargewichtsstandard diente ein definiertes Gemisch kleine-
rer Proteine mit einem Molekulargewicht von 15 bis 90 kDa (Amersham, Freiburg). Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei konstanter Stromstérke von 10-
20 mA im kleinen SDS-Gel bzw. 20-40 mA im groBen SDS-Gel. Zur Identifizierung der
Proteinbanden wurden die Gele 10-30 min mit Farbelosung behandelt und mit Entférbe-

16sung entfarbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.

Trenngel (11%) grofRes Gel kleines Gel
Acrylamid-Trenngellosung 30 ml 6 ml

SDS (20%) 150 pul 30 ul

TEMED 20 ul 4 ul

APS (10%) 150 pul 30 ul

Sammelgel (5%0) groRes Gel kleines Gel
Acrylamid-Sammelgellosung 15 ml Sml

SDS (20%) 70 pl 24 ul

TEMED 10 pl 3,5ul

APS (10%) 200 pl 67 ul
Protein-Ladepuffer (3x): Laufpuffer: Farbeldsung:

9,6 ml Tris-HCI (pH 6,8) 12 g Tris 40 % (v/v) Methanol
12 ml 20 % (w/v) SDS 30 g Glycin 10 % (v/v) Essigsdure
12 ml Glycerin 3 g SDS 0,2 % (w/v) Coomassie Brillant B G250
6,4 ml Mercaptoethanol auf 2 1 mit H,O

0,024 g Bromphenolblau
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Entfarbelosung: Trenngellésung: Sammelgellosung:

30 % (v/v) Methanol 11 ml Acrylamid-Stammldsung 2,5 ml Acrylamid-Stammldsung

10 % (v/v) Essigsdure 7,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 3,7 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
11,2 ml Wasser 8,5 ml Wasser

— Trenn- und Sammelgelldsung wurden filtriert und 15 min entgast

2.8.2 Bestimmung des N-terminalen His-tags

Die Bestimmung des N-terminalen His-tags des kristallisierten Proteinfragmentes erfolg-
te liber eine einfache Methode. 100 pl einer Losung aus gelosten Proteinkristallen (1
mg/ml) in Puffer A2 (siche 2.8.4.3) wurde mit Puffer A2-dquilibriertem Ni*-NTA im
Eppendorfgefd3 unter Schiitteln 15 min inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 x g, 3
min, RT) wurde der Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C
aufbewahrt. AnschlieBend wurde das Ni*-NTA-Material mit 100 ul Elutionspuffer ver-
setzt und unter Schiitteln 15 min inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 x g, 5 min, RT)
wurde der Uberstand erneut abgenommen. Mit gleichen Volumina der jeweiligen Uber-
stainde wurde die Proteinkonzentration bestimmt sowie Proben fiir ein SDS-Gel aufberei-

tet.

2.8.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Gesamtproteingehalt wurde mit der Methode von Bradford photometrisch ermittelt
(BRADFORD 1976). Dazu wurden 950 pl Bradford-Reagenz mit 1-20 ul Proteinlosung
versetzt und das Gemisch auf 1000 ul mit Ampuwa aufgefiillt. Die Probe wurde 5 min
bei RT inkubiert und ihre Extinktion bei 595 nm gegen eine Blindprobe gemessen. Fiir
die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Photometer mit einer internen Eich-
reihe mit BSA in den Konzentrationen von 0,02 bis 0,2 mg/ml (Absorptionsbereich 0 bis
0,8) kalibriert.

Bradford-Reagenz:

10 % (v/v) Phosphorsédure

5 % (v/v) Ethanol

0,01 % (w/v) Coomassie Brilliantblau G-250
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2.8.4 Proteinpraparation

2.8.4.1 Herstellung eines Proteinrohextraktes aus E. coli

Nach der Uberexpression wurden die Bakterienpellets in Lysepuffer 1 (2 ml/g Pellet) re-
suspendiert und die Zellen durch Ultraschallbehandlung (6 x 10 Impulse bei 70% der
Nennleistung des Ultraschallgerdtes) auf Eis aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden
nach Zentrifugation bei 14000 x g (30 min, JA-10 Rotor, 4°C) angetrennt. Der Uberstand
stellte den gewiinschten Rohextrakt dar. Sollte der Rohextrakt nicht mit weiter aufgerei-
nigt, sondern nur auf Enzymaktivitt tiberpriift werden, wurde, wie unter Punkt 2.8.4.5

beschrieben, weiterverfahren.

Lysepuffer 1:

10 mM Imidazol
300 mM NaCl

50 mM NaH,PO,
1 mg Lysozym/ml
pH 8 mit NaOH

2.8.4.2 Herstellung eines Proteinrohextraktes aus Zellsuspensionskulturen

Die Herstellung eines Proteinrohextraktes aus Zellsuspensionskulturen von R. serpentina
erfolgte mit tiefgefrorenem Pflanzenmaterial. Die Zellbrocken wurden mit einer stick-
stoffgekiihlten Miihle pulverisiert, in ein Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, gewogen und das
gleiche Volumen an Lysepuffer 2 zugesetzt. Nach 30 min schiitteln bei 4°C wurde die
Suspension 30 min zentrifugiert (JA-20 Rotor, 9000 rpm, 4°C), das Pellet verworfen und
der Uberstand mit 75% Ammoniumsulfat versetzt. Nachdem sich die Salzkristalle voll-
stindig gelost hatten, wurde die Lsung bei 4°C fiir 1 h inkubiert. Der Uberstand wurde
nach wiederholtem Zentrifugieren (JA-20 Rotor, 9000 rpm, 4°C) verworfen, das Pellet
mit 1 ml Puffer A1l resuspendiert und in ein Eppendorfgefall gegeben. Nach Zentrifugati-
on (5 min, 9000 rpm, 4°C) wurde 1 ml des Rohextraktes auf eine Entsalzungssédule (G
25) geladen, die Proteinfraktion aufgefangen und zur weiteren Verarbeitung bei 4°C auf-

bewahrt.
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Lysepuffer 2: Puffer Al:
0,1 M Tris pH 8,0 50 mM KPi pH 7,0
20 mM B-Mercaptoethanol 0,15 M NaCl

2.8.4.3 Ni?*-NTA Affinitdtschromatographie

Alle fiir die Proteinisolierung verwendeten Puffer wurden vor Verwendung frisch ange-
setzt und 15-30 min entgast. Die Isolierung der mit einem His-tag versehenen PR aus E.
coli bis zu einer hochreinen Proteinldsung erfolgte durch Affinitdtschromatographie an
Ni*"-NTA Material (SULKOWSKI 1985). Vor dem Auftragen des Rohextraktes wurde das
in 25% Ethanol gelagerte Sdulenmaterial mit 30 ml Puffer A2 gespiilt (FluBrate: 2
ml/min). Nach dem Auftragen des Rohextraktes wurde durch Waschen mit Puffer B un-
spezifisch gebundene Proteine entfernt, bevor die Proteinelution mit 100% Elutionspuffer
gestartet wurde. Die PR-enthaltenden Fraktionen befanden sich im dritten bis sechsten
Milliliter des Eluats. Die Fraktionen wurden vereinigt und nach Zugabe von Na-EDTA

(10 mM Endkonzentration) gegen 4 1 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 dialysiert.

Stammldsung: Puffer A2: Puffer B: Elutionspuffer:

300 mM NaCl 100 ml Stammldsung 250 ml Stammlésung 100 ml Stammlosung

50 mM NaH,PO, 10 mM Imidazol 40 mM Imidazol 250 mM Imidazol
mit NaOH auf pH 8 mit NaOH auf pH 8

2.8.4.4 GroRenausschlulichromatographie

Die Bestimmung der Molmasse der PR erfolgte durch GréBenausschluBchromatographie
mit einer Sephacryl-Sédule. Dafiir musste die Retentionszeit des Enzyms auf der Chroma-
tographiesdule mit der einer Eichsubstanz verglichen werden. Die Sdule wurde vor dem
Beladen mit 60 ml entgastem, destilliertem Wasser (FluBrate 0,15 ml/min, max. 0,15
MPa) und anschlieBend mit 240 ml Laufpuffer equilibriert (FluBrate 0,15 ml/min, max.
0,15 MPa). Zur Eichung der Séaule wurden folgende Proteine unterschiedlicher Grof3e
verwendet: o-Chymotrypsin (25.000 g/mol), Ovalbumin aus Hiihnerei (45.000 g/mol)
und Rinderserumalbumin (67.000 g/mol). Das Proteingemisch (jeweils 3 mg/ml, 600 pl)
wurde kurz zentrifugiert und 1,2 ml auf die Sdule gegeben. Anhand der Retentionszeiten

der Proteine wurde eine Eichgerade erstellt. Mit Hilfe dieser konnte nun durch Vergleich
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mit der Retentionszeit der PR dessen relative Molmasse bestimmt werden. Fiir die Gro-
Benbestimmung der PR wurde zusidtzlich ein interner Standard (a-Chymotrypsin 3
mg/ml, 600 pl) der reinen Enzymldsung (3 mg/ml, 600 ul) zugesetzt, bevor diese auf die

Saule geladen wurde.

Laufpuffer:
0,05 M Natriumphosphat pH 7,2
0,15 M NaCl

— sterilfiltriert und entgast

2.8.4.5 Dialyse und Konzentrierung von Proteinldsungen

Proteinlosungen wurden mit Hilfe eines Dialyseschlauches bei 4°C unter stdndigem Riih-
ren umgepuffert. Dabei wurde der Puffer durch die Poren der Membran gepresst und so-
mit ein Konzentrationsgleichgewicht innerhalb und auBerhalb der Membran erreicht,
wihrend die Proteinmolekiile von der Membran zuriickgehalten wurden.

Fiir das Konzentrieren der Proteinlésung wurden bei Volumina unter 5 ml Vivaspin 500-
Konzentratoren (10.000 MWCO) und iiber 5 ml Centricon-Konzentratoren (12.000-
14.000 MWCO) fiir die Zentrifugation verwendet.

2.8.4.6 Enzymatische Abspaltung des His-tags mit DAPase

Fiir die Abspaltung der N-terminalen Oligohistidindomidne mit DAPase wurde die gerei-
nigte Proteinlosung gegen 1xTAGzyme-Puffer dialysiert und zu einer Konzentration von
1 mg/ml verdiinnt. Die DAPase wurde kurz vor Zugabe zu der Proteinlosung mit 1-10 pl
Cysteamin aktiviert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von DAPase
inkubierte die Proteinlosung 10 h bei 20 °C. AnschlieBend wurde die Proteinlosung auf
eine mit Puffer A2 (sieche 2.8.4.3) dquilibrierte Ni*"-NTA Siule aufgetragen, um unvoll-
stindig verdautes Protein, welches die Oligohistidindomane noch trigt, sowie andere
kontaminierende Protein, die an die Sdule binden, abzutrennen. Das Protein ohne His-tag
befand sich in dem Durchfluss, welcher weiterverarbeitet wurde. AnschlieBend wurde die
Proteinlosung in einem Dialysepuffer fiir die darauffolgende Kristallisation (10 mM Tris-

HCl pH 7; 1 mM Na-EDTA) umgepuffert.
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2.8.4.7 Reduktive Methylierung

Die von RYPNIEWSKI et al. (1993) entwickelte Methode der reduktiven Methylierung der
freien Aminogruppen von Proteinen wurde verwendet, um eine Kristallbildung durch
Verdanderung der Oberflichenspannung des Proteins zu initiieren. Die Methylierung er-
folgte nach Reinigung und Dialyse des Enzyms im Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH
7,0). Die Losungen wurden vor Gebrauch frisch hergestellt. Alle Arbeiten wurden auf Eis
durchgefiihrt. Die Inkubationen erfolgten im Dunkeln. Im ersten Schritt wurde 1 ml der
Proteinldsung (5-10 mg/ml) mit 20 ul DMAB versetzt, vorsichtig vermischt, darauf so-
fort 40 ul 1 M Formaldehyd zugegeben und wiederholt vorsichtig vermengt. Der Inkuba-
tionsansatz wurde 2 h inkubiert. Diese Prozedur wurde noch einmal wiederholt. Nach
Zugabe von 10 ul DMAB wurde der Ansatz {iber Nacht (maximal 18 h) inkubiert, an-
schliefend mit 100 pl Ammoniumsulfat versetzt und 2 h inkubiert. Darauthin wurde die
Proteinldsung in einem Dialysepuffer fiir die darauffolgende Kristallisation (10 mM Tris-

HCl pH 7, 1 mM DTT) umgepuffert.

2.8.5 Enzymaktivitatstests per HPLC

Es wurde ein HPLC-Aktivititstest unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von OBITZ
(1995) verwendet, der auch zur Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums sowie
der Substratspezifitit des Enzyms diente. Es wurde ebenso versucht den Perakin-
Aktivitatstest mit dem von GERASIMENKO et al. (2001) entwickelten HPLC-Profil (2) fiir
die Bestimmung kinetischer Daten iiber die HPLC anzuwenden.

Die HPLC-Laufpuffer wurden vor ithrer Verwendung unter Vakuum filtriert und 20 min
im Ultraschallbad entgast. Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei
der entsprechenden Wellenldnge. Die Auswertung erfolgte im Falle des Perakins iiber die
Peakldngen von Substrat und Endprodukt, sonst liber die Peakflichen. Es wurden Puffer,
das Cosubstrat, die Enzymlosung und das Substrat zusammen fiir 10-120 min bei 37 °C
bzw. 45°C und 500 rpm inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 200 pl Me-
OH abgestoppt, die Ansétze fiir 10 min bei 14000 x g zentrifugiert und 200 pl der parti-
kelfreien Losung in die HPLC injiziert. Die genauen Bedingungen fiir Inkubation und

Assay sind den folgenden Tabellen zu entnehmen. Neben Perakin wurde das Enzym auch
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auf Aktivitat folgender Substanzen mit HPLC-Profil (1) getestet: Zimtaldehyd (254 nm),
21-Hydroxyraumaclin (284 nm), Gardneral (225 nm) und Anisaldehyd (254 nm). Die in
Klammern stehenden Wellenlingen wurden wihrend des HPLC-Laufes zur Detektion

des Substrates verwendet.

Bestandeteil Volumina
Substrat (1 mg/ml in MeOH) S5ul
IM KPi (pH 7,5) 10 pl
100 pg/ml Proteinlosung 170 pul
20 mM NADPH, 15 ul
HPLC-Profil (1):
Trennséaule: LiChrospher 60, Zeit Gradient
RP-Select B (250 * 4 mm) [min] %A %B
Vorsédule: RP-Select B (4 “ 4 mm) 0 20 0
Inj.-Volumen: 60 pl 5 35 65
FlieBmittel A: Acetonitril 8 50 50
. . ) . 8.1 75 25
FlieBmittel B: 50 mM KPi-Puffer (pH 2,3)
FluBrate: 1 ml/min 10 75 25
Wellenlinge: 284 nm 10,1 20 80
15 20 80
HPLC-Profil (2):
Trennséule: LiChrospher 60, Zeit Gradient
RP-Select B (250 * 4 mm) [min] %A %B
Vorsdule: RP-Select B (4 ~ 4 mm) 0 15 85
Inj.-Volumen: 60 ul 5 20 80
FlieBmittel A: Acetonitril 5,1 40 60
45 40 60
FlieBmittel B: 39 mM NaH,PO, + 2,5 mM
Hexansulfonsédure (pH 2,5) 45,1 80 20
FluBrate: 1 ml/min 65 80 20
Wellenlidnge: 255 nm
2.8.6 Enzymaktivitatstests tber NADPH,-Abnahme

Enzymaktivitétstests mit Progesteron, Benzaldehyd und Glucose wurden mit dem Lamb-

da 2 Spektrometer durchgefiihrt. Die PR bendétigt fiir thre enzymatische Aktivitat das Co-
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substrat NADPH,, das wihrend der Reaktion zu NADP" oxidiert wird. Die NADPH,-Ab-
nahme wurde mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 340 nm verfolgt und quantifiziert.
Ein typischer Ansatz zur Bestimmung der NADPH,-Abnahme setzte sich, wie unter 2.8.5
beschrieben, zusammen, jedoch bezog sich das Volumen in der Quarzkiivette auf 0,5 ml.
Die katalytische Reaktion erfolgte bei 25°C und startete nachdem NADPH, zum Reakti-

onsansatz pipettiert wurde. Nach 10 min wurde die Messung beendet.

2.9 Syntheseverfahren

2.9.1 Synthese von 21-Hydroxyraumaclin

Die Herstellung von 21-Hydroxyraumaclin erfolgte durch eine enzymunabhingige, fla-
vinkatalysierte Photoreaktion nach der Vorschrift von OBITZ (1995). Die Photooxidation
wurde erstmals am Beispiel der Transformation von Dihydrochanoajmalin zu Raumaclin
von ENDREB UND STOCKIGT (1993) untersucht. Es wurden 30 pumol Ajmalin mit 250 pl
Methanol in einer Petrischale gelost und mit 3,8 mg Riboflavin und 4,4 ml 0,1 M Citrat-
Phosphatpuffer pH 6 versetzt. Die Petrischalen wurden auf Eis gesetzt und mit einer 1000
Watt Halogenlampe belichtet. Nach 20 min, 40 min, 60 min und 90 min wurde 10 ul der
Losung abgenommen und der Reaktionsverlauf per HPLC kontrolliert. Nach der Inkuba-
tion wurde die Losung mit IM KOH auf pH 9 eingestellt und das Alkaloid mit Dichlor-
methan extrahiert. Die organische Phase wurde mit N, eingeengt und iiber DC in FlieB3-

mittel B gereinigt. 21-Hydroxyraumaclin zeigte sich als Bande bei einem Rf = 0,19.

2.9.2 Synthese von Raucaffrinolin

Die Synthese von Raucaffrinolin erfolgte durch Reduktion der Aldehydgruppe des Pera-
kins zu einem priméren Alkohol mit einem UberschuB an Natriumborhydrid. Fiir die Re-
aktion lag Perakin in 0,1 M KPi-Puffer pH 6 vor. Nach einer Reaktionszeit von 10 min
wurden die Alkaloide mit Ethylacatet ausgeschiittelt und iiber DC gereinigt.

2.10 Dunnschichtchromatographie
Die Diinnschichtchromatographie wurde verwendet, um Perakin und Raucaffrinolin aus

einem Ansatz vor und nach dem Enzymaktivitisassay aufzutrennen und diese spiter mas-
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senspektrometrisch zu identifizieren. Die zu untersuchenden Losungen wurden banden-
formig auf DC aufgetragen und iiber eine Strecke von 15 cm in FlieBmittel A aufgetrennt.
Nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung des synthetisierten 21-Hydroxy-
raumaclins wurde die DC mit CAS-Reagenz bespriiht. Unter UV-Licht wurden Flecken
der Substanzen detektiert sowie markiert und mit einem Spatel von der DC-Platte ausge-
kratzt. Die Alkaloide wurden von der Kieselgelmatrix mit einer Losung aus Dichlor-
methan und Methanol (7:3) eluiert. Das Eluat wurde zur Reduktion des Volumens mit
Stickstoff eingeengt und in 30 pl Dichlormethan : Methanol (7:3) aufgenommen. Uber
eine Kapillare wurde das gesamte Volumen in einen Aluminiumtiegel gebracht und fiir

die MS-Messung mit einem Fon vollstindig getrocknet.

Flielmittel A: Flielmittel B: CAS-Reagenz:

88 ml Chloroform 80 ml Chloroform 5% Ammoniumcer(IV)sulfat
12 ml Methanol 20 ml MeOH 85% Phosphorsdure

1 ml Ammoniak 0,2 ml Ammoniak — unter Erwédrmen 10sen
2.11 Massenspektrometrie

Nach diinnschichtchromatographischer Aufreinigung wurden MS-Spektren von Perakin,
dem mutmaBlichen Endprodukt Raucaffrinolin, Raumaclin und synthetisiertem 21-
Hydroxyraumaclin durchgefiihrt. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte durch E-
lektronenstoss-lonisation bei 70 eV. Die im Tiegel getrocknete Losung wurde iiber Di-

rekteinlall zwischen 100 und 320°C, bei einer lonenquelle von 200°C verdampft.

Massenspektrometrische Untersuchungen zur Detektion von Metallionen in der PR wur-
den am Institut fiir anorganische und analytische Chemie (Johannes Gutenberg Universi-
tait Mainz) von W. Briichert durchgefiihrt. Die Trennung des Enzyms von anderweitig
gebundenen Metallionen erfolgte liber die GroBenausschluBchromatographie. Die Detek-
tion des Enzyms (iiber das Element Schwefel) und der Metalle wurde mit Hilfe der in-

duktiv gekoppelten Plasma-Massenspektrometrie (ICP-MS) durchgefiihrt.
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2.12 Kristallographische Arbeiten

2.12.1 Kristallisation der PR

Fiir die PR mufBiten die Kristallisationsbedingungen individuell ausgearbeitet werden.
Zum Austesten einer grofleren Anzahl von Bedingungen wurde der unvollstidndigen fak-
toriellen Suche nach JANCARIK UND KM (1991) gefolgt. Demnach werden anfangliche
Kristallisationsbedingungen durch Screenings optimiert. Sind durch langsame Anderung
der dulleren Bedingungen bestimmte Fallungsmittel- und Proteinkonzentrationen erreicht,
erzwingen diese intermolekulare Protein-Protein-Wechselwirkungen, die im Idealfall die
Anordnung zum Proteinkristall bewirken. Geeignete Fallungsmittel sind anorganische
Salze, organische Losungsmittel oder Polyethylenglykole unterschiedlicher Molekular-
masse. Neben der Art des Fallungsmittels, seiner Konzentration und der Proteinkonzent-
ration haben auch andere Faktoren wie die Temperatur, der pH-Wert und die lonenstarke
einen entscheidenden Einfluf} auf die Kristallisation von Proteinen.

Fiir die Kristallisation wurden die aufgereinigten Proteinproben konzentriert und kurz
zentrifugiert, um eventuell vorhandene Verunreinigungen abzutrennen. Die Kristallisati-
onsansitze erfolgten nach der Dampfdiffusionsmethode im hédngenden Tropfen (McC-
PHERSON 1990). Bei der hanging drop-Methode wurde ein Tropfen aus 2 ul Proteinlo-
sung und 2 pl Féllungspuffer aus dem Reservoir auf die Unterseite eines silikonisierten
Deckglaschens pipettiert. Dieses wurde auf den mit niedrigviskosem Silikonol bedeckten
Rand einer mit 700 bzw. 1000 pl Féallungspuffer gefiillten Reservoirkammer der Linbro-
Platte befestigt. Die Kristallisationsansdtze wurden wahlweise bei 20°C im Trocken-
schrank und bei 4°C im Kiihlraum gelagert. Die Ergebnisse wurden regelmifBig unter

dem Stereomikroskop beobachtet und dokumentiert.

2.12.2 Datensammlung

Rontgen-Diffraktionsdaten wurden nach der Rotationsmethode von ARNDT UND WONA-
COTT (1977) aufgenommen. Dazu wurde der Kristall in einem Kryo-Puffer aus 80 mM
Na-Citrat (pH 5,6), 27 % (w/v) PEG 4.000 und 20 % (v/v) Glycerin aufgenommen und
mit Hilfe einer Nylonschleife in gekiihltem Stickstoff schockgefroren. Die Nylonschleife

wurde mit einer magnetischen Halterung auf einem Goniometerkopf befestigt und der
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Kristall im Primérstrahlengang zentriert. Die Aufnahme der Diffraktionsdaten der Kris-
talle erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr. U. Miiller auf einem Imaging Flachendetektor
(MarResearch, Norderstedt), in Verbindung mit der beamline BL14.1 am BESSY in Ber-
lin. Als MeBbedingungen wurden gewihlt: Primérstrahlwellenlinge 0.91841 A, Kristall-
Detektor-Abstand 240 mm, Belichtungszeit 5 s, MeBtemperatur 100 K.

2.12.3 Herstellung von Schwermetallatomderivaten

Fiir die Herstellung der Schwermetallatomderivate wurde die Haut des Kristallisations-
tropfens mit Hilfe einer Akkupunkturnadel entfernt und die zu derivatisierenden Kristalle
mit Hilfe einer Nylonschleife in die Schwermetalllosung iiberfiihrt. Bei diesem Vorgang,
auch ,,Soaken* genannt, dringen Schwermetallionen in den Kristall ein. Die Inkubation in
dieser Losung erfolgte iiber einen variablen Zeitraum zwischen 20 und 60 min. Fiir eine
reproduzierbare Herstellung der Schwermetallatomderivate und Stabilitdat der Kristalle
war es wichtig, die Schwermetalllosungen nicht in Wasser, sondern in der Stabilisie-
rungslosung herzustellen. Die Kristalle wurden direkt nach der Derivatisierung ohne

Cryopuffer in fliissigen Stickstoff eingefroren und rontgenkristallographisch untersucht.

Schwermetalllésung:
27% PEG 4000

80 mM Na-Citrat pH 5,6
10 mM K,PtCly

2.12.4 Strukturaufklarung

Die Aufklarung der nativen Struktur erfolgte von Dr. U. Miiller (BESSY, Berlin) mit Hil-
fe des Programmes Phaser (Molekularer Ersatz, READ 2001). Die kristallographische
Verfeinerung und Berechnung der Elektronendichte von Datensdtzen wurden mit den
Programmen Refmac5 (Molekulare Verfeinerung, MURSHUDOV et al. 1997), CNS und
Coot (Molekiilgrafik, EMSLEY UND COWTAN 2004) durchgefiihrt. Die Komplettierung
und Verfeinerung des nativen Strukturmodells sowie die Modellierung der NADPH,-
Bindung im Enzym erfolgte von Dr. S. Panjikar (EMBL Hamburg c/o DESY) unter Ver-
wendung der Programme SigmaA (Bestimmung der Elektronendichte, READ 1986),

dmmulti (Methode der Solvensgliattung zur Phasenberechnung, COWTAN 1994) und
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ARP/wWARP (automatischer Modellbau, PERRAKIS et al. 1999). Die bildliche Darstellung
wurde mit den Programmen PyMOL (DELANO 2003), RASMOL (SAYLE UND MILNER-
WHITE 1995) und MOLSCRIPT (KRAULIS 1991) durchgefiihrt.

2.13 Datenbankenrecherche

Zu DNA- und Protein-Sequenzanalysen, fiir PCR-Primer-Design, Sequenzvergleiche so-

wie Strukturvorhersagen wurden u. a. folgende Programme verwendet:

ExXPASY:
ClustalW:
NCBI:
FASTA:
PDB
MEROPS:

AKR Superfamily:

Brenda:
Scop:
SWISS-MODEL

WWW.expasy.org

www.ebi.ac.uk/clustalw/

www.ncbi.nlm.nih.gov/

www.ebi.ac.uk/fasta33/

www.rcsb.org/pdb/

www.merops.sanger.ac.uk/
www.med.upenn.edu/akr/
www.brenda.uni-koeln.de/
www.scop.berkeley.edu/data/scop.b.html
www.swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html
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3 Ergebnisse

3.1 RNA-Isolierung aus R. serpentina und cDNA-Synthese

Die Isolierung des Gens fiir die PR begann mit der Uberpriifung der Zelllinien R. serpen-
tina Ty, R. serpentina 02, R. serpentina Br sowie R. serpentina auf Enzymaktivitit mit
dem Substrat Perakin. Nach Gewinnung des Rohextraktes wurde die Proteinfraktion nach
GroBenausschluBchromatographie aufgefangen und im Aktivitdtstest iiberpriift. Es wurde
bei allen Zelllinien Enzymaktivitdt detektiert, jedoch wies R. serpentina Br die quantita-
tiv hochste Aktivitat auf. Diese Suspensionskultur wurde als Grundlage fiir die Isolierung

von RNA mit dem RNeasy Plant Mini Kit verwendet (Abbildung 4).

258

238
18S

16S

Abbildung 4.  Gesamt-RNA isoliert aus R. serpentina Br im Formaldehyd-Agarosegel. Ge-
kennzeichnet sind die pflanzlichen ribosomalen Untereinheiten.

Die ¢cDNA-Synthese erfolgte durch Umschreiben der Gesamt-RNA mit dem Enzym re-
verse Transkriptase. In verschiedenen Ansdtzen wurden als Primer der Oligo dT-Primer

sowie der inosinhaltige 32rev-Primer eingesetzt.

3.2 PCR mit degenerierten Primern

Zu Beginn der Arbeit lagen zwei 12—14 Aminosdure lange Fragmente vor (Tabelle 1)
sowie aus ihnen abgeleitete degenerierte Primer mit Inosin. Aus diesen Oligopeptiden
wurden nochmals degenerierte Primer entwickelt (Tabelle 2), die nach Umschreiben der
aus R. serpentina Br isolierten RNA in ¢cDNA fiir die darauffolgende PCR benétigt wur-
den. Da degenerierte Primer, aufgrund ihrer geringen Schmelztemperatur und in Folge
dessen der niedrigen Annealingtemperatur, sehr unspezifisch an die DNA-Matrize bin-

den, kommt es meist zu Fehlpaarungen und damit zu unspezifischen PCR-Produkten.
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Nach Variation verschiedener chemischer und physikalischer PCR-Parameter ergab eine
PCR unter den in Tabelle 3 aufgefiihrten Bedingungen nach gelelektrophoretischer Auf-
trennung auch eine DNA-Bande bei ca. 500 bp (Abbildung 5).

Tabelle 1. Proteinfragmente der mutmaBlichen PR nach LysC-Verdau und N-terminaler Sequen-
zierung (Warzecha, 1996).

Proteinfragment Aminosaure-/DNA-Sequenz
32 QIYFRIEALAQK
39 FGISELDFSGLVAK

Tabelle 2. Degenerierte Primer abgeleitet von Proteinfragmenten der PR (Tabelle 1). R =
A/G,Y=C/T,S=C/G,D=A/G/T, H=A/C/T, W= A/T, I = Inosin.

Primer Degenerierte Nukleotidsequenz

39for 5> =TTY GGI ATH WSI GAR YTI GAY TTY WSI GG- 3’

39forl 5" -TT(CT) GG(AGCT) AT(ACT) (AT)(GC)(AGCT) GA(AG)
(CT)T(AGCT) GA(CT) TT-3’

32rev 5’-TTY TGI GCI ARI GCY TCD ATI CWR AAR TA-3’

32revl 5" “TG(AGCT) A(AG) (AGCT) GC(CT) TC(AGT) AT(AGCT)

C(GT)(AG) AA(AG) TA- 3’

Tabelle 3. Bedingungen und Programm der PCR mit degenerierten Primer.

Bestandteil Volumen [ul] | Schritt Zyklen Zeit [min] Temperatur [°C]
cDNA (32rev) 1 Denaturierung 1 5 95

Puffer 2 Denaturierung 4/30 1 95
Primer[10pmol]: jel Annealing 4/30 1 41/46

39for und Elongation 4/30 2 72

32revl Endelongation 1 10 72

MgCl, 1

dNTPs 1

Tag-Polymerase 0,5

Ampuwa 12,5
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bp

1000
800
600

400

Abbildung 5. DNA-Banden im Agarosegel nach PCR mit degenerierten Primern. Die mit
dem Pfeil markierte Bande wurde ausgeschnitten, in den pGEM-T-Vektor li-
giert, subkloniert und sequenziert. M = Marker

Um fiir die Sequenzierung ausreichend viel DNA vorliegen zu haben, wurde das PCR-
Produkt aus dem Gel geschnitten, in den pGEM-T-Vektor ligiert und in E. coli kloniert.
Das vervielfiltigte Plasmid wurde aus den Bakterien isoliert und das einklonierte PCR-
Fragment sequenziert. In der aus der DNA-Sequenz iibersetzten Aminosduresequenz
wurden die vollstindigen Aminosdure-Fragmente, aus denen die degenerierten Primer

entwickelt wurden, wieder gefunden.

3.3 Ermittlung des Volllangenklones mit RACE-PR

Um den Volllingenklon zu erhalten, wurde die Methode der RACE-PCR (Rapid amplify-
ing cDNA ends) angewandt. Mit Hilfe des GeneRacer Kits (Invitrogen) wurde cDNA
hergestellt, an deren 5'- und 3'-Ende Adapter ligiert sind. Die genspezifischen Primer
(GSP) sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Durch eine PCR mit dem GSP 3' und dem zum 5'-
Adapter komplementidren Adapterprimer erhielt man das 5'-Ende des Gens mit dem
Startcodon (Tabelle 5). Entsprechendes galt fiir den 3'-Adaper und GSP 5'-Primer mit

denen das 3'-Ende des Gens mit dem Stoppcodon ermittelt wurde.

Tabelle 4. 5°- und 3’-Primer fiir die RACE-PCR.

Primer Nukleotidsequenz
5’-RACE-PR | 5’-CT CCA GAC TAT GTC CGC TCC TGC TGT GAG G- 3’
3’-RACE-PR | 5’-CAT CAC ATC CCA GATTTG TTG GGG AGA ACC-3
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Tabelle 5. RACE-PCR zur Erlangung des Vollangenklones. GSP= genspezifischer

Primer.
Bestandteil Ansatz 3’-Ende [ul] Ansatz 5’-Ende [ul]
cDNA 2 2
10xPuffer

Primer[10pmol] forward
reverse

dNT’s [40 mM]

Tag-Polymerase

Ampuwa

2

Gen Racer 3° 1
GSP-5° 1
1

0,5

12,5

2
Gen Racer 5> 1
GSP-3° 1

1

0,5
12,5

Die PCR-Produkte wurden in den pGEM-T-Vektor ligiert und dieser in Top10-Zellen
transformiert (Abbildung 6). Nach Plasmidpriparation wurden die Teilfragmente sequen-

ziert.

bp

3000

1000

600
400

Abbildung 6. Restriktionsanalysen der in pGEM-T-Vektoren subklonierten PCR-Produkte der

3’- und 5°-RACE-PCR. Fir die Restriktion wurde EcoR I verwendet. Marker
(1), PCR-Produkt der 5’-RACE-PCR (2), PCR-Produkt der 3’-RACE-PCR (3)

Im néchsten Schritt wurden Primer entwickelt, die das Start- und Stoppcodon enthielten
und von den Restriktionsschnittstellen Sphl und Sacll fiir Ligation in den pQE-2-Vektor
flankiert wurden (Tabelle 6). Das PCR-Produkt wurde in pQE-2 ligiert, in Top10-Zellen
transformiert und sequenziert. Der ermittelte Volllingenklon hatte eine Liange von 1017
bp (Abbildung 7, Abbildung 8). Der pQE-2-Vektor verfiigt am N-Terminus iiber eine
zusitzliche Sequenz (6xHis-tag), welche die darauffolgende Reinigung des Proteins iiber

Affinitdatschromatographie ermoglichte.
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Abbildung 7. Vollstdndige DNA- und Proteinsequenz der PR. Gelb: Teilfragment nach PCR
mit degenerierten Primern; Rot: degenerierte Primer; Unterstrichen: nach Reini-
gung und Verdau erhaltene Oligopeptide; Griin: 3’- und 5’-GSP-Primer zur
Amplifizierung des Volllangenklones durch RACE-PCR; Fett: Lysine an den
Positionen 100, 244 und 296 wurden zu Alanin mutiert.

Tabelle 6. Forward- und reverse Primer mit Sph I- und Sac II-Schnittstelle fiir die
Klonierung in den pQE-2-Vektor (kursiv).

Primer Nukleotidsequenz
PRfor pQE2 5" —GCA TGC GCA AAT GGC CGC GGT GCA GAT GC- 3’
PRrev_pQE2 5 -CCG CGG TTA CTT CAA TGG TGG TGT ATT- 3’

Abbildung 8. Restriktionsanalyse der in pQE-2-Vektoren klonierten PCR-Produkte. Fiir die
Restriktion wurden Sph I und Sac II verwendet. Pfeile: Volllingenklon des ge-
suchten PR-Gens. Marker (M)

34 Expressionsversuche

Die mit einem (His)¢-tag fusionierte PR wurde nach Expression in M15-Zellen durch ei-
ne Metall-Chelat-Affinititschromatographie an Ni*’-NTA-Agarose gereinigt (Abbildung
9). Fiir den Zellaufschlufl wurde ein Lysepuffer mit 10 mM Imidazol verwendet. Nach
dem Beladen der Sdule wurden mit 40 mM Imidazol unspezifisch gebundene Proteine
von der Séulenmatrix entfernt. Die Elution der PR von der Nickel-Sdule erfolgte mit
100% 250 mM Imidazol bei pH 8,0. Die ersten 6 ml des Eluats enthielten fast das kom-
plette Protein. Eine quantitativ optimale Expressionsrate erfolgte nach Induktion von 0,5

mM IPTG und Wachstum von 24 h bei 25°C.
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Elutionsprofil der PR an der Ni*’-NTA-Matrix. Nach Beladen der Siule mit
dem Rohextrakt wurde die Sdule mit 40mM Imidazol gewaschen und anschlie-
Bend das His-markierte Protein (Pfeil) mit 250 mM Imidazol eluiert.

Es wurden 10 pl verschiedener Fraktionen (Rohextrakt, Durchfluss wéhrend des Bela-

dens der Sdule, Durchfluss wéihrend des Waschens mit 40 mM Imidazol, Bakterienpellet

sowie Eluat) auf ein 11 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und gelelektrophore-

tisch getrennt. Aus dem in Abbildung 10 dargestellten Gel ist ersichtlich, dass das ca. 40
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Abbildung 10.
SDS-Gel gefarbt mit
Coomassie Blau.

(1) Rohextrakt

(2) Durchfluss

(3) Waschpuftfer

(4) Pellet

(5) LMW-Marker

(6) gereinigte PR mit
His-tag

kDa grof3e Protein nach dem Waschen mit 40 mM Imidazol ohne Verunreinigung von der

Ni-NTA-Matrix eluiert wurde. Deshalb wurde kein zusitzlicher Reinigungsschritt (z.B.

mit MonoQ) nachgeschaltet. Die im Pellet befindliche PR lieB auf Bildung von Ein-

schluBkérpern wihrend der Uberexpression in E. coli schlieBen. Da aus 1 1 Bakterien ca.
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10 mg Enzym gereinigt werden konnte, war es fiir die Folgearbeiten nicht notig, die im

Pellet befindlichen EinschluBkoérper in aktives 16sliches Enzym riickzugewinnen.

3.5 Enzymaktivitatstest mit Perakin

Im Aktivitétstest wurden verschiedene, wihrend der Enzymreinigung erlangte Fraktionen
(Rohextrakt, Durchfluss, Waschpuffer, Eluat) mit und ohne NADPH, auf Perakinumsatz
tiberpriift. Im Rohextrakt sowie in der Waschpufferfraktion wurde in Gegenwart von
NADPH, im HPLC-Profil geringe Aktivitit gefunden. Dagegen wurde in der gereinigten
Proteinfraktion Perakin zu 100% enzymatisch umgesetzt, wihrend in einem Parallelan-

satz ohne NADPH, dies nicht erfolgte (Abbildung 11).
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Abbildung 11. HPLC-Profile der Referenzen Perakin (a) und Raucaffrinolin (b) sowie der
gereinigten Enzymlosung ohne (c) und mit NADPH, (d). Die Inkubationsdauer
betrug 2 h. Die Ansitze enthielten 170 pl Enzymldsung (0,1 mg/ml), 10 pul IM
KPi (pH 7,5), 15 ul 20 mM NADPH, und 5 pl Perakin (1mg/ml).
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3.6 Identifizierung des Endproduktes tiber DC und MS

Das gereinigte Enzym wurde mit 5 pg Perakin und NADPH, versetzt und 30 Min bei
37°C inkubiert. Nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung wurden die, im An-
satz genau in Hohe der mitlaufenden Referenzen Perakin und Raucaffrinolin, auftreten-
den Substanzen ausgekratzt. Zum Zeitpunkt t = 0 befand sich nur ein Fleck im Ansatz auf
Hohe der Perakinreferenz. Nach 10 min Reaktionszeit erschien ein zweiter, jedoch
schwicherer, Fleck in Hohe des Raucaffrinolins. Nach 30 Min war der Perakinfleck ver-
schwunden und das mutmaBliche Raucaffrinolin die einzig verbliebene Substanz im Re-
aktionsansatz. Nach Eluation von der Kieselgelmatrix wurden die Proben mit Stickstoff
getrocknet, in Losungsmittel aufgenommen und in Tiegel fiir die Massenspektrometrie
eingebracht. Die massenspektrometrische Analyse der Substanzen ist in Abbildung 12 a,b
dargestellt. Dem typischen Zerfallsmuster und den Ergebnissen aus HPLC und DC nach
zu urteilen, konnte das Enzymprodukt damit eindeutig als Raucaffrinolin identifiziert

werden.
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Abbildung 12. EI-Massenspektren von dem aus pflanzlichen Suspensionskulturen isolierten
Perakin (a) und von dem rekombinanten Protein enzymatisch gebildeten Rau-
caffrinolin (b). Basispeak: 168 typisch fiir Indolalkaloide. Massenpeak: 350 fiir
Perakin bzw. 352 fiir Raucaffrinolin.

3.7 Stabilitat der PR

Es zeigte sich, dass die PR nach Expression und Reinigung aus E. coli nicht stabil ist. Die
Degeneration in zwei Hauptfragmente (~28 kDa und ~10 kDa) begann bereits nach der
Eluation vom Ni*-NTA-Material. Nach einer Woche Lagerung des gereinigten Enzyms
bei Raumtemperatur war die 40 kDa Bande auf SDS-Gel nicht mehr sichtbar (Abbildung
13).

Es wurden Bedingungen gefunden, unter denen die PR auch nach Wochen bei Raumtem-
peratur stabil bleibt. Nach Zugabe eines speziellen Protease-Inhibitor-Cocktails zum Bak-
terienrohextrakt und anschlieBender Ni-NTA-Reinigung wurde dem gereinigten Enzym
Na-EDTA zugesetzt. Zum einen sollten die Proteaseinhibitoren im Rohextrakt vorhande-
ne Proteasen eliminieren. Zum anderen bietet EDTA ebenfalls die Mdglichkeit Proteasen
in ihrer Aktivitit zu hemmen, da es zweiwertige Kationen, wie Nickelionen, bindet und
damit den Proteasen einen wichtigen Cofaktor nimmt. Die somit gewonnene Stabilitit

des Enzyms war fiir die anschlieBende Kristallisation eine elementare Voraussetzung.
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Abbildung 13.  SDS-Gel gefarbt mit Coomassie Blau. Rot umkreist: kleines Proteinfragment
nur als Schatten sichtbar.
(1) LMW-Marker
(2) PR direkt nach Ni-NTA-Affinititschromatographie
(3) degradierte PR nach einer Woche Lagerung bei 25°C

3.8 Mutationsexperimente

Im Zuge der Stabilititsversuche der PR wurden an drei Stellen der DNA-Sequenz
Punktmutationen eingefiigt. Die Verminderung der Oberflichenentropie von Proteinen
durch Lysin—Alanin- und Lysin—Arginin-Mutationen fiihrte bei CZEPAS et al. (2004)
zu einer Verbesserung der Kristallqualitit. Drei Lysine der Positionen 100, 244 und 296
der PR-Sequenz wurden zu Alanin mutiert. Dafiir wurden die in Tabelle 7 aufgefiihrten
Primer entwickelt. Fiir die PCR wurde hierbei die lesegenaue Phusion-Polymerase von
NEB verwendet. Es wurden folgende Mutanten erzeugt: Lys100Ala, Lys244Ala,
Lys296Ala, Lys100,244,296Ala. Fir die Mutagenese der dreifach-Mutante

Tabelle 7. Primer fiir Mutationsexperimente Lysin—Alanin an den Positionen 100, 244
und 296. Fett: verdndertes Basentriplett

Primer Nukleotidsequenz
Lys100Ala_for 5’ -GGG GTC AAA GCT GCG GGT ACT CCA- 3’
Lys100Ala_rev 5" -TGG AGT ACC CGC AGC TTT GAC CCC-3¥

-

Lys244Ala_for 5
Lys244Ala rev 5
Lys296Ala_for 5
Lys296Ala rev 5

—CTT GAA AAG AAC GCG CAA ATA TAT TAT- 3’
—ATA ATA TAT TTG TTG CGC GTT ATT TTC AAG- 3’
—GTT GGT GCT CTG GCG GTA AAG CTC-3’

—GAG CTT TAC CGC CAG AGC ACC AAC-¥

-

-

-
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(Lys100,244,296Ala) wurde als Template die zweifach-Mutante (Lys100,244Ala) ver-
wendet. Die Expressionsraten sowie Enzymaktivititen der Mutanten wurden im Ver-

gleich zum nativen Enzym von den Mutationen nicht beeinflusst.

3.9 Sequenzalignment

Mit Hilfe der Proteindatenbank UniProt wurde die Aminosduresequenz der PR mit ande-
ren Proteinen verglichen (Abbildung 14). Es stellte sich heraus, dass die Sequenz des En-
zyms starke Homologie zu putativen Reduktasen der Superfamilie der Aldo/Keto-
Reduktasen (AKR) besitzt. In der umseitigen Abbildung wurde die Aminosiduresequenz
der PR mit denen von 5 Proteinen verglichen, die die hochsten Identititen mit der PR
besitzen. Die Abkiirzungen der Proteine stehen fiir eine Oxidoreduktase aus Oryza sativa
(72% Sequenzidentitit), ein putatives Auxin-induziertes Protein aus O. sativa (68% Se-
quenzidentitédt), F8AS.21 Protein und F8AS5.24 Protein aus Arabidopsis thaliana (60%
und 59% Sequenzidentitit) sowie eine AKR aus Manihot esculenta (57% Sequenzidenti-
tdt).
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3.10 Proteincharakterisierung

3.10.1 Kinetik

Versuche, die zur Bestimmung kinetischer Eigenschaften der PR fiihren sollten, konnten
aus mehreren Griinden nicht ausgewertet bzw. durchgefiihrt werden.

1. Die Peaks von Perakin und Raucaffrinolin konnten aufgrund der Aldehyd-Struktur des
Perakins im HPLC-Test nicht getrennt werden. Es wurden Versuchsreihen mit mehreren
Substratkonzentrationen durchgefiihrt, jedoch konnten weder iiber die Peakflachen noch
iiber die Peaklingen kinetische Parameter bestimmt werden. Mit einem von GERASI-
MENKO et al. (2001) entwickelten HPLC-Programm, in dessen einstiindigen Laufes es
moglich ist, viele Alkaloide zugleich scharf voneinander zu trennen, war es nicht mog-
lich die Peaks von Perakin und Raucaffrinolin zu separieren.

2. Eine weitere Methode zur Bestimmung des K, ,-Wertes sollte iiber die Kopplung des
Restperakins nach der enzymatischen Reaktion mit Hydroxylaminhydrochlorid zu Oxim
erfolgen. Das Oxim konnte jedoch trotz Einsatzes unterschiedlicher HPLC-Programme
nicht eindeutig detektiert werden. Die Derivatisierung von Aldehyden mit Phenylhydra-
zin und 2,4-Dinitrophenylhydrazin sind géngige Methoden in der organischen Chemie.
Anwendung konnten diese Methoden nicht finden, da der Substratpeak nach der enzyma-
tischen Reaktion nicht groer war als vor Reaktionsbeginn. Beide Substanzen waren un-
geeignet zur Bestimmung kinetischer Parameter der PR und wurden deshalb in dieser
Arbeit nicht weiter verfolgt.

3. Die photometrische NADPH,-Abnahme, eigentlich die gebrduchlichste Methode fiir
kinetische Untersuchungen NADPH,-abhédngiger Enzyme, war die letzte Moglichkeit zur
Sammlung kinetischer Daten der PR. Da vom limitierenden Faktor, das Substrat Perakin,
zu grof3e Mengen fiir die Messung in verhéltnismaBig groflen Kiivetten (mindestens 500
ul) erforderlich waren, wurden diese Experimente nur ansatzweise durchgefiihrt und

muflten abgebrochen werden.
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3.10.2 Bestimmung der Proteingrof3e Gber GroRenausschluf3ichromatographie
Die GroBenausschluBchromatographie wurde nicht zur Reinigung der Enzymlosung son-
dern zu analytischen Zwecken durchgefiihrt, um das Dimerisierungsverhalten der PR in
Losung zu studieren. Abbildung 15 zeigt das Elutionsprofil von drei verschiedenen Gro-
Benmarkern an einer Sephacrylsdule. Mit Hilfe des Retentionsvolumens der methylierten
PR von ca. 60 ml unter Verwendung eines Phosphatpuffers wurde ein Molekulargewicht
von 38,3 kDa berechnet. Die Auswertung erfolgte durch lineare Regression des Eichlaufs
(Abbildung 16). Die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration und der SDS-Gelelektro-
phorese lieferten Hinweise auf eine monomere PR in Losung. Es stimmt somit mit dem
theoretisch kalkulierten Molekulargewicht des methylierten Enzyms mit His-tag von 39,3

kDa tiberein.
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Abbildung 15.  Elutionsprofil der Molekulargewichtsbestimmung fiir dic PR an Sephacryl S-
200. Die Proteinmarker (jeweils 3 mg/ml) wurden nach 48,9 ml (BSA; peak
1), 50,5 ml (Ovalbumin; peak 2) und 64,5 ml (a-Chymotrypsin; peak 3) von
der Sdule eluiert. Die Elution der PR (peak 4; 3 mg/ml) erfolgte zusammen
mit einem internen Standard nach 57,49 ml, ohne internen Standard nach
59,72 ml. Blauer Pfeil: Injektion der Proteinmarker, schwarzer Pfeil: Injekti-
on der Proteinprobe mit a-Chymotrypsin als internen Standard, roter Pfeil: In-
jektion der PR (10 mg/ml) ohne Standard, griiner Pfeil: Injektion des o-
Chymotrypsins (2 mg/ml).
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Abbildung 16.  Eichgerade der Molekulargewichtsbestimmung fiir die PR an Sephacryl S-200.
Anhand der linearen Regression der Elutionsvolumina der Proteinmarker (BSA
67.000 Da, Ovalbumin 45.000 Da, a-Chymotrypsin 25.000 Da) ergibt sich fiir
die PR (Elutionsvolumen 58 ml) ein Molekulargewicht von 38,3 kDa (Pfeil).

3.10.3 Temperaturoptimum

Die Bestimmung der Temperaturabhéngigkeit der PR erfolgte bei pH 7,0 in 100 mM Ka-
liumphosphatpuffer mit Perakin als Substrat und NADPH, als Cosubstrat (2.8.5). Dabei
wurden die Ansdtze zundchst auf die jeweilige Temperatur erwédrmt, bevor durch Zugabe
von NADPH, die Reaktion gestartet wurde. Dadurch sollte verhindert werden, dass die
PR bereits wihrend des Erwiarmens der Ansétze auf die eigentliche Reaktionstemperatur
aktiv ist. Dies hétte vor allem bei den Messungen bei hoheren Temperaturen zu einer
Verfilschung der Ergebnisse fiihren konnen. Das Aktivititsmaximum der PR liegt bei
50°C. Bei dieser Temperatur ist die Enzymaktivitit und somit die Umsatzrate von Pera-
kin zu Raucaffrinolin am groBten. Uber 55°C beginnt die Reduktase zu denaturieren, was
am Verlauf der Diagrammbalken in Abbildung 17 durch den drastischen Abfall der Akti-

vitit deutlich zu erkennen ist.
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Abbildung 17. Temperaturabhédngigkeit der PR. Die angegebenen Werte wurden aus drei
Messungen gemittelt.

3.10.4 pH-Optimum

Fiir die Bestimmung des pH-Optimums der PR wurde Kaliumphosphatpuffer-Mix mit
konstanter lonenstérke {iber einen pH-Bereich von 4 bis 9 verwendet. So sollten Einfliis-
se, die durch eine Verdnderung der Ionenstirke oder durch einen Pufferwechsel bedingt
sind, ausgeschlossen werden. Die Ansidtze wurden fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Dann
wurde die Reaktion durch Methanolzugabe abgestoppt und das wéhrend der Katalyse
gebildete Raucaffrinolin iiber HPLC quantifiziert. Die optimale Enzymaktivitit lag in
einem pH-Bereich von pH 6,8 bis 7,5 mit einem Maximum bei pH 7,1 (Abbildung 18).
Die Werte von Temperatur- und pH-Optimum wurden iiber das Verhéltnis der Peaklan-
gen von Perakin und Raucaffrinolin zueinander bestimmt. Wenn der Perakinumsatz im
Aktivitatstest 80% erreicht hatte, was unter den angegebenen Bedingungen nach 15 min
der Fall war, wurde die Reaktion abgestoppt. Die Reaktionsbedingungen sind unter 2.8.5

naher beschrieben.
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pH-Soll- und pH-Istwerte bei der Bestimmung des pH-Optimums der PR

pH-Sollwert | 4,5 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 9,0
pH-Istwert | 4,7 5.5 5.9 6.4 7,1 7.9 8,3 9,2

120
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4,7 64 7,1 79 83 92

pH

Abbildung 18.  pH-Abhéngigkeit der PR. Die Enzymreaktion erfolgte fiir 15 min bei 37°C.
Die angegebenen Werte wurden aus drei Messungen gemittelt.

3.10.5 Substratspezifitat

Die Aktivitdt der reinen Enzymlosung wurde mit denen in Tabelle 8 aufgefiihrten Sub-
stanzen mit Hilfe der HPLC und der NADPH,-Abnahme bestimmt. Dabei wurden zu den
eigentlichen Substraten der PR noch verschiedene weitere Substrate eingesetzt. Deren
Auswahl erfolgte u. a. in Anlehnung an die Substratspezifitit anderer AKRs und soll die
PR damit innerhalb ihrer Enzymfamilie abgrenzen. Dass die meisten AKRs durch homo-
logy cloning entdeckt wurden, erklirt deren hohe Identitiat und Substratdhnlichkeit unter-
einander. So verwerten ein Grofteil der bekannten AKRs Progesteron und Testosteron,
wihrend die PR von den getesteten Substanzen nur Perakin und Zimtaldehyd als Substrat
annahm. Inkubationen mit NADPH, und Zimtaldehyd ohne PR lieen darauf schliefen,

dass Zimtaldehyd bis zu 20% auch ohne eine enzymvermittelte Reaktion reduziert wurde.
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Tabelle 8. Ubersicht getesteter Substrate auf PR-Aktivitt.

Substrat Strukturformel Relative Aktivitat [%0]
OAc
Perakin SN s 100
‘CHO
21-Hydroxyraumaclin 0
Zimtaldehyd 100
O\\C/H
p-Anisaldehyd 0
OCHj
O\\C/H
2-Nitrobenzaldehyd NO, 0
Gardneral 0
HsC
)
CH;
Progesteron 0
CH;
0
CH,OH
0
Glucose o 0
OH OH
OH
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Die Synthese von 21-Hydroxyraumaclin erfolgte nach der Vorschrift von OBITZ (1995;
Abbildung 19). Die R-Werte von Ajmalin (0,49) und 21-Hydroxyraumaclin (0,19) kor-
respondierten mit den Ergebnissen von OBITZ. Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, betrug
die 21-Hydroxyraumaclin-Ausbeute der Lichtreaktion aus Ajmalin nach 90 min Inkuba-
tion ca. 10%. Jedoch farbte sich der 21-Hydroxyraumaclin-Fleck auf der DC nicht, wie

von OBITZ beschrieben, nach besprithen mit CAS-Reagenz.

OH H H OH
Flavin, h*v N
—_—>
I|OH ‘?
N ' . OH
| H
CH; CHj
Ajmalin 21-Hydroxyraumaclin

Abbildung 19.  Synthese von 21-Hydroxyraumaclin aus Ajmalin durch flavinkatalysierte
Photooxidation (h*v = Lichtenergie). Nach OBITZ et al. (1995) reagiert Ajma-
lin durch die Photooxidation analog der Peroxidase-Reaktion zu Ajmalal
(nicht dargestellt), dessen Hydrat spontan zu 21-Hydroxyraumaclin zyklisiert.

21-Hydroxy-
raumaclin

Ajmalin

Abbildung. 20.  Diinnschichtchromatographische Auftrennung der Syntheseansétze nach 20
min (a), 40 min (b), 60 min (c) und 90 min (d). Pfeil: Laufrichtung des
FlieBmittels.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von OBITZ (1995) und Warzecha konnte hier keine
Enzymaktivitit mit 21-Hydroxyraumaclin festgestellt werden. Die gleiche im Aktivitéts-
test verwendete gereinigte PR zeigte jedoch in Gegenwart von Perakin hohe Umsatzra-

ten. In Abbildung 21 sind die HPLC-Chromatogramme der enzymatischen Reaktion mit
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21-Hydroxyraumaclin dargestellt. Die Gegenwart von NADPH, hatte keine Auswirkung
auf den 21-Hydroxyraumaclin-Peak (Abbildung 18c, Rt = §,94).

a
— 1 il ! |
: L |
5_
285
L -; S.81 b
= T 588 .7e
= '#:13.&3
15-
3 .22
1 2 .94 ¢
14, 1
=, 'fy7e
k283 ¢o
15-

Abbildung 21.  HPLC-Profile von 21-Hydroxyraumaclin als Referenz (a), im Aktivitétstest
mit (b) und ohne (c) NADPH,.

3.10.6 Cosubstratspezifitat

Aktivitétstests zeigten, dass die PR als Reduktionsdquivalent nur NADPH, akzeptiert,
nicht jedoch ATP oder NADH. Die Ansdtze wurden wie in 2.8.5 beschrieben zusammen-
gesetzt, allerdings wurde statt 15 pl 20 mM NADPH,, in gleicher Menge und Konzentra-
tion ATP bzw. NADH hinzupipettiert. Die Auswertung erfolgte wie bei anderen Aktivi-
tatstests tiber HPLC.

3.10.7 Metallionenabhangigikeit

Nach Trennung des Enzyms von moglicherweise gebundenen Metallen iiber die GroBen-

ausschlusschromatographie erfolgte die Detektion des Enzyms und der Metallionen mit
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der induktiv gekoppelten Plasma-Massenspektrometrie. Es konnten keine divalenten Me-
tallionen in der PR nachgewiesen werden. Entsprechend hatte auch die Zugabe des Che-

lators EDTA keinen Effekt auf die PR-Aktivitét.

3.11 Kristallisation

3.11.1 Versuche zur Kristallisation der PR

Es wurden viele Bedingungen wie Temperatur, Pufferzusammensetzung, Enzymkonzent-
ration, pH-Werte etc. ausprobiert, um Kristalle der PR in 24-well-Platten mit der hanging
drop-Methode zu ziichten. Die Abspaltung des His-tags zum nativen Enzym hatte keinen
Einfluss auf die Kristallbildung. Auch GroBanséitze mit mehreren tausend Pufferbedin-
gungen, verarbeitet von Kristallisations-Robotern, die Nanolitermengen in 96-well-
Platten mit der sitting-drop-Methode pipettieren, waren nicht erfolgreich (durchgefiihrt
am EMBL Heidelberg und EMBL Outstation Hamburg).

Es gibt die Moglichkeit, die Oberflichenspannung von Proteinen durch reduktive Methy-
lierung so zu verdndern, dass eine Kristallbildung positiv beeinflusst bzw. die Auflosung
von Kristallen erhoht werden kann (RAYMENT 1997). In Abbildung 22 ist schematisch
der Reaktionsverlauf der Methylierung eines Proteins dargestellt. Wéhrend der Reaktion

sollten in zwei Schritten alle Lysine im Protein sowie der N-Terminus dimethyliert wer-

H oy
NH, R" Alkylierung /R" Reduktion | \/R R"\
| + =0 —~> N=C e e T O
R R H,0 ‘R R' 1‘{ R R

/ Alkylierung

1%‘ /R" Reduktion IS /R”
O
N—C/R” N*C/R"
‘ \RV ‘ \R|
R R

Abbildung 22. Schematischer Reaktionsverlauf wahrend der reduktiven Methylierung eines
Proteins. R = Lysin, R’ = Wasserstoff, R’ = Alkylgruppe.
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den. Da im Protein nach Mutation von 3 Lysinen zu Alanin 24 Lysine enthalten sind,
wiirde sich das Molekulargewicht der PR im vollstandigen dimethylierten Zustand um
672 Da erhohen. Die Methylierung erfolgte nach Reinigung und Dialyse des Enzyms,
dessen His-tag nicht abgespalten wurde, in 50 mM Kaliumphosphatpuffer. AnschlieSend
wurden mit dem methylierten Protein wie iiblich Kristallisationsplatten unter Variation
verschiedener Parameter angesetzt. In Abbildung 23 ist das Pipettierschema dargestellt,
welches verwendet wurde, um in abgewandelter Form Kristallisationsbedingungen einer
kristallisierten AKR mit 10% Sequenzhomologie zu der PR zu testen. Es wurden 4 Trop-
fen auf ein Deckgldschen pipettiert. Davon stellte einer den Kontrolltropfen dar (2 pl Re-
servoirpuffer + 2 pul 10 mM Tris pH 7,0; 1 mM DTT). Die restlichen Tropfen setzten sich
aus jeweils einer Enzymkonzentration (9, 12, 15 mg/ml) sowie 2 pl Reservoirpuffer zu-
sammen. Die Platte wurde bei 20°C im Trockenschrank inkubiert und nach 7 Tagen

lichtmikroskopisch iiberpriift.

30% PEG 1M Natr|U|trat pH 5, Wasser [u

4000 I,_.-':- ~ - ; ’ - _-“}; : —:’,...-—...‘ _’__,_._\ '. —

850 ul

900 ul

Abbildung 23.  Pipettierschema mit 30% PEG 4000 und 1M Natriumcitrat pH 5,6 auf einer
Linbroplatte. Fett: in dieser Pufferzusammensetzung wurden Kristalle beo-
bachtet.

Es wurde in Tropfen, deren Zusammensetzung in Abbildung 23 fett hervorgehoben ist,
Kristallbildung beobachtet. Einen Eindruck von der orthorhombischen Form dieser Kris-
talle vermittelt Abbildung 24 a,b. Sie konnten in folgenden Kristallisationsversuchen in
ausreichenden Mengen geziichtet werden und waren damit reproduzierbar. Nach 2 Wo-
chen erreichten die Kristalle ihre vollstindige Grof3e von durchschnittlich 120 x 120 x 30
um. Sie wurden mit 0,5 pl des blauen Farbstoffes Izit versetzt, der in Proteinkristalle,

jedoch nicht in Salzkristalle, eindringen kann. Die Kristalle farbten sich nicht eindeutig
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blau. Zur Klédrung, ob es sich bei den Kristallen um Salz oder Protein handelte, wurden
mehrere Kristalle aus einem Tropfen ,,gefischt®, in 10 ul Wasser geldst und mit SDS-
Probenpuffer aufgekocht. Banden auf dem SDS-Gel bestdtigten, dass es sich um Protein-
kristalle handelte.

Abbildung 24.  Kristalle der PR unter polarisiertem Licht (a, b); nicht methylierte Proteinlo-
sung unter gleichen Kristallisationsbedingungen (c); verwachsene Kristalle,
die entstanden, wenn die Enzymkonzentration vor der Methylierung zu hoch
war (d). GroBe der Kristalle: 120 x 120 x 30 pm.

Wurde nicht methyliertes Protein unter den gleichen Bedingungen verwendet, bildeten
sich keine Kristalle (Abbildung 24 c¢). Die Methylierung war demzufolge fiir die Kristall-
bildung essentiell. In weiteren Versuchen wurde beobachtet, dass die Kristallqualitit so-
wie das zeitliche Auftreten der Kristalle abhéingig waren von der bei der Methylierung
eingesetzten Enzymkonzentration. Laut Protokoll sollte das Enzym in einem Konzentra-
tionsbereich zwischen 5 - 10 mg/ml vorliegen. Wurde Enzym einer Konzentration von

hochstens 5 mg/ml methyliert, konnten regelmiBige Kristalle bereits nach 4 Tagen

61



Ergebnisse

Wachstumszeit beobachtet werden. Mit Anstieg der Konzentration wuchsen sehr grof3e
verwachsene Kristalle, die sich erst nach 2 Wochen bildeten (Abbildung 24 d).

Es zeigte sich, dass die PR-Kristalle nach Denaturierung (95°C fiir 5 min) ein anderes
Molekulargewicht besaB3, als die Proteinlosung aus der diese Kristalle entstanden. Auf
dem SDS-Gel in Abbildung 25 ist die Bande des nativen nicht-methylierten Proteins (1),
die Bande des methylierten Proteins (2) sowie die Bande der Proteinkristalle (3) darge-
stellt. Die Ursache des geringen GroB3enunterschiedes zwischen 1 und 2 liegt, wie bereits
erwdhnt, an der Erhohung des Molekulargewichtes um maximal 700 Da durch die Di-
methylierung der freien Aminogruppen im Protein. Wie sich der deutliche Grofenunter-
schied zwischen 2 und 3 erkléren ldsst, wird in Kapitel 4 diskutiert.

M 1 2 3
kDa

45

30

Abbildung 25.  SDS-Gel gefarbt mit Coomassie Blau.

(M) LMW-Marker
(1) natives Protein
(2) methyliertes Protein
(3) Proteinkristalle

3.11.2 Einflul der reduktiven Methylierung auf die Enzymaktivitat

Die Enzymaktivitdt der PR wurde nach der reduktiven Methylierung, eine Methode deren
Durchfithrung insgesamt 2 Tage beansprucht, im HPLC-Aktivitétstest tiberpriift. Nach
der Reinigung des Proteins aus E. coli, wurde die Enzymlosung gegen 50 mM KPi-Puffer
pH 7,5 dialysiert und anschlieBend in zwei Teile aliquotiert. Ein Teil wurde durch reduk-
tive Methylierung chemisch modifiziert, der andere Teil diente als Kontrolle und wurde

zum einen sofort fiir Aktivititstests verwendet und zum anderen im Kiihlschrank aufbe-
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wahrt. So konnte fiir den direkten Vergleich der Enzymaktivitdten Proteinlosungen glei-
chen Alters verwendet werden. In Abbildung 26 sind die relativen Aktivitdten von fri-
schem Enzym, drei Tage altem Enzym sowie drei Tage altem methylierten Enzym gegen-
tibergestellt. Wahrend die mehrtdgige Lagerung bei 4°C mit einem geringen Aktivi-
tastsverlust einherging (ca. 15%), nahm die Aktivitdt des methylierten Enzyms im Ver-

gleich zum unmodifizierten Protein um ca. 70% ab.
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Abbildung 26.  Einfluss der reduktiven Methylierung auf die Enzymaktivitit. Angegeben
sind die Mittelwerte aus drei Messungen. m = methyliert

3.11.3 N- und C-Terminus des kristallisierten Proteinfragmentes

Es stellte sich nun die Frage, ob das kleine Fragment (schitzungsweise 3 kDa) vom C-
oder N-Terminus des Proteins dissoziierte. Um dies zu kldren, wurden im ersten Schritt
Kristalle aufgekocht und auf SDS-Gel aufgetragen. Nach Westernblot wurde versucht auf
eine PVDF-Membran die membrangebundene Proteinbande N-terminal zu sequenzieren.
Der Edman-Abbau funktioniert jedoch nicht, da die Aminogruppe am N-Terminus me-
thyliert war. Mit Hilfe eines recht einfachen Experimentes konnte bewiesen werden, dass
der His-tag und damit also der N-Terminus nicht abgespalten wurde. Dazu wurden Prote-
inkristalle in Tris-Puffer gelst und mit Ni**-NTA versetzt. Nach 15 min Inkubation wur-

de der Ansatz kurz zentrifugiert und der wissrige Uberstand abgenommen. Danach wur-
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de Elutionspuffer dazugegeben, 15 min inkubiert, zentrifugiert und ebenfalls der Uber-
stand abgenommen. In den jeweiligen Uberstinden wurde die Proteinkonzentration ge-
messen. Die Ausgangsproteinkonzentration der gelosten Kristalle wurde auf 1 mg/ml
eingestellt. Der Uberstand nach Inkubation der Proteinlésung am Ni**-NTA-Material
enthielt kein Protein, was bedeutete, dass das Kristallprotein an der Matrix gebunden hat.
Nach Zugabe des Elutionspuffers l1oste sich das gebundene Protein. Demzufolge fand
sich im Eluat eine Proteinkonzentration von anndhernd 1 mg/ml. Die Spaltstelle konnte
sich also nur am C-Terminus befinden. Die C-terminale Sequenzierung ist nicht wie der
N-terminale Edman-Abbau eine Standardmethode zur Sequenzierung von Peptidenden.
So war es nicht moglich den C-Terminus auf diese Weise zu determinieren.

Da davon ausgegangen wurde, dass das ca. 33 kDa gro3e Fragment kristallisierte, wurde
zur Klarung das Strukturmodell der PR herangezogen. Das Peptid-Grundgertist, das aus
den potentiellen Lagen der Co-Atome besteht, erlaubte den Verlauf der Peptidkette zu
verfolgen. Mit dem Auffinden des N-terminalen His-tags und des C-Terminus stellte sich
heraus, dass nicht ein Teil der Peptidkette im Kristall vorlag, sondern dieser die komplet-
te AS-Sequenz der PR enthielt. Der Bruch konnte also nur wéihrend der Hitzedenaturie-

rung stattgefunden haben.

3.12 Diffraktionsexperimente

Die bei den Rontgenbeugungsexperimenten eingesetzte Strahlung besitzt infolge Threr
Frequenz hohe Energie, die neben der kristallspezifischen Diffraktion auch zu lonisie-
rung und Radikalbildung im Kiristall fiihrt. Die Radikale modifizieren in einer Kettenre-
aktion Nachbarmolekiile und stéren die periodische Anordnung der Gitterbausteine, so
dass die Diffraktionsqualitdt abnimmt. Da die Entstehung und Diffusion der Radikale
temperaturabhédngig ist, werden insbesondere unter Verwendung von Synchrotronstrah-
lung Datensammlungen von Proteinkristallen an eingefrorenen Kristallen bei Temperatu-
ren um 100 K durchgefiihrt. Um Eisbildung beim Einfrieren der Kristalle zu vermeiden,
miissen die Kristalle abhingig von der Zusammensetzung des Kristallisationspuffers mit
einem Cryopuffer behandelt werden. Wie unter 2.12.2 beschrieben, wurde der Kristallisa-

tionspuffer mit 20% Glycerin versetzt und die Kristalle in diese Losung iiberfiihrt. Die
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mit Cryopuffer getrankten Kristalle wurden anschlieBend in einer Nylonschleife in fliis-
sigem Stickstoff schockgefroren und in den auf 100 K temperierten Cryostrahl iiberfiihrt
und vermessen. Die Rontgenstrahlen wurden wihrend der Messung an den Elektronen
des Proteinkristalls gebeugt und gestreut, wobei ein in Abbildung 27 charakteristisches

Diffraktionsmuster entstand.

Abbildung 27.  Diffraktionsmuster eines PR-Kristalls mit einer Auflosung von 2,3 A; gemes-
sen an BL14.1., BESSY in Berlin.

In Tabelle 9 ist die Statistik des nativen Rontgendatensatzes aufgefiihrt. Die Datensamm-
lung erfolgte an der Beamline BL14.2 am BESSY in Berlin. Die Messung lieferte Daten
bis zu einer Auflésung von 2,0 A. Die PR kristallisierte unter den genannten Bedingun-
gen in der orthorhombischen Raumgruppe C222, mit den Gitterparametern a=58,94 A,
b=93,00A, ¢c=143,35 A und a=B=y=90°. Der Datensatz ist mit 99,6 % nahezu vollstindig.
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Tabelle 9. Datenstatistik eines PR-Kristalls.

Rontgenlichtquelle BESSY-BL14.2

Wellenliinge [A] 0,91841

Raumgruppe C222,

Elementarzellparameter a=58,94 A, b=93.00 A, c=143.35 A,
a=F=y=90°

Aufldsungsgrenze [A]* 12,0-2,00 (2,1-2,00)

Anzahl gemessene Reflexionen 105.755

Anzahl unabhéngige Reflexionen 26.970

Rsym* 0,065 (0,51)

I/o(I)* 25,5 (5,1)

Redundanz* 16,6 (14,1)

Vollstandigkeit* [%] 99,6 (99,3)

Vu Wert 2,9 (1 Mol / ASU)

* Die Werte in Klammern beziehen sich auf die hdchste Auflosungsschale.

3.13 Strukturaufklarung der PR

Die Struktur des Proteinmolekiils wird durch das Vergleichen der Elektronendichte mit
der Primérstruktur des Proteins erhalten. Um eine Elektronendichte mittels Fourier-
Transformation zu ermitteln, benétigt man drei Informationen: Wellenlidnge, Reflexinten-
sititen und Phasen des gebeugten Rontgenstrahls. Dabei ergibt sich eine fundamentale
Schwierigkeit der Proteinkristallographie: das Phasenproblem. So gibt es mehrere Mog-
lichkeiten die Phasen auf anderem Wege zu ermitteln. Dies ist zum einen die Methode
des molecular replacement (MR). In diesem Falle verfiigt man bereits iiber ein Modell,
dass eine groBe Ahnlichkeit mit der untersuchten Struktur aufweist. Die Berechnung der
Phasen aus dem dhnlichen Modell ist in der Regel ausreichend, um die Abweichungen zu
modellieren. Daneben gibt es den so genannten isomorphen Ersatz, der darauf basiert,
dass zwei Kristalle gemessen werden, die sich durch Einlagerung von Schweratomen un-
terscheiden. Die Schweratome definieren eine anormale Phase, die als Bezugspunkt fiir
die Phasenberechnung dient. So reichen dann die Differenzen der Strukturen aus, um die
Phasen der ganzen Struktur zu errechnen. Im Falle der PR wurden beide Methoden an-

gewandt, um aus der Elektronendichteverteilung das Strukturmodell zu erzeugen. Trotz
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der guten Auflosung des Kristalls war es nicht mdglich die vollstindige Struktur der PR
tiber das MR aufzukldren, da das von Swiss-Prot generierte Proteinmodell, welches als
Vorlage diente, nur 31% Sequenzidentitit mit der PR besal. Im Folgenden wurden die
Kristalle in MAD-Experimenten mit Schwermetallatomen derivatisiert. Der hohe Was-
sergehalt in Proteinkristallen ldsst die Moglichkeit zu, Schwermetallionen in den Kristall
diffundieren zu lassen. Bei diesen soaking-Experimenten wurden PR-Kristalle in eine
geeignete Schwermetalllosung gebracht. Dabei lagerten sich die Schweratome so ein,
dass der Proteinkristall wiahrend der Messung anormale Phasen erzeugt. Diese Phasen
korrespondierten mit der bestehenden Struktur aus dem MR. Mit den unter 2.12.4 er-
wihnten Programmen wurde die Struktur verfeinert und bis auf 2 Bereiche (AS 25-32,
AS 220-241) vollstandig geldst. In Abbildung 28 wurde die PR als Monomer und Dimer
dargestellt. Die Faltung entspricht zwar dem typischen TIM-barrel der AKRs, jedoch un-
terscheidet sich der C-Terminus von denen aller anderen AKR-Strukturen. Dieser auffal-
lig aus dem Modell herausragende C-Terminus lisst eine dimere Konformation der PR
im Kristall erahnen. Die am jeweiligen C-Terminus liegenden p-Faltblatter formen an der
Grenzflache beider Molekiile eine barrel-Struktur. Obwohl laut Datenstatistik (Tabelle 9)
in der asymmetrischen Einheit nur ein Molekiil vorliegt, sagt dies nichts iiber den oligo-
meren Status der PR im Kiristall aus, da die kristallographische Symmetrie mit den mole-
kularen Interaktionen beider Molekiile tibereinstimmt. Die Berechnung der ASA (Acces-
sible Surface Area) einer Untereinheit in einem Dimer ergibt sich nach GI. (1) aus der
Summe der ASA von zwei Monomeren abziiglich der ASA der dimeren Konformation.
Die ASA der Untereinheiten dimerer Proteine liegen in einem Bereich zwischen 368,1 A*
und 4746,1 A* (JONES UND THORNTON 1995). Die Kontaktfliche einer PR-Untereinheit
von ca. 2873 A? 148t demnach darauf schlieBen, dass die PR im Kristall als Dimer vor-

liegt.
A= ([Asy + Agp] — Agap) / 2
A;=([16634,5 + 16634,5] — 27523,9) /2 Gl. (1)
A;=2872,6 A2

A=ASA der Grenzfliache einer Untereinheit, Asz—ASA der Untereinheit a, Asp=ASA der Unter-
einheit b, Asa,=ASA beider Untereinheiten, wenn diese als Dimer vorliegen
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Abbildung 28.  Die monomere und dimere Struktur der PR. Die mit Pfeilen markierten Be-
reiche zwischen den Aminosduren Ser220 und Ala241 sowie Pro25 und
Gly32 konnten nicht geldst werden.

3.14 NADPH,-Bindungsstelle

Strukturen von Protein-Liganden-Komplexen konnen entweder iiber die Erzeugung ge-
mischter Kristalle (Kokristallisation) oder durch ,,Soaking® determiniert werden. Wie
bereits erwédhnt, konnen kleine Molekiile in den Kristall diffundieren. Fiir das Soaking
wurden die Kristalle fiir eine bestimmte Zeit in der Cosubstratlosung inkubiert und ver-
messen. Leider lagerte sich der Ligand nicht in der Proteinbindetasche an, so dass zu-
kiinftig weitere Versuche (hohere NADPH,-Konzentrationen, lingere Inkubationszeiten)

notwendig sind, den Bindungsmodus des Cosubstrates zu bestimmen. In Kokristallisati-
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onsexperimenten wurde ebenfalls versucht Protein-NADPH,-Komplexe zu erzeugen.
Hierbei wurden die Losungen von Enzym und NADPH, miteinander gemischt und ver-
sucht zu kristallisieren. Jedoch wuchsen in Gegenwart von 1| mM NADPH, keine Kristal-
le. Aus zeitlichen Griinden konnten diese Experimente nicht fortgefiihrt werden. Jedoch
konnte das Cosubstrat NADPH, in die PR-Struktur modelliert werden (Abbildung 29).
Dies war moglich, da der Bindungsmodus der AKRs fiir NADPH, aufgrund der daran

beteiligten stark konservierten AS bekannt ist.

Abbildung 29.  Die monomere Darstellung der Rontgenkristallstruktur der PR mit Blick auf
das B-barrel, modelliert mit dem Cofaktor NADPH,. a-Helices sind blau dar-
gestellt, B-Faltblatter pink. NADPH, ist in der stick-Darstellung gezeigt. Die
Abbildung wurde mit MOLSCRIPT erstellt.
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4 Diskussion

4.1  Klonierung, Expression und Reinigung der PR

Zu Beginn dieser Arbeit lagen die Sequenzen zweier Oligopeptide vor, welche urspriing-
lich aus der sdulenchromatographischen Reinigung aus R. serpentina-Suspensions-
kulturen stammten (Warzecha, unveroffentlichte Daten). Es wurde aufgrund der Ergeb-
nisse der Aktivititstests zwischen den Reinigungssschritten angenommen, dass es sich
hierbei um Proteinfragmente der PR handelte. In dieser Arbeit sollte das vollstindige, flir
die PR codierende Gen im Genpool aus Suspensionskulturen von R. serpentina gefunden
werden. Im ersten Schritt wurden die vorliegenden Aminoséduresequenzen in Datenban-
ken mit anderen Aminosiuresequenzen verglichen. Es wurden geringe Ahnlichkeiten der
Fragmente zu Reduktasen festgestellt. Damit konnte auch grob die Orientierung der Oli-
gopeptide in der Sequenz bestimmt werden. So wurde aus dem Fragment 39 der forward
Primer und aus dem Fragment 32 der reverse Primer entwickelt. Diese und noch vorhan-
dene éltere inosinhaltige Primer wurden fiir die sich anschlieBende PCR verwendet. Die
Primer wurden so entwickelt, dass die ersten und letzten Aminosduren der Oligopeptide
nicht in der DNA-Sequenz der Primer enthalten waren. So sollte spdter sichergestellt
werden, dass die Primer an den richtigen Stellen gebunden haben. Der Rohextrakt von
Suspensionskulturen der Zelllinie R. serpentina Br zeigte im Aktivitatstest den hochsten
NADPH,—abhingigen Umsatz von Perakin. Aus diesen Zellen wurde die Gesamt-RNA
isoliert und mit reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Diese cDNA diente in
den folgenden PCR-Versuchen als Template. Es wurde ein ca. 500 bp grofes PCR-
Fragment in E. coli subkloniert und sequenziert. In der Sequenz wurden die vollstandigen
Oligopeptide, die als Primervorlage dienten, gefunden. AnschlieBend wurde durch
RACE-PCR ein 1017 bp langer Vollldngenklon ermittelt. Nach der erfolgreichen Subk-
lonierung in E. coli Top10-Zellen konnte der Vollldngenklon in den fiir die Produktion in
E. coli M15-Zellen geeigneten Expressionsvektor pQE-2 kloniert werden. Der pQE-2-
Vektor tragt den transkriptionsstarken TS5-Promotor, dessen Expression von dem pREP4
Repressorplasmid reguliert wird. Das konstitutiv exprimierte lac-Repressorprotein, co-
diert vom lac I-Gen (FARABAUGH 1978), bindet an das lac-Operon und unterdriickt somit

die Transkription. Durch Zugabe von IPTG wird das Repressorprotein inaktiviert, kann
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nicht mehr an das lac-Operon binden und induziert somit die permanente Expression des
einklonierten Gens. Dieser Vektor bietet durch die Verlinkung des Volllingenklones mit
einem 6xHis-tag auBerdem die Moglichkeit mit Hilfe des Enzyms DAPase den His-tag
abzuspalten.

Die Kultivierung der M15-Zellen erfolgte in Schiittelkolben mit 500 ml LB-Medium.
Eine 24 stiindige Induktionszeit mit 0,5 mM IPTG bei 25°C fiihrte zu hohen Expressions-
raten der PR. Die Expressionsrate der PR-Mutanten zeigte keinen Unterschied zum Wild-
typ-Protein. Jedoch wirkten sich IPTG-Konzentrationen tiber 0,5 mM in der Bakterien-
kultur infolge der hohen Expressionsrate ungiinstig auf das Wachstum der Bakterien aus.
Die wéhrend der Expression gebildeten EinschluBBkdrper beruhten auf der hohen Produk-
tionsrate von 10 mg Protein/l Bakterienkultur. Da die Proteinausbeute fiir Kristallisati-
onsexperimente grofl genug war, ist es nicht nétig gewesen, die EinschluBBkoérper zu rena-
turieren. Die nachfolgende Aufarbeitung und Reinigung des rekombinanten Proteins tiber
Ni**-NTA-Affinititschromatographie erfolgte wie in 2.8.4.3 beschrieben und erwies sich
als effiziente Methode, das Protein mit hoher Reinheit zu gewinnen. Der Reinheitsgrad
des Proteins wurde mittels SDS-Gelelektrophorese und Coomassiefarbung iiberpriift. Auf
dem SDS-Gel zeigte sich eine Bande bei ca. 38-39 kDa. Dieses Ergebnis stimmt iiberein
mit dem Befund von Warzecha, der die mutmaBliche PR als 38 kDa grof3es Protein iden-
tifizierte. Jedoch wurden auch noch zwei weitere Banden auf dem Gel sichtbar, die in
nachfolgenden Untersuchungen auf die Instabilitdt der PR zuriickzufiihren war. Die an-
fanglichen Stabilititsprobleme der PR wurden vermutlich durch eine von bakteriellen
Proteasen vermittelte Proteolyse verursacht. Die Banden der Abbauprodukte, eine Bande
bei ca. 28 kDa und eine diffuse Bande bei ca. 10 kDa nahmen ab dem zweiten Tag trotz
Lagerung bei 4°C an Intensitét zu. Nach einer Woche waren auf dem SDS-Gel weder
Proteinbanden noch Enzymaktivitdt im HPLC-Assay mehr vorhanden und das Protein,
als weiBer Niederschlag sichtbar, vollstindig denaturiert. Die anfiangliche Vermutung das
Protein hétte die Tendenz zur Autodegradation, konnte mit Zugabe von EDTA nach Pro-
teinelution von der Ni*’-NTA-Matrix entkriftet werden. Das Enzym blieb fiir Wochen
auch bei Raumtemperatur stabil, was eine unerldflliche Voraussetzung fiir die Kristallisa-

tion der PR darstellte.
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4.2  Biochemische Charakterisierung der PR

Die eindeutige Identifizierung der PR als solche wurde in Aktivitétstests und anschlie-
Bender massenspektrometrischer Analyse der enzymatischen Reaktion mit Perakin er-
bracht. Damit konnte bestétigt werden, dass die von Warzecha aufgereinigten Oligopep-
tide aus R. serpentina-Suspensionskulturen von der PR stammten. Fiir die Untersuchung
auf Akzeptanz unterschiedlicher Substrate durch die PR standen mehrere Substanzen zur
Verfiigung, von denen einige pflanzliche Alkaloide sowie aliphatische Aldehyde (u.a.
Glycerinaldehyd) waren. Andere stellten typische Substrate vieler AKRs wie Steroid-
hormone und Zucker dar. Von den 8 untersuchten Verbindungen zeigte im Vergleich
zum natiirlichen Substrat nur Zimtaldehyd einen Umsatz. Eine weitere aromatische Ver-
bindung, 2-Nitrobenzaldehyd, Substrat des YakC-Proteins (MORITA et al. 2002) und e-
benso ein Substrat der Pyridoxal-Reduktase (NAKANO et al. 1999), wurde von der PR
nicht umgesetzt trotz hochster Sequenzidentitit (43% bzw. 35%) mit beiden Enzymen.
Diese Befunde unterstreichen die hochspezifische Natur der PR. Versuche mit 21-
Hydroxyraumaclin, eine aus Ajmalin synthetisierte Verbindung, wurde, entgegen den
Ergebnissen von OBITZ (1995), von der PR nicht umgesetzt.

Der hochste Perakin-Umsatz der PR lag in einem Temperaturintervall zwischen 45°C —
50°C. Dies deckt sich mit den hohen Temperaturoptima einiger anderer aus R. serpentina
isolierter Enzyme der Ajmalinbiosynthese z.B. der Strictosidin-Glucosidase (GERASI-
MENKO et al. 2002), der Vomilenin-Glucosyltransferase (RUYTER UND STOCKIGT 1991)
und der Arbutin-Synthase (HEFNER et al. 2002). Das pH-Optimum der PR bei pH 7 und
fehlende Signalsequenzen am N-Terminus lassen darauf schlieBen, dass das 16sliche En-
zym im Cytoplasma der Pflanzenzelle vorliegt.

Uber die Regulation der Ajmalinbiosynthese ist noch relativ wenig bekannt. Die Rolle
der PR als Seitenweg-Enzym diirfte jedoch neben der Raucaffricin-Glucosidase und der
Vomilenin-Glucosyltransferase nur eine geringe Bedeutung haben. Da Vomilenin und
Raucaffricin in Zellsuspensionskulturen die Hauptalkaloide darstellen, erfolgt die Regu-

lation der Ajmalinsynthese hauptsichlich bei diesen Enzymen.
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4.3  Einfluss der reduktiven Methylierung auf die Kristallbildung

Nach Recherche in der Literatur ist die reduktive Methylierung eine nicht sehr héufig
angewandte Methode, um eine Kristallbildung zu initieren bzw. die Kristallqualitit zu
verbessern (RAYMENT 1997, KOBAYASHI 1999, KURINOV 2000, SCHUBOT UND WAUGH
2004). RYPNIEWSKI et al. (1993) untersuchten den Effekt verschiedener Reduktionsmittel
auf Lysozym aus Hiihnereiweill und verglichen das modifizierte Protein mit der nativen
Form. Es zeigte sich, dass der Einsatz von DMAB und Formaldehyd keine Verdnderun-
gen der Sekundér- und Tertidrstruktur zur Folge hatte, sondern mit der Dimethylierung
der freien Aminogruppen (am Lysinrest und N-Terminus) kleine ,,strukturelle Stérungen*
verursachte. Nach reduktiver Methylierung behielt das Lysozym seine volle Aktivitét
(RYPNIEWSKI et al. 1993), wéahrend das Fragment S1 von Myosin einen Teil seiner Akti-
vitdt verlor (WHITE UND RAYMENT 1993). Strukturelle Analysen lieBen die Autoren dar-
auf schlieen, dass Lysin in der Untereinheit des Myosins am katalytischen Reaktions-
mechanismus beteiligt ist. Im Fall der PR wirkte sich die Methylierung auf einen fast
vollstindigen Verlust der Aktividt aus (3.11.2). Eine Erkldrung findet sich, wenn man das
katalytische Zentrum der PR betrachtet. Neben drei anderen Aminosduren ist Lysin ent-
scheidend am Elektronentransfer von NADPH, auf das Substrat beteiligt. Auf diesen
Punkt wird unter 4.5 und 4.6 bei der Besprechung des Strukturmodells ndher eingegan-
gen.

Die reduktive Methylierung hat demnach auf jedes Protein ein andere Wirkung. Ent-
scheidend ist, dass die Umsetzung des Protokolls, welches RAYMENT (1997) beschreibt,
dem Lysingehalt des jeweiligen Proteins angepalit werden muss. Die Beobachtung an
verwachsenen PR-Kristallen (Abbildung 24 d), die aus einer Proteinlésung stammten, die
in der reduktiven Methylierung zu hoch konzentriert war, deutet darauf hin, dass der
Grad der Methylierung an der Aminogruppe entscheidend ist fiir ein geordnetes Kristall-
wachstum. Die reduktive Methylierung ist demnach zwingend fiir die Bildung von PR-
Kristallen, jedoch stellt sich die Frage, was diese chemische Modifikation im Protein be-
wirkt. Es ist bekannt, dass Lysinseitenketten recht beweglich sind und die Kristallbildung
negativ beeinflussen. Ihre Elektronendichte ist oft, trotz guter Auflosung von 2,0 A und

weniger, in der Kristallstruktur nicht erkennbar ist (SCHUBOT UND WAUGH 2004). Muta-
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genesestudien in denen Lysine gegen Alanin ausgetauscht wurden und damit eine Kris-
tallbildung initiierten, bestétigten den storenden Einflu3 dieser Aminosdure (LONGEN-
ECKER et al. 2001, DEREWENDA et al. 2004). SCHUBOT UND WAUGH (2004) stellten fest,
dass die Methylgruppen die Loslichkeit des Proteins in wissriger Losung herabsetzen,
was zu einer Abnahme der Beweglichkeit der Seitenketten fiihrt. Die Folge der durch
Methylierung stabilisierten Proteinoberfliche kann in der Bildung eines Kristallgitters
resultieren (RAYMENT 1997).

Bevor die Struktur der PR iiber Rontgenkristallanalyse geldst wurde, ist angenommen
worden, dass ein kleines Fragment der PR wihrend der Kristallbildung ,,abbricht* und
das groBere Fragment kristallisiert (Bahn 3 in Abbildung 25). Rontgenkristallographische
Untersuchungen unterstiitzten diesen Befund jedoch nicht, da die komplette Aminoséure-
sequenz im Strukturmodell gefunden wurde. Fiir das SDS-Gel in Abbildung 25 wurde
methylierte und unmethylierte Enzymlosung sowie Kristallprotein nach Zugabe von Pro-
benpuffer denaturiert (5 min, 95°C). Aus den GroBen der Proteinbanden muss geschlos-
sen werden, dass (a) die methylierte PR ein groeres Molekulargewicht besitzt als die
native PR (bei vollstindiger Dimethylierung der 24 Lysine max. 700 Da) und (b) vom
Kiristallprotein wihrend der Hitzedenaturierung ein kleines, auf dem Gel nicht sichtbares
Fragment dissoziierte, so dass nur eine Bande bei schiatzungsweise 34-35 kDa ersichtlich
blieb. Da, wie bereits erwéhnt, die komplette Peptidkette in der Kristallstruktur nachge-
wiesen werden konnte, ist die Fragmentierung der PR nur auf Hitzedenaturierung zu-
riickzufiihren. Im Gegensatz zu diesem Befund blieb die methylierte Proteinlosung, wie
auf Bahn 2 des SDS-Gels ersichtlich, wihrend des Denaturierens stabil. Da eine Amid-
bindung gegen Hitzeeinwirkung stabil ist, stellt sich die Frage, weshalb dieser Bruch nur
im Falle des denaturierten Kristallproteins zustande kam und ob dieser am N- oder C-
Terminus stattfand. Messungen des groBBen Fragmentes mit MALDI-TOF stehen noch
aus und konnten dariiber Aufschluss bringen. Ebenso konnte mit MALDI-TOF-Analysen
geklart werden, wieviele der 24 im Protein enthaltenen Lysine methyliert wurden und ob
eine Mono- oder Dimethylierung stattfand. Wie bereits aus der Literatur bekannt ist, gibt
auch im Fall der PR die Elektronendichteverteilung der Lysinseitenketten darauf leider

keine Antwort, da die Auflosung von 2,0 A nicht ausreichend ist, um Methylierungen an
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den Aminogruppen zu erkennen (personliche Mitteilung Dr. S. Panjikar, EMBL Ham-
burg).

4.4  Einordnung der PR in die Superfamilie der AKRs

Erste Sequenzalignments mit ClustalW zeigten, dass die Aminosiuresequenz der PR ho-
he Identitdt zu putativen Enzymen der Superfamilie der AKR besitzt (3.9). Derzeit geho-
ren dieser Superfamilie 124 Mitglieder an, deren Funktion bekannt ist und die in 14 Fa-
milien (AKRI1-AKR14) eingeteilt werden. Diese Daten beruhen auf eine eigens fiir
AKRs erstellte Datenbank, die von HYNDMAN et al. (2003) unter

http://www.med.upenn.edu/akr/ eingerichtet wurde. Da die Daten der Homepage leider

seit Mérz 2003 nicht mehr aktualisiert wurden, muss angenommen werden, dass die tat-
sdchliche Anzahl der AKR-Mitglieder hoher liegt. Nach unserem derzeitigen Kenntnis-
stand ist die PR die erste AKR aus dem Pflanzenreich, die kristallisiert und deren Struk-
tur aufgekldrt wurde. Die Nomenklatur der AKRs ist dhnlich der der Cytochrom P450
Superfamilie, jedoch beruht Erstere auf Aminosduresequenzvergleiche. Enzyme, die iiber
40% Sequenzidentitdt mit Enzymen einer AKR-Familie besitzen, gehoren dieser an. In-
nerhalb einer Familie konnen Unterfamilien gebildet werden, wenn das Enzym weniger
als 60% Sequenzidentitit zu anderen AKRs einer Unterfamilie aufweist (HYNDMAN et al.
2003). In Abbildung 37 (im Anhang) wurden die Aminosduresequenzen jeweils eines
Vertreters jeder AKR-Familie mit der Sequenz der PR verglichen. Die hochste Sequenz-
identitét (43%) innerhalb funktionell bekannter AKRs hat die PR mit dem YakC Protein
aus Schizosaccharomyces pombe. Demnach und anhand den Regeln der Nomenklatur
wiirde die PR als zweites Mitglied der Familie 13A eingeordnet werden. Der Stamm-
baum in Abbildung 30 verdeutlicht zu einem groBen Teil die Verwandtschaftsverhiltnis-
se der durch homology cloning aus den verschiedensten Organismen erhaltenen Aldose-
und Aldehydreduktasen. Die AKR-Familien AKR1-5 sind zusammengefasst in einem
Hauptzweig, wihrend die AKR-Familien AKR6-14 einen weiteren Zweig darstellen. Das
einheitliche Verbreitungsmuster der AKRs in allen taxonomischen Gruppen ldsst vermu-

ten, dass es sich bei den AKR-Genen um eine evolutionsgeschichtlich frith entstandene
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Genfamilie handelt (SEERY et al. 1998). Neben hoch entwickelten Vertebraten exprimie-

ren gleichermafen Pflanzen, Pilze, Hefen und Bakterien Vertreter dieser Enzymfamilie.
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Abbildung 30.  Einordnung der PR in den Stammbaum funktionell bekannter AKRs. Unter-
brochene rote Linie: potentielle Lage der PR (13A2), blau: bakterielle AKRs,
pink: pilzliche AKRs, schwarz: tierische AKRs, griin: pflanzliche AKRs. Die
Darstellung erfolgte in Anlehnung an HYNDMANN et al. (2003). Aus Platz-
griinden wurden die Enzyme der Familien AKR1 (A1-D3) und AKR2 (B6-
E1) nicht vollstidndig beschriftet.

Der Stammbaum in Abbildung 31 veranschaulicht die Verwandtschaftsverhéiltnisse der
PR mit einigen pflanzlichen AKRs der Familien AKR4 und AKR2 mit Hilfe von Se-

quenzvergleichen. Auch in dieser Darstellung wird aufgrund der Néhe der pflanzlichen
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PR zu den pilzlichen AKR8A1 und AKRI3A1 deutlich, dass die Genisolierung der

pflanzlichen Enzyme {iber homology cloning erfolgte und nicht, wie im Falle der PR, ii-

ber sdulenchromatographische Proteinreinigung auf Basis von Aktivitétstests. Das YakC-

Protein (AKR13A1) aus S. pombe, das die hochste Sequenzidentitit mit der PR besitzt,
wurde von der Pyridoxal-Reduktase (AKR8AT1) abgeleitet (MORITA et al. 2002). Letzeres

wurde ebenso wie die PR iiber reverse genetics approach aus S. pombe gereinigt und iso-

liert.

AKR4B1 (Sesbania rostrata)
AKR4C4 (Xerophyta viscosa)

AKR4C2 (Bromus inermis)
H[ AKR4C1 (Hordeum vulgare)
AKRA4C3 (Avena fatua)

AKR4A2 (Medicago sativa)

AKR4CS5 (Digitalis purpurea)

AKRS8AT1 (Schizosaccharomyces pombe)

Abbildung 31.

PR (Rauvolfia serpentina)

AKR13A1 (Schizosaccharomyces pombe)

AKR2A2 (Apium graveolens)

Phylogramm einiger pflanzlicher und pilzlicher, funktionell bekannter AKRs.
AKR4B1 chalcone polyketide reductase Sesbania rostrata AJ223291,
AKR4C4 aldehyde reductase Xerophyta viscosa AF133841, AKR4C2 alde-
hyde reductase Bromus inermis JQ2253, AKR4C1 aldehyde reductase Hor-
deum vulgare P23901, AKR4C3 aldehyde reductase Avena fatua S61421,
AKR4A2 chalcone polyketide reductase Medicago sativa S48851, AKR4C5
aldose reductase Digitalis purpurea CAC32834, AKR8A1 pyridoxal reducta-
se Schizosaccharomyces pombe T39218, Perakin-Reduktase (PR) aus Rauvol-
fia serpentina AY766462, AKR13A1 YakC aldo-keto reductase aus S. pombe
Q09923, AKR2A2 mannose-6-phosphate reductase aus Apium graveolens
U83687. Der Sequenzvergleich und die Erstellung des Phylogramms erfolgte
mit dem Programm MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation; EDGAR 2004).

Die Gene fiir die pflanzlichen Aldose-Reduktasen AKR4C5 und AKR4C6 wurden {iber
eine cDNA-Bank aus Digitalis purpurea isoliert, basierend auf der tierischen AKR A4-3-

Ketosteroid 5p3-Reduktase (GAVIDIA et al. 2002). Dies erklért auch die verwandtschaftli-
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che Nihe dieser Enzyme zu den tierischen und pilzlichen Enzymen der AKR1- und
AKR2-Familie. Sequenzvergleiche der PR mit denen in Abbildung 31 aufgefiihrten
pflanzlichen Enzymen zeigten nur 20-25% Sequenzidentitdt miteinander und unterstiitzen
damit erheblich die Sonderstellung der PR innerhalb existierender pflanzlicher AKRs.
Wenngleich die meisten AKRs in der Lage sind verschiedene Nitrobenzaldehyde umzu-
setzen, unterscheiden sich die AKRs beziiglich ihrer eigenen Substratspezifitit (JEZ et al.
1997 a). Obwohl die AKR13A1 iiber homology cloning der AKR8AT aus S. pombe iso-
liert wurde, kann AKR13A1 das natiirliche Substrat Pyridoxal der AKR8A 1 nicht umset-
zen (MORITA et al. 2002). Tierische AKRs in der Familie AKR1 katalysieren die Oxido-
reduktion von Monosacchariden, Steroiden und Prostaglandinen. Die meisten pilzlichen
AKRs in den Familien AKR2 und AKR3 verwerten aromatische und aliphatische Alde-
hyde. Die beiden pflanzlichen AKRs der Familie AKR2 sind am Zuckerstoffwechsel von
Sorbitol bzw. Mannitol beteiligt. Die PR kann nach den vorliegenden Ergebnissen nur
Perakin und Zimtaldehyd reduzieren.

Unabhiingig ihres taxonomischen Ursprungs weisen alle AKRs groBe Ahnlichkeiten in
Aminosduresequenz und genomischer Organisation auf. AKRs agieren meist als mono-
mere Proteine, bestehen aus ca. 320 Aminosduren und benétigen zur katalytischen Reak-
tion NADPH, als Cofaktor (JEZ et al. 1997a). Lediglich in den Familien AKR2 (Xylose
Reduktase aus Candida tenuis), AKR6 (shaker channel 3-subunit aus verschiedenen tieri-
schen Organismen) und AKR7 (Aflatoxin Aldehyd-Reduktase aus Rattus norvegicus)
lassen sich oligomere Formen finden (HYNDMAN et al. 2003). Der prominenteste und
pharmazeutisch wichtigste Vertreter unter den AKRs ist die Aldose-Reduktase (ADR),
die im menschlichen Organismus eine bedeutende Rolle im Zuckerstoffwechsel spielt.
Die ADR ist Teil des Polyol-Stoffwechsels und katalysiert die insulin-unabhéngige Re-
duktion von Glucose zu Sorbitol. Somit steht das Enzym im direkten Zusammenhang mit
der Entwicklung von Spétschidden infolge von Hyperglykdmie bei Diabetikern (BOHREN
1989, YABE-NISHIMURA 1998, DANESH et al. 2003). Klinische Studien mit ADR-
Inhibitoren zeigten, dass die ADR ein potentielles Target fiir die Wirkstoffentwicklung
zur Behandlung von Diabetes mellitus darstellt (GREENE et al. 1993, URZHUMTSEV et al.
1997, PETRASH 2004).
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4.5  Struktur der AKRs

Das klinische Potential designter ADR-Inhibitoren hat die Erforschung der Struktur und
Funktion der ADR und damit der AKRs entscheidend vorangetrieben. Erste ront-
genkristallographische Untersuchungen an der ADR aus Schwein und Mensch zeigten,
dass das Protein in Form eines (P/a)s-TIM-barrel vorliegt (RONDEAU et al. 1992,
BORHANI et al. 1992). Diese Faltung, in Abbildung 32 dargestellt, leitet sich ab von dem
Enzym Triosephosphat-Isomerase (TIM) und ist in vielen Enzymfamilien weit verbreitet.
NAGANO et al. (2002) schlieBen daraus, dass diese Enzyme trotz unterschiedlicher Reak-
tionsmechanismen von einem urspriinglichen TIM-barrel abgeleitet sind. Das TIM-barrel
ist ein charakteristisches Merkmal aller AKRs, selbst wenn zwischen ihnen weniger als
20% Sequenzidentitit besteht. Jedes der acht parallel angeordneten B-Faltblitter ist iiber
einen Loop mit einer dazu antiparallel verlaufenden amphipatischen Helix verbunden.
Mit ihrer dreidimensionalen Struktur und ihrem Reaktionsmechanimus unterscheiden
sich die AKRs von den ebenfalls zu den Oxidoreduktasen gehorenden Superfamilien der
multimeren kurzkettigen Alkoholdehydrogenasen (SDR = short chain reductases) und

der

Abbildung 32.  (B/a)s-TIM-barrel Motiv am Beispiel der Rontgenkristallstruktur des Enzyms
3-a-Hydroxysteroid/Dihydrodiol Dehydrogenase (3-o0-HDH, HOOG et al.
1994, PDB-Code: 1RAL). Die drei groflen Loops sind mit A, B und C be-
zeichnet.
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zinkabhéngigen langkettigen Alkoholdehydrogenasen (EKLUND et al. 1985). Haupt-
merkmale der SDRs sind die stark konservierte katalytische Doméne Tyr-Xaa-Xaa-Xaa-
Lys und die Bindung von NAD(P)H in einer Rossmann-Faltung (JORNVALL et al. 1995).
Bei fast allen AKRs erscheinen an elf Positionen in der Primérstruktur konservierte Ami-
nosduren: Gly22, Gly45, Asp50, Tyr 55, Lys84, Aspl12, Prol19, Glyl64, Asnl67,
Pro186, GIn190 und Ser271, wobei sich JEZ et al. (1997a) beziiglich der Nummerierung
der Aminoséurereste auf die 3-a-Hydroxysteroid/Dihydrodiol-Dehydrogenase aus Rattus
norvegicus beziehen (Abbildung 37 im Anhang). Diese Aminosduren spielen eine bedeu-
tende Rolle bei der Bindung von NADPH, und der Bildung der katalytischen Tetrade.
Letztere, bestehend aus den stark konservierten Aminoséduren Asp52, Tyr57, Lys84 und
His126 (bezeichnet nach der Aminosdureabfolge der PR), vermittelt den Wasserstoft-
transfer vom NADPH, zum Kohlenstoff des Substrates. Die darauffolgende Protonierung
des Substrat-Sauerstoffs erfolgt durch eine als Hauptsdure fungierende Aminosédure des
Enzyms (OBMOLOVA et al. 2003). In Abbildung 33 ist die Lage des NADPH,, umgeben
von der katalytischen Tetrade, im Strukturmodell der PR dargestellt. Der Reaktionsme-

chanismus der AKRs wihrend der Umsetzung der jeweiligen Substrate

Abbildung 33.  Detailansicht der gemodellten Lage des NADPH, an der C-terminalen Seite
der PR-Struktur. NADPH, ist als stick-Modell dargestellt. Griin: Aminoséu-
ren der katalytischen Tetrade, blau: Helices, pink: Faltblétter.
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verlduft nach einem ““Ordered Bi-Bi““- Mechanismus, bei dem zuerst der Cofaktor bindet
und dann dieser im spéteren Verlauf das Enzym als letzter Reaktionspartner wieder ver-
lasst (YOSHIDA et al. 1992). Asp50- und His117-Mutanten zeigten keine Abnahme ihres
Substratumsatzes. Daraus wurde gefolgert, dass diese Aminosduren nicht fiir die Katalyse
entscheidend sind. Mutagenesestudien an Tyr55 und Lys84 fiihrten teilweise zum kom-
pletten Verlust der katalytischen Aktivitit (TARLE et al. 1993). Vergleiche verschiedener
Kristallstrukturen flihrten zu dem SchluB3, dass Tyr55 als katalytische Sdure im Reakti-
onsmechanismus fungiert (PETRASH et al. 1995). Die Bedeutung dieser Aminosiure be-
weist die niedrige Enzymaktivitdt von p-Crystallin (AKR1C10). Als einziger AKR fehlt
diesem Protein die Aminosdure Tyr55 (FUITI et al. 1990). Die geringe Aktivitdt der PR
nach reduktiver Methylierung ist hochstwahrscheinlich auf die Tatsache zuriickzufiihren,
dass Lys84 infolge der ,,maskierten Aminogruppe keine Bindung mit dem Kohlenstoff
der Aldehydgruppe des Perakins eingehen kann.

Neben der Bindungstasche fiir den Cofaktor und des katalytischen Zentrums befinden
sich auf der C-terminalen Seite drei gro3e Loops A, B und C (Abbildung 32). In Ver-
gleichsstudien der 3-a-Hydroxysteroid/Dihydrodiol Dehydrogenase mit nah verwandten
AKR-Strukturen kommen JEZ et al. (1997a) zu dem SchluB3, da8 die Aminosduren
Met120, Phel28 und Phel29 in Loop A, Trp227in Loop B sowie Asn306, Ala308 und
Tyr310 in Loop C entscheidend sind fiir die Substratbindung und damit verantwortlich
fiir die Substratspezifitit. Die Autoren stellten nach multiplen Sequenzvergleichen fest,
dass keine grofleren Liicken, in Regionen, die im Zusammenhang mit dem TIM-barrel
stehen, existieren. Jedoch zeigten sich grofe Liicken in der Aminosduresequenz der
Loops an der C-terminalen Seite des barrels. Daraus wurde geschlossen, dass die AKRs
einerseits mit dem TIM-barrel eine konservierte dreidimensionale Faltung besitzen, wéh-
rend die Substratspezifitit andererseits durch Modifikationen der Loops nahe der aktiven
Seite beeinflusst wird (EHRENSBERGER UND WILSON 2004). Bei ADR- und ALR-
Kristallkomplexen konnte mit verschiedenen Inhibitoren gezeigt werden, dass diese
AKRs aufgrund der flexibelen Konformation der Loops in der Lage sind, sich einer wei-

ten Substratvielfalt anzupassen (WILSON et al. 1993, EL-KABBANI et al. 1997).
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4.6  Strukturelle Besonderheiten der PR

Wie bereits erwédhnt ist die Gesamtstruktur der PR dhnlich zu den bisher bekannten
Strukturen der AKRs. Die grofiten strukturellen Unterschiede der PR betreffen den C-
terminalen Bereich und die sich dort befindlichen Loops, die, wie bei allen AKRs, fiir die
Substratspezifitit verantwortlich sind. Die Kristallstruktur der PR zeigt an der Oberfldche
einen Proteinkanal, der dem Cofaktor NADPH, als Zugang zu seiner Bindungsstelle die-
nen konnte. In Abbildung 34 ist in der Oberfldchenansicht des Proteins dieser Kanal sich-
tbar. Vermutlich dringt NADPH, von der einen Seite in den Proteinkanal ein, wéhrend

Perakin von der anderen Seite in das katalytische Zentrum eintritt.

Abbildung 34.  Darstellung der Oberflachenstruktur der PR mit Blick auf den Proteinkanal,
von dem aus Perakin von der einen und NADPH, von der anderen Seite in
das katalytische Zentrum vordringt.

Auffallig beim Betrachten der monomeren Struktur ist der lange C-Terminus, der, nicht
so wie bei anderen AKRs, vom TIM-barrel weggerichtet ist (Abbildung 29). In Abbil-
dung 35 ist die PR als spacefill-Modell dargestellt. Berechnungen der Oberflachenkon-
takte der Grenzflache der Molekiile sowie die C-terminale Struktur legen den Schluf3 na-
he, dass die PR im Kristall hochstwahrscheinlich als Dimer vorliegt. In der Familie der

AKRs existieren nur in den Unterfamilien AKR7 und AKR2 dimere Enzyme.
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Abbildung 35.  Die dimere Struktur der PR in der spacefill-Darstellung. Die grofe Kontakt-
fliche zwischen den Molekiilen ldsst darauf schlieflen, dass die PR im Kristall
als Dimer vorliegt.

Im Vergleich der in Abbildung 36 dargestellten Dimere mit der PR beriihren sich die
monomeren Untereinheiten der AKR7A1 und AKR2B2 an ihren Flanken, wihrend bei
der PR die C-Termini einerseits in das gegeniiberliegende Molekiil eingreifen (Abbildung
35) und andererseits mit den Faltblittern an den C-Termini ein B-barrel formen. Diese

Struktur unterscheidet sich damit maf3geblich von den anderen dimeren AKRs.
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Abbildung. 36.  Kristallstrukturen zweier dimerer Reduktasen der AKR-Superfamilie und der
PR. (a) Die Kristallstruktur von AKR7A1 Aflatoxin Reduktase aus Rattus
norvegicus (PDB-Code: 1GVE) (KozmaA et al. 2002). (b) Die Kristallstruktur
von AKR2B5 Xylose-Reduktase aus Candida tenuis (PDB-Code: 1JEZ)
(KAVANAGH et al. 2002). (c) Die dimere Darstellung der PR. Pfeil: Die Falt-
blitter am C-Terminus bilden miteinander ein B-barrel.

Das Ergebnis der GroBenausschlu3chromatographie deckt sich nicht mit dem kristal-
lographischen Befund. Die PR liegt in Losung eindeutig als Monomer vor. Es wurde be-
reits in anderen Féllen beschrieben, dass ein Protein im Kristall oder bei hohen Enzym-
konzentrationen als Dimer vorliegt, jedoch in Losung oder bei niedrigen Enzymkonzent-
ration als Monomer (TRAPANI et al. 2001). Danach konnte ebenso der pH-Wert fiir die
widerspriichlichen Ergebnisse verantwortlich sein, da die GroBenausschlu3chroma-
tographie bei pH 7,2 durchgefiihrt wurde und die Kristallisation bei pH 5,6. SAX-(small
angle scattering) Experimente konnten Aufschluss dariiber geben, wie sich Perakinlosung
in Abhéngigkeit ihrer Konzentration und ihrem pH-Wert verhilt. SAX-Daten geben In-
formationen zu einigen strukturellen Parametern von Proteinen wie dem Tréagheitsradius,
der eine wichtige Grofle zur Charakterisierung der rdumlichen Ausdehnung von Protei-

nen ist.

4.7  Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit war es aus zeitlichen Griinden nicht mehr moglich sich intensi-
ver mit der Strukturanalyse der PR auseinanderzusetzen, da die Struktur erst vor kurzem
vollstandig gelost werden konnte. Kommende Verdffentlichungen werden Gegenstand
dieser Thematik sein. Mehrere interessante Aspekte ergeben sich aus dieser Arbeit fiir die

nahe Zukunft:

Im Vordergrund folgender Arbeiten steht die detailierte Strukturanalyse der PR. In Cok-
ristallisations- und Soaking-Experiementen sollen Protein-Liganden-Komplexe mit dem
Substrat Perakin und NADPH, erzeugt werden. Erste Versuche die PR mit NADPH, zu
soaken gestalteten sich schwierig. Es sollte versucht werden Cokristalle mit NADPH, zu
ziichten und diese mit Perakin zu soaken, um die Bindungsverhiltnisse von Substrat und

Cosubstrat darzustellen.
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Die sich widersprechenden Ergebnisse aus der GroBenausschlu3chromatographie und der
Rontgenkristallstrukturanalyse der PR, ob das Enzym als Monomer und/oder als Dimer
vorliegt, kdnnen mit SAX-Experimenten ndher untersucht werden. Eine weitere Mog-
lichkeit das Dimerisierungsverhalten der PR zu {iberpriifen, ist die analytische Ultra-
zentrifugation. Hierbei werden sehr hohe Zentrifugalfelder erzeugt, mit denen Proteine
threr GroBe nach getrennt werden.

Enzymkinetische Untersuchungen konnten u.a. aufgrund der geringen Verfiigbarkeit des
Substrates Perakin nicht durchgefiihrt werden. Da das Alkaloid kduflich nicht erhéltlich
ist, muss die zeitaufwendige und arbeitsintensive Isolierung von Perakin aus pflanzlichen
Zellkulturen erfolgen. In Zellsuspensionskulturen ist Perakin nur in Spuren zu finden.
Deshalb ist die Isolation und Reinigung des Perakins nur aus langsam wachsenden R.
serpentina-Wurzelkulturen moglich. In Abhéngigkeit des Perakingehaltes der Wurzeln
konnte aus 100 g Wurzeltrockengewicht maximal 0,3 g Perakin gereinigt werden.
Weiterhin sollte eine umfassende Durchfiithrung von Aktivitatstests mit putativen Sub-
straten wie z. B. substituierten Zimtaldehyden und Nitrobenzaldehyden, verschiedenen
Monosacchariden sowie Substraten einzelner pflanzlicher AKRs wie Pyridoxal und 2-
Phthalaldehyd erfolgen. Die Untersuchung der Substratspezifitit durch Mutagenesestu-
dien an Aminosduren, die in den gro3en Loops mafBgeblich fiir die Substratbindung ver-
antwortlich sind, stellen eine weitere Moglichkeit dar, ein umfassenderes und genaueres

Bild des enzymatischen Verhaltens der PR zu liefern.
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Dimethylaminboran-Komplex
Desoxyribonukleosid-5’-triphosphat (N=A, C, G, T)
Dithiotreitol

Escherichia coli
Ethylendiamin-N,N,N*,N‘-tetraessigsidure
European Molecular Biology Laboratory
Electrospray ionization mass spectrometry
(Histidin)s-Markierung

High Performance Liquid Chromatographie
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

kilo-Basen

kilo-Dalton
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Abkiirzungsverzeichnis

LB Luria-Bertani

MAD Multiple anomale Dispersion
MALDI-TOF Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions-/lonisations-Massenspektrometrie
MCS Multiple Cloning Site

MeOH Methanol

MOPS 3-[N-Morpholino]-Propansulfonsiure
M-MuLV Moloney Murine Leukemia Virus

MS Massenspektrometrie

MWCO moleculare weight cut off

NADPH, red. Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NADP" ox. Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NTA Nitrilotriessigsdure

ODy optische Dichte bei x nm gemessen
PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglycol

PR Perakin-Reduktase

PVDF Polyvinylidendifluorid

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends
Rf rel. Laufstrecke

RNA Ribonukleinsdure

RP Reversed Phase

rpm Rounds per minute

Rt Retentionszeit

RT Reverse Transkriptase

SDS Sodiumdodecylsulfat

Taq Thermus aquaticus

TAE TRIS-Essigsaure-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit (1U = 16.67 nkat)

Uv Ultravoilett

Xg x-fache Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
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Aminosédurecode

Aminosaurecode

Alanin
Arginin
Asparagin
Asparaginsdure
Cystein
Glutamin
Glutaminsiure
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Ala
Arg
Asp
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr

Tyr
Val

<<KgHLTvTHmZIARAOTTOHOONOT ZR >
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Abbildung 37. Multiples Alignment der PR mit représentativen Vertretern bestehender Familien der AKR-

Superfamilie. Die hochste Sequenzidentitdt (43,7 %) hat die PR mit AKR13A1 (YakC Pro-
tein aus Schizosaccharomyces pombe, Q09923). Die Aminosduresequenzen wurden der
SwissProt-Datenbank entnommen und mit ClustalW verglichen. Grau hinterlegt sind kon-
servierte Aminosauren, von denen die eingerahmten Aminoséuren das katalytische Zentrum
darstellen. AKR4A1 Chalconpolyketid-Reduktase aus Glycine max (P26690), AKR4B2
Codeinon-Reduktase aus Papaver somniferum (AF108435), AKR4C1 Aldehyd-Reduktase
aus Hordeum vulgare (P23901), AKR2A1 Sorbitol-6-phosphat-Reduktase aus Malus do-
mestica (P28475), AKR1C5 20a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus Oryctolagus cunicu-
lus (P80508), AKRID2 3-Ketosteroid-5p-Reduktase aus Rattus norvegicus (P31210),
AKRI1B2 Aldose-Reduktase aus Oryctolagus cuniculus (P15122), AKRIA2 Aldehyd-
Reduktase aus Sus scrofa (P50578), AKR2B2 Xylose-Reduktase aus Kluyveromyces lactis
(P49378), AKR5A1 Reduktase aus Leishmania major (P22045), AKR5B Morphin-
Dehydrogenase aus Pseudomonas putida (Q02198), AKR5D 2,5-Diketo-D-Gluconséure-
Reduktase aus Erwinia citreus (P15339), AKR3A1 Gceylp aus Saccharomyces cerevisiae
(P14065), AKR8A1 Pyridoxal-Reduktase aus Schizosaccharomyces pombe (T39218),
AKRI11A Vegetatives Protein 147 aus Bacillus subtilis (P46336), AKR12A NDP-Hexose-
2,3-Enoyl-Reduktase aus Streptomyces fradiae (AAD41821), AKR9A1 Sterigmatocystin-
Dehydrogenase aus Aspergillus nidulans (Q00727), AKR6A1 B-Untereinheit eines Kanal-
proteins aus Bos taurus (A53131), AKR14A1 Aldehyd-Reduktase aus Escherichia coli
(AAA69168), AKR10A2 Streptomycin-AKR aus Streptomyces glaucescens (CAA07384),
AKR7AI1 Aflatoxinaldehyd-Reduktase aus Rattus norvegicus (P38918).

103



Anhang

Veroffentlichungen

Posterprisentationen:

ROSENTHAL C, RUPPERT M, STOCKIGT J (2004) Perakine Reductase from Rauvolfia ser-
pentina: Cloning, heterologously expression and characterisation. Deutsche Botanikerta-

gung, September 2004, Braunschweig

ROSENTHAL C, MULLER U, PANJIKAR S, STOCKIGT J (2006) Cloning, Expression, Crys-
tallization and preliminary X-RAY Structure analysis of Perakine Reductase from Rau-
volfia serpentina. International Symposium of “Chemistry, Pharmacology and Biosyn-
thesis of Alkaloids™. 25.-29. April 2006, Belek (Tiirkei)

104



Anhang

Name
E-mail
Geburtsdatum,- ort
Staatsangehdrigkeit

Schulausbildung

Studium

Praktikum

Promotion

Lebenslauf

Cindy Rosenthal
rosentha@uni-mainz.de
20.03.1977 in Bad Saarow
deutsch

Grundschule 10, Fiirstenwalde
09/1983 — 06/1992

Stidtisches Gymnasium, Fiirstenwalde
09/1992 — 06/1993

Oberstufenzentrum Fiirstenwalde
09/1993 — 06/1996

Abschluss: Abitur

Humboldt-Universitét zu Berlin

10/96 — 12/2002 am Fachbereich Biologie
Abschluss als Diplom-Biologin am Lehrstuhl fiir
Zellbiologie unter Leitung von Prof. Dr. R. Ehwald

BASF Plant Science, Limburgerhof
04/2002 — 09/2002

Johannes Gutenberg Universitdt Mainz

02/2003 — 07/2006 am Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Bio-
logie unter Leitung von Prof. Dr. J. Stockigt

Titel der Doktorarbeit: ,,Klonierung, heterologe Expression,
Kristallisation und Struktur der Perakin-Reduktase aus Rau-
volfia serpentina‘“

106





