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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 aufzuklären, 

wurde in der vorliegenden Arbeit das für die PR codierende Gen erstmals identifiziert, 

exprimiert und das Genprodukt zur Kristallisation gebracht. Grundlage dafür waren frü-

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 zelluläre Gesamt-RNA iso-

liert und komplementäre DNA synthetisiert. Mittels PCR mit degenerierten Oligonukleo-

tiden konnte das PR-Gen gefunden und die codierende Region sequenziert werden. Das 

PR-Gen codiert für ein 337 Aminosäure langes, in Lösung monomer vorliegendes Protein 

mit einem Molekulargewicht von 37,2 kDa. Ferner wurde das reine Enzym charakteri-

siert und kristallisiert. Dazu wurde der Volllängenklon rekombinant in E. coli M15-

Zellen exprimiert. Das für die Reinigung entwickelte Präparationsprotokoll umfasste 

mehrere Schritte. Nach Aufschluß des Bakterienpellets wurde das im Bakterienrohextrakt 

befindliche Enzym über Affinitätschromatographie an einer Ni2+-NTA-Matrix gebunden. 

Die Elution von der Säule mit 250 mM Imidazol lieferte 10 mg homogenes Protein pro 

Liter Bakterienkultur. Nach Expression in E. coli wurde im Enzymassay die NADPH2-

abhängige Reduktion von Perakin in Raucaffrinolin bestätigt und das Endprodukt mas-

senspektrometrisch identifiziert. Im Substrattest zeigte sich, dass die PR neben Perakin 

auch Zimtaldehyd reduziert. Entgegen Ergebnissen früherer Arbeiten konnte eine 21-

Hydroxyraumaclin-Aktivität nicht gefunden werden.  
 

Die Umwandlung von Vomilenin kann im Verlauf der Ajmalin-Biosynthese auf haupt-

sächlich drei verschiedenen Wegen erfolgen. Die Regulation an diesem Verzweigungs-

punkt erfolgt größtenteils über 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) gehört. Mit 72% Sequenz-

identität zu putativen AKRs und 31% Sequenzidentität 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 hängenden und sitzenden Tropfen bei 

25°C und 4°C durchgeführt. Dazu wurde das Protein gegen 10 mM TRIS-HCl, 1 mM 

DTT und 1 mM EDTA (pH 7,5) dialysiert und eine Proteinkonzentration von 3-20 mg/ml 

eingestellt. Trotz intensiv durchgeführter Kristallisationsversuche wurden zunächst keine 

Proteinkristalle beobachtet. Nach reduktiver Methylierung der freien Aminogruppen, bei 

der die Oberflächenspannung des Proteins beeinflusst wurde, konnte eine Kristallbildung 

initiiert werden. Obwohl nach dieser chemischen Modifikation nur noch ca. 15% Enzym-

aktivität vorhanden war, zeigte sich, dass die Methylierung für die Bildung von Kristallen 

mit Hilfe der Gasphasendiffusion im hängenden 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 Auflösung von 2,0 Å durch molekularen Ersatz und 

MAD-Experimenten vollständig gelöst werden. Das Strukturmodell besitzt eine für 

AKRs charakteristische (β/α)8 TIM-barrel Faltung, konservierte Aminosäuren, die an der 

Bindung von NADPH2 beteiligt sind sowie eine katalytische Tetrade, die den Wasser-

stofftransfer von NADPH2 zum Kohlenstoff des Substrates vermittelt. Der C-Terminus 

der PR zeigt eine für AKRs außergewöhnliche Struktur, die eine dimere Konformation 

des Enzyms im Kristall unterstützten könnte. Die große Kontaktfläche zwischen den Mo-

lekülen ist ein weiteres Indiz dafür. Jedoch steht dieses Resultat scheinbar im Wider-

spruch mit dem der Größenausschlußchromatographie, wonach die PR in Lösung als 

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

 

1.1 Alkaloide - Pflanzliche Sekundärstoffe als Signale, Toxine und Pharmazeutika 

Pflanzen produzieren eine unüberschaubare Vielzahl organischer Verbindungen, die in 

ihrer Biosynthese vom Stoffwechsel der Kohlenhydrate, Fette und Aminosäuren abgelei-

tet sind. Diese so genannten Sekundärstoffe unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Funkti-

on in der Pflanze und ihrer Verbreitung auf bestimmte taxonomische Gruppen im Pflan-

zenreich von denen der Primärstoffe. Während Substanzen des Primärstoffwechsels wie 

Phytosterole, Lipide, Aminosäuren, Cytochrome und organische Säuren in allen Pflanzen 

verbreitet sind und essentielle Funktionen im Metabolismus erfüllen, spielen die Sekun-

därstoffe keine direkte Rolle in Wachstum und Entwicklung der Pflanze. Sie besitzen 

vielmehr ökologische Funktionen, die sich im Laufe der Evolution durch spezifische An-

passungsreaktionen (i.d.R. natürliche Mutationen) an die Umwelt z. B. Schutz gegen 

Herbivoren und Pathogenen (HARTMANN 1991), Anlockung von bestäubenden Insekten 

und samenverbreitenden Tieren (RAGUSO 2003) und zum Schutz vor UV-Strahlung ent-

wickelten.  

Neben den beiden großen Naturstoffgruppen der Terpene und Phenole sind Alkaloide 

stickstoffhaltige heterozyklische Verbindungen, die in ungefähr 20% aller Pflanzen vor-

kommen und von denen bisher 12000 Vertreter isoliert und strukturell aufgeklärt wurden 

(DE LUCA UND LAFLAMME 2001). Auffallend umfangreich ist die Vielfalt ihrer biologi-

schen Aktivitäten. So besitzen sie große pharmakologische Bedeutung und werden für 

die Therapie schwerer Krankheiten eingesetzt. Zu den bekanntesten Vertretern zählen 

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 (WANI 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 Höhen, da die chemische Total-Synthese nicht möglich 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 möglich Taxol halbsyn-
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thetisch in größeren Mengen herzustellen (DENIS et al. 1988). Ebenso konnten Hochleis-

tungszellkulturen angelegt werden, die in großem Maßstab 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 Aufklärung der einzelnen Syntheseschritte und der beteiligten Enzy-

me der komplexen Morphinbiosynthese wurden jedoch erst ab den 1970er Jahren mög-

lich, nachdem pflanzliche Zellkulturen als experimentelle Systeme eingeführt 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 ergänzt 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 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

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 überaus komplizierten 

Strukturen chemisch nicht oder wirtschaftlich nur unrentabel synthetisiert werden kön-

nen, erfolgt die Isolation in den meisten Fällen aus Pflanzen. So gibt es Strategien, Bio-
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synthesewege gewünschter Alkaloide in der Pflanze gezielt so zu beeinflussen, dass z. B. 

durch Überexpression eines Schlüsselenzyms das Gleichgewicht innerhalb der Pflanze zu 

Gunsten des gewünschten Alkaloids verschoben wird. Die Blockade der Gene für die 

entsprechenden Enzyme der Nebenwege ist eine weitere Möglichkeit die gesamte Stoff-

wechselenergie in den Hauptweg hin zum gewünschten 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 erhöht 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. Schließlich ist es möglich 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-

ße 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 beträgt. Mit der Etablierung pflanzlicher 

Zellsuspensionskulturen von R. serpentina Mitte der 1970er Jahre war die Voraussetzung 

für die Aufklärung der Ajmalin-Biosynthese gegeben (STÖCKIGT UND ZENK 1977). Die 

Vorteile einer Zellkultur sind deren kostengünstige Anzucht von frischem, keimfreiem 

Zellmaterial innerhalb weniger Wochen im kg-Maßstab sowie die Minimierung der Ge-

fahr der Enzyminaktivierung durch Phenole und Gerbstoffe, wenn die Enzymisolierung 

aus frischem Pflanzenmaterial erfolgt (STÖCKIGT 1988). Zudem besitzen Zellkulturen 

häufig eine höhere Stoffwechselaktivität als die Pflanzen von denen sie abstammen. Seit-

dem wurden fast alle Enzyme der Ajmalin-Biosynthese von der Arbeitsgruppe Stöckigt 

 



  Einleitung 

  6 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2. Rauvolfia serpentina (L.) Benth als Pflanze (a), Wurzel (b), Zellsuspensions-

kultur (c), 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 (STÖCKIGT et al. 2006, Abbildung 3.).  

Die ersten Schritte der Synthese aller monoterpenoiden Indolalkaloide ist die Decarboxy-

lierung der Aminosäure L-Tryptophan zu Tryptamin (DE LUCA et al. 1989) sowie die von 

der Strictosidin-Synthase vermittelte Kondensationsreaktion von Tryptamin und Secolo-

ganin zu Strictosidin (STÖCKIGT 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 aufklären. Das Glucosid Strictosidin, das als Ausgangspunkt zur Synthese von etwa 

2000 verschiedenen Indolalkaloiden dient, wird im folgenden Schritt durch die Strictosi-

din-ß-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-ß-Glucosidase erfolgte von BARLEBEN et al. (2005). 

Das Strictosidin-Aglykon wird über einige unbekannte Intermediate in Dehydrogeisso-

schizin umgewandelt, welches durch die NADPH2-abhängige Geissoschizin-Dehydro-

a b

d c e
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genase zum Geissoschizin umgesetzt wird (PFITZNER UND STÖCKIGT 1982). Die folgende 

Reaktion von Geissoschizin zum Polyneuridinaldehyd durch das Sarpagan-

Brückenenzym ist nur zum Teil aufgeklärt (SCHMIDT UND STÖCKIGT 1995). Polyneuridi-

naldehyd, das erste Sarpagan-Alkaloid in der Ajmalinbiosynthese wird durch die Poly-

neuridinaldehyd Esterase zum instabilen 16-Epi-Vellosimin umgewandelt (PFITZNER 

UND STÖCKIGT 1983a,b). Die Klonierung und heterologe Expression in E. coli erfolgte 

von DOGRU et al. (2000). Die Vinorin-Synthase katalysiert die Acetyl-CoA-abhängige 

Transformation von 16-Epi-Vellosimin zu Vinorin. Die resultierende hydroxylierte Aj-

malan-Gerüststruktur würde auf Grund der sehr hohen Reaktivität spontan wieder zum 

Sarpagan-Typ unter Spaltung der neu geschaffenen C-C-Bindung rückreagieren, 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 aufklären. Die NADPH2-abhängige Hydroxylie-

rung des Vinorins zu Vomilenin wird von dem Enzym Vinorin-Hydroxylase katalysiert 

(FALKENHAGEN UND STÖCKIGT 1995 a,b). Die Umwandlung von Vomilenin kann im 

weiteren Verlauf der Biosynthese auf vier verschiedenen Wegen erfolgen.  

1. Über einen noch unbekannten, nicht enzymgebundenen, Mechanismus erfolgt die Um-

lagerung von Vomilenin zu Perakin (TAYLOR et al. 1962). Die anschließende NADPH2-

abhängige Reduktion durch die Perakin-Reduktase zu Raucaffrinolin ist Gegenstand die-

ser Arbeit.  

2. Die Vomilenin-Glucosyl-Transferase glycolisiert Vomilenin zu Raucaffricin (RUYTER 

UND STÖCKIGT 1991). Raucaffricin ist das am häufigsten vorkommende Alkaloid in R. 

serpentina Suspensionskulturen. SCHÜBEL et al. (1988) beschrieben nach Optimierung 

der Kulturbedingungen eine Alkaloidproduktion von 1,6 g/l Raucaffricin. Die Rückreaki-

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 NADPH2-abhängige Reduktion zu 21-

Oxovomilenin (nicht dargestellt). Die vollständige Funktion dieses Enzymes konnte je-

doch noch nicht aufgeklärt werden (STÖCKIGT 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 NADPH2-abhängigen Reakti-

on durch die 1,2-Dihydrovomilenin-Reduktase in 17-O-Acetylnorajmalin umgewandelt 

wird. Es konnte noch nicht geklärt 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 abhängigen En-

zymen Vinorin-Hydroxylase und dem Sarpagan-Brückenenzym absieht. Im letzten Bio-

syntheseschritt wird der sekundäre Stickstoff des Indolringes von Norajmalin zum Ajma-

lin in einer S-Adenosylabhängigen 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-Brückenenzym, 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. Grün unterstrichen: heterolog, ak-
tiv exprimierte Enzyme, Rot: kristallisierte Enzyme. 

 

1.3 Bisheriger Kenntnisstand zur PR  

In früheren Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe Stöckigt wurde versucht die PR aus R. 

serpentina zu reinigen und zu charakterisieren. OBITZ (1995) widmete sich in seiner 

Promotionsarbeit dieser Thematik und entwickelte nach säulenchromatographischen Rei-

nigungsschritten einen Enzymaktivitätstest sowie ein Trennprofil für die Detektion des 

Substrates und Endproduktes per HPLC. Das gereinigte Enzym wies ein Molekularge-

wicht von ca. 32 kDa auf. Im Aktivitätstest 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 STÖCKIGT (1986) nachgewiesen. OBITZ (1995) konnte bei Un-

tersuchungen zur Substratspezifität zeigen, dass dieses Enzym identisch mit der PR ist, 

die Perakin zu Raucaffrinolin reduziert. Im Gegensatz zu 21-Hydroxyraumaclin, das frü-

her nur bei der Fütterung von Zellkulturen mit Ajmalin nachgewiesen werden konnte, 

sind Perakin und Raucaffrinolin in R. serpentina natürlich vorkommende Indolalkaloide. 

Perakin musste damit als endogenes Substrat dieser Reduktase angesehen werden, die 

deswegen in PR umbenannt wurde.  

Warzecha (1996, unveröffentlichte Daten) versuchte mit einem anderen Reinigungsprofil 

die PR aus pflanzlichen Suspensionskulturen von R. serpentina aufzureinigen. Er konnte 

nach Reinigungsschritten über mehrere Säulen 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 große Protein-

bande wurde isoliert und tryptisch verdaut. Die anschließende N-terminale Sequenzie-

rung der Bruchstücke ergab zwei 12–14 Aminosäure lange Oligopeptide aus denen dege-
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nerierte Primer entwickelt wurden. PCR-Versuche zur Isolierung des Volllängenklones 

im Genpool der Pflanze scheiterten, da zum einen die PCR mit degenerierten Primern 

meist nicht das gewünschte 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 für die PCR eingesetzt wurden. 

 

1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Hauptaufgabe der Untersuchungen war die Klonierung, heterologe Expression, Reini-

gung und Kristallisation 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 möglich sein, die Funktion des Enzyms aufzuklären. Nach Auffinden des Volllän-

genklones für die PR mit den von Warzecha isolierten Oligopeptiden sollte u. a. mit Ak-

tivitätstests geklärt werden, ob es sich überhaupt um das gesuchte Enzym handelt. Nach 

Überexpression in E. coli sollte die Proteinlösung aus der anschließenden Aufreinigung 

biochemisch aufgearbeitet und zum Züchten von Kristallen genutzt werden. Eine erfolg-

reiche Kristallisation und kristallographische Analyse sollte zum besseren Verständnis 

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

2.1 Geräte 

Amersham Biosciences, Freiburg 
Äkta-Explorer-Chromatographiesystem, Horizontalelektrophoresekammer SE 600, Säu-
len: a) HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 für Größenausschlußchromatographie, b) Tricorn 
Säule für Affinitätschromatographie, c) HiTrap Desalting Säule Sephadex G-25 Superfi-
ne 
 

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

 
Beckmann, München 

Kühlzentrifugen J2-21, Rotoren JA 10, 20,  
 
BioRad, München  

Stromversorgungsgeräte  
 
Eppendorf, Hamburg 

Biophotometer, Thermomixer 5437, Mastercycler personal 
 
Finnigan, Bremen 

Massenspektrometer MAT 44 S 
 
Fisher Scientific, Schwerte  

Wasserbad Fisherbrand FBC 620 
 
Fröbel Labortechnik, Lindau 

Laminarbox  
 
GFL, Burgwedel 

Schüttelinkubator  
 
Heidolph REAX 2000, Kehlheim  

Vortex-Gerät  
 
Heraeus/Sepatech, Osterode  

Tischzentrifuge Biofuge 15 
 
Hermle, Gosheim  

Kühlzentrifuge 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, Gräfelfingen 

Brutschränke Ecocell 
 
Merck-Hitachi, Darmstadt  

HPLC: Integrator D-2500, Autosampler AS-2500, UV/VIS-Detektor L-450, Pumpe L-
6500, HPLC-Säule, LiChrospher 60 RP Select B, HPLC-Vorsäule, Select B 

 
Peqlab, Erlangen 

Elektroporator Equibio Easyject, Optima 
 
Perkin Elmer, Überlingen 

Lambda 2 Spektrometer  
 
Pharmacia LKB, Freiburg 

Schreiber REC 102, UV/VIS-Detektor 2158 UVICORD SD 
 
Sartorius AG, Göttingen 

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 (München), Roth (Karlsruhe), Merck (Darm-

stadt) bezogen. Verwendete Alkaloide stammen aus der Alkaloidsammlung von Prof. J. 

Stöckigt (Johannes Gutenberg Universität Mainz, Institut für Pharmazie). Weitere Che-

mikalien werden in der Beschreibung der Methoden aufgeführt.  
 

AppliChem, Darmstadt 
 Ampicillin, Kanamycin, Lysozym, IPTG, LowEEO Agarose, NADH, NADPH2 
 
Bayer, Leverkusen 
 Baysilone-Paste, Silikonfett 
 
Fresenius, Bad Homburg 
 Ampuwa 
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Hampton Research, USA 
Linbroplatten, Silikondeckgläser, Crystal Screen I und II 

 
Intermedica, Klein-Winternheim 
 Halbmikroküvetten 
 
Jena Bioscience, Jena 
 JBScreen Classic Mixed 
 
Merck, Darmstadt 
 DC-Platten 
 
Roth, Karlsruhe 
 Falcon-Röhrchen, Zimtaldehyd 
 
Saarstedt, Nürnbrecht 
 Pipettenspitzen, Eppendorfgefäße 
 
Sartorius, Göttingen 
 Nitrocellulosefilter 0,45 µm 
 
Schleicher & Schüll, Dassel 
 Rundfilter Protran 0,45µm 
 
Serva, Heidelberg 

Servapor Dialyseschläuche mit 9, 16 mm Ø, Coomassie Brillant Blue G-250/R-250 
 
Sigma, Heidelberg  
 Basic und Extension Kit für 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, Düren 

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, pGEM®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 für Pharmazeutische Biologie der Universität Mainz verwen-

det: R. serpentina T30, 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 1x10-6 mol/l 1-Naphthylessigsäure und 2,4- Dichlorphenoxyessigsäure bei pH 

5.7 auf Rotationsschüttlern bei 100 rpm. Die Kulturen wurden 24 h pro Tag bei ca. 6000 

Lux und durchschnittlich 24°C gehalten. Nach 7 tägiger 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 fünften Tag der Wachstumsphase. Dafür 

wurden die Zellen mittels Vakuumfiltration geerntet und die abfiltrierten Zellen in flüssi-

gem Stickstoff schockgefroren. Erfolgte die weitere Verarbeitung nicht unmittelbar im 

Anschluss, wurde das Pflanzenmaterial in Kunstoffbeuteln verschweißt und bei -24°C 

aufbewahrt. Zellen, die für eine RNA-Isolierung bestimmt waren, wurden bei -70°C ge-

lagert. 
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2.4.2  Bakterien 
 

2.4.2.1 Bakterienstämme 

Folgende Bakterienstämme wurden bei den molekularbiologischen Arbeiten und der Pro-

teinexpression verwendet: 
 

E. coli Top10 für Standardklonierungen und Plasmidvermehrung 

(Invitrogen, Karlsruhe) 

Genotyp: F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 ara

139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
 

E. coli M15[pREP4] Expressionsstamm mit Repressorplasmid und Kanamycinresistenz 

(Qiagen, Hilden) 

Phänotyp wie E. coli K12: NaIS, StrS, RifS, Thi–, Lac–, Ara+, Gal+, Mtl–, F–, RecA+, 

Uvr+, Lon+ 

 

2.4.2.2 Anzucht von Bakterien 

Platten- und Glycerinkulturen 

Zur Herstellung von Plattenkulturen wurde LB-Medium mit 15 g/l Agar versetzt und au-

toklaviert. Die Lösung wurde auf ca. 55°C abgekühlt, 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 für einige Stunden zum Trocknen in der Sterilbank gelassen und steril verpackt bei 

4°C gelagert. Zum Ausplattieren von Bakterien aus Flüssigkulturen wurden 10-500 μl der 

Bakterienkultur auf eine Platte pipettiert und ausgestrichen. Die Platten wurden zum Aus-

trocknen etwa 15 min bei RT gelagert und dann umgedreht für 10-16 h bei 37°C inku-

biert. Für eine längerfristige Aufbewahrung von Bakterien wurden Glycerinkulturen an-

gefertigt. Dazu wurde 1 ml einer stationären Flüssigkultur in ein steriles Eppendorf Reak-

tionsgefäß gegeben und mit 0,5 ml Glycerin vermischt. Danach wurde die Kultur in flüs-

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/l NaCl 

pH 7,0 

H2O ad 1 l 

→ autoklavieren (20 min, 121°C) 

 

Flüssigkulturen 

Zur Herstellung von Flüssigkulturen wurde LB-Medium in 1 l in Schüttelkolben autokla-

viert. Nach dem Abkühlen 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 Flüssigkulturen wurden bei RT bei einer Schüttelge-

schwindigkeit von 100 rpm bis zu einer OD600 von 0,8 inkubiert.  

 

Expression der Perakin-Reduktase in E. coli 

Für die Überexpression 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 Anzuchtröhrchen mit Amp/Kan-

LB-Medium angeimpft und für 12-16 h bei 37°C geschüttelt. Es wurden Schüttelkolben 

mit je 500ml Amp/Kan-LB-Medium vorbereitet, mit je 1 ml der Vorkultur angeimpft und 

bei RT kultiviert. Erreichten die Bakterienkulturen eine OD600 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-Röhrchen bis zur weiteren Aufarbeitung bei –20°C 

gelagert. 

 

2.4.2.3 Herstellung kompetenter Bakterien 

Hitzeschockkompetente Bakterien 

Zur Herstellung von transformationskompetenten Bakterien für 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 Schütteln bis zu einer OD600 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 eisgekühltem 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 µl aliquotiert. Dabei wurden abgeschnittene 

Pipettenspitzen verwendet, um Schwerkräfte während des Aufziehens der Bakterienlö-

sung zu vermeiden. Die Aliquots wurden 20 min auf Eis inkubiert, in flüssigem 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 CaCl2    75 mM CaCl2 

50 mM MnCl2    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-Röhrchen aufgeteilt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4000 x g, 10 

min, 4°C), zweimal mit je 20 ml eiskaltem autoklavierten Wasser gewaschen. Die Pellets 

wurden anschließend in 2 ml 10% sterilem Glycerin resuspendiert. Die Bakteriensuspen-

sion wurde in Eppendorfgefäßen zu je 50 μl aliquotiert, in flüssigem 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 µl der Bakteri-

enkultur mit 0,1-1 µg Plasmid-DNA oder 10 µl eines Ligationsansatzes versetzt und 10 

min auf Eis inkubiert. Nun wurde der Ansatz für 2 min im Wasserbad bei 41°C erhitzt, 

danach sofort auf Eis abgekühlt, mit 1 ml LB-Medium versetzt und unter Schütteln bei 

37°C für 1 h inkubiert. Anschließend wurde ein Teil des Ansatzes auf LB-Agar-Platten 
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ausplattiert, welche das zur Selektion erforderliche Antibiotikum enthielten. Die Platten 

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

 

Elektrotransformation 

Elektrokompentente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 40 µl der Zellen mit 0,01-0,1 

mg Plasmid-DNA oder 10 µl eines Ligationsansatzes versetzt und auf den Boden einer 

trockenen vorgekühlten Elektroporationsküvette pipettiert. Die Elektroporation wurde in 

einem Elektroporator bei einer Spannung von 2500 V durchgeführt. Anschließend wur-

den die Zellen in 500 ml LB-Medium aufgenommen, bei 37°C unter Schütteln für 1 h 

inkubiert. Anschließend wurde ein Teil des Ansatzes auf LB-Agar-Platten ausplattiert, 

welche das zur Selektion erforderliche Antibiotikum enthielten. Die Platten wurden für 

14-20 h bei 37°C inkubiert. 

 

2.5  Plasmide 
 
Für die Proteinexpression in E. coli wurden folgende Vektoren verwendet: 

Plasmidvektor Antibiotikaresistenz Verwendungszweck Hersteller 

pQE-2, pQE-70 Amp High-level Expressions-

vektor für (His)6-tag Pro-

teine 

Qiagen, Hilden 

Plasmidvektor Antibiotikaresistenz Verwendungszweck Hersteller 

pGEM-T Easy 

Vector System I 

Amp High-copy-Plasmide für 

schnelle Vermehrung, 

Standardklonierung 

Promega, Mann-

heim 

 

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 (Österreich) 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 üblicherweise mit Taq-Polymerase durchgeführt. Für die PCR 

von Plasmiden wurde die lesegenaue Phusion-Polymerase von NEB verwendet. An-

schließend erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese, um die amplifizierte DNA von  

überschüssigen Desoxynukleotiden, Primern und Polymerase abzutrennen.  

 
20 µl PCR-Ansatz:    

je 2 µl forward und reverse Primer (10 pmol/ml)     

1 µl DNA-Template       

1 µl dNTPs (25 mM von jedem Nukleotid)    

1 µl MgSO4 (50 mM)      

2 µl Taq-Puffer (10x)      

1 µl Taq-Polymerase     

10 µl Ampuwa       

 

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

wurde wahlweise mit folgenden PCR-Programmen verwendet. 

 
PCR-Programm mit Taq-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 

 c) 2-3 min, 72°C      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 für 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 

  c) 2 min, 72°C       c) 2 min, 72°C 

10 min, 72°C      20 Zyklen: a) 20 sek, 95°C 

         b) 1 min, 66°C 

         c) 2 min, 72°C 

       10 min, 72°C 

 

2.7.2  Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Größentrennung 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 vollstän-

dig gelöst hatte. Nach Abkühlen 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 zunächst bei einer konstanten Spannung von 60 V durchgeführt, bis die Pro-

ben vollständig in das Gel eingewandert waren. Danach wurde die Spannung auf 80 V 

erhöht. Bei Bestrahlung mit UV-Licht (λ=254 nm) konnte nun die Lage der Banden im 

Gel durch ihre Fluoreszenz, aufgrund der in die DNA interkalierten Ethidiumbromidmo-

leküle, 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 (λ=254 nm) mit 

einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefäß überführt und 

entsprechend den Angaben des Herstellers extrahiert. Die Qualität der isolierten DNA 

wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 

 

2.7.4  DNA-Sequenzierung 

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

1977) von der Firma Genterprise (Mainz) durchgeführt.  

 

2.7.5  Präparation von reiner Plasmid-DNA aus E. coli 

Transformierte E. coli-Bakterien wurden im 6 ml Maßstab bei 37°C angezogen. Zur Iso-

lation von Plasmid-DNA (bis zu 50 µg) 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 H2O statt des im Kit 

empfohlenen TE-Puffers von der Säule eluiert, da die im TE-Puffer enthaltenen Salze bei 

nachfolgenden Plasmidsequenzierung stören.  

 

2.7.6  Mini-Präparation 

Diese Methode dient zur preisgünstigen Gewinnung kleiner Mengen Plasmid-DNA (ca. 

10 μg) aus E. coli ohne Verwendung kommerziell erhältlicher Kits und wird nach dem 

Prinzip der alkalischen Lyse durchgeführt (BIRNBOIM UND DOLY 1979). Die Minipräpa-

ration bietet sich an, um eine größere Anzahl transformierter Bakterienkulturen auf er-

folgreichen Einbau des Inserts in einen Vektor zu prüfen. Die erhaltene DNA wurde in 

RNAse-Lösung aufgenommen und anschließend mit den entsprechenden Restriktionsen-

zymen verdaut. 

 

 

 



  Material und Methoden 

  23 

2.7.7  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 pQE-2 / pQE-70 

Vektor 1 µl (50 ng) 3-5µl (20 ng) 

10 x Puffer 1 µl 1 µl 

DNA 3 µl (10-20 ng) 2-6 µl (60-100 ng) 

T4 DNA-Ligase 1 µl 1 µl  

→   wenn nötig auffüllen auf 10 µl Endvolumen mit Ampuwa  
 

Die Ligation erfolgte entweder für 16 h bei 4°C oder für 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 µg 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 µl Ansätzen gearbeitet. 

 

2.7.8  RNA-Präparation aus Zellsuspensionskulturen 

Ribonukleasen (RNasen) sind extrem stabile und aktive Enzyme, die in bereits sehr ge-

ringen Mengen RNA vollständig zerstören. 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 Geräte wurden bei 

260°C für mehrere Stunden erhitzt. Die Elektrophoresekammer wurde mit 35% H2O2 
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aufgefüllt. Nicht-autoklavierbare Lösungen wurden mit DEPC behandelt und sterilfilt-

riert. 

Die Suspensionskultur wurde unmittelbar nach dem Ernten in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei –70°C gelagert. Das gefrorene Pflanzenmaterial wurde mit Mör-

ser und Pistill unter permanenter Zugabe von flüssigem 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 angehängt wird. 

Hingegen werden rRNAs und tRNAs, die über 95 % der zellulären 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 für 5 min bei 65°C wurde der Ansatz 10 min auf Eis abge-

kühlt und die RT-Reaktion mit Zugabe der M-MuLV gestartet. Die Reaktion inkubierte 

1h bei 37 °C und wurde abschließend für 5 min bei 95°C inaktiviert.  
 

RT-Ansatz: 

5 µl Gesamt-RNA 

1 µl Oligo dT-Primer (10 pmol/µl) bzw. 1 µl reverse Primer (100pmol/µl) 

2 µl 10x1st Strand Puffer 

2 µl dNTP´s (20 mM) 

9 µl Wasser 

1 µl M-MuLV-RT 
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2.7.10  Formaldehyd-Gelelektrophorese 

Die Reinheit der RNA-Proben wurde mittels Formaldehyd-Gelelektrophorese in einer 

Vertikalgelapparatur überprüft. Während des Gießens des Gels wurde darauf geachtet, 

dass keine Kontamination mit RNasen stattfand. 1,2 g Agarose wurde in 110 ml 1x 

MOPS-Puffer erhitzt bis sich die Agarose auflöste. Nachdem die Agaroselösung im Was-

serbad auf etwa 65°C abgekühlt war, wurde Ethidiumbromid sowie 37% Formaldehyd 

bis zu einer Endkonzentration von 2,2 M zugegeben und das Gel so schnell wie möglich 

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 abgekühlt und auf das Gel aufgetra-

gen. Das Gel wurde anfangs unter eine Spannung von 60 V gesetzt, bis die Proben aus 

den Auftragstaschen vollständig in das Gel eingelaufen waren. Danach wurde die Span-

nung auf 80 V erhöht. Nach Beendigung des Laufes konnte die Lage der Banden im Gel 

durch ihre Fluoreszenz aufgrund der in die RNA interkalierten Ethidiumbromidmoleküle 

mit UV-Licht (λ=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 μl gesättigte Bromphenolblaulösung 
80 μl 500 mM EDTA, pH 8.0 
720 μl 37% (12.3 M) Formaldehyd 
2 ml 100% Glycerin 
3084 μl 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 dafür notwendigen Lösungen 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 Stromstärke von 10-

20 mA im kleinen SDS-Gel bzw. 20-40 mA im großen SDS-Gel. Zur Identifizierung der 

Proteinbanden wurden die Gele 10-30 min mit Färbelösung behandelt und mit Entfärbe-

lösung entfärbt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren.  

 

Trenngel (11%) großes Gel kleines Gel 

Acrylamid-Trenngellösung 30 ml 6 ml 

SDS (20%) 150 µl 30 µl 

TEMED 20 µl 4 µl 

APS (10%) 150 µl 30 µl 

Sammelgel (5%) großes Gel kleines Gel 

Acrylamid-Sammelgellösung 15 ml 5 ml 

SDS (20%) 70 µl 24 µl 

TEMED 10 µl 3,5 µl 

APS (10%) 200 µl 67 µl 

 

Protein-Ladepuffer (3x):   Laufpuffer:  Färbelösung: 

9,6 ml Tris-HCl (pH 6,8)   12 g Tris  40 % (v/v) Methanol 

12 ml 20 % (w/v) SDS   30 g Glycin  10 % (v/v) Essigsäure 

12 ml Glycerin    3 g SDS  0,2 % (w/v) Coomassie Brillant B G250 

6,4 ml Mercaptoethanol   auf 2 l mit H2O    

0,024 g Bromphenolblau       
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Entfärbelösung:  Trenngellösung:   Sammelgellösung: 

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

10 % (v/v) Essigsäure   7,5 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8  3,7 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 

11,2 ml Wasser    8,5 ml Wasser 
 

 →  Trenn- und Sammelgellösung 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 über eine einfache Methode. 100 µl einer Lösung aus gelösten Proteinkristallen (1 

mg/ml) in Puffer A2 (siehe 2.8.4.3) wurde mit Puffer A2-äquilibriertem Ni2+-NTA im 

Eppendorfgefäß unter Schütteln 15 min inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 x g, 3 

min, RT) wurde der Überstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C 

aufbewahrt. Anschließend wurde das Ni2+-NTA-Material mit 100 µl Elutionspuffer ver-

setzt und unter Schütteln 15 min inkubiert. Nach Zentrifugation (13.000 x g, 5 min, RT) 

wurde der Überstand erneut abgenommen. Mit gleichen Volumina der jeweiligen Über-

stände wurde die Proteinkonzentration bestimmt sowie Proben für 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 µl Bradford-Reagenz mit 1-20 µl Proteinlösung 

versetzt und das Gemisch auf 1000 µl mit Ampuwa aufgefüllt. Die Probe wurde 5 min 

bei RT inkubiert und ihre Extinktion bei 595 nm gegen eine Blindprobe gemessen. Für 

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) Phosphorsäure 

5 % (v/v) Ethanol 

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

 

2.8.4.1 Herstellung eines Proteinrohextraktes aus E. coli 

Nach der Überexpression 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 Ultraschallgerätes) auf Eis aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden 

nach Zentrifugation bei 14000 x g (30 min, JA-10 Rotor, 4°C) angetrennt. Der Überstand 

stellte den gewünschten Rohextrakt dar. Sollte der Rohextrakt nicht mit weiter aufgerei-

nigt, sondern nur auf Enzymaktivität überprüft werden, wurde, wie unter Punkt 2.8.4.5 

beschrieben, weiterverfahren.  
 

Lysepuffer 1:    

10 mM Imidazol    

300 mM NaCl    

50 mM NaH2PO4    

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-

stoffgekühlten Mühle pulverisiert, in ein Falcon-Röhrchen überführt, gewogen und das 

gleiche Volumen an Lysepuffer 2 zugesetzt. Nach 30 min schütteln bei 4°C wurde die 

Suspension 30 min zentrifugiert (JA-20 Rotor, 9000 rpm, 4°C), das Pellet verworfen und 

der Überstand mit 75% Ammoniumsulfat versetzt. Nachdem sich die Salzkristalle voll-

ständig gelöst hatten, wurde die Lösung bei 4°C für 1 h inkubiert. Der Überstand wurde 

nach wiederholtem Zentrifugieren (JA-20 Rotor, 9000 rpm, 4°C) verworfen, das Pellet 

mit 1 ml Puffer A1 resuspendiert und in ein Eppendorfgefäß gegeben. Nach Zentrifugati-

on (5 min, 9000 rpm, 4°C) wurde 1 ml des Rohextraktes auf eine Entsalzungssäule (G 

25) geladen, die Proteinfraktion aufgefangen und zur weiteren Verarbeitung bei 4°C auf-

bewahrt. 
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Lysepuffer 2:   Puffer A1: 

0,1 M Tris pH 8,0  50 mM KPi pH 7,0 

20 mM ß-Mercaptoethanol 0,15 M NaCl 

 

2.8.4.3 Ni2+-NTA Affinitätschromatographie 

Alle für 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 Proteinlösung erfolgte durch Affinitätschromatographie an 

Ni2+-NTA Material (SULKOWSKI 1985). Vor dem Auftragen des Rohextraktes wurde das 

in 25% Ethanol gelagerte Säulenmaterial mit 30 ml Puffer A2 gespült (Flußrate: 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 l 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7 dialysiert. 
 

Stammlösung:  Puffer A2:   Puffer B:  Elutionspuffer: 

300 mM NaCl  100 ml Stammlösung  250 ml Stammlösung 100 ml Stammlösung 

50 mM NaH2PO4 10 mM Imidazol  40 mM Imidazol 250 mM Imidazol 

   mit NaOH auf pH 8  mit NaOH auf pH 8  

 

2.8.4.4 Größenausschlußchromatographie 

Die Bestimmung der Molmasse der PR erfolgte durch Größenausschlußchromatographie 

mit einer Sephacryl-Säule. Dafür musste die Retentionszeit des Enzyms auf der Chroma-

tographiesäule mit der einer Eichsubstanz verglichen werden. Die Säule wurde vor dem 

Beladen mit 60 ml entgastem, destilliertem Wasser (Flußrate 0,15 ml/min, max. 0,15 

MPa) und anschließend mit 240 ml Laufpuffer equilibriert (Flußrate 0,15 ml/min, max. 

0,15 MPa). Zur Eichung der Säule wurden folgende Proteine unterschiedlicher Größe 

verwendet: α-Chymotrypsin (25.000 g/mol), Ovalbumin aus Hühnerei (45.000 g/mol) 

und Rinderserumalbumin (67.000 g/mol). Das Proteingemisch (jeweils 3 mg/ml, 600 µl) 

wurde kurz zentrifugiert und 1,2 ml auf die Säule 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. Für die Grö-

ßenbestimmung der PR wurde zusätzlich ein interner Standard (α-Chymotrypsin 3 

mg/ml, 600 µl) der reinen Enzymlösung (3 mg/ml, 600 µl) zugesetzt, bevor diese auf die 

Säule 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 Proteinlösungen 

Proteinlösungen wurden mit Hilfe eines Dialyseschlauches bei 4°C unter ständigem Rüh-

ren umgepuffert. Dabei wurde der Puffer durch die Poren der Membran gepresst und so-

mit ein Konzentrationsgleichgewicht innerhalb und außerhalb der Membran erreicht, 

während die Proteinmoleküle von der Membran zurückgehalten wurden.  

Für das Konzentrieren der Proteinlösung wurden bei Volumina unter 5 ml Vivaspin 500-

Konzentratoren (10.000 MWCO) und über 5 ml Centricon-Konzentratoren (12.000-

14.000 MWCO) für die Zentrifugation verwendet.  

 

2.8.4.6 Enzymatische Abspaltung des His-tags mit DAPase 

Für die Abspaltung der N-terminalen Oligohistidindomäne mit DAPase wurde die gerei-

nigte Proteinlösung gegen 1xTAGzyme-Puffer dialysiert und zu einer Konzentration von 

1 mg/ml verdünnt. Die DAPase wurde kurz vor Zugabe zu der Proteinlösung mit 1-10 µl 

Cysteamin aktiviert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von DAPase 

inkubierte die Proteinlösung 10 h bei 20 °C. Anschließend wurde die Proteinlösung auf 

eine mit Puffer A2 (siehe 2.8.4.3) äquilibrierte Ni2+-NTA Säule aufgetragen, um unvoll-

ständig verdautes Protein, welches die Oligohistidindomäne noch trägt, sowie andere 

kontaminierende Protein, die an die Säule binden, abzutrennen. Das Protein ohne His-tag 

befand sich in dem Durchfluss, welcher weiterverarbeitet wurde. Anschließend wurde die 

Proteinlösung in einem Dialysepuffer für 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 

Veränderung der Oberflächenspannung des Proteins zu initiieren. Die Methylierung er-

folgte nach Reinigung und Dialyse des Enzyms im Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 

7,0). Die Lösungen wurden vor Gebrauch frisch hergestellt. Alle Arbeiten wurden auf Eis 

durchgeführt. Die Inkubationen erfolgten im Dunkeln. Im ersten Schritt wurde 1 ml der 

Proteinlösung (5-10 mg/ml) mit 20 µl DMAB versetzt, vorsichtig vermischt, darauf so-

fort 40 µl 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 µl DMAB wurde der Ansatz über Nacht (maximal 18 h) inkubiert, an-

schließend mit 100 µl Ammoniumsulfat versetzt und 2 h inkubiert. Daraufhin wurde die 

Proteinlösung in einem Dialysepuffer für die darauffolgende Kristallisation (10 mM Tris-

HCl pH 7, 1 mM DTT) umgepuffert. 

 

2.8.5  Enzymaktivitätstests per HPLC 

Es wurde ein HPLC-Aktivitätstest unter Berücksichtigung der Ergebnisse von OBITZ 

(1995) verwendet, der auch zur Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums sowie 

der Substratspezifität des Enzyms diente. Es wurde ebenso versucht den Perakin-

Aktivitätstest mit dem von GERASIMENKO et al. (2001) entwickelten HPLC-Profil (2) für 

die Bestimmung kinetischer Daten über die HPLC anzuwenden.  

Die HPLC-Laufpuffer wurden vor ihrer Verwendung unter Vakuum filtriert und 20 min 

im Ultraschallbad entgast. Die Detektion erfolgte durch Messung der UV-Absorption bei 

der entsprechenden Wellenlänge. Die Auswertung erfolgte im Falle des Perakins über die 

Peaklängen von Substrat und Endprodukt, sonst über die Peakflächen. Es wurden Puffer, 

das Cosubstrat, die Enzymlösung und das Substrat zusammen für 10-120 min bei 37 °C 

bzw. 45°C und 500 rpm inkubiert. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 200 µl Me-

OH abgestoppt, die Ansätze für 10 min bei 14000 x g zentrifugiert und 200 µl der parti-

kelfreien Lösung in die HPLC injiziert. Die genauen Bedingungen für Inkubation und 

Assay sind den folgenden Tabellen zu entnehmen. Neben Perakin wurde das Enzym auch 
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auf Aktivität 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 Wellenlängen wurden während des HPLC-Laufes zur Detektion 

des Substrates verwendet.  

 
 

Bestandteil Volumina 

Substrat (1 mg/ml in MeOH) 5 µl 

1M KPi (pH 7,5) 10 µl 

100 µg/ml Proteinlösung 170 µl 

20 mM NADPH2 15 µl 

 
HPLC-Profil (1): 
 

Trennsäule: LiChrospher 60, 
 RP-Select B (250 ´ 4 mm) 
Vorsäule: RP-Select B (4 ´ 4 mm) 

Inj.-Volumen: 60 µl 
Fließmittel A: Acetonitril 

Fließmittel B: 50 mM KPi-Puffer (pH 2,3) 
Flußrate: 1 ml/min 
Wellenlänge: 284 nm 

 

HPLC-Profil (2): 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.8.6  Enzymaktivitätstests über NADPH2-Abnahme  

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

da 2 Spektrometer durchgeführt. Die PR benötigt für ihre enzymatische Aktivität das Co-

Zeit Gradient 
[min] %A %B

0 20 80
5 35 65
8 50 50

8,1 75 25
10 75 25

10,1 20 80
15 20 80

Trennsäule: LiChrospher 60, 
 RP-Select B (250 ´ 4 mm) 
Vorsäule: RP-Select B (4 ´ 4 mm) 

Inj.-Volumen: 60 µl 
Fließmittel A: Acetonitril 

Fließmittel B: 39 mM NaH2PO4 + 2,5 mM 
Hexansulfonsäure (pH 2,5) 

Flußrate: 1 ml/min 
Wellenlänge: 255 nm 

Zeit Gradient 
[min] %A %B

0 15 85
5 20 80

5,1 40 60
45 40 60

45,1 80 20
65 80 20
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substrat NADPH2, das während der Reaktion zu NADP+ oxidiert wird. Die NADPH2-Ab-

nahme wurde mit Hilfe der Absorptionsmessung bei 340 nm verfolgt und quantifiziert. 

Ein typischer Ansatz zur Bestimmung der NADPH2-Abnahme setzte sich, wie unter 2.8.5 

beschrieben, zusammen, jedoch bezog sich das Volumen in der Quarzküvette auf 0,5 ml. 

Die katalytische Reaktion erfolgte bei 25°C und startete nachdem NADPH2 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 enzymunabhängige, fla-

vinkatalysierte Photoreaktion nach der Vorschrift von OBITZ (1995). Die Photooxidation 

wurde erstmals am Beispiel der Transformation von Dihydrochanoajmalin zu Raumaclin 

von ENDREß UND STÖCKIGT (1993) untersucht. Es wurden 30 µmol Ajmalin mit 250 µl 

Methanol in einer Petrischale gelöst 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 µl der 

Lösung abgenommen und der Reaktionsverlauf per HPLC kontrolliert. Nach der Inkuba-

tion wurde die Lösung mit 1M KOH auf pH 9 eingestellt und das Alkaloid mit Dichlor-

methan extrahiert. Die organische Phase wurde mit N2 eingeengt und über DC in Fließ-

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 primären Alkohol mit einem Überschuß an Natriumborhydrid. Für 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 ausgeschüttelt und über DC gereinigt. 

 

2.10  Dünnschichtchromatographie 

Die Dünnschichtchromatographie wurde verwendet, um Perakin und Raucaffrinolin aus 

einem Ansatz vor und nach dem Enzymaktivitäsassay aufzutrennen und diese später mas-
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senspektrometrisch zu identifizieren. Die zu untersuchenden Lösungen wurden banden-

förmig auf DC aufgetragen und über eine Strecke von 15 cm in Fließmittel A aufgetrennt. 

Nach dünnschichtchromatographischer Auftrennung des synthetisierten 21-Hydroxy-

raumaclins wurde die DC mit CAS-Reagenz besprüht. 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 Lösung aus Dichlor-

methan und Methanol (7:3) eluiert. Das Eluat wurde zur Reduktion des Volumens mit 

Stickstoff eingeengt und in 30 µl Dichlormethan : Methanol (7:3) aufgenommen. Über 

eine Kapillare wurde das gesamte Volumen in einen Aluminiumtiegel gebracht und für 

die MS-Messung mit einem Fön vollständig getrocknet. 
 

Fließmittel A:   Fließmittel B:   CAS-Reagenz: 

88 ml Chloroform   80 ml Chloroform  5% Ammoniumcer(IV)sulfat 

12 ml Methanol   20 ml MeOH   85% Phosphorsäure 

1 ml Ammoniak   0,2 ml Ammoniak  → unter Erwärmen lösen 

 

2.11  Massenspektrometrie  

Nach dünnschichtchromatographischer Aufreinigung wurden MS-Spektren von Perakin, 

dem mutmaßlichen Endprodukt Raucaffrinolin, Raumaclin und synthetisiertem 21-

Hydroxyraumaclin durchgeführt. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte durch E-

lektronenstoss-Ionisation bei 70 eV. Die im Tiegel getrocknete Lösung wurde über Di-

rekteinlaß zwischen 100 und 320°C, bei einer Ionenquelle von 200°C verdampft. 
 

Massenspektrometrische Untersuchungen zur Detektion von Metallionen in der PR wur-

den am Institut für anorganische und analytische Chemie (Johannes Gutenberg Universi-

tät Mainz) von W. Brüchert durchgeführt. Die Trennung des Enzyms von anderweitig 

gebundenen Metallionen erfolgte über die Größenausschlußchromatographie. Die Detek-

tion des Enzyms (über das Element Schwefel) und der Metalle wurde mit Hilfe der in-

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

2.12.1  Kristallisation der PR 

Für die PR mußten die Kristallisationsbedingungen individuell ausgearbeitet werden. 

Zum Austesten einer größeren Anzahl von Bedingungen wurde der unvollständigen fak-

toriellen Suche nach JANCARIK UND KIM (1991) gefolgt. Demnach werden anfängliche 

Kristallisationsbedingungen durch Screenings optimiert. Sind durch langsame Änderung 

der äußeren Bedingungen bestimmte Fällungsmittel- und Proteinkonzentrationen erreicht, 

erzwingen diese intermolekulare Protein-Protein-Wechselwirkungen, die im Idealfall die 

Anordnung zum Proteinkristall bewirken. Geeignete Fällungsmittel sind anorganische 

Salze, organische Lösungsmittel oder Polyethylenglykole unterschiedlicher Molekular-

masse. Neben der Art des Fällungsmittels, seiner Konzentration und der Proteinkonzent-

ration haben auch andere Faktoren wie die Temperatur, der pH-Wert und die Ionenstärke 

einen entscheidenden Einfluß auf die Kristallisation von Proteinen.  

Für die Kristallisation wurden die aufgereinigten Proteinproben konzentriert und kurz 

zentrifugiert, um eventuell vorhandene Verunreinigungen abzutrennen. Die Kristallisati-

onsansätze erfolgten nach der Dampfdiffusionsmethode im hängenden Tropfen (MC-

PHERSON 1990). Bei der hanging drop-Methode wurde ein Tropfen aus 2 µl Proteinlö-

sung und 2 µl Fällungspuffer aus dem Reservoir auf die Unterseite eines silikonisierten 

Deckgläschens pipettiert. Dieses wurde auf den mit niedrigviskosem Silikonöl bedeckten 

Rand einer mit 700 bzw. 1000 µl Fällungspuffer gefüllten Reservoirkammer der Linbro-

Platte befestigt. Die Kristallisationsansätze wurden wahlweise bei 20°C im Trocken-

schrank und bei 4°C im Kühlraum gelagert. Die Ergebnisse wurden regelmäßig unter 

dem Stereomikroskop beobachtet und dokumentiert.  

 

2.12.2  Datensammlung  

Röntgen-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 gekühltem Stickstoff schockgefroren. Die Nylonschleife 

wurde mit einer magnetischen Halterung auf einem Goniometerkopf befestigt und der 
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Kristall im Primärstrahlengang zentriert. Die Aufnahme der Diffraktionsdaten der Kris-

talle erfolgte in Kooperation mit Herrn Dr. U. Müller auf einem Imaging Flächendetektor 

(MarResearch, Norderstedt), in Verbindung mit der beamline BL14.1 am BESSY in Ber-

lin. Als Meßbedingungen wurden gewählt: Primärstrahlwellenlänge 0.91841 Å, Kristall-

Detektor-Abstand 240 mm, Belichtungszeit 5 s, Meßtemperatur 100 K.  

 

2.12.3  Herstellung von Schwermetallatomderivaten 

Für 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 Schwermetalllösung überführt. Bei diesem Vorgang, 

auch „Soaken“ genannt, dringen Schwermetallionen in den Kristall ein. Die Inkubation in 

dieser Lösung erfolgte über einen variablen Zeitraum zwischen 20 und 60 min. Für eine 

reproduzierbare Herstellung der Schwermetallatomderivate und Stabilität der Kristalle 

war es wichtig, die Schwermetalllösungen nicht in Wasser, sondern in der Stabilisie-

rungslösung herzustellen. Die Kristalle wurden direkt nach der Derivatisierung ohne 

Cryopuffer in flüssigen Stickstoff eingefroren und röntgenkristallographisch untersucht. 
 

Schwermetalllösung: 

27% PEG 4000 

80 mM Na-Citrat pH 5,6 

10 mM K2PtCl4 

 

2.12.4  Strukturaufklärung 

Die Aufklärung der nativen Struktur erfolgte von Dr. U. Müller (BESSY, Berlin) mit Hil-

fe des Programmes Phaser (Molekularer Ersatz, READ 2001). Die kristallographische 

Verfeinerung und Berechnung der Elektronendichte von Datensätzen wurden mit den 

Programmen Refmac5 (Molekulare Verfeinerung, MURSHUDOV et al. 1997), CNS und 

Coot (Molekülgrafik, EMSLEY UND COWTAN 2004) durchgeführt. Die Komplettierung 

und Verfeinerung des nativen Strukturmodells sowie die Modellierung der NADPH2-

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 Solvensglättung zur Phasenberechnung, COWTAN 1994) und 
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ARP/wARP (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) durchgeführt.  

 

2.13  Datenbankenrecherche 

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

wie Strukturvorhersagen wurden u. a. folgende Programme verwendet:  

 

ExPASY:   www.expasy.org 

ClustalW:   www.ebi.ac.uk/clustalw/ 

NCBI:   www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

FASTA:   www.ebi.ac.uk/fasta33/ 

PDB    www.rcsb.org/pdb/ 

MEROPS:   www.merops.sanger.ac.uk/ 

AKR Superfamily:  www.med.upenn.edu/akr/ 

Brenda:   www.brenda.uni-koeln.de/ 

Scop:   www.scop.berkeley.edu/data/scop.b.html 

SWISS-MODEL  www.swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html 

 

 



  Ergebnisse 

  38 

3   Ergebnisse  
 

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

Die Isolierung des Gens für die PR begann mit der Überprüfung der Zelllinien R. serpen-

tina T30, R. serpentina 02, R. serpentina Br sowie R. serpentina auf Enzymaktivität mit 

dem Substrat Perakin. Nach Gewinnung des Rohextraktes wurde die Proteinfraktion nach 

Größenausschlußchromatographie aufgefangen und im Aktivitätstest überprüft. Es wurde 

bei allen Zelllinien Enzymaktivität detektiert, jedoch wies R. serpentina Br die quantita-

tiv höchste Aktivität auf. Diese Suspensionskultur wurde als Grundlage für die Isolierung 

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

 

 

 

 

 

 

 

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 Ansätzen 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 Aminosäure 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 für die darauffolgende PCR benötigt 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. 

25S 
23S 
18S 

16S 
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Nach Variation verschiedener chemischer und physikalischer PCR-Parameter ergab eine 

PCR unter den in Tabelle 3 aufgeführten Bedingungen nach gelelektrophoretischer Auf-

trennung auch eine DNA-Bande bei ca. 500 bp (Abbildung 5).  

 
 

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

Proteinfragment Aminosäure-/DNA-Sequenz 

32 Q I Y F R I E A L A Q K 

39 F G I S E L D F S G L V A K 

 
 

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’ 

39for1 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’ 

32rev1 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 [µl] Schritt Zyklen Zeit [min] Temperatur [°C] 

cDNA (32rev) 1 Denaturierung 1 5 95 

Puffer 2 Denaturierung 4/30 1 95 

Primer[10pmol]: 

39for und 

32rev1 

je 1 Annealing 

Elongation 

Endelongation 

4/30 

4/30 

1 

1 

2 

10 

41/46 

72 

72 

MgCl2 1     

dNTPs 1     

Taq-Polymerase 0,5     

Ampuwa 12,5     
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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 für 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 vervielfältigte Plasmid wurde aus den Bakterien isoliert und das einklonierte PCR-

Fragment sequenziert. In der aus der DNA-Sequenz übersetzten Aminosäuresequenz 

wurden die vollständigen Aminosäure-Fragmente, aus denen die degenerierten Primer 

entwickelt wurden, wieder gefunden.  

 

3.3  Ermittlung des Volllängenklones mit RACE-PR 

Um den Volllängenklon 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 aufgeführt. Durch eine PCR mit dem GSP 3' und dem zum 5'-

Adapter komplementären Adapterprimer erhielt man das 5'-Ende des Gens mit dem 

Startcodon (Tabelle 5). Entsprechendes galt für 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 für 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 GAT TTG TTG GGG AGA ACC- 3’ 
 

M  
bp 

 
 
 
 

1000 
800 
600 

 

400 
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Tabelle 5. RACE-PCR zur Erlangung des Vollängenklones. GSP= genspezifischer  
                  Primer.  
 

Bestandteil Ansatz 3’-Ende [µl] Ansatz 5’-Ende [µl] 

cDNA           2           2 

10xPuffer          2           2 

Primer[10pmol]   forward 

                             reverse 

Gen Racer  3’      1 

GSP-5’                1 

Gen Racer  5’     1 

GSP-3’               1 

dNT´s [40 mM]         1           1 

Taq-Polymerase        0,5           0,5 

Ampuwa      12,5         12,5 

 
Die PCR-Produkte wurden in den pGEM-T-Vektor ligiert und dieser in Top10-Zellen 

transformiert (Abbildung 6). Nach Plasmidpräparation wurden die Teilfragmente sequen-

ziert.  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6. Restriktionsanalysen der in pGEM-T-Vektoren subklonierten PCR-Produkte der 
3’- und 5’-RACE-PCR. Für die Restriktion wurde EcoR I verwendet. Marker 
(1), PCR-Produkt der 5’-RACE-PCR (2), PCR-Produkt der 3’-RACE-PCR (3) 

 

Im nächsten Schritt wurden Primer entwickelt, die das Start- und Stoppcodon enthielten 

und von den Restriktionsschnittstellen SphI und SacII für 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 Volllängenklon hatte eine Länge von 1017 

bp (Abbildung 7, Abbildung 8). Der pQE-2-Vektor verfügt am N-Terminus über eine 

zusätzliche Sequenz (6xHis-tag), welche die darauffolgende Reinigung des Proteins über 

Affinitätschromatographie ermöglichte.  

bp 
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Abbildung 7. Vollständige DNA- und Proteinsequenz der PR. Gelb: Teilfragment nach PCR 
mit degenerierten Primern; Rot: degenerierte Primer; Unterstrichen: nach Reini-
gung und Verdau erhaltene Oligopeptide; Grün: 3’- und 5’-GSP-Primer zur 
Amplifizierung des Volllängenklones 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 für 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. Für die 
Restriktion wurden Sph I und Sac II verwendet. Pfeile: Volllängenklon des ge-
suchten PR-Gens. Marker (M) 

 

3.4  Expressionsversuche 

Die mit einem (His)6-tag fusionierte PR wurde nach Expression in M15-Zellen durch ei-

ne Metall-Chelat-Affinitätschromatographie an Ni2+-NTA-Agarose gereinigt (Abbildung 

9). Für den Zellaufschluß wurde ein Lysepuffer mit 10 mM Imidazol verwendet. Nach 

dem Beladen der Säule wurden mit 40 mM Imidazol unspezifisch gebundene Proteine 

von der Säulenmatrix entfernt. Die Elution der PR von der Nickel-Säule 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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Abbildung 9. Elutionsprofil der PR an der Ni2+-NTA-Matrix. Nach Beladen der Säule mit 
dem Rohextrakt wurde die Säule mit 40mM Imidazol gewaschen und anschlie-
ßend das His-markierte Protein (Pfeil) mit 250 mM Imidazol eluiert.  

 

Es wurden 10 μl verschiedener Fraktionen (Rohextrakt, Durchfluss während des Bela-

dens der Säule, Durchfluss während 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 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

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

schlußkörpern während der Überexpression in E. coli schließen. Da aus 1 l Bakterien ca. 

Abbildung 10.  
SDS-Gel gefärbt mit  
Coomassie Blau.  
 
(1) Rohextrakt  
(2) Durchfluss  
(3) Waschpuffer  
(4) Pellet  
(5) LMW-Marker  
(6) gereinigte PR mit  
      His-tag  
 

      1         2      3       4      5      6kDa 
 
97 
 
66 
 
45 
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10 mg Enzym gereinigt werden konnte, war es für die Folgearbeiten nicht nötig, die im 

Pellet befindlichen Einschlußkörper in aktives lösliches Enzym rückzugewinnen. 

 

3.5  Enzymaktivitätstest mit Perakin 

Im Aktivitätstest wurden verschiedene, während der Enzymreinigung erlangte Fraktionen 

(Rohextrakt, Durchfluss, Waschpuffer, Eluat) mit und ohne NADPH2 auf Perakinumsatz 

überprüft. Im Rohextrakt sowie in der Waschpufferfraktion wurde in Gegenwart von 

NADPH2 im HPLC-Profil geringe Aktivität gefunden. Dagegen wurde in der gereinigten 

Proteinfraktion Perakin zu 100% enzymatisch umgesetzt, während in einem Parallelan-

satz ohne NADPH2 dies nicht erfolgte (Abbildung 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 11. HPLC-Profile der Referenzen Perakin (a) und Raucaffrinolin (b) sowie der 
gereinigten Enzymlösung ohne (c) und mit NADPH2 (d). Die Inkubationsdauer 
betrug 2 h. Die Ansätze enthielten 170 µl Enzymlösung (0,1 mg/ml), 10 µl 1M 
KPi (pH 7,5), 15 µl 20 mM NADPH2 und 5 µl Perakin (1mg/ml). 

a 

b 

c 

d 
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3.6  Identifizierung des Endproduktes über DC und MS 

Das gereinigte Enzym wurde mit 5 µg Perakin und NADPH2 versetzt und 30 Min bei 

37°C inkubiert. Nach dünnschichtchromatographischer Auftrennung wurden die, im An-

satz genau in Höhe der mitlaufenden Referenzen Perakin und Raucaffrinolin, auftreten-

den Substanzen ausgekratzt. Zum Zeitpunkt t = 0 befand sich nur ein Fleck im Ansatz auf 

Höhe der Perakinreferenz. Nach 10 min Reaktionszeit erschien ein zweiter, jedoch 

schwächerer, Fleck in Höhe des Raucaffrinolins. Nach 30 Min war der Perakinfleck ver-

schwunden und das mutmaßliche Raucaffrinolin die einzig verbliebene Substanz im Re-

aktionsansatz. Nach Eluation von der Kieselgelmatrix wurden die Proben mit Stickstoff 

getrocknet, in Lösungsmittel aufgenommen und in Tiegel für 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 für Indolalkaloide. Massenpeak: 350 für 
Perakin bzw. 352 für Raucaffrinolin.  

 

3.7  Stabilität 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 Ni2+-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 anschließender 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 Möglichkeit Proteasen 

in ihrer Aktivität zu hemmen, da es zweiwertige Kationen, wie Nickelionen, bindet und 

damit den Proteasen einen wichtigen Cofaktor nimmt. Die somit gewonnene Stabilität 

des Enzyms war für die anschließende Kristallisation eine elementare Voraussetzung. 

b 
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Abbildung 13. SDS-Gel gefärbt mit Coomassie Blau. Rot umkreist: kleines Proteinfragment 
nur als Schatten sichtbar. 
(1) LMW-Marker 
(2) PR direkt nach Ni-NTA-Affinitätschromatographie 
(3) degradierte PR nach einer Woche Lagerung bei 25°C 

 

3.8  Mutationsexperimente 

 Im Zuge der Stabilitätsversuche der PR wurden an drei Stellen der DNA-Sequenz 

Punktmutationen eingefügt. Die Verminderung der Oberflächenentropie von Proteinen 

durch Lysin→Alanin- und Lysin→Arginin-Mutationen führte bei CZEPAS et al. (2004) 

zu einer Verbesserung der Kristallqualität. Drei Lysine der Positionen 100, 244 und 296 

der PR-Sequenz wurden zu Alanin mutiert. Dafür wurden die in Tabelle 7 aufgeführten 

Primer entwickelt. Für die PCR wurde hierbei die lesegenaue Phusion-Polymerase von 

NEB verwendet. Es wurden folgende Mutanten erzeugt: Lys100Ala, Lys244Ala, 

Lys296Ala, Lys100,244,296Ala. Für die Mutagenese der dreifach-Mutante  

 
 

Tabelle 7. Primer für Mutationsexperimente Lysin→Alanin an den Positionen 100, 244 
                  und 296. Fett: verändertes 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’ –CTT GAA AAG AAC GCG CAA ATA TAT TAT- 3’ 

Lys244Ala_rev 5’ –ATA ATA TAT TTG TTG CGC GTT ATT TTC AAG- 3’ 

Lys296Ala_for 5’ –GTT GGT GCT CTG GCG GTA AAG CTC- 3’ 

Lys296Ala_rev 5’ –GAG CTT TAC CGC CAG AGC ACC AAC- 3’ 
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(Lys100,244,296Ala) wurde als Template die zweifach-Mutante (Lys100,244Ala) ver-

wendet. Die Expressionsraten sowie Enzymaktivitäten der Mutanten wurden im Ver-

gleich zum nativen Enzym von den Mutationen nicht beeinflusst.  

 

3.9  Sequenzalignment 

Mit Hilfe der Proteindatenbank UniProt wurde die Aminosäuresequenz 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 Aminosäuresequenz 

der PR mit denen von 5 Proteinen verglichen, die die höchsten Identitäten mit der PR 

besitzen. Die Abkürzungen der Proteine stehen für eine Oxidoreduktase aus Oryza sativa 

(72% Sequenzidentität), ein putatives Auxin-induziertes Protein aus O. sativa (68% Se-

quenzidentität), F8A5.21 Protein und F8A5.24 Protein aus Arabidopsis thaliana (60% 

und 59% Sequenzidentität) sowie eine AKR aus Manihot esculenta (57% Sequenzidenti-

tät). 
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3.10  Proteincharakterisierung 
 
3.10.1  Kinetik 

Versuche, die zur Bestimmung kinetischer Eigenschaften der PR führen sollten, konnten 

aus mehreren Gründen nicht ausgewertet bzw. durchgeführt 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 durchgeführt, jedoch konnten weder über die Peakflächen noch 

über die Peaklängen kinetische Parameter bestimmt werden. Mit einem von GERASI-

MENKO et al. (2001) entwickelten HPLC-Programm, in dessen einstündigen Laufes es 

möglich ist, viele Alkaloide zugleich scharf voneinander zu trennen, war es nicht mög-

lich die Peaks von Perakin und Raucaffrinolin zu separieren.  

2. Eine weitere Methode zur Bestimmung des Km-Wertes sollte über 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 gängige Methoden in der organischen Chemie. 

Anwendung konnten diese Methoden nicht finden, da der Substratpeak nach der enzyma-

tischen Reaktion nicht größer 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 NADPH2-Abnahme, eigentlich die gebräuchlichste Methode für 

kinetische Untersuchungen NADPH2-abhängiger Enzyme, war die letzte Möglichkeit zur 

Sammlung kinetischer Daten der PR. Da vom limitierenden Faktor, das Substrat Perakin, 

zu große Mengen für die Messung in verhältnismäßig großen Küvetten (mindestens 500 

µl) erforderlich waren, wurden diese Experimente nur ansatzweise durchgeführt und 

mußten abgebrochen werden. 
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3.10.2  Bestimmung der Proteingröße über Größenausschlußchromatographie 

Die Größenausschlußchromatographie wurde nicht zur Reinigung der Enzymlösung son-

dern zu analytischen Zwecken durchgeführt, um das Dimerisierungsverhalten der PR in 

Lösung zu studieren. Abbildung 15 zeigt das Elutionsprofil von drei verschiedenen Grö-

ßenmarkern an einer Sephacrylsäule. 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 Lösung. Es stimmt somit mit dem 

theoretisch kalkulierten Molekulargewicht des methylierten Enzyms mit His-tag von 39,3 

kDa überein. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15. Elutionsprofil der Molekulargewichtsbestimmung für die 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 (α-Chymotrypsin; peak 3) von 
der Säule 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 α-Chymotrypsin als internen Standard, roter Pfeil: In-
jektion der PR (10 mg/ml) ohne Standard, grüner Pfeil: Injektion des α-
Chymotrypsins (2 mg/ml).  
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Abbildung 16. Eichgerade der Molekulargewichtsbestimmung für die PR an Sephacryl S-200. 
Anhand der linearen Regression der Elutionsvolumina der Proteinmarker (BSA 
67.000 Da, Ovalbumin 45.000 Da, α-Chymotrypsin 25.000 Da) ergibt sich für 
die PR (Elutionsvolumen 58 ml) ein Molekulargewicht von 38,3 kDa (Pfeil). 

 

3.10.3  Temperaturoptimum 

Die Bestimmung der Temperaturabhängigkeit der PR erfolgte bei pH 7,0 in 100 mM Ka-

liumphosphatpuffer mit Perakin als Substrat und NADPH2 als Cosubstrat (2.8.5). Dabei 

wurden die Ansätze zunächst auf die jeweilige Temperatur erwärmt, bevor durch Zugabe 

von NADPH2 die Reaktion gestartet wurde. Dadurch sollte verhindert werden, dass die 

PR bereits während des Erwärmens der Ansätze auf die eigentliche Reaktionstemperatur 

aktiv ist. Dies hätte vor allem bei den Messungen bei höheren Temperaturen zu einer 

Verfälschung der Ergebnisse führen können. Das Aktivitätsmaximum der PR liegt bei 

50°C. Bei dieser Temperatur ist die Enzymaktivität und somit die Umsatzrate von Pera-

kin zu Raucaffrinolin am größten. Über 55°C beginnt die Reduktase zu denaturieren, was 

am Verlauf der Diagrammbalken in Abbildung 17 durch den drastischen Abfall der Akti-

vität deutlich zu erkennen ist.  
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Abbildung 17. Temperaturabhängigkeit der PR. Die angegebenen Werte wurden aus drei 

Messungen gemittelt. 
 

3.10.4  pH-Optimum 

Für die Bestimmung des pH-Optimums der PR wurde Kaliumphosphatpuffer-Mix mit 

konstanter Ionenstärke über einen pH-Bereich von 4 bis 9 verwendet. So sollten Einflüs-

se, die durch eine Veränderung der Ionenstärke oder durch einen Pufferwechsel bedingt 

sind, ausgeschlossen werden. Die Ansätze wurden für 15 min bei 37°C inkubiert. Dann 

wurde die Reaktion durch Methanolzugabe abgestoppt und das während der Katalyse 

gebildete Raucaffrinolin über HPLC quantifiziert. Die optimale Enzymaktivität 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 über das Verhältnis der Peaklän-

gen von Perakin und Raucaffrinolin zueinander bestimmt. Wenn der Perakinumsatz im 

Aktivitätstest 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 

näher 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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18. pH-Abhängigkeit der PR. Die Enzymreaktion erfolgte für 15 min bei 37°C. 

Die angegebenen Werte wurden aus drei Messungen gemittelt. 
 

3.10.5  Substratspezifität 

Die Aktivität der reinen Enzymlösung wurde mit denen in Tabelle 8 aufgeführten Sub-

stanzen mit Hilfe der HPLC und der NADPH2-Abnahme bestimmt. Dabei wurden zu den 

eigentlichen Substraten der PR noch verschiedene weitere Substrate eingesetzt. Deren 

Auswahl erfolgte u. a. in Anlehnung an die Substratspezifität anderer AKRs und soll die 

PR damit innerhalb ihrer Enzymfamilie abgrenzen. Dass die meisten AKRs durch homo-

logy cloning entdeckt wurden, erklärt deren hohe Identität und Substratähnlichkeit unter-

einander. So verwerten ein Großteil der bekannten AKRs Progesteron und Testosteron, 

während die PR von den getesteten Substanzen nur Perakin und Zimtaldehyd als Substrat 

annahm. Inkubationen mit NADPH2 und Zimtaldehyd ohne PR ließen darauf schließen, 

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

Substrat 
 

Strukturformel 
 

Relative Aktivität [%]

 

Perakin 
N

N

H

OAc

CH3

CHO 

 

100 

 

21-Hydroxyraumaclin 

OH

H
N

CH3

O

H

H

NH

H

OH
H

 

 

0 

 

Zimtaldehyd 

CHO  

 

100 

 

p-Anisaldehyd 

 

 
OCH3

C
HO

 

 

0 

 

2-Nitrobenzaldehyd 

      

C
HO

NO2

 

 

0 

 

Gardneral 
N

H

N

H

H
OHC

CH3O

 

 

0 

 

Progesteron 

O

CH3

CH3
O

H3C

 

 

0 

 

Glucose 
O

OH

OH

OH

CH2OH

OH

 

 

0 
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Die Synthese von 21-Hydroxyraumaclin erfolgte nach der Vorschrift von OBITZ (1995; 

Abbildung 19). Die Rf-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 färbte sich der 21-Hydroxyraumaclin-Fleck auf der DC nicht, wie 

von OBITZ beschrieben, nach besprühen mit CAS-Reagenz.  

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 19. Synthese von 21-Hydroxyraumaclin aus Ajmalin durch flavinkatalysierte 
Photooxidation (h*ν = 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung. 20. Dünnschichtchromatographische Auftrennung der Syntheseansätze nach 20 

min (a), 40 min (b), 60 min (c) und 90 min (d). Pfeil: Laufrichtung des 
Fließmittels. 

 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von OBITZ (1995) und Warzecha konnte hier keine 

Enzymaktivität mit 21-Hydroxyraumaclin festgestellt werden. Die gleiche im Aktivitäts-

test verwendete gereinigte PR zeigte jedoch in Gegenwart von Perakin hohe Umsatzra-

ten. In Abbildung 21 sind die HPLC-Chromatogramme der enzymatischen Reaktion mit 

Flavin, h*ν 
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21-Hydroxyraumaclin dargestellt. Die Gegenwart von NADPH2 hatte keine Auswirkung 

auf den 21-Hydroxyraumaclin-Peak (Abbildung 18c, Rt = 8,94).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 21. HPLC-Profile von 21-Hydroxyraumaclin als Referenz (a), im Aktivitätstest 
mit (b) und ohne (c) NADPH2. 

 
3.10.6  Cosubstratspezifität 

Aktivitätstests zeigten, dass die PR als Reduktionsäquivalent nur NADPH2 akzeptiert, 

nicht jedoch ATP oder NADH. Die Ansätze wurden wie in 2.8.5 beschrieben zusammen-

gesetzt, allerdings wurde statt 15 µl 20 mM NADPH2, in gleicher Menge und Konzentra-

tion ATP bzw. NADH hinzupipettiert. Die Auswertung erfolgte wie bei anderen Aktivi-

tätstests über HPLC. 

 

3.10.7  Metallionenabhängigikeit 

Nach Trennung des Enzyms von möglicherweise gebundenen Metallen über die Größen-

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-Aktivität.  

 

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 züchten. Die Abspaltung des His-tags zum nativen Enzym hatte keinen 

Einfluss auf die Kristallbildung. Auch Großansätze mit mehreren tausend Pufferbedin-

gungen, verarbeitet von Kristallisations-Robotern, die Nanolitermengen in 96-well-

Platten mit der sitting-drop-Methode pipettieren, waren nicht erfolgreich (durchgeführt 

am EMBL Heidelberg und EMBL Outstation Hamburg).  

Es gibt die Möglichkeit, die Oberflächenspannung von Proteinen durch reduktive Methy-

lierung so zu verändern, dass eine Kristallbildung positiv beeinflusst bzw. die Auflösung 

von Kristallen erhöht werden kann (RAYMENT 1997). In Abbildung 22 ist schematisch 

der Reaktionsverlauf der Methylierung eines Proteins dargestellt. Während der Reaktion 

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

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22. Schematischer Reaktionsverlauf während 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, 

würde sich das Molekulargewicht der PR im vollständigen dimethylierten Zustand um 

672 Da erhöhen. Die Methylierung erfolgte nach Reinigung und Dialyse des Enzyms, 

dessen His-tag nicht abgespalten wurde, in 50 mM Kaliumphosphatpuffer. Anschließend 

wurden mit dem methylierten Protein wie üblich 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 Deckgläschen pipettiert. Davon stellte einer den Kontrolltropfen dar (2 µl Re-

servoirpuffer + 2 µl 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 µl Reservoirpuffer zu-

sammen. Die Platte wurde bei 20°C im Trockenschrank inkubiert und nach 7 Tagen 

lichtmikroskopisch überprüft.  
 

 
 
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 gezüchtet werden und waren damit reproduzierbar. Nach 2 Wo-

chen erreichten die Kristalle ihre vollständige Größe von durchschnittlich 120 x 120 x 30 

µm. Sie wurden mit 0,5 µl des blauen Farbstoffes Izit versetzt, der in Proteinkristalle, 

jedoch nicht in Salzkristalle, eindringen kann. Die Kristalle färbten sich nicht eindeutig 
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blau. Zur Klärung, ob es sich bei den Kristallen um Salz oder Protein handelte, wurden 

mehrere Kristalle aus einem Tropfen „gefischt“, in 10 µl Wasser gelöst und mit SDS-

Probenpuffer aufgekocht. Banden auf dem SDS-Gel bestätigten, dass es sich um Protein-

kristalle handelte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 24. Kristalle der PR unter polarisiertem Licht (a, b); nicht methylierte Proteinlö-

sung unter gleichen Kristallisationsbedingungen (c); verwachsene Kristalle, 
die entstanden, wenn die Enzymkonzentration vor der Methylierung zu hoch 
war (d). Größe der Kristalle: 120 x 120 x 30 µm. 

 

Wurde nicht methyliertes Protein unter den gleichen Bedingungen verwendet, bildeten 

sich keine Kristalle (Abbildung 24 c). Die Methylierung war demzufolge für die Kristall-

bildung essentiell. In weiteren Versuchen wurde beobachtet, dass die Kristallqualität so-

wie das zeitliche Auftreten der Kristalle abhängig 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 

höchstens 5 mg/ml methyliert, konnten regelmäßige Kristalle bereits nach 4 Tagen 

a 

dc 

b
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Wachstumszeit beobachtet werden. Mit Anstieg der Konzentration wuchsen sehr große 

verwachsene Kristalle, die sich erst nach 2 Wochen bildeten (Abbildung 24 d).  

Es zeigte sich, dass die PR-Kristalle nach Denaturierung (95°C für 5 min) ein anderes 

Molekulargewicht besaß, als die Proteinlösung 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 Größenunterschiedes zwischen 1 und 2 liegt, wie bereits 

erwähnt, an der Erhöhung des Molekulargewichtes um maximal 700 Da durch die Di-

methylierung der freien Aminogruppen im Protein. Wie sich der deutliche Größenunter-

schied zwischen 2 und 3 erklären lässt, wird in Kapitel 4 diskutiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abbildung 25. SDS-Gel gefärbt mit Coomassie Blau.     

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

 

3.11.2  Einfluß der reduktiven Methylierung auf die Enzymaktivität 

Die Enzymaktivität der PR wurde nach der reduktiven Methylierung, eine Methode deren 

Durchführung insgesamt 2 Tage beansprucht, im HPLC-Aktivitätstest überprüft. Nach 

der Reinigung des Proteins aus E. coli, wurde die Enzymlösung gegen 50 mM KPi-Puffer 

pH 7,5 dialysiert und anschließend in zwei Teile aliquotiert. Ein Teil wurde durch reduk-

tive Methylierung chemisch modifiziert, der andere Teil diente als Kontrolle und wurde 

zum einen sofort für Aktivitätstests verwendet und zum anderen im Kühlschrank aufbe-
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wahrt. So konnte für den direkten Vergleich der Enzymaktivitäten Proteinlösungen glei-

chen Alters verwendet werden. In Abbildung 26 sind die relativen Aktivitäten von fri-

schem Enzym, drei Tage altem Enzym sowie drei Tage altem methylierten Enzym gegen-

übergestellt. Während die mehrtägige Lagerung bei 4°C mit einem geringen Aktivi-

tästsverlust einherging (ca. 15%), nahm die Aktivität des methylierten Enzyms im Ver-

gleich zum unmodifizierten Protein um ca. 70% ab. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 26. Einfluss der reduktiven Methylierung auf die Enzymaktivität. 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 (schätzungsweise 3 kDa) vom C-

oder N-Terminus des Proteins dissoziierte. Um dies zu klären, 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 gelöst und mit Ni2+-NTA versetzt. Nach 15 min Inkubation wur-

de der Ansatz kurz zentrifugiert und der wässrige Überstand abgenommen. Danach wur-
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de Elutionspuffer dazugegeben, 15 min inkubiert, zentrifugiert und ebenfalls der Über-

stand abgenommen. In den jeweiligen Überständen wurde die Proteinkonzentration ge-

messen. Die Ausgangsproteinkonzentration der gelösten Kristalle wurde auf 1 mg/ml 

eingestellt. Der Überstand nach Inkubation der Proteinlösung am Ni2+-NTA-Material 

enthielt kein Protein, was bedeutete, dass das Kristallprotein an der Matrix gebunden hat. 

Nach Zugabe des Elutionspuffers löste sich das gebundene Protein. Demzufolge fand 

sich im Eluat eine Proteinkonzentration von annähernd 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 möglich den C-Terminus auf diese Weise zu determinieren. 

Da davon ausgegangen wurde, dass das ca. 33 kDa große Fragment kristallisierte, wurde 

zur Klärung das Strukturmodell der PR herangezogen. Das Peptid-Grundgerüst, das aus 

den potentiellen Lagen der Cα-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 während der Hitzedenaturie-

rung stattgefunden haben.  

 

3.12  Diffraktionsexperimente 

Die bei den Röntgenbeugungsexperimenten eingesetzte Strahlung besitzt infolge Ihrer 

Frequenz hohe Energie, die neben der kristallspezifischen Diffraktion auch zu Ionisie-

rung und Radikalbildung im Kristall führt. Die Radikale modifizieren in einer Kettenre-

aktion Nachbarmoleküle und stören die periodische Anordnung der Gitterbausteine, so 

dass die Diffraktionsqualität abnimmt. Da die Entstehung und Diffusion der Radikale 

temperaturabhängig ist, werden insbesondere unter Verwendung von Synchrotronstrah-

lung Datensammlungen von Proteinkristallen an eingefrorenen Kristallen bei Temperatu-

ren um 100 K durchgeführt. Um Eisbildung beim Einfrieren der Kristalle zu vermeiden, 

müssen die Kristalle abhängig 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 Lösung überführt. Die 
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mit Cryopuffer getränkten Kristalle wurden anschließend in einer Nylonschleife in flüs-

sigem Stickstoff schockgefroren und in den auf 100 K temperierten Cryostrahl überführt 

und vermessen. Die Röntgenstrahlen wurden während 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 Auflösung von 2,3 Å; gemes-

sen an BL14.1., BESSY in Berlin.  
 

In Tabelle 9 ist die Statistik des nativen Röntgendatensatzes aufgeführt. Die Datensamm-

lung erfolgte an der Beamline BL14.2 am BESSY in Berlin. Die Messung lieferte Daten 

bis zu einer Auflösung von 2,0 Å. Die PR kristallisierte unter den genannten Bedingun-

gen in der orthorhombischen Raumgruppe C2221 mit den Gitterparametern a=58,94 Å, 

b=93,00Å, c=143,35 Å und α=β=γ=90°. Der Datensatz ist mit 99,6 % nahezu vollständig. 
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Tabelle 9. Datenstatistik eines PR-Kristalls.  

Röntgenlichtquelle BESSY-BL14.2 

Wellenlänge [Å] 0,91841 

Raumgruppe C2221 

Elementarzellparameter a=58,94 Å, b=93,00 Å, c=143,35 Å, 

α=β=γ=90° 

Auflösungsgrenze [Å]* 12,0-2,00 (2,1-2,00) 

Anzahl gemessene Reflexionen 105.755 

Anzahl unabhängige Reflexionen 26.970 

Rsym* 0,065 (0,51) 

I/σ(I)* 25,5 (5,1) 

Redundanz* 16,6 (14,1) 

Vollständigkeit* [%] 99,6 (99,3) 

VM Wert 2,9 (1 Mol / ASU) 

* Die Werte in Klammern beziehen sich auf die höchste Auflösungsschale. 
 

3.13  Strukturaufklärung der PR 

Die Struktur des Proteinmoleküls wird durch das Vergleichen der Elektronendichte mit 

der Primärstruktur des Proteins erhalten. Um eine Elektronendichte mittels Fourier-

Transformation zu ermitteln, benötigt man drei Informationen: Wellenlänge, Reflexinten-

sitäten und Phasen des gebeugten Röntgenstrahls. Dabei ergibt sich eine fundamentale 

Schwierigkeit der Proteinkristallographie: das Phasenproblem. So gibt es mehrere Mög-

lichkeiten die Phasen auf anderem Wege zu ermitteln. Dies ist zum einen die Methode 

des molecular replacement (MR). In diesem Falle verfügt man bereits über ein Modell, 

dass eine große Ähnlichkeit mit der untersuchten Struktur aufweist. Die Berechnung der 

Phasen aus dem ähnlichen 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 für 

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 Auflösung des Kristalls war es nicht möglich die vollständige Struktur der PR 

über das MR aufzuklären, da das von Swiss-Prot generierte Proteinmodell, welches als 

Vorlage diente, nur 31% Sequenzidentität mit der PR besaß. Im Folgenden wurden die 

Kristalle in MAD-Experimenten mit Schwermetallatomen derivatisiert. Der hohe Was-

sergehalt in Proteinkristallen lässt die Möglichkeit zu, Schwermetallionen in den Kristall 

diffundieren zu lassen. Bei diesen soaking-Experimenten wurden PR-Kristalle in eine 

geeignete Schwermetalllösung gebracht. Dabei lagerten sich die Schweratome so ein, 

dass der Proteinkristall während der Messung anormale Phasen erzeugt. Diese Phasen 

korrespondierten mit der bestehenden Struktur aus dem MR. Mit den unter 2.12.4 er-

wähnten Programmen wurde die Struktur verfeinert und bis auf 2 Bereiche (AS 25-32, 

AS 220-241) vollständig gelöst. 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 auffäl-

lig aus dem Modell herausragende C-Terminus lässt eine dimere Konformation der PR 

im Kristall erahnen. Die am jeweiligen C-Terminus liegenden β-Faltblätter formen an der 

Grenzfläche beider Moleküle eine barrel-Struktur. Obwohl laut Datenstatistik (Tabelle 9) 

in der asymmetrischen Einheit nur ein Molekül vorliegt, sagt dies nichts über den oligo-

meren Status der PR im Kristall aus, da die kristallographische Symmetrie mit den mole-

kularen Interaktionen beider Moleküle übereinstimmt. Die Berechnung der ASA (Acces-

sible Surface Area) einer Untereinheit in einem Dimer ergibt sich nach Gl. (1) aus der 

Summe der ASA von zwei Monomeren abzüglich der ASA der dimeren Konformation. 

Die ASA der Untereinheiten dimerer Proteine liegen in einem Bereich zwischen 368,1 Å2 

und 4746,1 Å2 (JONES UND THORNTON 1995). Die Kontaktfläche einer PR-Untereinheit 

von ca. 2873 Å² läßt demnach darauf schließen, dass die PR im Kristall als Dimer vor-

liegt. 

 

 

 

 

 

 
Ai = ([ASa + ASb] – ASab) / 2  
 
Ai = ([16634,5 + 16634,5] – 27523,9) /2 
 
Ai = 2872,6 Å² 

Ai=ASA der Grenzfläche einer Untereinheit, ASa=ASA der Untereinheit a, ASb=ASA der Unter-
einheit b, ASab=ASA beider Untereinheiten, wenn diese als Dimer vorliegen 

Gl. (1) 
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Abbildung 28. Die monomere und dimere Struktur der PR. Die mit Pfeilen markierten Be-

reiche zwischen den Aminosäuren Ser220 und Ala241 sowie Pro25 und 
Gly32 konnten nicht gelöst werden.  

 

 

3.14 NADPH2-Bindungsstelle 

Strukturen von Protein-Liganden-Komplexen können entweder über die Erzeugung ge-

mischter Kristalle (Kokristallisation) oder durch „Soaking“ determiniert werden. Wie 

bereits erwähnt, können kleine Moleküle in den Kristall diffundieren. Für das Soaking 

wurden die Kristalle für eine bestimmte Zeit in der Cosubstratlösung inkubiert und ver-

messen. Leider lagerte sich der Ligand nicht in der Proteinbindetasche an, so dass zu-

künftig weitere Versuche (höhere NADPH2-Konzentrationen, längere Inkubationszeiten) 

notwendig sind, den Bindungsmodus des Cosubstrates zu bestimmen. In Kokristallisati-
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onsexperimenten wurde ebenfalls versucht Protein-NADPH2-Komplexe zu erzeugen. 

Hierbei wurden die Lösungen von Enzym und NADPH2 miteinander gemischt und ver-

sucht zu kristallisieren. Jedoch wuchsen in Gegenwart von 1 mM NADPH2 keine Kristal-

le. Aus zeitlichen Gründen konnten diese Experimente nicht fortgeführt werden. Jedoch 

konnte das Cosubstrat NADPH2 in die PR-Struktur modelliert werden (Abbildung 29). 

Dies war möglich, da der Bindungsmodus der AKRs für NADPH2 aufgrund der daran 

beteiligten stark konservierten AS bekannt ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 29. Die monomere Darstellung der Röntgenkristallstruktur der PR mit Blick auf 

das β-barrel, modelliert mit dem Cofaktor NADPH2. α-Helices sind blau dar-
gestellt, β-Faltblätter pink. NADPH2 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 ursprüng-

lich aus der säulenchromatographischen Reinigung aus R. serpentina-Suspensions-

kulturen stammten (Warzecha, unveröffentlichte Daten). Es wurde aufgrund der Ergeb-

nisse der Aktivitätstests zwischen den Reinigungssschritten angenommen, dass es sich 

hierbei um Proteinfragmente der PR handelte. In dieser Arbeit sollte das vollständige, für 

die PR codierende Gen im Genpool aus Suspensionskulturen von R. serpentina gefunden 

werden. Im ersten Schritt wurden die vorliegenden Aminosäuresequenzen in Datenban-

ken mit anderen Aminosäuresequenzen verglichen. Es wurden geringe Ähnlichkeiten 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 ältere inosinhaltige Primer wurden für die sich anschließende PCR verwendet. Die 

Primer wurden so entwickelt, dass die ersten und letzten Aminosäuren der Oligopeptide 

nicht in der DNA-Sequenz der Primer enthalten waren. So sollte später sichergestellt 

werden, dass die Primer an den richtigen Stellen gebunden haben. Der Rohextrakt von 

Suspensionskulturen der Zelllinie R. serpentina Br zeigte im Aktivitätstest den höchsten 

NADPH2–abhängigen 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 großes PCR-

Fragment in E. coli subkloniert und sequenziert. In der Sequenz wurden die vollständigen 

Oligopeptide, die als Primervorlage dienten, gefunden. Anschließend wurde durch  

RACE-PCR ein 1017 bp langer Volllängenklon ermittelt. Nach der erfolgreichen Subk-

lonierung in E. coli Top10-Zellen konnte der Volllängenklon in den für die Produktion in 

E. coli M15-Zellen geeigneten Expressionsvektor pQE-2 kloniert werden. Der pQE-2-

Vektor trägt den transkriptionsstarken T5-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 unterdrückt 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 Volllängenklones mit 

einem 6xHis-tag außerdem die Möglichkeit mit Hilfe des Enzyms DAPase den His-tag 

abzuspalten.  

Die Kultivierung der M15-Zellen erfolgte in Schüttelkolben mit 500 ml LB-Medium. 

Eine 24 stündige Induktionszeit mit 0,5 mM IPTG bei 25°C führte zu hohen Expressions-

raten der PR. Die Expressionsrate der PR-Mutanten zeigte keinen Unterschied zum Wild-

typ-Protein. Jedoch wirkten sich IPTG-Konzentrationen über 0,5 mM in der Bakterien-

kultur infolge der hohen Expressionsrate ungünstig auf das Wachstum der Bakterien aus. 

Die während der Expression gebildeten Einschlußkörper beruhten auf der hohen Produk-

tionsrate von 10 mg Protein/l Bakterienkultur. Da die Proteinausbeute für Kristallisati-

onsexperimente groß genug war, ist es nicht nötig gewesen, die Einschlußkörper zu rena-

turieren. Die nachfolgende Aufarbeitung und Reinigung des rekombinanten Proteins über 

Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie 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 Coomassiefärbung überprüft. Auf 

dem SDS-Gel zeigte sich eine Bande bei ca. 38-39 kDa. Dieses Ergebnis stimmt überein 

mit dem Befund von Warzecha, der die mutmaßliche PR als 38 kDa großes Protein iden-

tifizierte. Jedoch wurden auch noch zwei weitere Banden auf dem Gel sichtbar, die in 

nachfolgenden Untersuchungen auf die Instabilität der PR zurückzuführen war. Die an-

fänglichen Stabilitätsprobleme 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 Intensität zu. Nach einer Woche waren auf dem SDS-Gel weder 

Proteinbanden noch Enzymaktivität im HPLC-Assay mehr vorhanden und das Protein, 

als weißer Niederschlag sichtbar, vollständig denaturiert. Die anfängliche Vermutung das 

Protein hätte die Tendenz zur Autodegradation, konnte mit Zugabe von EDTA nach Pro-

teinelution von der Ni2+-NTA-Matrix entkräftet werden. Das Enzym blieb für Wochen 

auch bei Raumtemperatur stabil, was eine unerläßliche Voraussetzung für 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 Aktivitätstests und anschlie-

ßender massenspektrometrischer Analyse der enzymatischen Reaktion mit Perakin er-

bracht. Damit konnte bestätigt werden, dass die von Warzecha aufgereinigten Oligopep-

tide aus R. serpentina-Suspensionskulturen von der PR stammten. Für die Untersuchung 

auf Akzeptanz unterschiedlicher Substrate durch die PR standen mehrere Substanzen zur 

Verfügung, 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 natürlichen 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 höchster Sequenzidentität (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 höchste 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 STÖCKIGT 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 schließen, dass das lösliche En-

zym im Cytoplasma der Pflanzenzelle vorliegt.  

Über die Regulation der Ajmalinbiosynthese ist noch relativ wenig bekannt. Die Rolle 

der PR als Seitenweg-Enzym dürfte 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 hauptsächlich 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 häufig 

angewandte Methode, um eine Kristallbildung zu initieren bzw. die Kristallqualität zu 

verbessern (RAYMENT 1997, KOBAYASHI 1999, KURINOV 2000, SCHUBOT UND WAUGH 

2004). RYPNIEWSKI et al. (1993) untersuchten den Effekt verschiedener Reduktionsmittel 

auf Lysozym aus Hühnereiweiß und verglichen das modifizierte Protein mit der nativen 

Form. Es zeigte sich, dass der Einsatz von DMAB und Formaldehyd keine Veränderun-

gen der Sekundär- und Tertiärstruktur zur Folge hatte, sondern mit der Dimethylierung 

der freien Aminogruppen (am Lysinrest und N-Terminus) kleine „strukturelle Störungen“ 

verursachte. Nach reduktiver Methylierung behielt das Lysozym seine volle Aktivität 

(RYPNIEWSKI et al. 1993), während das Fragment S1 von Myosin einen Teil seiner Akti-

vität verlor (WHITE UND RAYMENT 1993). Strukturelle Analysen ließen die Autoren dar-

auf schließen, dass Lysin in der Untereinheit des Myosins am katalytischen Reaktions-

mechanismus beteiligt ist. Im Fall der PR wirkte sich die Methylierung auf einen fast 

vollständigen Verlust der Aktiviät aus (3.11.2). Eine Erklärung findet sich, wenn man das 

katalytische Zentrum der PR betrachtet. Neben drei anderen Aminosäuren ist Lysin ent-

scheidend am Elektronentransfer von NADPH2 auf das Substrat beteiligt. Auf diesen 

Punkt wird unter 4.5 und 4.6 bei der Besprechung des Strukturmodells näher 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 angepaßt werden muss. Die Beobachtung an 

verwachsenen PR-Kristallen (Abbildung 24 d), die aus einer Proteinlösung stammten, die 

in der reduktiven Methylierung zu hoch konzentriert war, deutet darauf hin, dass der 

Grad der Methylierung an der Aminogruppe entscheidend ist für ein geordnetes Kristall-

wachstum. Die reduktive Methylierung ist demnach zwingend für 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 Auflösung von 2,0 Å 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, bestätigten den störenden Einfluß dieser Aminosäure (LONGEN-

ECKER et al. 2001, DEREWENDA et al. 2004). SCHUBOT UND WAUGH (2004) stellten fest, 

dass die Methylgruppen die Löslichkeit des Proteins in wässriger Lösung herabsetzen, 

was zu einer Abnahme der Beweglichkeit der Seitenketten führt. Die Folge der durch 

Methylierung stabilisierten Proteinoberfläche kann in der Bildung eines Kristallgitters 

resultieren (RAYMENT 1997).  

Bevor die Struktur der PR über Röntgenkristallanalyse gelöst wurde, ist angenommen 

worden, dass ein kleines Fragment der PR während der Kristallbildung „abbricht“ und 

das größere Fragment kristallisiert (Bahn 3 in Abbildung 25). Röntgenkristallographische 

Untersuchungen unterstützten diesen Befund jedoch nicht, da die komplette Aminosäure-

sequenz im Strukturmodell gefunden wurde. Für das SDS-Gel in Abbildung 25 wurde 

methylierte und unmethylierte Enzymlösung sowie Kristallprotein nach Zugabe von Pro-

benpuffer denaturiert (5 min, 95°C). Aus den Größen der Proteinbanden muss geschlos-

sen werden, dass (a) die methylierte PR ein größeres Molekulargewicht besitzt als die 

native PR (bei vollständiger Dimethylierung der 24 Lysine max. 700 Da) und (b) vom 

Kristallprotein während der Hitzedenaturierung ein kleines, auf dem Gel nicht sichtbares 

Fragment dissoziierte, so dass nur eine Bande bei schätzungsweise 34-35 kDa ersichtlich 

blieb. Da, wie bereits erwähnt, die komplette Peptidkette in der Kristallstruktur nachge-

wiesen werden konnte, ist die Fragmentierung der PR nur auf Hitzedenaturierung zu-

rückzuführen. Im Gegensatz zu diesem Befund blieb die methylierte Proteinlösung, wie 

auf Bahn 2 des SDS-Gels ersichtlich, während 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 großen Fragmentes mit MALDI-TOF stehen noch 

aus und könnten darüber Aufschluss bringen. Ebenso könnte mit MALDI-TOF-Analysen 

geklärt 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 Auflösung von 2,0 Å nicht ausreichend ist, um Methylierungen an 
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den Aminogruppen zu erkennen (persönliche Mitteilung Dr. S. Panjikar, EMBL Ham-

burg). 

 

4.4 Einordnung der PR in die Superfamilie der AKRs  

Erste Sequenzalignments mit ClustalW zeigten, dass die Aminosäuresequenz der PR ho-

he Identität zu putativen Enzymen der Superfamilie der AKR besitzt (3.9). Derzeit gehö-

ren dieser Superfamilie 124 Mitglieder an, deren Funktion bekannt ist und die in 14 Fa-

milien (AKR1-AKR14) eingeteilt werden. Diese Daten beruhen auf eine eigens für 

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 März 2003 nicht mehr aktualisiert wurden, muss angenommen werden, dass die tat-

sächliche Anzahl der AKR-Mitglieder höher liegt. Nach unserem derzeitigen Kenntnis-

stand ist die PR die erste AKR aus dem Pflanzenreich, die kristallisiert und deren Struk-

tur aufgeklärt wurde. Die Nomenklatur der AKRs ist ähnlich der der Cytochrom P450 

Superfamilie, jedoch beruht Erstere auf Aminosäuresequenzvergleiche. Enzyme, die über 

40% Sequenzidentität mit Enzymen einer AKR-Familie besitzen, gehören dieser an. In-

nerhalb einer Familie können Unterfamilien gebildet werden, wenn das Enzym weniger 

als 60% Sequenzidentität zu anderen AKRs einer Unterfamilie aufweist (HYNDMAN et al. 

2003). In Abbildung 37 (im Anhang) wurden die Aminosäuresequenzen jeweils eines 

Vertreters jeder AKR-Familie mit der Sequenz der PR verglichen. Die höchste Sequenz-

identität (43%) innerhalb funktionell bekannter AKRs hat die PR mit dem YakC Protein 

aus Schizosaccharomyces pombe. Demnach und anhand den Regeln der Nomenklatur 

würde die PR als zweites Mitglied der Familie 13A eingeordnet werden. Der Stamm-

baum in Abbildung 30 verdeutlicht zu einem großen Teil die Verwandtschaftsverhältnis-

se der durch homology cloning aus den verschiedensten Organismen erhaltenen Aldose- 

und Aldehydreduktasen. Die AKR-Familien AKR1-5 sind zusammengefasst in einem 

Hauptzweig, während die AKR-Familien AKR6-14 einen weiteren Zweig darstellen. Das 

einheitliche Verbreitungsmuster der AKRs in allen taxonomischen Gruppen lässt vermu-

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

ren gleichermaßen Pflanzen, Pilze, Hefen und Bakterien Vertreter dieser Enzymfamilie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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, grün: pflanzliche AKRs. Die 
Darstellung erfolgte in Anlehnung an HYNDMANN et al. (2003). Aus Platz-
gründen wurden die Enzyme der Familien AKR1 (A1-D3) und AKR2 (B6-
E1) nicht vollständig beschriftet.  

 

Der Stammbaum in Abbildung 31 veranschaulicht die Verwandtschaftsverhältnisse der 

PR mit einigen pflanzlichen AKRs der Familien AKR4 und AKR2 mit Hilfe von Se-

quenzvergleichen. Auch in dieser Darstellung wird aufgrund der Nähe der pflanzlichen 
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PR zu den pilzlichen AKR8A1 und AKR13A1 deutlich, dass die Genisolierung der 

pflanzlichen Enzyme über homology cloning erfolgte und nicht, wie im Falle der PR, ü-

ber säulenchromatographische Proteinreinigung auf Basis von Aktivitätstests. Das YakC-

Protein (AKR13A1) aus S. pombe, das die höchste Sequenzidentität mit der PR besitzt, 

wurde von der Pyridoxal-Reduktase (AKR8A1) abgeleitet (MORITA et al. 2002). Letzeres 

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

liert. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 31. 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 für die pflanzlichen Aldose-Reduktasen AKR4C5 und AKR4C6 wurden über 

eine cDNA-Bank aus Digitalis purpurea isoliert, basierend auf der tierischen AKR ∆4-3-

Ketosteroid 5β-Reduktase (GAVIDIA et al. 2002). Dies erklärt auch die verwandtschaftli-
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che Nähe dieser Enzyme zu den tierischen und pilzlichen Enzymen der AKR1- und 

AKR2-Familie. Sequenzvergleiche der PR mit denen in Abbildung 31 aufgeführten 

pflanzlichen Enzymen zeigten nur 20-25% Sequenzidentität miteinander und unterstützen 

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 bezüglich ihrer eigenen Substratspezifität (JEZ et al. 

1997 a). Obwohl die AKR13A1 über homology cloning der AKR8A1 aus S. pombe iso-

liert wurde, kann AKR13A1 das natürliche Substrat Pyridoxal der AKR8A1 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. 

Unabhängig ihres taxonomischen Ursprungs weisen alle AKRs große Ähnlichkeiten in 

Aminosäuresequenz und genomischer Organisation auf. AKRs agieren meist als mono-

mere Proteine, bestehen aus ca. 320 Aminosäuren und benötigen zur katalytischen Reak-

tion NADPH2 als Cofaktor (JEZ et al. 1997a). Lediglich in den Familien AKR2 (Xylose 

Reduktase aus Candida tenuis), AKR6 (shaker channel β-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-unabhängige Re-

duktion von Glucose zu Sorbitol. Somit steht das Enzym im direkten Zusammenhang mit 

der Entwicklung von Spätschäden infolge von Hyperglykämie bei Diabetikern (BOHREN 

1989, YABE-NISHIMURA 1998, DANESH et al. 2003). Klinische Studien mit ADR-

Inhibitoren zeigten, dass die ADR ein potentielles Target für 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 rönt-

genkristallographische Untersuchungen an der ADR aus Schwein und Mensch zeigten, 

dass das Protein in Form eines (β/α)8-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) schließen daraus, dass diese Enzyme trotz unterschiedlicher Reak-

tionsmechanismen von einem ursprünglichen TIM-barrel abgeleitet sind. Das TIM-barrel 

ist ein charakteristisches Merkmal aller AKRs, selbst wenn zwischen ihnen weniger als 

20% Sequenzidentität besteht. Jedes der acht parallel angeordneten β-Faltblätter ist über 

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 gehörenden Superfamilien der 

multimeren kurzkettigen Alkoholdehydrogenasen (SDR = short chain reductases) und 

der  

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32. (β/α)8-TIM-barrel Motiv am Beispiel der Röntgenkristallstruktur des Enzyms 

3-α-Hydroxysteroid/Dihydrodiol Dehydrogenase (3-α-HDH, HOOG et al. 
1994, PDB-Code: 1RAL). Die drei großen Loops sind mit A, B und C be-
zeichnet. 
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zinkabhängigen langkettigen Alkoholdehydrogenasen (EKLUND et al. 1985). Haupt-

merkmale der SDRs sind die stark konservierte katalytische Domäne Tyr-Xaa-Xaa-Xaa-

Lys und die Bindung von NAD(P)H in einer Rossmann-Faltung (JÖRNVALL et al. 1995). 

Bei fast allen AKRs erscheinen an elf Positionen in der Primärstruktur konservierte Ami-

nosäuren: Gly22, Gly45, Asp50, Tyr 55, Lys84, Asp112, Pro119, Gly164, Asn167, 

Pro186, Gln190 und Ser271, wobei sich JEZ et al. (1997a) bezüglich der Nummerierung 

der Aminosäurereste auf die 3-α-Hydroxysteroid/Dihydrodiol-Dehydrogenase aus Rattus 

norvegicus beziehen (Abbildung 37 im Anhang). Diese Aminosäuren spielen eine bedeu-

tende Rolle bei der Bindung von NADPH2 und der Bildung der katalytischen Tetrade. 

Letztere, bestehend aus den stark konservierten Aminosäuren Asp52, Tyr57, Lys84 und 

His126 (bezeichnet nach der Aminosäureabfolge der PR), vermittelt den Wasserstoff-

transfer vom NADPH2 zum Kohlenstoff des Substrates. Die darauffolgende Protonierung 

des Substrat-Sauerstoffs erfolgt durch eine als Hauptsäure fungierende Aminosäure des 

Enzyms (OBMOLOVA et al. 2003). In Abbildung 33 ist die Lage des NADPH2, umgeben 

von der katalytischen Tetrade, im Strukturmodell der PR dargestellt. Der Reaktionsme-

chanismus der AKRs während der Umsetzung der jeweiligen Substrate 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abbildung 33. Detailansicht der gemodellten Lage des NADPH2 an der C-terminalen Seite 
der PR-Struktur. NADPH2 ist als stick-Modell dargestellt. Grün: Aminosäu-
ren der katalytischen Tetrade, blau: Helices, pink: Faltblätter.  
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verläuft nach einem “Ordered Bi-Bi“- Mechanismus, bei dem zuerst der Cofaktor bindet 

und dann dieser im späteren Verlauf das Enzym als letzter Reaktionspartner wieder ver-

lässt (YOSHIDA et al. 1992). Asp50- und His117-Mutanten zeigten keine Abnahme ihres 

Substratumsatzes. Daraus wurde gefolgert, dass diese Aminosäuren nicht für die Katalyse 

entscheidend sind. Mutagenesestudien an Tyr55 und Lys84 führten teilweise zum kom-

pletten Verlust der katalytischen Aktivität (TARLE et al. 1993). Vergleiche verschiedener 

Kristallstrukturen führten zu dem Schluß, dass Tyr55 als katalytische Säure im Reakti-

onsmechanismus fungiert (PETRASH et al. 1995). Die Bedeutung dieser Aminosäure be-

weist die niedrige Enzymaktivität von ρ-Crystallin (AKR1C10). Als einziger AKR fehlt 

diesem Protein die Aminosäure Tyr55 (FUJII et al. 1990). Die geringe Aktivität der PR 

nach reduktiver Methylierung ist höchstwahrscheinlich auf die Tatsache zurückzuführen, 

dass Lys84 infolge der „maskierten“ Aminogruppe keine Bindung mit dem Kohlenstoff 

der Aldehydgruppe des Perakins eingehen kann.  

Neben der Bindungstasche für den Cofaktor und des katalytischen Zentrums befinden 

sich auf der C-terminalen Seite drei große Loops A, B und C (Abbildung 32). In Ver-

gleichsstudien der 3-α-Hydroxysteroid/Dihydrodiol Dehydrogenase mit nah verwandten 

AKR-Strukturen kommen JEZ et al. (1997a) zu dem Schluß, daß die Aminosäuren 

Met120, Phe128 und Phe129 in Loop A, Trp227in Loop B sowie Asn306, Ala308 und 

Tyr310 in Loop C entscheidend sind für die Substratbindung und damit verantwortlich 

für die Substratspezifität. Die Autoren stellten nach multiplen Sequenzvergleichen fest, 

dass keine größeren Lücken, in Regionen, die im Zusammenhang mit dem TIM-barrel 

stehen, existieren. Jedoch zeigten sich große Lücken in der Aminosäuresequenz 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, wäh-

rend die Substratspezifität 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 erwähnt ist die Gesamtstruktur der PR ähnlich zu den bisher bekannten 

Strukturen der AKRs. Die größten strukturellen Unterschiede der PR betreffen den C-

terminalen Bereich und die sich dort befindlichen Loops, die, wie bei allen AKRs, für die 

Substratspezifität verantwortlich sind. Die Kristallstruktur der PR zeigt an der Oberfläche 

einen Proteinkanal, der dem Cofaktor NADPH2 als Zugang zu seiner Bindungsstelle die-

nen könnte. In Abbildung 34 ist in der Oberflächenansicht des Proteins dieser Kanal sich-

tbar. Vermutlich dringt NADPH2 von der einen Seite in den Proteinkanal ein, während 

Perakin von der anderen Seite in das katalytische Zentrum eintritt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 34. Darstellung der Oberflächenstruktur der PR mit Blick auf den Proteinkanal, 

von dem aus Perakin von der einen und NADPH2 von der anderen Seite in 
das katalytische Zentrum vordringt. 

 

Auffällig 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 Oberflächenkon-

takte der Grenzfläche der Moleküle sowie die C-terminale Struktur legen den Schluß na-

he, dass die PR im Kristall höchstwahrscheinlich 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 große Kontakt-

fläche zwischen den Molekülen lässt darauf schließen, dass die PR im Kristall 
als Dimer vorliegt.  

 
Im Vergleich der in Abbildung 36 dargestellten Dimere mit der PR berühren sich die 

monomeren Untereinheiten der AKR7A1 und AKR2B2 an ihren Flanken, während bei 

der PR die C-Termini einerseits in das gegenüberliegende Molekül eingreifen (Abbildung 

35) und andererseits mit den Faltblättern an den C-Termini ein β-barrel formen. Diese 

Struktur unterscheidet sich damit maßgeblich 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) (KOZMA 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-
blätter am C-Terminus bilden miteinander ein β-barrel. 

 
Das Ergebnis der Größenausschlußchromatographie deckt sich nicht mit dem kristal-

lographischen Befund. Die PR liegt in Lösung eindeutig als Monomer vor. Es wurde be-

reits in anderen Fällen beschrieben, dass ein Protein im Kristall oder bei hohen Enzym-

konzentrationen als Dimer vorliegt, jedoch in Lösung oder bei niedrigen Enzymkonzent-

ration als Monomer (TRAPANI et al. 2001). Danach könnte ebenso der pH-Wert für die 

widersprüchlichen Ergebnisse verantwortlich sein, da die Größenausschlußchroma-

tographie bei pH 7,2 durchgeführt wurde und die Kristallisation bei pH 5,6. SAX-(small 

angle scattering) Experimente könnten Aufschluss darüber geben, wie sich Perakinlösung 

in Abhängigkeit ihrer Konzentration und ihrem pH-Wert verhält. SAX-Daten geben In-

formationen zu einigen strukturellen Parametern von Proteinen wie dem Trägheitsradius, 

der eine wichtige Größe zur Charakterisierung der räumlichen Ausdehnung von Protei-

nen ist.  

 

4.7 Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit war es aus zeitlichen Gründen nicht mehr möglich sich intensi-

ver mit der Strukturanalyse der PR auseinanderzusetzen, da die Struktur erst vor kurzem 

vollständig gelöst werden konnte. Kommende Veröffentlichungen werden Gegenstand 

dieser Thematik sein. Mehrere interessante Aspekte ergeben sich aus dieser Arbeit für 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 NADPH2 erzeugt werden. Erste Versuche die PR mit NADPH2 zu 

soaken gestalteten sich schwierig. Es sollte versucht werden Cokristalle mit NADPH2 zu 

züchten und diese mit Perakin zu soaken, um die Bindungsverhältnisse von Substrat und 

Cosubstrat darzustellen.  
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Die sich widersprechenden Ergebnisse aus der Größenausschlußchromatographie und der 

Röntgenkristallstrukturanalyse der PR, ob das Enzym als Monomer und/oder als Dimer 

vorliegt, können mit SAX-Experimenten näher untersucht werden. Eine weitere Mög-

lichkeit das Dimerisierungsverhalten der PR zu überprüfen, ist die analytische Ultra-

zentrifugation. Hierbei werden sehr hohe Zentrifugalfelder erzeugt, mit denen Proteine 

ihrer Größe nach getrennt werden.  

Enzymkinetische Untersuchungen konnten u.a. aufgrund der geringen Verfügbarkeit des 

Substrates Perakin nicht durchgeführt werden. Da das Alkaloid käuflich nicht erhältlich 

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 möglich. In Abhängigkeit des Perakingehaltes der Wurzeln 

könnte aus 100 g Wurzeltrockengewicht maximal 0,3 g Perakin gereinigt werden.  

Weiterhin sollte eine umfassende Durchführung von Aktivitätstests 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 Substratspezifität durch Mutagenesestu-

dien an Aminosäuren, die in den großen Loops maßgeblich für die Substratbindung ver-

antwortlich sind, stellen eine weitere Möglichkeit dar, ein umfassenderes und genaueres 

Bild des enzymatischen Verhaltens der PR zu liefern. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
A,C,G,T Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin 

% v/v Volumenprozent 

% w/v Gewichtsprozent 

AAE Acetylajmalin Acetylesterase 

AKR Aldo/Keto-Reduktase 

AMV-RT Avian Myeloblastosis Virus-Reverse Transkriptase 

Å Ångström (1 Å = 10-10 m) 

APS  Ammoniumperoxodisulfat 

AS  Aminosäure 

BESSY Berliner Elektronenspeicherring-Gesellschaft für Synchrotronstrahlung m.b.H

bp Basenpaar 

BSA  Rinderserumalbumin  

DESY Deutsches Elektronensynchrotron 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

cDNA copy-DNA oder komplementäre DNA 

DAB Deutsches Arzneibuch 

DAPase Dipeptidylaminopeptidase 

DC  Dünnschichtchromatographie 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DMAB Dimethylaminboran-Komplex 

dNTP  Desoxyribonukleosid-5’-triphosphat (N = A, C, G, T ) 

DTT  Dithiotreitol 

E. coli Escherichia coli 

EDTA Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraessigsäure 

EMBL European Molecular Biology Laboratory 

ESI-MS Electrospray ionization mass spectrometry 

His-tag (Histidin)6-Markierung 

HPLC   High Performance Liquid Chromatographie  

IPTG Isopropyl-ß-D-thiogalaktopyranosid 

kb kilo-Basen 

kDa kilo-Dalton 
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LB Luria-Bertani 

MAD Multiple anomale Dispersion 

MALDI-TOF Matrix-unterstützte Laserdesorptions-/Ionisations-Massenspektrometrie 

MCS Multiple Cloning Site 

MeOH  Methanol 

MOPS 3-[N-Morpholino]-Propansulfonsäure 

M-MuLV Moloney Murine Leukemia Virus 

MS Massenspektrometrie 

MWCO moleculare weight cut off 

NADPH2 red. Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 

NADP+ ox. Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 

NTA Nitrilotriessigsäure 

ODx 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 Ribonukleinsäure 

RP  Reversed Phase 

rpm  Rounds per minute 

Rt  Retentionszeit 

RT  Reverse Transkriptase 

SDS  Sodiumdodecylsulfat 

Taq  Thermus aquaticus 

TAE TRIS-Essigsäure-EDTA-Puffer 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

U Unit (1U = 16.67 nkat) 

UV Ultravoilett 

x g  x-fache Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 
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Aminosäurecode 

 

Alanin Ala  A  
Arginin Arg R  
Asparagin Asp  N  
Asparaginsäure Asp   D  
Cystein  Cys   C  
Glutamin   Gln   Q  
Glutaminsäure  Glu   E  
Glycin   Gly   G  
Histidin   His   H  
Isoleucin   Ile   I  
Leucin   Leu   L  
Lysin    Lys   K  
Methionin   Met   M  
Phenylalanin  Phe   F  
Prolin    Pro   P  
Serin    Ser   S  
Threonin   Thr   T  
Tryptophan   Trp   W  
Tyrosin   Tyr   Y  
Valin    Val   V  
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4A1             ---------MAAAIEIPTIVFPNSS------------------------AQQRMPVVGMG 27 
4B2             ----------MESNGVPMITLSSG---------------------------IRMPALGMG 23 
4C1             ---MASAKATMGQGEQDHFVLKSG---------------------------HAMPAVGLG 30 
2A1             ---------------MSTVTLSSG---------------------------YEMPVIGLG 18 
1C5             -----------MDPKFQRVALSDG---------------------------HFIPVLGFG 22 
1D2             ---------MNLSTANHHIPLNDG---------------------------NSIPIIGLG 24 
1B2             ---------------ATHLVLYNG---------------------------AKMPILGLG 18 
1A2             --------------AASCVLLHTG---------------------------QKMPLIGLG 19 
2B2             -----------MTYLAETVTLNNG---------------------------EKMPLVGLG 22 
5A1             ----------MAGVDKAMVTLSNG---------------------------VKMPQFGLG 23 
5B              -----------AGKS-PLINLNNG---------------------------VKMPALGLG 21 
5D              -------------PNIPTISLNDG---------------------------RPFAEPGLG 20 
3A1             -------MPATLHDSTKILSLNTG---------------------------AQIPQIGLG 26 
PR              -------MPRVKLGTQGLEVSKLG-----------------------------FGCMGLS 24 
13A1            -----MSIPTRKIGND--TVPAIG-----------------------------FGCMGLH 24 
8A1             -----------MPIVSGFKVGPIG-----------------------------FGLMGLT 20 
11A             -------MKKAKLGKSDLQVFPIG---------------------------LGTNAVGGH 26 
12A             -------------MSGMYVQLGRGA------------------------TLVSRLWLGTV 23 
9A1             MAAPPAPQPPSLLGYHRVLSPLAGIR-------------------VSPLCLGTMHFGGQW 41 
14A1            --MVWLANPERYGQMQYRYCGKSG---------------------------LRLPALSLG 31 
10A2            ------MSSVPLPVSSDASSQPDG-----------------------------APPLLLG 25 
7A1             -------------MSQARPATVLG-------------------------------AMEMG 16 
 
4A1             SAPDFT--CKKDT-KEAIIEAVKQGYRHFDTAAAYGSEQALG-EALKEAIHLGLV-SRQD 82 
4B2             TAETMV--KGTEREKLAFLKAIEVGYRHFDTAAAYQSEECLG-EAIAEALQLGLIKSRDE 80 
4C1             ---TWR--AGSDTAHSVRTAITEAGYRHVDTAAEYGVEKEVG-KGLKAAMEAGID--RKD 82 
2A1             ---LWR--LEKDELKEVILNAIKIGYRHFDCAAHYKSEADVG-EALAEAFKTGLVK-REE 71 
1C5             TYAPEE--VPKSKAMEATKIAIDAGFRHIDSAYFYKNEKEVG-LAIRSKIADG-TVKRED 78 
1D2             TYSDPR--PVPGKTFIAVKTAIDEGYRHIDGAYVYRNEHEVG-EAIREKVAEG-KVKREE 80 
1B2             TWKSP-----PGQVTEAVKTAIDLGYRHIDCAHVYQNENEVG-VALQEKLKEQ-VVKREE 71 
1A2             TWKSE-----PGQVKAAIKYALTVGYRHIDCAAIYGNELEIG-EALTETVGPGKAVPREE 73 
2B2             CWKMP-----NDVCADQIYEAIKIGYRLFDGAQDYANEKEVG-QGVNRAIKEG-LVKRED 75 
5A1             VWQSPA--G--EVTENAVNWALCAGYRHIDTAAIYKNEESVG-AGLRA---SG--VPRED 73 
5B              VFAASA-----EETASAIASAISSGYRLIDTARSYNNEAQVG-EGIRN---SG--VDRAE 70 
5D              TYNLRG-----DEGVAAMVAAIDSGYRLLDTAVNYENESEVG-RAVRA---SS--VDRDE 69 
3A1             TWQSKE-----NDAYKAVLTALKDGYRHIDTAAIYRNEDQVG-QAIKD---SG--VPREE 75 
PR              GDYNDA--LPEEQGIAVIKEAFNCGITFFDTSDIYGENGSNE--ELLGKALKQLPREK-- 78 
13A1            AMYGPS--S-EEANQAVLTHAADLGCTFWDSSDMYG-FGANE--ECIGRWFKQTGRRKE- 77 
8A1             WKPKQT--P-DEEAFEVMNYALSQGSNYWDAGEFYGVDPPTSNLDLLARYFEKYPENANK 77 
11A             NLYPNL--N-EETGKELVREAIRNGVTMLDTAYIYGIGRSEE---LIGEVLRE--FNRED 78 
12A             NFSGRV--P-DDQAIRLMDEALDRGVNCVDTADIYGWRLYKGHTEELVGRWLRGSGRRDD 80 
9A1             MRAMGD--VTKETAFALLDRFYEAGGNFIDTANFYQGEGSEK----WLGEWVASRGNRDE 95 
14A1            LWHNFGHVNALESQRAILRKAFDLGITHFDLANNYGPPPGSAEENFGRLLREDFAAYRDE 91 
10A2            TSAFGQ----DERGFPVYDAYWEGGGRAFDTAWLYGHAYGPGCCERTFGAWARSRGVEKE 81 
7A1             RRMDVT------SSSASVRAFLQRGHTEIDTAFVYANGQSET---ILGDLGLGLGRSGCK 67 
 
4A1             LFVTSK--------------LWVTENHPHLVLPALRKSLKTLQ-LEYLDLYLIHWPLSS- 126 
4B2             LFITSK--------------LWCADAHADLVLPALQNSLRNLK-LEYLDLYLIHHPVSL- 124 
4C1             LFVTSK--------------IWCTNLAPERVRPALENTLKDLQ-LDYIDLYHIHWPFRL- 126 
2A1             LFITTK--------------IWNSDHG--HVVEACKNSLEKLQ-IDYLDLYLVHYPMPTK 114 
1C5             IFYTSK--------------LWCTFHRPELVRPSLEDSLKNLQ-LDYVDLYIIHFPTALK 123 
1D2             IFYCGK--------------LWSTDHDPEMVRPALERTLQTLK-LDYIDLYIIEMPMAFK 125 
1B2             LFIVSK--------------LWCTSHDKSLVKGACQKTLNDLK-LDYLDLYLIHWPTGFK 116 
1A2             LFVTSK--------------LWNTKHHPEDVEPALRKTLADLQ-LEYLDLYLMHWPYAFE 118 
2B2             LVVVSK--------------LWNSFHHPDNVPRALERTLSDLQ-LDYVDIFYIHFPLAFK 120 
5A1             VFITTK--------------LWNTEQGYESTLAAFEESRQKLG-VDYIDLYLIHWPRGKD 118 
5B              MFVTTK--------------LFNCDYGYERALRAFDESLGRLG-LDYVDLYLLHWP---- 111 
5D              LIVASK--------------IPGRQHGRAEAVDSIRGSLDRLG-LDVIDLQLIHWP---- 110 
3A1             IFVTTK--------------LWCTQH--HEPEVALDQSLKRLG-LDYVDLYLMHWPARLD 118 
PR              IQVGTKFGIHEIGF----SGVKAKG-TPDYVRSCCEASLKRLD-VDYIDLFYIHRIDTTV 132 
13A1            IFLATKFGYEKNPE----TGELSLNNEPDYIEKALDLSLKRLG-IDCIDLYYVHRFSGET 132 
8A1             VFLSVKGGLD--------FKTLVPDGNPDFVSKSVENVIAHLRGTKKLDLFQCARVDPNV 129 
11A             VVIATKAAHRK--Q----GNDFVFDNSPDFLKKSVDESLKRLN-TDYIDLFYIHFPDEHT 131 
12A             VVLATKVG--EPMS----DRVNDRGLSARHVIRSCEASLRRLG-VDHIDLYQMHRMDRTV 133 
9A1             LVLATKYTMSYRLTGPEKIKSNFQGSHSKSLRLSVEASLAKLR-TDYIDLLYVHMWDFST 154 
14A1            LIISTKAGYDMWPG------PYGSGGSRKYLLASLDQSLKRMG-LEYVDIFYSHRVDENT 144 
10A2            VWVLAKG-------------AHTPECLPDRVEAQLAESFDRMG-RDDAAMYMLHRDNPDV 127 
7A1             VKIATKAAP-----------MFGKTLKPADVRFQLETSLKRLQ-CPRVDLFYLHFPDHGT 115 
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4A1             --QPGKFSFPIE--------VEDLLPFDVKG----VWESMEECQKLGLTKAIGVSNFSVK 172 
4B2             --KPGKFVNEIP--------KDHILPMDYKS----VWAAMEECQTLGFTRAIGVSNFSCK 170 
4C1             --KDG-AHMPPE--------AGEVLEFDMEG----VWKEMENLVKDGLVKDIGVCNYTVT 171 
2A1             HNAIGKTASLLG--------EDKVLDIDVTISLQQTWEGMEKTVSLGLVRSIGLSNYELF 166 
1C5             PG--VEIIPT--------DEHGK--AIFDTVDICATWEAMEKCKDAGLAKSIGVSNFNRR 171 
1D2             PG--EEFYPK--------DENGR--VIYHKSNLCATWEALEACKDAGLVKSLGVSNFNRR 173 
1B2             HG--SEYFPL--------DAAGN--VIPSDTDFLDTWEAMEGLVDEGLVKSIGVSNFNHL 164 
1A2             RG--DNPFPK--------NADGT--IRYDATHYKDTWKALEALVAKGLVRALGLSNFSSR 166 
2B2             PVPFDEKYPPGFYTGKEDEAKGH--IEEEQVPLLDTWRALEKLVDQGKIKSLGISNFSGA 178 
5A1             ----------------ILSKEGK--------KYLDSWRAFEQLYKEKKVRAIGVSNFHIH 154 
5B              ------------------TKDWN--------ATIQSWKAAEKILGDGRARAIGVCNFLED 145 
5D              ------------------NPSVG--------RWLDTWRGMIDAREAGLVRSIGVSNFTEP 144 
3A1             PAYIKNEDILSV----PTKKDGSRAVDITNWNFIKTWELMQELPKTGKTKAVGVSNFSIN 174 
PR              P-------------------------------IEITMGELKKLVEEGKIKYVGLSEASPD 161 
13A1            P-------------------------------IEKIMGALKKCVEAGKIRYIGLSECSAN 161 
8A1             P-------------------------------IETTMKTLKGFVDSGKISCVGLSEVSAE 158 
11A             P-------------------------------KDEAVNALNEMKKAGKIRSIGVSNFSLE 160 
12A             R-------------------------------WDELWQAMDQLVASGKVRYIGSSNFAGW 162 
9A1             S-------------------------------VEEVMQSLHHLVAAGKVLNIGISDAPAW 183 
14A1            P-------------------------------MEETASALAHAVQSGKALYVGISSYSPE 173 
10A2            P-------------------------------VGEFVSVLADLVARGLIGAYGMSNWSLD 156 
7A1             P-------------------------------IEETLQACHQLHQEGKFVELGLSNYVSW 144 
 
4A1             KLQNLLSVAT------IRPVVDQVEMNLAWQQK---------KLREFCKE-NGIIVTAFS 216 
4B2             KLQELMAAAK------IPPVVNQVEMSPTLHQK---------NLREYCKA-NNIMITAHS 214 
4C1             KLNRLLRSAK------IPPAVCQMEMHPGWKND---------KIFEACKK-HGIHVTAYS 215 
2A1             LTRDCLAYSK------IKPAVSQFETHPYFQRD---------SLVKFCMK-HGVLPTAHT 210 
1C5             QLEMILNKPGLK----YKPVCNQVECHPYLNQG---------KLLEFCKS-KGIVLVAYS 217 
1D2             QLEVILNKPGLK----YKPVTNQVECHPYFTQT---------KLLEVSASSMTSFIVAYS 220 
1B2             QIERILNKPGLK----YKPAVNQIECHPYLTQE---------KLIQYCHS-KGIVVTAYS 210 
1A2             QIDDVLSVASVR------PAVLQVECHPYLAQN---------ELIAHCQA-RGLEVTAYS 210 
2B2             LIQDLLR--GAR----IKPVALQIEHHPYLTQE---------RLIKYVKN-AGIQVVAYS 222 
5A1             HLEDVLAMCT------VTPMVNQVELHPLNNQA---------DLRAFCDA-KQIKVEAWS 198 
5B              QLDELIAASD------VVPAVNQIELHPYFAQK---------PLLAKNRA-LGIVTEAWS 189 
5D              MLKTLIDETG------VTPAVNQVELHPYFPQA---------ALRAFHDE-HGIRTESWS 188 
3A1             NLKDLLASQGNK----LTPAANQVEIHPLLPQD---------ELINFCKS-KGIVVEAYS 220 
PR              TIRRAHAVHPVT----ALQIEYSLWTRDIED-----------EIVPLCRQ-LGIGIVPYS 205 
13A1            TIRRAAAVYPVS----AVQVEYSPFSLEIERPEI--------GVMKACRE-NNITIVCYA 208 
8A1             TIKRAHAVVPIA----AVEVEYSLFSRDIETN----------GIMDICRK-LSIPIIAYS 203 
11A             QLKEANKDGLVD----VLQGEYNLLNREAEKTFFPYTKEHNISFIPYFPLVSGLLAGKYT 216 
12A             HLAAGQESAARR----GSLGLVSEQCLYNLAVR-----HAELEVLPAARA-YGIGVFAWS 212 
9A1             VVAKCNEYARFH----GLTRFCVYQGRWACSYRDFER-----EILPMCQS-EGLALAPWG 233 
14A1            RTQKMVELLREWK---IPLLIHQPSYNLLNRWVD------KSGLLDTLQN-NGVGCIAFT 223 
10A2            RVREAVGYAREQGLPAPAGVSNQLSLIDMVQPIYPGTMGSHDPRWRAWLTENPVTLYPWA 216 
7A1             EVAEICTLCKKNG--WIMPTVYQGMYNAITRQVET-------ELFPCLRH-FGLRFYAFN 194 
 
4A1             PL-----------------------------------RKGASRGPNEVMENDVLKEIAEA 241 
4B2             VLG----------------------------------AIGAPWGSNAVMDSKVLHQIAVA 240 
4C1             PLG----------------------------------SSEK-----NLAHDPVVEKVANK 236 
2A1             PLGGA-------------------------------AANKDMFGSVSPLDDPVLNDVAKK 239 
1C5             ALGSH------------------------------REPEWVDQSAPVLLEDPLIGALAKK 247 
1D2             PLGTC------------------------------RNPLWVNVSSPPLLKDELLTSLGKK 250 
1B2             PLGSP------------------------------DRP-WAKPEDPSLLEDPRIKAIADK 239 
1A2             PLGSS------------------------------DRA-WRDPNEPVLLEEPVVQALAEK 239 
2B2             SFGPVSFL---------------------------ELENKKALNTPTLFEHDTIKSIASK 255 
5A1             PLG-----------------------------------------QGKLLSNPILSAIGAK 217 
5B              PIGGA-IN---------------------------DGDGDNHGGRKHPLTDPVITTIAEA 221 
5D              PLAR----------------------------------------RSELLTEQLLQELAVV 208 
3A1             PLGS---------------------------------------TDAPLLKEPVILEIAKK 241 
PR              PIGRGLFAGKAIK-ESLPENS----V------LTSHPRFVGENLEKNKQIYYRIEALSQK 254 
13A1            PLGRGFLTGAYKSPDDFPEGD----F------RRKAPRYQKENFYKNLELVTKIEKIATA 258 
8A1             PFCRGLLTGRIKTVEDLKEFAKSFPF------LEYLDRFSPDVFAKNLPFLQAVEQLAKK 257 
11A             EDTTFPEGDLRNE----------------------QEHFKGERFKENIRKVNKLAPIAEK 254 
12A             PLHGGLLSGALRKLAEGTAVK-------------SGQGRAQRTLPALRDTIARYERFCAR 259 
9A1             ALGRGQYKSAEEFQQE-------------------GTRNMGPQEEKHRLMGAKLTEVGER 274 
14A1            PLAQGLLTGKYLNGIPQDSRMHRE-G------NKVRGLTPKMLTEANLNSLRLLNEMAQQ 276 
10A2            SQGRGAHALADPAELR------------------TSPLAECWYSETNVERLRRARTLAER 258 
7A1             PLAGGLLTGRYKYQDKDGKNPESRFFGNPFSQLYMDRYWKEEHFNGIALVEKALKTTYGP 254 
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4A1             HGKSIAQVSLRWLYEQGV-------TFVPKSYDKERMNQNLHIFD--WALTEQDHHKISQ 292 
4B2             RGKSVAQVSMRWVYQQGA-------SLVVKSFNEGRMKENLKIFD--WELTAEDMEKISE 291 
4C1             LNKTPGQVLIKWALQRGT-------SVIPKSSKDERIKENIQVFG--WEIPEEDFKVLCS 287 
2A1             YGKSVAQICLRWGIQRKT-------AVIPKSSKIQRLKENLEVLE--FQLSDEDMQLIYS 290 
1C5             HQQTPALIALRYQLQRGI-------VVLAKSFTEKRIKENIQVFE--FQLPSEDMKVIDS 298 
1D2             YNKTQAQIVLRFDIQRGL-------VVIPKSTTPERIKENFQIFD--FSLTKEEMKDIEA 301 
1B2             HKKTTAQVLIRFPMQRNL-------VVIPKSVTPARIAENFQVFD--FELSSEDMTTLLS 290 
1A2             YNRSPAQILLRWQVQRKV-------ICIPKSVTPSRIPQNIQVFD--FTFSPEEMKQLDA 290 
2B2             HKVTPQQVLLRWATQNGI-------AIIPKSSKKERLLDNLRINDA-LTLTDDELKQISG 307 
5A1             YNKTAAQVILRWNIQKNL-------ITIPKSVHRERIEENADIFD--FELGAEDVMSIDA 268 
5B              HGRSAAQVILRWHFQNDV-------VAIPKSVNPERIAKNIDVFD--FALSDAEMAQLDE 272 
5D              YGVTPTQVVLRWHVQLGS-------TPIPKSADPDRQRENADVFG--FALTADQVDAISG 259 
3A1             NNVQPGHVVISWHVQRGY-------VVLPKSVNPDRIKTNRKIFT--LSTEDFEAINNIS 292 
PR              HGCTPVQLALAWVLHQGE-D----VVPIPGTTKIKNLHNNVGALK--VKLTKEDLKEISD 307 
13A1            NNITPGQLSLAWLLAQGD-D----ILPIPGTKRVKYLEENFGALK--VKLSDATVKEIRE 311 
8A1             FGMTMPEFSLLFIMASGNGL----VIPIPGSTSVSRTKSNLNALN--KSLSPEQFKEAKE 311 
11A             HNVDIPHIVLAWYLARPEID-----ILIPGAKRADQLIDNIKTAD--VTLSQEDISFIDK 307 
12A             VGRDPAEVGLAWLLSRPG-V----SGAVIGPRTTGHLVSALRAVE--LELSEEEHRELEA 312 
9A1             KGVAAAAIALAYLLHKSP-Y----VFPVIGCRTVEQLEANITSLG--VELSDEEIYEIED 327 
14A1            RGQSMAQMALSWLLKDDR-V----TSVLIGASRAEQLEENVQALNN-LTFSTKELAQIDQ 330 
10A2            RGVSSTGIALAWTLSQPFR-----VVALIGPRQPEEVRDSLAAAELRLTEAERDWLENGT 313 
7A1             TAPSMISAAVRWMYHHSQLKGTQGDAVILGMSSLEQLEQNLALVEE-GPLEPAVVDAFDQ 313 
 
4A1             ISQSR--------LISGPTKP--QLADLWDDQI--------------------------- 315 
4B2             IPQSRTSSA---AFLLSPTGPFKTEEEFWDEKD--------------------------- 321 
4C1             IKDEKRVLTGEELFVNKTHGPYRSAADVWDHEN--------------------------- 320 
2A1             IDRKYR----------TSLPSKTWGLDVYA------------------------------ 310 
1C5             LNRNFRYVTADFAIG---------HPNYPFSDEY-------------------------- 323 
1D2             LNKNVRFVEMLMWSD---------HPEYPFHDEY-------------------------- 326 
1B2             YNRNWRVCALVSCAS---------HKDYPFHAEF-------------------------- 315 
1A2             LNKNLRFIVPMLTVDGKRVPRDAGHPLYPFNDPY-------------------------- 324 
2B2             LNQNIRFNDPWEWLD----------NEFPTFI---------------------------- 329 
5A1             LNTNSRY-GPDP-------------DEAQF------------------------------ 284 
5B              LDTGVRI-GPDPRDV----------DTSSFAEFV-------------------------- 295 
5D              LERGRLW-DGDP-------------DTHEEM----------------------------- 276 
3A1             KEKGEKR-VVHP-------------NWSPFEVFK-------------------------- 312 
PR              AVPLDEVAGESIHEVIAVTNWKFANTPPLK------------------------------ 337 
13A1            ACDNAEVIGARYPPGAGSK--IFMDTPPMPK----------------------------- 340 
8A1             VLSKYPIYGLRYNEQLAGTLSV-------------------------------------- 333 
11A             LFA--------------------------------------------------------- 310 
12A             LFPPVGSGGEVPEAWQN------------------------------------------- 329 
9A1             TIPFDVGFPMAFLFESPQQKYRSDMTTRHIWQVTCNARIESVPKPRPIEPKQGYKQMDRK 387 
14A1            HIADGELNLWQASSDK-------------------------------------------- 346 
10A2            GEPPRE------------------------------------------------------ 319 
7A1             AWNLVAHECPNYFR---------------------------------------------- 327 

 
Abbildung 37. Multiples Alignment der PR mit repräsentativen Vertretern bestehender Familien der AKR-

Superfamilie. Die höchste Sequenzidentität (43,7 %) hat die PR mit AKR13A1 (YakC Pro-
tein aus Schizosaccharomyces pombe, Q09923). Die Aminosäuresequenzen wurden der 
SwissProt-Datenbank entnommen und mit ClustalW verglichen. Grau hinterlegt sind kon-
servierte Aminosäuren, von denen die eingerahmten Aminosäuren 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 20α-Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus Oryctolagus cunicu-
lus (P80508), AKR1D2 3-Ketosteroid-5β-Reduktase aus Rattus norvegicus (P31210), 
AKR1B2 Aldose-Reduktase aus Oryctolagus cuniculus (P15122), AKR1A2 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-Gluconsäure-
Reduktase aus Erwinia citreus (P15339), AKR3A1 Gcy1p aus Saccharomyces cerevisiae 
(P14065), AKR8A1 Pyridoxal-Reduktase aus Schizosaccharomyces pombe (T39218), 
AKR11A 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 β-Untereinheit eines Kanal-
proteins aus Bos taurus (A53131), AKR14A1 Aldehyd-Reduktase aus Escherichia coli 
(AAA69168), AKR10A2 Streptomycin-AKR aus Streptomyces glaucescens (CAA07384), 
AKR7A1 Aflatoxinaldehyd-Reduktase aus Rattus norvegicus (P38918). 
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