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Es wird! die Masse regt sich klarer!
Die Uberzeugung wahrer, wahrer:
Was man an der Natur Geheimnisvolles pries,
Das wagen wir verstindig zu probieren,
Und was sie sonst organisieren lief3,

Das lassen wir kristallisieren.

J. W. v. Goethe, Faust, Zweiter Teil

The most commonly heard lament during a protein purification is, “I’ve lost my activity.”

When this happens a careful analysis of the situation is required to determine the cause.

M. P. Deutscher, Guide to Protein Purification, Methods in Enzymology, Volume 182
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung von PMT in der Alkaloid-Biosynthese

Putrescin N-methyltransferase (PMT, EC 2.1.1.53) ist eine S-Adenosylmethionin (SAM)-
abhingige Methyltransferase und katalysiert die Monomethylierung des Diamins Putrescin,
wobei N-Methylputrescin und S-Adenosylhomocystein (SAH) entstehen (Abb. 1). N-
Methylputrescin wird zu 4-Methylaminobutanal oxidiert und zyklisiert spontan zum reaktiven
N-Methylpyrrolinium-Kation. Dieses bildet den Pyrrolidinring von Nikotin und Tropan-
alkaloiden wie Hyoscyamin und Scopolamin (Abb. 2) (Hashimoto et al., 1990; Hibi et al.,
1994). Die Aminoséuresequenzen von PMT-Proteinen dhneln stark denen der pflanzlichen
Spermidinsynthasen (SPDS, EC 2.5.1.16). PMT und SPDS werden unter Einbeziehung der
Sperminsynthasen (SPMS, EC 2.5.1.22) als Spermidinsynthase-Familie in der PROSITE-
Datenbank zusammengefasst. SPDS katalysiert die Aminopropylierung von Putrescin mit
decarboxyliertem S-Adenosylmethionin (dcSAM) als Aminopropylgruppendonator, wobei
Spermidin entsteht. Eine zweite, symmetrische Aminopropylierung von Spermidin durch

SPMS ergibt Spermin (Wu ef al., 2008).

. . 2 S-Adenosyl-
5’-Methylthio- .
adenosin L-homocystein (SAH)
Egegrgic:ir;sgnthase (SPDS) NH, Putrescin
-1 N-methyltransferase (PMT)
Putrescin EC 2.1.1.53
NH, H
H,N N=—CH,
H NH N-Methyl-
NH, H 2 putrescin
CH, N X 3 N N ¢
- A )N HN 5 </N L/ 0 N—cH
_ —
NH, HZN\/\/S o N N 2 W o N N 3
Spermidin ' COOH I—l
. OH OH : OH OH ¢ cH
Spermin- decarboxyliertes S-Adenosyl e
synthase ecarboxyliertes S-Adenosyl- S-Adenosyl- N
(SPMS) L-methionin (dcSAM) L-methionin (SAM) z
EC 2.5.1.22 ¢
H H o ¢ )
H,N N - .. Nikotin, Calystegine,
TN w (N\/\/NHz Priméarstoffwechsel | Sekundérstoffwechsel Tropanalkaloido.
Spermin

Abb. 1 Von Putrescin ausgehende Biosynthesewege.

Polyamine wie Putrescin, Spermidin und Spermin sind Teil des Primirstoffwechsels aller Lebewe-
sen, wihrend der Weg iiber N-Methylputrescin zu den verschiedenen Alkaloiden bislang nur in
Pflanzen der Solanaceae und Convolvulaceae nachgewiesen wurde.
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Putrescin, Spermidin und Spermin gehdren zur Gruppe der Polyamine, die aliphatische
Kohlenstoffverbindungen mit mehreren basischen Aminogruppen darstellen. Polyamine
zeigen eine groBBe Bandbreite an verschiedenen biologischen Aktivititen, z. B. als Zellschutz-
stoffe und Signalmolekiile in der Reaktion auf abiotischen Stress (Bagni & Tassoni, 2001;
Rhee et al., 2007; Kusano et al., 2008). So wurde Spermidinsynthase aus ganz verschiedenen
Organismen wie z. B. Escherichia coli (Bowman et al., 1973), Rind, Bos taurus (Raina et al.,
1984), und Sojabohne, Glycine max (Yoon et al., 2000), gereinigt und biochemisch charak-
terisiert. PMT-Aktivitdt wurde hingegen nur in Pflanzen detektiert. Zudem beschrinkt sich
dies bislang auf die Familien Solanaceaec und Convolvulaceae. Zuerst fand man PMT in
Wurzeln von Nicotiana tabacum (Mizusaki et al., 1971) und spdter in Tropanalkaloide
bildenden Solanaceae wie Atropa belladonna (Walton et al., 1990), Datura stramonium
(Walton et al., 1990; Walton et al., 1994), Hyoscyamus albus (Hashimoto et al., 1989a;
Hashimoto et al., 1989b) und Hyoscyamus niger (Hibi et al., 1992). Die erste cDNA-Sequenz
einer PMT wurde aus N. tabacum isoliert (Hibi et al., 1994). Das Produkt der PMT, N-
Methylputrescin, wurde auch in Kartoffelkeimen (Solanum tuberosum) entdeckt. Diese
Pflanze enthdlt weder Nikotin noch Tropanalkaloide, sondern eine Gruppe von Nortropan-
alkaloiden, die als Calystegine bezeichnet werden (Keiner & Dréger, 2000; Stenzel et al.,
2006).

HN
HO
OH

OH

Calystegin A,

(S)-Nicotin
H3C\ N o
H
HO%OH

OH
OH

N-Methylcalystegin B, (S)-Scopolamin
Abb. 2 Beispiele fiir Pflanzenalkaloide, die unter Beteiligung der PMT gebildet werden.

Der (N-Methyl)pyrrolidinring ist blau markiert. Bei Nortropanalkaloiden wie Calystegin A; wird
eine spatere Demethylierung vermutet (Scholl ez al., 2001).
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Calystegine (Abb. 2) sind ausgesprochen hydrophile, unveresterte Nortropanalkaloide mit
drei bis fiinf Hydroxylgruppen (entsprechende Gruppen A, B, C) und einer verbriickten
Halbaminalstruktur (Drédger, 2004; Biastoff & Dréger, 2007). Diese Alkaloide wurden erst-
mals in der namensgebenden Pflanze Calystegia sepium und in Convolvulus arvensis (beide
Convolvulaceae) entdeckt (Tepfer et al., 1988). Die Isolierung einer PMT cDNA aus S.
tuberosum belegte die Beteiligung dieses Enzyms an der Calysteginbiosynthese (Stenzel et
al., 2006). Weitere cDNA-Sequenzen wurden aus fiinf Calystegine bildenden Pflanzen
isoliert: Solanum lycopersicum, Datura innoxia, D. stramonium, Physalis divaricata (alle
Solanaceae) und C. sepium als erste PMT der Convolvulaceae (Teuber et al., 2007). Auch in
Solanum dulcamara wurde eine PMT gefunden und das Vorkommen der Calystegine As, As,
B, und B; nachgewiesen (Teuber et al., 2007; Freydank et al., 2008). Die wiederholten Funde
von PMT in der Gattung Solanum, in deren Vertretern zwar Steroidalkaloide und Calystegine,
nicht aber Hyoscyamin oder Scopolamin vorkommen, untermauern die Beteiligung des
Enzyms an der Calysteginbiosynthese. Kiirzlich wurden zwei weitere PMT-Sequenzen in der
chinesischen Arzneipflanze Anisodus acutangulus (Solanaceae) identifiziert, in der die

Tropanalkaloide Hyoscyamin und Scopolamin vorkommen (Kai et al., 2009).

1.2 Sequenzédhnlichkeit von SPDS und PMT

In der Vergangenheit war die cDNA-Suche nach pmt-Genen stets mit dem Problem verbun-
den, dass man ungewollt spds-Sequenzen aufgrund ihrer hohen Sequenzéhnlichkeit isolierte.
Auf der Ebene der Aminosduren ergab sich eine durchschnittliche Identitdt von ca. 65 %
(Hashimoto et al., 1998a; Stenzel et al., 2006). Die Klonierung zahlreicher PMT-Sequenzen
erlaubte schlieBlich die Festlegung von vier PMT-spezifischen Motiven mit einer Linge von
11 bis 14 Aminosduren (Abb. 3), die das Ableiten von spezifischen PCR-Primern zur
selektiven Amplifizierung von pm¢-Fragmenten wesentlich erleichterten (Teuber ef al., 2007).
Ohne diese Motive waren zum einen zahlreiche empirische PCR-Anlédufe zur Isolierung von
pmt-Ganzldngenklonen und zum anderen die Bestimmung der katalytischen Aktivitdt nach

heterologer Synthese des Proteins in E. coli erforderlich (Liu et al., 2005).

Eine Analyse von D. stramonium PMT (DsPMT) in PROSITE ergab die Konsensus-Signatur
[VAI] - [LAV] - [LIV](2)- G -G - G- x - [GC] - x(2) - [LIVA] - x - E (PROSITE-Eintrage
PS01330 und PS51006), welche grundsétzlich fiir SPDS und SPMS sowie PMT charakte-
ristisch ist. Sie beinhaltet das zweite der vier PMT-spezifischen Motive (IIGGGIGFTLFE in
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DsPMT), wobei das zwischen den Glycinresten gelegene Isoleucin in PMT absolut kon-
serviert und in allen SPDS-Proteinen durch Aspartat ersetzt ist (Teuber et al., 2007). Die
Signatur dhnelt weiterhin einem glycinreichen Motiv, das fiir SAM-abhidngige Methyl-
transferasen aus Pflanzen (Joshi & Chiang, 1998; Zubieta et al., 2001) bzw. fiir SAM-
abhingige DNA-(Amino)methyltransferasen definiert wurde (Malone et al., 1995). Sper-
midinsynthasen mit dcSAM als Co-Substrat und zahlreiche SAM-abhingige Methyltrans-
ferasen weisen eine dhnliche Proteinfaltung auf, die aus sieben B-Faltbléttern und sechs darum
gruppierten a-Helices besteht (Schluckebier et al., 1995; Martin & McMillan, 2002). Sie
gehoren damit zur grolen Gruppe von Enzymen mit Rossmann-Faltung als grundsitzlichem

Aufbauprinzip (Kozbial & Mushegian, 2005).

. . .

DsSPDS L i i i i i i s e s n e MEEAN. ... ............ NKESPYISSILPGWFSEISPLWPG
AtSPDS1 1 MDAKETSATDLKRPREEDDNGGAATMETENGDQ. .. .......... KKEPACFSTVIPGWFSEMSPMWEG
HsSPDS 1 e MEPGPDG. . ... ........... PAASGPAAIREGWFRETCSLWPG
AbPMT1 1 MEVN...HNNGSTTKIILEKNGSICN.GDVNGNS.HTH...KKIEN. .KLVECTNSIKPGWFSEFSALWPG
HnPMT 1 MEVIS. NHNNGSTTKIILKNGSICN.GNVNGNS.HSN...EKTEN. . KLVECTNSIKPGWFSEFSALWEG
DsPMT 1l MEVLSSTHTNGSS...LLKNGVITMNGHHNGNSDHRNGGTTVHENGRKLLGNSNSIKFGWFSEFSALWPG

. . . . . . .
DsSPDS 30 EAHSLEKVEKILFQGKSDYQNVMVFQSSTYGKVLILDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIENPEKKVLVI
AtSPDS1 58 EAHSLEVEKVLFQGKSDYQDVIVFQSATYGKVLVLDGVIQLTERDECAYQEMITHLPLCSIPNPKKVLVI

HsSPDS 31 QALSLQVEQLLHHRRSRYQDILVFRSKTYGNVLVLDGVIQCTERDEFSYQEMIANLPLCSHPNPREVLITI
AbPMT1 61 EAFSLKIEKLLFQGKSDYQDVHLFESAT!GKVLTLDGRIQHTEEGGFPYTEHIEHLPLGSIPSPKKVQII
HnPMT 63 EAFSLKIEKLLFOGKSDYQDVMLFESATYGKVLTLDGAIQHTENGGFPYTEMIVHLPLGSIPSPKKVLII
DsPMT 68 EAFSLKIEKLLFQGKSDYQDVMLFESATYGKVLTLDGAIQHTENGGFPYTEMIVHLPLGSIPNPKEVLII

1

. . . . . . .
DsSPDS 100 GGGDGGVLREVSRHSSVEQIDICEIDKMVIDVSKQFFPNVAIGYEDPRVKLHVGDGVAFLKFVAEGTYDA
AtSPDS1 128 GGGDGGVLREVARHASIEQIDMCEIDKMVVDVSKQFFPDVAIGYEDPRVNLVIGDGVAFLENAAEGSYDA
HsSPDS 101 GGGDGGVLREVVKHPSVESVVQCEIDEDVIQVSKKFLPGMAIGYSSSKLTLHVGDGFEFMKQNQD.AFDV
AbPMT1 131 GGGIGFTLFEVSRYPTIDTIDIVEIDDVVVDVSREKYFPYLAAGFDDPRVTLIIGDGAAFVKAAQPGYYDA
HnPMT 133 GGGIGFTLFEVSRYSTIEKIDIVEIDDVVIDVSRKYFPYLAAGFDDPRVTLIVGDGAAFVKAAQPGYYDA

DsPMT 138 GGGIGFTLFEVLRYPTVEKIDIVEIDDVVVDVSRKFFPYLAANFNDPRVTILVLGDGAAFVKAAQAGYYDA

2 3

. . . . . . .
DsSPDS 170 VIVDSSDPIGPAQELFEKPFFESVARALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVANCRQIFKGSVNYAWTTV
AtSPDS1 198 VIVDSSDPIGPAKELFEKPFFQOSVARALRPGGVVCTQAESLWLHMDIIEDIVSNCREIFKGSVNYAWTSV
HsSPDS 170 IITDSSDPMGPAESLFKESYYQLMKTALKEDGVLCCQGECQWLHLDLIKEMRQFCQSLFP.VVAYAYCTI
AbLPMT1 201 IIVDSSDEIGPAKDaFERPFFEAVAKALRPGGVVCTQAESIWLHMHI.IKQIIANCRQVFKGSVN!AWTTV
HnPMT 203 IIVDSSDPIGPAKDLFERPFFEAVTKALRPGGVVCTQAESIWLHMHLIKQIIANCROQVFKGSVNYAWTTV

DsPMT 208 IIVDSSDPIGPAKDLFERPFFEAVAKALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIKQIIANCRQVFKGSVNYAWTTV

4

DsSPDS 240 PTYPSGVIGFMLCSTEGPAVDFEKNPINPVDADDSHTKTR.GPLEKFYNSEIHSASFCLPSFAKRVIESKGK
AtSPDS1 268 PTYPSGVIGFMLCSTEGPDVDFKHPLNPID. . ESSSKSN.GPLEKFYNAEIHSAAFCLPSFAKKVIESKAN
HsSPDS 239 PTYPSGQIGFMLCSKN.PSTNFQEPVQPLT.QQQVAQMQ. .. LKYYNSDVHRAAFVLPEFARKALNDVS.
AbPMT1 271 PTYPTGVIGYMLCSTEGPEVNFKNPVNSIDKDTSHVHKSK.GPLKFYNSDIHKAAFILPSFARDLVEF, ..
HnPMT 273 PTYPTGVIGYMLCSTEGPEVNFEKNPVNSIDKDTTHVESK. GPLKFYNSDIHKAAFILPSFARDLVEF. ..
DsPMT 278 PTYPTGVIGYMLCSTEGPEVDFKNPVNPIDKDETHANSKLGPLEKFYNTDIHKAAFILPSFARSMIES. . .

Abb. 3 Sequenzalignment relevanter SPDS- und PMT-Proteine.
Identische Aminoséduren (grau), vier PMT-spezifische Aminosduremotive (blau umrandet).
Arabidopsis thaliana (At), Homo sapiens (Hs), Atropa belladonna (Ab), Hyoscyamus niger (Hn).
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Aufgrund der hohen Sequenzidentitit zu SPDS kann auch fiir PMT eine dhnliche Faltung
angenommen werden. Allerdings fehlten bisher Hinweise auf die Gestalt der N-terminalen
Domine von PMT, die im Vergleich zu zahlreichen SPDS-Proteinen wie z. B. Homo sapiens
SPDS oder D. stramonium SPDS1 (DsSPDS) deutlich verlangert war (Abb. 3). In den stark
verlingerten N-Termini von PMTs aus Nicotiana-Arten finden sich zudem tandemartige
Wiederholungen von Motiven aus 11 hydrophilen Aminosduren mit bislang ungeklérter

Funktion (Hashimoto et al., 1998b).

1.3 PMT als Produkt einer Genduplikation

SPDS und PMT setzen das gleiche Substrat Putrescin mit den sehr dhnlichen Co-Substraten
dcSAM bzw. SAM um. Neben der schon erwéhnten hohen Sequenzéhnlichkeit von SPDS-
und PMT-Proteinen gab die dhnliche Intron-Exon-Struktur ihrer Gene Anlass zur Vermutung,
dass sich pmt durch Duplikation und anschlieBenden Funktionswechsel eines spds-Gens
entwickelte (Minguet et al., 2008). Als Ursache fiir Genduplikationen nimmt man entweder
ungleiches Crossingover, Wiedereinbau von revers transkribierter cDNA in das Genom oder
Chromosomen(satz)verdopplungen an, wobei unter bestimmten Voraussetzungen die
urspriingliche Intron-Exon-Struktur erhalten bleibt (Zhang, 2003). Im Genom von
Arabidopsis thaliana liegen 65 % der enthaltenen Gene als Duplikate vor, in Saccharomyces
cerevisiae sind es 30 % und im menschlichen Genom 38 % (Zhang, 2003). Es handelt sich
aus phylogenetischer Sicht um sogenannte Paraloge, die jedoch bei Verlust ihrer Transkrip-
tionselemente als funktionslose Pseudogene weiterexistieren konnen. Jeweils ein Paralog
kann in einer anderen Spezies ein funktionell entsprechendes Ortholog besitzen (Knoop &
Miiller, 2006). Auch von spds-Genen finden sich in einigen Pflanzenspezies mindestens zwei
funktionstiichtige Paraloge, z. B. in A. thaliana (Hanzawa et al., 2002) und Pisum sativum
(Alabadi & Carbonell, 1999). Die SPDS- und SPMS-Proteine aus A. thaliana bilden
untereinander Heterodimere und konnen so als Polyamin-Metabolon aufgefasst werden
(Panicot et al., 2002). Aus Datura stramonium lieen sich zwei spds-Gene isolieren: spdsl
(GenBank-Eintrag Y08252) und spds2 (GenBank-Eintrag Y08253) (Franceschetti et al.,
2004). Die kodierten Proteine DsSPDS1 (= DsSPDS) und DsSPDS2 sind zu 67 % bzw. 64 %
identisch mit DsPMT (Teuber et al., 2007).
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Eine Genduplikation von spds ermdglichte neben der Evolution von pmt, den fiir alle
Lebewesen essenziellen Biosyntheseweg der Polyamine Spermidin und Spermin (Abb. 1) mit
einer spds-Kopie aufrechtzuerhalten, wihrend das Genduplikat, das nicht aus dem Genom
eliminiert wurde, frei mutieren konnte. Bemerkenswert ist, dass im Verlauf der Evolution in
Nicotiana-Arten auch eine hiaufige Duplikation von pmt einsetzte, wobei in N. tabacum eine
Familie von vier pmt-Genen entstand, die ihrerseits Riickschliisse auf die Entstehung von

kultiviertem Tabak zulieBen (Riechers & Timko, 1999).

1.4 Methoden zur Messung von PMT-Aktivitit

Die Bestimmung von PMT-Aktivitdt war in der Vergangenheit schwierig. Anfanglich wurde
das Enzym wie andere Methyltransferasen in Enzymtests mit '*CHj-markiertem SAM
inkubiert und das entstehende radioaktive N-Methylputrescin nach Extraktion durch
Szintillationsmessungen quantitativ erfasst (Mizusaki et al., 1971). Um die Arbeit mit
radioaktiv markierten Substanzen zu umgehen, wurden HPLC-Methoden entwickelt, die
jedoch eine chemische Derivatisierung von N-Methylputrescin erforderten. Zur Bestimmung
kleiner Mengen biogener Amine wie Putrescin, Spermidin und Spermin in Tier- oder
Pflanzengeweben wurde die Derivatisierung mit Dansylchlorid etabliert (Seiler, 1971; Smith
& Davies, 1985). Der Dansylrest dient hierbei als Chromophor zur UV- oder fluorimetrischen
Detektion. Auch N-Methylputrescin lie sich als Dansylderivat von anderen dansylierten
Polyaminen auf einer RP-18 HPLC-Sédule mit Acetonitril-Wasser pH 5,2 (60:40) als mobiler
Phase trennen (Feth et al, 1985). Spiter wurde eine Gradientenmethode fiir dansylierte
Polyamine mit Wasser-Acetonitril als Eluent entwickelt, wodurch sich die Trennleistung
weiter verbesserte (Marcé et al., 1995). N-Methylputrescin, andere Polyamine und PMT-
Aktivitdt wurden auf diese Weise in Geweben von S. fuberosum bestimmt (Stenzel et al.,
2006). Auch die Charakterisierung von rekombinanten PMT-Enzymen gelang mit dieser
Methode (Teuber et al., 2007). Die HPLC-Bestimmung von N-Methylputrescin erforderte
stets langwierige Derivatisierung und Extraktionen. Vor allem wihrend der Proteinreinigung
war ein schneller und zuverldssiger Enzymtest wiinschenswert. Zudem war fiir die
Kalibrierung des Detektors dansyliertes N-Methylputrescin als externer Standard notwendig.
Allerdings ist N-Methylputrescin nicht kéuflich zu erwerben. Die halbsynthetische

Gewinnung des Stoffs, die von Putrescin ausgeht, ist zeitaufwendig (Feth ez al., 1985).
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Als Alternative kann die Quantifizierung des PMT-Produkts SAH zur Bestimmung von
Methyltransferase-Aktivitdt dienen (Hendricks et al., 2004). SAH wird hierbei durch zwei
Enzyme schrittweise zu Homocystein abgebaut: 5’-Methylthioadenosin/S-Adenosylhomo-
cystein Nukleosidase (MTAN, EC 3.2.2.9) und S-Ribosylhomocystein Lyase (LuxS, EC
4.4.1.21). Homocystein reagiert mit 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoat (DTNB) zu gelbem 2-

Nitro-5-thiobenzoat, das sich bei 414 nm colorimetrisch bestimmen l&sst.

1.5 Aufgabenstellung

Die Evolution von PMT-Proteinen in Solanaceae unter besonderer Beriicksichtigung der PMT
aus Datura stramonium (DsPMT) stand im Zentrum dieser Arbeit. Das rekombinante Protein
war bereits biochemisch charakterisiert (Teuber et al., 2007) und lieB3 sich in guter Ausbeute
in Escherichia coli synthetisieren, wodurch die Chance zur ziigigen Kristallisation und
Rontgenstrukturanalyse gegeben war. Fiir die zeitsparende und verlédssliche Bestimmung von
PMT-Aktivitdt wahrend der mehrstufigen Proteinreinigung sollte ein Methyltransferase-Test
adaptiert werden, der auf enzymatischer Umsetzung von SAH zu Homocystein und dessen

colorimetrischer Erfassung beruht (Hendricks et al., 2004).

Ein weiterer Ansatzpunkt der Arbeit war die Spermidinsynthase 1 aus D. stramonium
(DsSPDS), die nach heterologer Synthese in E. coli fiir einen systematischen Vergleich mit
der DsPMT biochemisch charakterisiert werden sollte. Auch hier war zuvor eine Adaption der
HPLC-Methode zur Messung von Polyaminen in Enzymtests erforderlich (Stenzel et al.,

2006).

Ortsgerichtete Mutagenese von DsSPDS mit dem Ziel der Generierung von PMT-Aktivitdt in
diesem Protein war neben der Kristallisation von DsPMT die zweite Strategie, um Amino-
sdurereste zu identifizieren, die fiir die Evolution von SPDS zu PMT von mal3geblicher Be-
deutung waren. Die Berechnung vollstindiger Homologiemodelle von DsPMT und DsSPDS

wurde als Voraussetzung betrachtet, um die Mutagenese von DsSPDS sinnvoll zu leiten.

Die Synthese und Charakterisierung rekombinanter, chimirer Proteine aus DsPMT und
DsSPDS sowie Deletionsmutanten von DsPMT sollte zeigen, welche Proteindoménen iiber
PMT- oder SPDS-Aktivitit entscheiden bzw. tiberhaupt fiir katalytische Aktivitdt essenziell
sind. Aktive chimére Proteine eigneten sich auch, um eine grundsitzlich gleichartige Protein-

faltung von PMT und SPDS erstmals experimentell zu belegen.
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Die Erstellung eines phylogenetischen Baumes aller verfiigbaren PMT-Proteinsequenzen bot
die Moglichkeit, die evolutiondre Entwicklung von PMT aus SPDS zu veranschaulichen.
Anhand der Ergebnisse aus Homologiemodellierung, ortsgerichteter Mutagenese und
Doménenaustausch sollten die auf diesem Weg stattgefundenen strukturellen Umwandlungen
geordnet und gewichtet werden. Auferdem sollte {iberpriift werden, ob die phylogenetische
Analyse die Zuordnung von neuen Sequenzen aus Solanaceae und Convolvulaceae zu PMT

oder SPDS im Vorfeld einer geplanten biochemischen Charakterisierung erleichtert.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bakterienstaimme (E. coli)

Tab. 1 Eigenschaften der genutzten Bakterienstiimme.

Bezeichnung und Hersteller Genotyp

BL21(DE3) F ompT hsdSg(rg mg ") gal decm (DE3)

Novagen

BL21-CodonPlus® (DE3)-RP F ompT hsdS(rs" mg") dem” Tet" gal \(DE3) endA

Stratagene Hte [argU proL Cam']

M15[pREP4] Nal®, Str®, Rif®, Thi, Lac, Ara”, Gal", Mtl", F,

QIAGEN RecA”, Uvr’, Lon"

One Shot® Top10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15

Invitrogen AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str™) endA1 nupG

Rosetta-gami™ (DE3) Aara—leu7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139

Novagen ahpC galE galK rpsL (DE3) F *[lac” lacl pro]
gor522 ::Tnl0 trxB pRARE (Cam®, Kan®, Str", Tet")

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac

Stratagene [F" proAB lacl"ZAM15 Tnl0 (Tet")]

2.1.2 Leerplasmide

Tab. 2 Leerplasmide.

Amp" = Ampicillinresistenz, Kan" = Kanamycinresistenz, LacZo. = B-Galactosidase, (C) = C-terminal,
(N) = N-terminal, His-Tag = (His)s-Anhang, S-Tag = S-Protein-Anhang (104 Aminoséuren), T7-Tag =
Anhang von 11 Aminosiuren zur Proteinreinigung mit monoklonalen Antikérpern.

Bezeichnung und Hersteller Eigenschaften

pCR®2.1 3929 bp, Amp', Kan', LacZa-Fragment

Invitrogen

pET-21d(+) 5440 bp, Amp', T7-Tag (N), His-Tag (C)

Novagen

pET-47b(+) 5203 bp, Kan', His-Tag (N), S-Tag (C), Schnittstellen
Novagen fiir HRV 3C Protease (N) und Thrombin (C)

pQE-30 3461 bp, Amp', His-Tag (N)

QIAGEN
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2.1.3 Oligonukleotid-Primer
Alle Primer (Tab. 3) wurden von Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, synthetisiert und als 100 uM Losung in DEPC-Wasser bei —20 °C gelagert.

Tab. 3 Oligonukleotid-Primer.

Die Nummerierung (Nr.) bezieht sich auf die kumulative Mutagenese des spds/-Gens aus D. stramonium. Die kumulativen Aminosdureaustausche sind fett
gedruckt. In den Primersequenzen sind mutierte Tripletts unterstrichen und Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen fett gedruckt. FWD, Vorwartsprimer;
REV, Rickwirtsprimer. Die Schmelztemperaturen (T,,) wurden mit dem Tm Calculator (Tab. 24) fiir Primer zur ortsgerichteten Mutagenese
(Aminoséureaustausch) und mit dem Programm Omiga (Tab. 23) fiir alle anderen Primer berechnet.

Nr. Bezeichnung (ggf. Schnittstellen) Sequenz (5" — 3°) Tw (°C)
pmt-C-his in pET-21d

DsPMT FWD Ncol (Teuber, 2008) FWD CCATGGAAGTCTTGTCATCTACCCAC 66,0
- DsPMT REV Xhol (Teuber, 2008) REV  CTCGAGAGACTCTATCATACTTCTGGCAAAAGATG 69,8
pmt-N-his in pQE-30

DsPMT FWD BamHI (Teuber, 2008) FWD GGATCCGAAGTCTTGTCATCTACCCAC 67,9
- DsPMT REV Pstl (Teuber, 2008) REV  CTGCAGCTAAGACTCTATCATACTTCTGGCAAAAG 69,6

pmt-Mutanten

i N182F FWD CTACCTTGCGGCTAACTTTGAGGATCCTCGTGTAACTTTGG 80,2
REV  CCAAAGTTACACGAGGATCCTCAAAGTTAGCCGCAAGGTAG 80,2

22-N-pmt in pQE-30 BamHI FWD GGATCCAACGGCCACCACAATG 70,7

i ~oo PN PR Pstl REV  CTGCAGCTAAGACTCTATCATACTTCTGGCAAAAG 69,6
i _54-N-pmi in bET-47b Xmal FWD CCCGGGTGGTTTTCAGAGTTTAGCG 71,0
P P Xhol REV  CTCGAGCTAAGACTCTATCATACTTCTGGCAAAAG 69,0

spdsI-C-his in pET-21d

DsSPDS1 FWD Ncol FWD CCATGGAAGAAGCCAATAACAAAG 63,0
DsSPDS1 REV Xhol REV  CTCGAGTTTTCCTTTGGATTCAATC 63,4
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Nr. Bezeichnung (ggf. Schnittstellen) Sequenz (5" — 37) Tw (°C)
spds1-Mutanten
" Lom FWD GGTGTGATACAACACACAGAGCGGGATG 75.8
REV  CATCCCGCTCTGTGTGTTGTATCACACC 75.8
b 1031 FWD GTTATTGGAGGAGGTATTGGTGGTGTCTTGCGTG 763
REV  CACGCAAGACACCACCAATACCTCCTCCAATAAC 763
lc Q79T FWD GATGAATGTGCTTACACAGAAATGATCACTCATCTCC 74,5
REV  AGATGAGTGATCATTTCTGTGTAAGCACATTCATCCC 745
) Q79T + D131 FWD GTTATTGGAGGAGGTATTGGTGGTGTCTTGCGTG 76.3
REV  CACGCAAGACACCACCAATACCTCCTCCAATAAC 76.3
FWD GGTGTGATACAACACACAGAGCGGGATG 75.8
3 L70H + Q79T + D1031 REV CATCCCGCTCTGTGTGTTGTATCACACC 75.8
FWD CACACAGAGCGGGATGGATGTGCTTACACAGAAATG 80.5
4 L70H + E75G + Q79T + D103l REV CATTTCTGTGTAAGCACATCCATCCCGCTCTGTGTG 80.5
FWD CAACACACAGAGCGGGGTGGATGTGCTTACACAGAAATG 82.7
> L70H + D74G + E75G + Q79T + D1031 REV  CATTTCTGTGTAAGCACATCCACCCCGCTCTGTGTGTTG 827
FWD GGTGTGATACAACACACAGAGAACGGTGGATGTGCTTACACAG  78.8
6 L70H + R73N + D74G + E75G + Q79T + D1031 REV CTGTGTAAGCACATCCACCGTTCTCTGTGTGTTGTATCACACC — 78.8
FWD CACACAGAGAACGGTGGATTTGCTTACACAGAAATGATC 79.5
7 L70H + R73N + D74G + E75G + C76F + Q79T+ DI03L ppy G ATCATTTCTGTGTAAGCAAATCCACCGTTCTCTGTGTG 79.5
. L70H + R73N + D74G + E75G + CT6F + A7TP + Q79T+ FWD CAGAGAACGGTGGATTTCCTTACACAGAAATGATCACTC 79.5
D103] REV  GAGTGATCATTTCTGTGTAAGGAAATCCACCGTTCTCTG 79.5
. L70H + R73N + D74G + E75G + C76F + A77P + Q79T + FWD GTTATTGGAGGAGGTATTGGTTTTGTCTTGCGTGAGGTGTCTC 802
D1031 + G105F REV  GAGACACCTCACGCAAGACAAAACCAATACCTCCTCCAATAAC — 802
L70H + R73N + D74G + E75G + CT6F + A77P + Q79T+ FWD GAGGTATTGGTTTTGTCTTGITTGAGGTGTCTCGGCATTCTTC 793

10 D103I + G105F + R108F REV  GAAGAATGCCGAGACACCTCAAACAAGACAAAACCAATACCTC 1793
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2.1.4 Kulturmedien fiir E. coli

Tab. 4 Zusammensetzung der Kulturmedien.

Bezeichnung Zusammensetzung
LB (Luria-Bertani)-Medium 1,0 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1,0 % NaCl
pH 7,5
LB-Agarplatten LB-Medium mit 1,5 % Agar. Ein geeignetes

Antibiotikum (z. B. Ampicillin, Kanamycin) wurde
gegebenenfalls zugesetzt.

SOB-Medium 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4
pH 6,8 — 7,0
Mg-Salze nach dem Autoklavieren zusetzen.

SOC-Medium (nach TA Cloning 2 % Trypton
Kit Manual, Invitrogen) 0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4
20 mM D-Glucose

TB (Terrific Broth)-Medium 1,2 % Trypton
2.4 % Hefeextrakt
0,4 % Glycerol
pH-Wert nicht eingestellt.

2.1.5 Waurzelkultur von Solanum lycopersicum

Samen von S. lycopersicum ,,Moneymaker* wurden 10 min mit Ethanol 70 % und 5 min mit
Natriumhypochlorit-Losung (12 % aktives Chlor und 0,2 % Tween als Benetzer) sterilisiert.
Die Samen quollen iiber Nacht bei 4 °C in sterilem Wasser und wurden auf mit 1 % Agar
verfestigtem 2 MS-Medium (Murashige & Skoog, 1962) ohne Hormone und Saccharose
ausgelegt. Wurzeln von 14 Tage alten Keimlingen wurden in 250 ml Gamborgs B5-Medium
(Gamborg et al., 1968) mit 3 % Saccharose und 0,4 mg/1 (entspricht 4,5 uM) IBA {iberfiihrt

und nach zwei Wochen in hormonfreies B5-Medium umgesetzt.
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Die Wurzelkulturen wurden bei 23 °C und 100 rpm unter Lichtausschluss kultiviert.
Mediumproben wurden gelegentlich auf LB-Agarplatten ausgestrichen und nach zweitégiger
Inkubation bei 37 °C auf Abwesenheit von bakteriellen Kontaminationen gepriift. Zur
Gewinnung von Gesamtprotein wurden die iiber 6 Wochen herangewachsenen Wurzeln

geerntet.

2.1.6 Puffer und Reagenzien

Sofern nicht anders angegeben, wurde entionisiertes Wasser (o = 0,055 puS/cm) als Losungs-
mittel eingesetzt. Es wurde mit dem Wasseraufbereitungssystem TKA GenPure (TKA GmbH,
Niederelbert) hergestellt und bei Bedarf autoklaviert. Wassrige Losungen hitzelabiler Stoffe
(z. B. Ampicillin) wurden vor Gebrauch steril filtriert (Celluloseacetat, 0,22 pm). Chromato-
graphiepuffer wurden vor Gebrauch partikelfrei filtriert (Celluloseacetat, 0,45 um). Weitere

Herstellungshinweise und Lagerungsbedingungen sind bei der jeweiligen Rezeptur zu finden.

Tab. 5 Haufig gebrauchte Puffer und Reagenzien.

Zusammensetzung Herstellung und Lagerung
10 x Laufpuffer fiir SDS-PAGE 30,2 g Tris-Base

144,0 g Glycin

10,0 g SDS

zu 1000 ml

pH 8,3 (wird nicht eingestellt)
Lagerung: Raumtemperatur, Lichtschutz.

Fiir 1 x Laufpuffer fiir SDS-PAGE 1:10 mit Wasser
verdiinnen.

10 x TAE-Puffer 400 mM Tris-Base
200 mM Natriumacetat
10 mM EDTA
pH 7,6 mit Essigsédure einstellen.

Fir 1 x TAE-Puffer 1:10 mit Wasser verdiinnen.

100 x BSA New England Biolabs
10 mg/ml Lagerung: —20 °C.

2 x Probenpuffer fiir SDS-PAGE 0,09 M Tris-HCI pH 6,8
20 % (m/V) Glycerol
2 % (m/V) SDS
0,02 % (m/V) Bromphenolblau
0,l M DTT
Lagerung: —20 °C.
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Zusammensetzung

Herstellung und Lagerung

5 x Probenpuffer fiir SDS-PAGE

0,225 M Tris-HCI pH 6,8

50 % (m/V) Glycerol

5% (m/V) SDS

0,05 % (m/V) Bromphenolblau
0,25 M DTT

Lagerung: —20 °C.

Ampicillin-Stammlosung
100 mg/ml Ampicillin-Natrium

Die Losung wird steril filtriert und bei —20 °C
gelagert.

Chloramphenicol-Stammlosung
34 mg/ml

Losungsmittel: Ethanol 96 % (V/V).
Lagerung: —20 °C.

Cobalt(ll)-chlorid-Lésung

Die Losung wird steril filtriert und bei —20 °C

25 mM gelagert.
Dansylchlorid-Lésung Losungsmittel: Aceton.
7,5 mg/ml Lagerung: —20 °C, Lichtschutz.

DEPC-Wasser
0,1 % (V/V) Diethylpyrocarbonat

1 ml Diethylpyrocarbonat zu 1000 ml verdiinnen, 2 h
riihren und autoklavieren.

dNTP-Mix 10 mM
2,5 mM dATP
2,5 mM dCTP
2,5 mM dGTP
2,5 mM dTTP

Losungsmittel: DEPC-Wasser.
Lagerung: —20 °C.

Ethidiumbromid-Lésung
1 mg/ml

Lagerung: 4 °C, Lichtschutz.

HEPES-Puffer
20 mM, 50 mM oder 100 mM

Einstellung des pH-Wertes mit konz. Natronlauge.
Lagerung: 4 °C.

IPTG-Stammlosung
100 mM oder 250 mM

Die Losung wird steril filtriert und bei —20 °C
gelagert.

Kanamycin-Stammlosung
100 mg/ml Kanamycinsulfat

Die Losung wird steril filtriert und bei —20 °C
gelagert.

L-Prolin-Losung

Lagerung: —20 °C.

100 mg/ml

Lysepuffer pH 8,0 50 mM NaH,PO4
300 mM NacCl
10 mM Imidazol

Einstellung des pH-Wertes mit konz. Natronlauge.
Lagerung: 4 °C.

Natriumcarbonatlosung, gesdttigt

Na,COs, wasserfrei, wird in Wasser gelost, bis ein
unldslicher Bodensatz entsteht.

Ni-Sepharose™ 6 Fast Flow

GE Healthcare

PageBlue Protein Staining Solution

Fermentas
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Zusammensetzung

Herstellung und Lagerung

Protease Inhibitor Cocktail for use
in purification of histidine-tagged
proteins, DMSO solution

Sigma-Aldrich

Putrescin-Stammlésung
1 M Putrescin-Base

Verdiinnung zu 1 mM, 10 mM
Lagerung: —20 °C.

SAH-Stammlosung Losung in 100 mM HEPES pH 8,0

2 mM Photometrische Konzentrationsbestimmung (A = 260
nm, A"™ = 15,4 gegen Puffer, nach Hersteller-
angabe).

SAM-Stammlosung Photometrische Konzentrationsbestimmung, A = 258

nm, A"™ = 15,0 gegen Wasser (Follmann ez al.,
1975). Verdiinnung zu 1 mM, 10 mM, Lag.: —20 °C.

Stopp-Puffer

200 mM EDTA pH 8,0
50 % (V/V) Glycerol
0,2 % Bromphenolblau
Lagerung: 4 °C.

X-Gal-Lésung Losungsmittel: N,N-Dimethylformamid.

40 mg/ml Lagerung: —20 °C, Lichtschutz.

2.1.7 Enzyme

Tab. 6 Kommerziell verfiighare Enzympriparationen.

Enzym Hersteller

BamHI (20 U/pl) New England Biolabs
DNase I aus Rinderpankreas (1420 U/mg) Fluka

HRYV 3C Protease, rekombinant (2 U/pl) Novagen

Lysozym BioChemica (20000 U/mg) AppliChem

Ncol (10 U/ul) New England Biolabs
Pfu DNA Polymerase, rekombinant (2,5 U/ul) Fermentas

Pstl (15 U/ul) GE Healthcare

T4 DNA Ligase (1 U/pl) Fermentas

Taq DNA Polymerase, rekombinant (1 U/ul) Fermentas

Xhol (20 U/ul) New England Biolabs
Xmal (10 U/ul) New England Biolabs
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2.1.8 Kits und Marker

Tab. 7 Kits und Marker fiir DNA und Proteine.

Bezeichnung Hersteller
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas
PageRuler™ Unstained Protein Ladder Fermentas
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN
QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
TA Cloning® Kit Invitrogen
Unstained Protein Molecular Weight Marker Fermentas

2.1.9 Chemikalien

Tab. 8 Kommerziell verfiighare Chemikalien und Lésungsmittel.

Substanz Qualitit Hersteller
3 Y . o
cthansulfonsure (EPES) Pufforqui AppliChem
5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoesdure) (DTNB) >97,5 % Fluka
Aceton >99,5 %, chem. rein  Roth
Acetonitril HiPerSolv 99,9 %, gradient grade VWR Prolabo
Acrylamid >99 % AppliChem
Agar fiir die Bakteriologie = AppliChem
Agarose peqGold Universal peqLab Biotech
Albumin Fraktion V aus Rinderserum (BSA) >98 % Serva
Ammoniaklosung 25 % >25 %, p.a. Roth
Ammoniumnitrat reinst Merck
Ammoniumperoxodisulfat (APS) > 98 %, p.a. Merck
Ammoniumsulfat analytical grade Serva
Ampicillin (Natrium-Salz) >99 % AppliChem
Ascorbinsédure reinst AppliChem
Borsédure p.a. Merck
Bromphenolblau research grade Serva
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, - 2 H,0) fiir Molekularbiologie Calbiochem
Chloramphenicol research grade Serva
Cobalt(Il)-chlorid-Hexahydrat (CoCl, - 6 H,O) >98 % Serva
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Substanz Qualitit Hersteller
Coomassie Brilliant Blau G-250 >91 % Serva
Coomassie Brilliant Blau R-250 reinst Serva
Dansylchlorid >98 % AppliChem
dATP 100 mM Ldsung Roth

dCTP 100 mM Losung Roth

dGTP 100 mM Losung Roth
Diethylether >99 %, p.a. Roth
Diethylpyrocarbonat (DEPC) >97 % AppliChem
Dikaliummonohydrogenphosphat (K,HPO,) >99 %, p.a. Roth
Dimethylformamid research grade Serva
Dimethylsulfoxid (DMSO) >99,9 % Sigma
Dinateiumethylendiaminttcssigsiore: g9, socommers
Dithiothreitol (DTT) >99,5 % AppliChem
dTTP 100 mM Losung Roth
Eisen(Il)-sulfat-Heptahydrat (FeSO4 - 7 H,0) >99 % Aldrich
Essigsdure 99-100 % Roth
Ethanol, unvergallt 96 % (V/V), reinst Roth
Ethanol, vergillt mit ca. 1 % MEK 96 % (V/V) Roth
Ethidiumbromid-Ldsung, wissrig 10 mg/ml Sigma
Glucose-Monohydrat >99 % Fluka
Glycerol, wasserfrei >98 % Roth
Glycin ilgz}sc)lzil)resis arade ICN Biomedicals
Guanidiniumchlorid > 98 %, reinst AppliChem
Hefeextrakt BioChemica AppliChem
Homocystein >95,0 %, purum Fluka
Imidazol >99 % AppliChem
Indol-3-buttersiure (IBA) >99 % Roth
Isopropylalkohol reinst Roth
Isopropyl-p-D-1-thiogalactosid (IPTG) Dioxan frei Fermentas
Kaliumchlorid (KCI) rein k;lz)‘l’g‘;hemie
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) reinst, kristallin Merck
Kaliumiodid >99,5 %, p.a. Merck
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Substanz Qualitit Hersteller
Kaliumnitrat reinst Merck
Kanamycinsulfat k.A. Medexport
Kupfer(Il)-sulfat-Pentahydrat (CuSO4 - 5 H,O)  reinst, p.a. Laborchemie

Apolda
L-Prolin >99 % AppliChem
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 0 .
(MgCl, - 6 H,0) 99,9 % Sigma
Magnesiumsulfat-Heptahydrat o
(MgSO; - 7 H,0) >99 %, p.a. Roth
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat .
(MnCl, - 4 H,0), analytical grade Serva
Mangan(II)-sulfat-Monohydrat (MnSO, - H,O) fiir Pflanzenzellkultur Sigma
Methanol reinst Roth
myo-Inositol (meso-Inosit) >99 % Merck
N,N’-Methylen-Bisacrylamid research grade Serva
Natriumacetat-Trihydrat (CH;COONa - 3 H,O) min. 99 % Laborchemie

Apolda
Natriumcarbonat (Na,COs), wasserfrei p.a. Merck
Natriumchlorid (NaCl) >99,9 % AppliChem
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat > 0R ©
(NaH,PO, - 2 H>0) > 98 %, Ph. Eur. Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) >97 % Biomol
Natriumhydroxid (NaOH) rein Chemapol Praha
Natriumhypochlorit (NaOCI)-Ldsung 12 % Chlor Roth
Natriummolybdat-Dihydrat (Na,MoQOy - 2 H,O) min. 99,0 % Chemapol Praha
Nickel(IT)-sulfat-Hexahydrat (NiSO4 - 6 H,O)  >99 %, p.a. Roth
Nicotinsdureamid research grade Serva
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) >99 % Roth

. Laborchemie
" o

Phosphorsédure 85 % (m/m) reinst zur Analyse Apolda
Piperazin-1,4-diethansulfonsdure (PIPES) 99 % Merck
Poly(vinylpolypyrrolidon) (PVPP) - Sigma
Putrescin-Base 98 % Sigma
Pyridoxin-HCI (Vitamin Bg) min. 99 % AppliChem
Saccharose >99,5 %, p.a. Roth
S-Adenosyl-L-homocystein 99,8 % Sigma
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Substanz Qualitit Hersteller
S-Adenosyl-L-methionin-chlorid ca. 70 % Sigma
Salzsdure 37 % Roth
Spermidin-Trihydrochlorid >99 % Merck
Spermin-Base >97 % Merck
Stickstoff (Ny), fliissig >99,8 % (V/V) Air Liquide
Stickstoff (N;), gasformig 5.0 Air Liquide
Tetramethylethylendiamin (TEMED) >99 % Fluka
Thiamin-HCI (Vitamin B;) >98,5 % Roth
Toluol 99,99 % Fisher Scientific
Trichloressigsédure >99 % Merck
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) > 99,7 %, p.a. Fluka
Tris-(hydro?cymet.hyl)-aminomethan- > 99 Boehringer
Hydrochlorid (Tris-HCI) - Mannheim
Trypton (Caseinhydrolysat) pankreatisch verdaut ~ Roth
Tween 80 BioChemica AppliChem
Zinksulfat-Heptahydrat (ZnSO, - 7 H,0) fiir Pflanzenzellkultur Sigma
2.1.10 Instrumente und Apparaturen
Tab. 9 Verwendete Instrumente und Apparaturen.
Bezeichnung Typ Hersteller
Agarose- Standard Power Pack P25 Biometra
Gelelektrophorese Electrophoresis Power Supply PS GIBCOBRL Life
3002 Technologies
Brutschrank B 6060 Heraeus Instruments
Dampfsterilisator Varioklav Typ 500 H+P Labortechnik
DNA Speed Vac DNAI110 Savant
Flaschendruckminderer Stickstoff, 200 bar — max. 10 bar Elgas
Gel-Fotografie
Transilluminator (312 nm) TC-312A Spectroline
Videokamera Modul CCD Ser.-Nr.: 993249 Ltf-Labortechnik
Videokopie Prozessor PI91E Mitsubishi
HPLC
Elite LaChrom Pumpe L-2130 VWR Hitachi

Autosampler L-2200
Dioden-Array-Detektor L.-2450
Saulenofen Jetstream 2

W.O. Electronics
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Bezeichnung Typ Hersteller
Inkubatorschiittler 3032 GFL
Innova 4230 New Brunswick

Scientific

Kiihlschrianke

=80 °C Herafreeze HFU5S86STD-V14 Heraeus Instruments

4 bis 8 °C, fiir die Queue Nunc

Chromatographie

Magnetheizriihrer IKAMAG RET IKA Labortechnik

Mikroplatten-Lesegerit Multiskan Ascent ThermoLabsystems

Mikrowelle Typ 700 Severin

pH-Messgerét MV 870 Précitronic

Kolbenhubpipetten

20 ul, 200 ul, 1000 ul Labmate ABIMED

2,5 ul, 10 ul, 5000 ul Research eppendorf

Polyacrylamid- Unipack 250 Power Supply Uniequip

Gelelektrophorese

Proteinchromatographie
AKTAexplorer 100

Pumpe P-900

pH/Leitfahigkeitsmesser pH/C-900

UV-Detektor UV-900
Fraktionssammler Frac-900

Pharmacia Biotech

Proteinkristallisation
Pipettierroboter mit

Cartesian Dispensing Systems
MicroSys SQ

Genomic Solutions

Software AxSys Ver81.4 Genomic Solutions
Feuchtigkeitsvernebler Humidifier Ultrasonic HM 480 Genomic Solutions
Kaltlichtmikroskop KL 1500 LCD Leica
Plattenimager Oasis Imager LS 3 Veeco
Rontgenstrukturanalyse
Rontgenstrahlungs- MicroMax™-007 HF microfocus Rigaku
generator
Detektor R-AXIS IV++ Rigaku
Schlauchpumpe Pump P-1 Pharmacia Biotech
Schiittler 3005 GFL
Swip VKS 75 Fa. Edmund Biihler
Sicherheitswerkbank LaminAir HB 2472 Heraeus Instruments
Speed Vac RVC 2-25 Christ
Kiihlfalle CT 02-50 Christ
Membran-Vakuumpumpe MZ 2C Vacuubrand
Thermocycler fiir PCR T3 Biometra
Thermoschiittler 5436 eppendorf
Vortemp 56 Uniequip
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Bezeichnung Typ Hersteller
Trockenschrank UM 500 Memmert
Ultraschallbad Sonorex TK 52 Bandelin

Sonorex RK 100 Bandelin
Ultraschallcycler Sonifier 250 Branson
UV/VIS
Spektralphotometer
DNA/RNA Spektrometer ~ GeneQuant Il RNA/DNA Calculator Pharmacia Biotech
Einstrahlphotometer Ultrospec 111 Pharmacia LKB
Zweistrahlphotometer UV-160A Shimadzu

Vortex-Mixer

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Waagen

Analysenwaage BP 210S Sartorius

Feinwaage MCI1 Backweigher LC 220S-00DC  Sartorius
Laborwaage MCI1 Laboratory LC 2200 Sartorius
Zentrifugen

Kiihlzentrifuge Sorvall RC-5B Du Pont Instruments
Kiihlzentrifuge GS-15R Centrifuge Beckman
Kiihlzentrifuge Sigma 3K12 B.Braun Biotech
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments
Minizentrifuge DW-41 Qualitron

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Tab. 10 Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Hersteller/Lieferant

Cellophan 325 P /0,023 mm dick

Piitz Folien, Taunusstein

Filterspitzen 10E, 20, 100, 200, 1000(G)

Greiner bio-one

Kristallisationsplatte 96-Well CrystalQuick™, Polystyrol,
quadratische Wells, flacher Boden

Greiner bio-one

Kiristallisationsplatte CombiClover™ Emerald BioSystems
Membranfilter Celluloseacetat Typ 111, 47 mm Durchmesser Sartorius
Mikroplatten F-Form, Polystyrol, mit Deckel Diagonal
Papierfilter Typ 289, 80 g/m?, 70 mm Durchmesser Sartorius

Parafilm M American National Can
PCR-Reaktionsgefdie 0,5 ml Safe-Lock eppendorf
Petrischalen, steril, Polystyrol, 10 cm Durchmesser Diagonal

Plastibrand® UV-Einmalkiivetten 1,5 ml halbmikro Brand
Polystyrol-Kiivetten 1,5 ml halbmikro Diagonal
Probenflaschen mit Gewinde ND8, Klarglas, 1,5 ml VWR
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Bezeichnung Hersteller/Lieferant
Reaktionsgefafie 1,5 ml; 2,0 ml Safe-Lock eppendorf
ReaktionsgefiBe Biopur® 1,5 ml Safe-Lock, RNase-frei eppendorf
Schraubkappen, Polypropylen, NDS8, mit zentralem Loch 5,5 mm VWR

Septa ND8, Silikon weill/PTFE blau, geschlitzt VWR

Spritzen BD Plastipak™ 2 ml Becton Dickinson
Spritzen Omnifix® 10 ml, 50 ml B.Braun

Spritzenvorsatzfilter Celluloseacetat 0,2 um FP 030/3 Rotrand Whatman

Spritzenvorsatzfilter Celluloseacetat 0,45 um FP 030/2 Weillrand Whatman

Universalindikatorpapier pH 1 bis 11 Feinchemie Sebnitz

Zentrifugentubes, konisch, Polypropylen, steril, 15 ml, 50 ml Diagonal

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Vermehrung und Isolation von Plasmid-DNA

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden One Shot® Top 10 und XL1-Blue Zellen (Tab. 1) in
LB-Medium kultiviert (37 °C, 150 rpm, > 16 Stunden). Die Art und Menge des zugesetzten
Antibiotikums (50 pg/ml Ampicillin oder 30 pg/ml Kanamycin) richtete sich nach dem im
Plasmid enthaltenen Resistenzgen (Tab. 2). Nach der Ernte der Bakterien (Zentrifugation bei
4500 g, 4 °C, 15 min) wurde die Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Kulturvolumen 5-15 ml) oder dem QIAGEN Plasmid Midi Kit (Kulturvolumen 50 ml)
isoliert. Sie wurde schlieBlich in je 30 pl sterilem Wasser eluiert und bei —20 °C gelagert.

2.2.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde mit dem GeneQuant II DNA/RNA Calculator gemessen.
Dazu wurde eine Quarzkiivette (Schichtdicke d = 1 cm, Fiillvolumen 60 pl) mit der DNA-
Losung gefiillt und die Absorption A bei einer Wellenldnge von 260 nm gegen Wasser
gemessen. Vor allem die Purin-Geriiste der organischen Basen Adenin und Guanin absor-
bieren UV-Licht bei dieser Wellenldnge. Die zweite Messung bei 280 nm erfasst Protein-
Verunreinigungen und ermoglicht die Berechnung des Quotienten Ajgo/Aszgo, der iiber 1,5
liegen sollte. Die gemessene Absorption bei 260 nm wurde vom Gerét unter Beriicksichtigung

des Verdiinnungsfaktors in die DNA-Konzentration ¢ [pg/ml] umgerechnet. Als Berech-
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nungsgrundlage wurde das Lambert-Beersche Gesetz (A = ¢ - ¢ - d) verwendet. Der

Absorptionskoeffizient €54 betrigt fiir dsDNA 0,020 (pg/ml) ' cm™.

2.2.3 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Der Restriktionsverdau diente zur Gewinnung von Inserts und Vektorfragmenten zur spiteren
Ligation (Umklonierung) und zur Kontrolle von Synthesevektoren auf korrekte Zusammen-
setzung. Hierzu wurden die Restriktionsendonukleasen BamHI, Pstl, Ncol, Xhol und Xmal
(Tab. 6) alleine oder in Kombination (Doppelverdau, Tab. 11) mit 1-2 pg Plasmid-DNA in
Ansétzen von 20 pl fiir ca. 2 Stunden inkubiert. Weitere Bedingungen wie Puffer (New
England Biolabs), Temperatur und Zusatz von BSA wurden mit dem Double Digest Finder
(Tab. 24) ermittelt.

Tab. 11 Bedingungen fiir den Doppelverdau von Plasmid-DNA.

Enzymkombination Bedingungen (Puffer, Zusitze, Temperatur)

BamHI und Ncol 100 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7.9
(NEBuffer 3); 100 ug/ml BSA; 37 °C

BamHI und Pstl 150 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9
(NEBuffer BamHI); 100 pg/ml BSA; 37 °C

Ncol und Xhol 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,9
(NEBuffer 2); 100 ug/ml BSA; 37 °C

Xhol und Xmal 50 mM Kaliumacetat, 20 mM Tris-Acetat, 10 mM Magnesiumacetat
1 mM DTT (NEBuffer 4), pH 7,9; 100 pg/ml BSA; 37 °C

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente aus dem Restriktionsverdau, PCR-Produkte oder Plasmide lassen sich mit
der Agarose-Gelelektrophorese entsprechend ihrer Grof3e auftrennen und hiermit von anderen
Probenbestandteilen befreien. Die Gele bestanden aus 1,5 % (m/m) Agarose in 1 x TAE-
Puffer. DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 1-2 pl Stopp-Puffer gemischt, und das
Gel bei einer Spannung von 60-70 V in 1 x TAE-Puffer horizontal entwickelt. Es wurde in
einem Ethidiumbromid-Bad (5 mg/l in 1 x TAE-Puffer) gefarbt, wodurch DNA-Banden im
UV-Licht (312 nm) sichtbar wurden.

2.2.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Aus Agarosegelen ausgeschnittene DNA-Banden wurde mit dem QIAquick Gel Extraction
Kit extrahiert und schlieBlich in je 30 pl sterilem Wasser eluiert. DNA-Fragmente mit
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klebrigen Enden wurden unverziiglich weiterverarbeitet, um Abbau der Nukleotidiiberhdnge

zu vermeiden.

2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Im Allgemeinen wurde fiir die Isolierung von Inserts 1 pg Plasmid verdaut (2.2.3) und die
Insert-DNA nach Agarose-Gelelektrophorese (2.2.4) und Extraktion aus dem Gel (2.2.5) in
30 ul sterilem Wasser eluiert. Genauso wurde verfahren, um 1 ug Leervektor zu verdauen und
damit zu linearisieren. Hiervon wurden nun zwei Ligationsansidtze A und B hergestellt
(Schema 1). Gelang die Ligation damit nicht, wurde die Menge an T4-Ligase sowie die
Konzentrationen von Insert und linearisiertem Leervektor im Ansatz verdoppelt. Hierzu

wurden je 2 pg Ausgangsplasmid verdaut und wie beschrieben weiterbehandelt.

Schema 1 Zusammensetzung und Ablauf der Ligation.

A B
Insert 7,5 ul 13,0 pl
Leervektor, linearisiert 3,0 ul 3,0 ul
10 x T4-Ligase-Puffer® 2,0 ul
T4-Ligase (1 U/ul) 1,0 pul
steriles Wasser zu 20,0 pl
Ligation 22 °C, 2 h (oder langer)
Inaktivierung 65 °C, 10 min

* 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 5 mM ATP, pH 7.8.

2.2.7 TA-Klonierung

PCR-Produkte wurden mithilfe des TA Cloning® Kit in gedffneten pCR™2.1 Vektor (Tab. 2)
ligiert. Sofern das PCR-Produkt glatte Enden besal, die immer bei PCR mit Pfu DNA
Polymerase generiert werden, wurde es vor der Ligation mit Taq DNA Polymerase inkubiert
(1 U Polymerase auf 50 ul PCR-Ansatz, 15 min, 72 °C). Somit wurden 3’-Adenin-Uberhiinge
am PCR-Produkt gebildet, die an 3’-Thymin-Uberhinge des gedffneten pCR®2.1 Vektors

komplementér binden kdnnen.
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2.2.8 PCR
Innerhalb dieser Arbeit wurden drei verschiedene PCR-Methoden eingesetzt: (1) Die PCR

mit Pfu DNA Polymerase diente zur fehlerfreien Amplifizierung der pmt-Konstrukte und pmt-
Deletionsmutanten. (2) Die Kolonie-PCR mit Taq DNA Polymerase diente zur Kontrolle
von Bakterienkolonien auf erfolgreiche Transformation. (3) Die Mutagenese-PCR diente
zum Austausch von Nukleotiden bzw. Tripletts in pmt und spdsl aus D. stramonium (orts-

gerichtete Mutagenese).

2.2.8.1 PCR mit Pfu DNA Polymerase

Das Reaktionsvolumen betrug hier 50 pl. Negativkontrollen mit DEPC-Wasser anstelle der
DNA-Matrize wurden stets mitgefiihrt. Die Zusammensetzung sowie das Temperaturpro-

gramm der Pfu-PCR sind in Schema 2 dargestellt.

Schema 2 Zusammensetzung und Ablauf der PCR mit Pfu DNA Polymerase.

DNA-Matrize bis zu 100 ng
Vorwirtsprimer 1 uM
Riickwiartsprimer 1 uM
10 x Pfu-PCR-Puffer” 5,0 ul
dNTP-Mix 10 mM 4,0 ul (200 uM pro Spezies)
Pfu DNA Polymerase (2,5 U/ul) 1,25U
DEPC-Wasser zu 50,0 pul
initiale Denaturierung 95 °C 2 min
zyklische Denaturierung 95°C 50s
34 x Primeranlagerungb Tm—n°C 50s
zyklische Verldngerung 72 °C 3 min
abschlieflende Verlingerung 72 °C 5 min

%200 mM Tris-HCI, 100 mM (NH;),SO4, 100 mM KCI, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml BSA, 20 mM
MgSO,, pH 8.8; ® Die Schmelztemperaturen T,, aller Primer sind in Tab. 3 wiedergegeben; 5 <n < 8.

2.2.8.2 Kolonie-PCR mit Taqg DNA Polymerase

Zundchst wurde eine Bakterienkolonie in 10 pl sterilem Wasser suspendiert, 10 min bei 99 °C
inkubiert und auf Eis abgekiihlt. Negativkontrollen mit 10 pl sterilem Wasser anstelle von

Bakteriensuspension wurden stets mitgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 25 pl. Die
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Zusammensetzung sowie das Temperaturprogramm der Kolonie-PCR sind in Schema 3

dargestellt.

Schema 3 Zusammensetzung und Ablauf der Kolonie-PCR.

Bakteriensuspension (Probe) 10 pl

Vorwirtsprimer 2 uM

Riickwirtsprimer 2 uM

10 x PCR-Puffer® 2,5ul

dNTP-Mix 10 mM 2,0 ul (200 uM pro Spezies)

Taq DNA Polymerase (1 U/ul) 0,5U

DEPC-Wasser zu 25,0 pl

initiale Denaturierung 95 °C 5 min
zyklische Denaturierung 95 °C 1 min

34 x Primeranlagerung” Tm—n°C 30s

zyklische Verldngerung 72 °C 1-1,5 min

abschlieffende Verlingerung 72 °C 10 min

%100 mM Tris-HC1, 500 mM KCl, 15 mM MgCl,, pH 8,0; ® Die Schmelztemperaturen T,, aller Primer
sind in Tab. 3 wiedergegeben; 5 <n < 8.

2.2.8.3 Mutagenese-PCR

Hierzu wurde das QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis Kit eingesetzt. Das Reaktions-
volumen betrug 25 ul. Matrize fiir die Mutagenese-PCR war stets eine Priparation des
Vektors pET-21d(+) mit D. stramonium pmt oder spdsl (bzw. spdsl-Mutanten) aus One
Shot® Top 10 oder XL1-Blue Zellen. Der Vektor wurde wihrend der PCR unter Einbau der
Mutageneseprimer vollstindig amplifiziert. Die Mutageneseprimer wurden den folgenden
Anforderungen angepasst: Lange 25-45 bp; T, > 78 °C; mittlere Lage der Mutation mit
mindestens 10-15 bp Abstand zu den Enden, die moglichst mit C oder G abschlossen;
mindestens 40 % GC-Anteil. Die Matrize (aus E. coli) war aulerdem methyliert, wihrend das
mutierte Amplifikat unmethyliert war. Die Matrize wurde deshalb mit dem Restriktionsenzym
Dpnl nach der PCR selektiv und vollstindig verdaut (Schema 4). Das mutierte Vektor-
Amplifikat wurde dann zur Transformation von One Shot® Top 10 oder XL1-Blue Zellen

eingesetzt.
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Schema 4 Zusammensetzung und Ablauf der Mutagenese-PCR.

Matrize 25 ng
Vorwértsprimer 62,5 ng
Riickwiartsprimer 62,5 ng
10 x Mutagenesepuffer” 2,5 ul
dNTP-Mix* 0,5 ul
Pfu Ultra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul)* 1,25U
DEPC-Wasser zu 25,0 pl
initiale Denaturierung 95 °C 30s
zyklische Denaturierung 95 °C 30s
12 oder 16
b Primeranlagerung 55°C 1 min
Zyklen _ .
zyklische Verldngerung 68 °C 8 min
Abkiihlen 4°C variabel
Dpnl* 0,5 ul
Verdau 37°C 3h

% im QuikChange” II Site-Directed Mutagenesis Kit enthalten; ® Punktmutation: 12 Zyklen, Austausch
von 2 oder 3 Basen im Triplett: 16 Zyklen.

2.2.9 Herstellung kompetenter E. coli Zellen

Hierzu wurden 250 ml SOB-Medium mit 10-12 Kolonien von einer frisch bewachsenen LB-
Agarplatte angeimpft und bei 200-250 rpm und 18-25 °C inkubiert. Bei einer optischen
Dichte von 0,45-0,75 wurde die Kulturfliissigkeit in sterile Zentrifugenbecher {iberfiihrt und
fiir 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 1000 g.
Danach wurde der Uberstand mit einer Pipette vollstindig abgenommen. Der Zellnieder-
schlag wurde in 80 ml TFB-Puffer resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation (wie oben beschrieben) und der vollstindigen Abnahme des TFB-
Puffers wurden die Zellen vorsichtig in 20 ml TFB-Puffer suspendiert, mit 1,5 ml DMSO
versetzt und fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde portioniert, sofort in

fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert.

TFB-Puffer

10 mM PIPES pH 6,7

15 mM CaClz

250 mM KCl

55 mM MnCl,

Das MnCl, wird erst nach der Einstellung des pH-Wertes zugegeben. Der Puffer wird steril filtriert.
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2.2.10 Transformation kompetenter E. coli Zellen

Kompetente Zellen wurden auf Eis angetaut. AnschlieBend wurde 1 pl einer Plasmidpri-
paration oder 1-5 pul des Ligationsansatzes auf 50-250 ul kompetente Zellen gegeben. Das
Temperaturprotokoll (TA Cloning® Kit) beinhaltete die Warmebehandlung der Zellen (42 °C,
30 s) und die nachfolgende Inkubation mit SOC-Medium bei 37 °C.

LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin wurden fiir die Selektion
transformierter E. coli verwendet (vgl. Tab. 2). Wenn One Shot® Top 10 und XL1-Blue
Zellen mit pCR®2.1 transformiert waren, bestand auch die Moglichkeit des Blau-WeiB-
Screenings. Hierzu wurde die Agarplatte vor dem Ausstreichen der Zellen mit 40 ul 100 mM
IPTG und 40 pl X-Gal-Losung 40 mg/ml imprégniert (bei Top 10 nur X-Gal-Losung) und 1 h
stehen gelassen. Nach dem Ausstreichen von 50-200 ul Bakteriensuspension pro Platte wurde
diese fiir mindestens 16 h bei 37 °C inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden mit Kolonie-
PCR (2.2.8.2) analysiert und in einer Fliissigkultur weitervermehrt (2.2.1). Nach Isolation der
Plasmid-DNA (2.2.1) wurde diese sequenziert.

2.2.11 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH, Ebersberg, iiber-

nommen.

2.2.12 Glycerolkultur

0,85 ml einer iliber 16 h gewachsenen Fliissigkultur (2.2.1) und 0,15 ml steriles Glycerol

wurden gemischt und bei —80 °C eingefroren.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Proteinsynthese in E. coli

2.3.1.1 Vorkultur

50 ml TB-Medium (oder LB-Medium fiir die Synthese von LuxS und MTAN) (Tab. 4), dem
zur Unterstiitzung des Synthesevektors ein passendes Antibiotikum zugesetzt war, wurden mit
transformierten E. coli inokuliert. Vorkulturen von BL21-CodonPlus® (DE3)-RP Zellen
enthielten auch 50 pg/ml Chloramphenicol. Alle Vorkulturen wurden bei 37 °C und 150 rpm
geschiittelt.
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2.3.1.2 Hauptkultur und Ernte

10-15 ml der Vorkultur wurden mit 250 ml des gleichen Mediums verdiinnt. Auch hier wurde
zur Unterstiitzung des Synthesevektors ein passendes Antibiotikum zugesetzt. Die Haupt-
kultur wurde bei 37 °C und 250 rpm geschiittelt, bis die ODggo bei 0,8-1,0 lag. Dann wurde
die Proteinsynthese mit 1 mM IPTG induziert. Wenn es sich um LuxS synthetisierende
Bakterien handelte, wurden gleichzeitig 100 pM CoCl, zugesetzt, um den Einbau von Co®"
als Zentral-Ton gegeniiber Fe** zu begiinstigen. Es wurde gezeigt, dass die Stabilitit von Co-
LuxS hoher ist als die von Fe-LuxS (Zhu et al., 2003). Die optimale Induktionsdauer wurde
fiir alle Proteine ermittelt und lag bei 4-6 h. Die Bakterienfrischmassen wurden durch
Zentrifugation (15 min, 4 °C, 4225 g) vom Kulturmedium abgetrennt. Die Zellniederschlige
wurden ausgewogen und bei —80 °C eingefroren bzw. direkt in Lysepuffer pH 8,0 resus-

pendiert.

2.3.1.3 Bakterienlyse unter nativen Bedingungen

E. coli Zellen aus 250 ml Kultur wurden in 10 ml Lysepuffer pH 8,0 resuspendiert, dem vor
Gebrauch ca. 75 pl Proteasehemmer-Cocktail fiir Proteine mit His-Tag (Sigma) zugesetzt
wurden. Die Suspension wurde mit 800 pg/ml Lysozym 30 min auf Eis inkubiert, woran sich
die Lyse mit einem Ultraschall-Cycler anschloss (Branson Sonifier, Zeit: 45 s, Takt: 50 %,
Leistungsabgabe: Stufe 1). Die Viskositit des Lysats wurde durch Zusatz von 5-10 pg/ml
DNase I gesenkt. Nach der Zentrifugation (40 min, 15000 g, 4 °C) und Filtration (0,45 pm

Celluloseacetat) stand das Rohlysat fiir die Proteinreinigung zur Verfiigung.

2.3.2 SDS-PAGE

Die denaturierende SDS-PAGE (Laemmli, 1970) dient zur Beurteilung von Molekular-
gewicht, Reinheit und Stabilitit von Proteinen sowie insbesondere zur Uberpriifung einzelner
Proteinreinigungsschritte. Hierzu wurden die Proteinproben im Verhiltnis 1 : 2 mit 2 x
Probenpuffer fiir die SDS-PAGE verdiinnt. Bei geringer Proteinkonzentration wurden sie im
Verhiltnis 4 : 5 mit 5 x Probenpuffer fiir die SDS-PAGE gemischt. Die Gemische wurden fiir
3-10 min bei 95 °C erhitzt und die Proteine in einem Polyacrylamidgel (Tab. 12) elektro-
phoretisch aufgetrennt (Sammelgel mit 100 V / 25 mA, Trenngel mit 150 V / 40 mA). Hierzu
wurde eine vertikale Trennkammer mit 1 x Laufpuffer fir SDS-PAGE benutzt. Proteine

wurden mit der Coomassie-Farbung (Schema 5) sichtbar gemacht.
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Tab. 12 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele.

Bestandteil 5 % Sammelgel (2 ml) 12,8 % Trenngel (6 ml)
Acrylamid 4,95 % 12,5 %
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,13 % 0,33 %

Tris-HCI pH 8,8 - 0,376 M

Tris-HCI pH 6,8 0,125 M -

SDS 0,1 % 0,1 %

TEMED 0,1 % 0,17 %

APS 0,05 % 0,08 %

Schema 5 Ablauf der Coomassie-Fiarbung.

Zusammensetzung der Losung Dauer

1. Fixierun 50 % Methanol 20 min
’ & 12 % Essigséure

2,0 g Coomassie Brilliant Blau R-250
425 ml Ethanol 96 % (V/V)
2. Farbung 50 ml Methanol 30 min
100 ml Essigsédure
425 ml Wasser

. 25 % Ethanol 96 % (V/V) nach
3. Entfdrbung 10 % Essigsédure Bedarf
40 % Methanol
4. Trocknung 10 % Essigséure 15 min
6 % Glycerol
Einspannen in Cellophan und Lufttrocknung 2-3d

2.3.3 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration einer Losung wurde mit dem Bradford-Test bestimmt (Bradford,
1976). Die Farbstofflosung wurde vor Gebrauch aus 1 ml 4 x Bradford-Stammlésung und 3
ml Wasser hergestellt. Davon wurde je 1 ml in die Kiivetten vorgelegt und mit 50 pl
Proteinlosung gemischt. Als Referenz dienten 50 ul des Puffers, in dem das Protein gelost
war. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm
gemessen. Die Proteinkonzentration in pg/ml wurde mithilfe einer Kalibriergerade berechnet,
die mit BSA-Verdiinnungen unter gleichen Bedingungen erstellt worden war und die Bestim-

mung im Bereich von 25-200 pg/ml Protein ermoglichte.
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4 x Bradford-Stammlésung

400 mg Coomassie Brilliant Blau G-250

400 ml Phosphorsaure 85 % (m/m)

200 ml Ethanol 96 % (V/V)

400 ml Wasser

Der Farbstoff wird unter Rithren in Ethanol und Phosphorsidure geldst, mit Wasser aufgefiillt und iiber
Nacht bei 4 °C weitergeriihrt. Dann wird durch einen Papierfilter filtriert. Lagerung: 4 °C und
Lichtschutz.

2.3.4 Proteinextraktion aus der Wurzelkultur von Solanum lycopersicum

Die Proteinextraktion orientierte sich an Vorgaben (McLauchlan et al, 1993; Heim &
Jelesko, 2004). 80-100 g gefrorene Wurzeln (2.1.5) wurden im Morser unter fliissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver verrieben. Zu einem Massenteil des gefrorenen
Wurzelpulvers wurden zwei Volumenteile Extraktionspuffer gegeben und die Mischung unter
gelegentlichem Riihren aufgetaut. Die Suspension wurde zentrifugiert (30 min, 4 °C, 25000 g)
und dekantiert. Der klare Uberstand wurde mit gesittigter Ammoniumsulfatldsung auf 30 %
Sattigung gebracht, 30 min bei 4 °C stehen gelassen und zentrifugiert (20 min, 4 °C,
25000 g). Der Niederschlag wurde verworfen, und der Uberstand auf 65 % Sittigung
gebracht, 30 min bei 4 °C stehen gelassen und wieder zentrifugiert. Das Proteinprézipitat
wurde in Wasser gelost, durch 0,2 um Celluloseacetat filtriert und in 100 mM HEPES-Puffer
pH 8,0 umgepuffert.

Extraktionspuffer Gesiittigte Ammoniumsulfatlosung

50 mM Tris-HCI, pH 8.0 Ammoniumsulfat wird in Wasser gelost, bis ein
10 mM DTT Bodensatz bleibt.

1 mM EDTA Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 mit

0,1 mM PMSF Ammoniaklosung.

5 % (m/V) Poly(vinylpolypyrrolidon)

2.3.5 Proteinchromatographie

Alle chromatographischen Arbeitsschritte wurden bei 4 °C mit dem Proteinchromatographie-
System AKTAexplorer 100 ausgefiihrt, wobei kontinuierlich Druck und Leitfihigkeit sowie
die Absorption bei 280 nm (Azs0) zur Detektion von eluierendem Protein gemessen wurden.

Zur Probenaufgabe standen Probenschleifen mit 500 ul, 1 ml, 2 ml und 5 ml sowie ein
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Superloop mit maximal 50 ml zur Verfiigung. Das Eluat wurde zu 1-2 ml automatisch

fraktioniert oder als Gesamtmenge mit variablem Volumen gesammelt.

2.3.5.1 Immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie (IMAC)

In dieser Arbeit wurden die Synthesevektoren pQE-30, pET-21d und pET-47b eingesetzt, um
in E. coli rekombinante Fusionsproteine aus Zielprotein und einem Peptid aus sechs Histidin-
Molekiilen (His-Tag) am N- oder C-Terminus zu synthetisieren. Der His-Tag ist in der Lage,
mit zweiwertigen Metallionen wie Ni*™ einen Komplex zu bilden. Uber Ni*"-Ionen, die am
Sdulenmaterial mit dem Chelatbildner Iminodiessigsdure (IDA) immobilisiert sind, werden
die Proteine mit einem His-Tag fest an das Séulenmaterial gebunden. Sie lassen sich mit
hohen Konzentrationen an Imidazol im Elutionspuffer aus dem Chelat-Komplex verdrangen.
Auch von Natur aus histidinreiche Proteine konnen am Sdulenmaterial binden, eluieren aber

bei weitaus niedrigerer Imidazolkonzentration (Tab. 13).

Tab. 13 Chromatographische Parameter fiir IMAC.

Siule HiTrap™ Chelating HP 5 ml (GE Healthcare),
HisTrap™ HP 5 ml und 1 ml (GE Healthcare)

Fluss 1 ml/min

Equilibrierung Bindepuffer IMAC pH 7,8 bis zur Konstanz von Druck und
Leitfahigkeit

Elution linearer Gradient von 10 oder 20 mM bis 500 mM Imidazol (Lénge:
5 SV bei 5 ml-Séulen, 20-30 SV bei 1 ml-Siulen)

Bindepuffer IMAC pH 7,8 Elutionspuffer IMAC pH 7,8

20 mM NaH,PO, 20 mM NaH,PO,

500 mM NaCl 500 mM NaCl

10 oder 20 mM Imidazol 500 mM Imidazol

2.3.5.2 lonenaustauschchromatographie (IEX)
Mit IMAC vorgereinigtes Protein wurde in 50 mM HEPES-Puffer pH 8,0 umgepuffert und an
PBE 94 getrennt. Das Séulenmaterial wird vom Hersteller zusammen mit Polybuffer™ zur

Chromatofokussierung angeboten, ldsst sich jedoch auch als Ionenaustauscher gebrauchen

(Tab. 14).
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Tab. 14 Chromatographische Parameter fiir IEX an PBE 94.

Siule PBE 94 10 ml (selbst gepackt)

Fluss 1 ml/min

Equilibrierung 50 mM HEPES-Puffer pH 8,0 bis zur Konstanz von Druck und
Leitfahigkeit

Elution linearer Gradient von 0 bis 1 M NaCl in 50 mM HEPES-Puffer pH

8,0 (Ldnge: 5 SV)

2.3.5.3 Prdparative Gelfiltration (SEC)

Die préiparative Gelfiltration (Tab. 15) erlaubt als Trennverfahren, das auf der Molekiilgrof3e
beruht, einen gleichzeitigen Pufferaustausch. Sie war in dieser Arbeit der abschlieBende

Reinigungsschritt zur Herstellung von Kristallisationsproben der D. stramonium PMT.

Tab. 15 Chromatographische Parameter fiir SEC.

Siule HiLoad™ 16/60 Superdex™ 75 pg und 200 pg (GE Healthcare)
XK16/70 mit Sephacryl S-200 HR (Bettvolumen 119 ml, selbst
gepackt)

Probenvolumen max. 5-6 ml

Fluss 0,8-1 ml/min

Equilibrierung 20-100 mM HEPES-Puffer pH 8,0

Elution isokratisch mit 20-100 mM HEPES-Puffer pH 8,0

2.3.5.4 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration (Tab. 16, Tab. 17) wurde zur Bestimmung des nativen Mole-
kulargewichts von Proteinen eingesetzt und unterschied sich von der préparativen Variante im
Grad der Standardisierung. Die Proteinproben wurden unter den gleichen Bedingungen eluiert
wie die Standards mit bekanntem Molekulargewicht. Die Elutionsvolumina (V.) wurden aus
den Chromatogrammen abgelesen. Die Logarithmen der Molekulargewichte wurden gegen

die berechneten K,,-Werte der Proteinstandards aufgetragen [Kay = (Ve-Vo)/(Vi-Vo)].
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Tab. 16 Chromatographische Parameter fiir die analytische Gelfiltration.

Siule XK16/70 mit Sephacryl S-200 HR (Betth6he 59 cm, Bettvolumen 119
ml, selbst gepackt)

Probenvolumen 0,5 ml

Fluss 0,5 ml/min

Equilibrierung 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, pH 7.5

Elution isokratisch mit 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI, pH 7,5

Tab. 17 Standards fiir die analytische Gelfiltration (Sigma).

Bezeichnung M (kDa)
Dextranblau 2000
B-Amylase aus Siikartoffeln 200
Alkoholdehydrogenase aus Hefe 150
Rinderserumalbumin 66,0
Carboanhydrase aus Rindererythrocyten 29,0
Cytochrom c aus Pferdeherzen 12,4

2.3.5.5 Umpufferung von Proteinen

Der schonende und schnelle Pufferaustausch ist fiir die Erhaltung der enzymatischen Aktivitat
von Bedeutung. Drei Sdulentypen standen je nach Probevolumen fiir den Pufferaustausch zur
Verfiigung (Tab. 18). Vor dem Probeauftrag wurden die Sdulen mit 15 ml (NAP-10, PD-10)
oder 2 Sdulenvolumen (Sephadex-Séule) des Puffers equilibriert, in dem das Protein eluiert

und aufbewahrt werden sollte.

Tab. 18 Umpufferung von Proteinen.

Saule Probevolumen Eluatvolumen Fluss

(ml) (ml)
illustra™ NAP-10 Saulen 0,75-1,0 1,2-1,5 Gravitation
(GE Healthcare)
PD-10 Sdulen 2,5 3,5 Gravitation
(GE Healthcare)
XK16/20 Sephadex G25-Fine, 27 ml  max. 10 variabel AKTAexplorer

(selbst gepackt) 100, 2 ml/min
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2.3.6 Aufkonzentrierung von Proteinen

Hierbei kamen entweder Groflenausschlussmembranen als Zentrifugeneinsitze (Tab. 19) oder
die TCA-Prézipitation zum FEinsatz, sofern Proteinproben fiir die SDS-PAGE bendétigt
wurden. Die Proteinlosung wurde mit 5 % (V/V) Trichloressigsdure (TCA) versetzt und 20
min bei 4 °C inkubiert. Nach der Zentrifugation (15 min, 16000 g) wurde das prézipitierte
Protein mit 100 pl eiskaltem Ethanol 96 % (V/V) und danach mit 100 ul Diethylether gewa-
schen. Das denaturierte, getrocknete Protein wurde in wenigen pl einer Mischung aus Wasser

und 2 x Probenpuffer fiir die SDS-PAGE (1 : 1) aufgenommen.

Tab. 19 Schonende Aufkonzentrierung mit Zentrifugeneinsitzen bei 4 °C.

Saule Probevolumen Restvolumen rcf

Macrosep” 10K Omega Centrifugal 15 ml ca. 1 ml 4500 g
devices (Pall Life Sciences)

Nanosep” 10K Omega Centrifugal 50-500 pl ca. 15 pul 16000 g
devices (Pall Life Sciences)

2.3.7 Proteinkristallisation

2.3.7.1 Suche nach geeigneten Pufferbedingungen

Mithilfe einer Mehrkanalpipette wurden je 110 ul Kristallisierpuffer in die Kammern einer
96-well CrystalQuick™ Platte gefiillt. Ein Cartesian Pipettierroboter mischte die Kristalli-
sationstropfen aus 200 nl einer Losung des gereinigten PMT Proteins (1,5-15 mg/ml) und
200 nl des Puffers. Das Protein wurde in sitzenden Tropfen durch Dampfdiffusion zur
Kristallisation gebracht. Die Kristallisierpuffer waren entweder als Kits (Tab. 20) kéuflich
verfiigbar oder stammten aus dem internen Puffersortiment des Instituts fiir Biochemie und
Biotechnologie der MLU Halle. Die Platten wurden nach der Beladung mit Klarsichtfolie
verschlossen, mit dem Oasis Imager alle 3 bis 7 Tage fotografiert und die Bilder am PC
ausgewertet. Eine direkte Inspektion der Platten war mit einem Leica Kaltlichtmikroskop

mdglich, das mit einer Digitalkamera gekoppelt war.

Tab. 20 Pufferkits fiir die Proteinkristallisation.

Bezeichnung Hersteller

Crystal Screen Hampton Research
Crystal Screen 2
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Bezeichnung Hersteller

Internes Kristallisationskit (Zusammensetzung in MLU Halle, Institut fiir Biochemie und
Teuber, 2008) Biotechnologie, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Milton T. Stubbs

JBScreen Classic 1-10 Jena Bioscience

Sigma Crystallization Basic Kit Sigma
Sigma Crystallization Cryo Kit
Sigma Crystallization Extension Kit

2.3.7.2 Feineinstellung des Kristallisierpuffers

Die Pufferbedingung mit 1 M Li,SO4, 0,5 M (NH4),SO4, 0,1 M Natriumcitrat, pH 5,6 wurde
zur Optimierung des Kristallwachstums systematisch variiert. Zur Stabilisierung des Proteins
und zur spéteren Lokalisation des aktiven Zentrums wurden SAH oder SAM sowie Putrescin
zur PMT-L6sung im molaren Verhéltnis von 1 (SAH) : 2 (Putrescin) : 1 (PMT) bzw. 2 (SAM)
: 2 (Putrescin) : 1 (PMT) zugesetzt. Die Lithiumsulfatkonzentration wurde von 0,8 bis 1,1 M
und der pH-Wert von 4,1 bis 6,6 in 0,1-Schritten variiert, jeweils bei vier verschiedenen
Proteinkonzentrationen (1,5-15 mg/ml). Die sitzenden Tropfen wurden in CombiClover™
Platten gemischt, wobei zundchst 500 ul des Puffers in das Reservoir und je 2,5 ul in die vier
angrenzenden Kavititen pipettiert wurden. Zu 2,5 pl Puffer wurden 2,5 pl PMT-Losung
pipettiert und gemischt. Dieser Versuch beinhaltete 768 definierte Bedingungen. Die Kristalle
wurden mit einem MicroMax™-007 HF Microfocus Rontgen-Generator und einem R-AXIS
IV++ Imaging Plate Detektor (Rigaku) auf Rontgenbeugung untersucht, nachdem sie mit 15-

20 % Glycerol als Gefrierschutz im jeweiligen Kristallisierpuffer getrankt worden waren.

2.3.7.3 Zusatz von Additiven und Detergenzien

Ausgehend von der Kristallisationsbedingung 0,1 M HEPES-Na, 0,8 M NaH,PO,, 0,8 M
Na,HPO4 pH 7,5 wurde mithilfe eines pH-Screens (5,6-7,9 in 0,1-Schritten) sowie der Kits
Additive Screen 1 bis 3 und Detergent Screen 1 bis 3 (alle Hampton Research) versucht, die
KristallgroBe zu optimieren. Hierzu wurden die sitzenden Tropfen aus 5 pl Proteinldsung
(15 mg/ml) mit SAM im molaren Verhiltnis 2 (SAM) : 1 (PMT) und 5 pl einer Mischung aus
Puffer und Additiv bzw. Detergens nach Herstellervorgabe auf CombiClover™ Platten
aufgebracht. Das Reservoir enthielt stets 500 ul Puffer oder 500 ul einer Mischung aus Puffer

und Additiv, wenn letzteres fliichtig war.
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2.3.8 Protein-Massenspektrometrie

Nach SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (2.3.2), bei der alternativ auch gebrauchsfertige
PageBlue™ Proteinfarbelosung (Fermentas) zum Einsatz kam, wurden relevante Banden aus
dem Gel ausgeschnitten. Dabei wurde die Kontamination mit Fremdproteinen minimiert
(Weglassen des Markers, Manipulationen nur mit Skalpell und Pinzette). Die Proteine in den
Gelstiicken wurden mit Trypsin zu Peptiden abgebaut und mit einem ESI-Q-TOF Massen-
spektrometer (Q-TOF 2, Micromass, Manchester Daltonics) analysiert. PMT-Ldsung wurde
mit derselben Methode auch ohne vorherigen Verdau untersucht. Alle Messungen wurden
freundlicherweise von Frau Dr. A. Schierhorn (Institut fiir Biochemie und Biotechnologie,

MLU Halle) iibernommen.

2.3.9 Enzymgekoppelter colorimetrischer PMT-Test

2.3.9.1 Synthese der SAH abbauenden Enzyme MTAN und LuxS

Transformierte E. coli BL21(DE3) Zellen mit dem Gen fiir 5'-Methylthioadenosin / S-Ade-
nosylhomocystein Nukleosidase (MTAN, EC 3.2.2.9) aus E. coli in einem pProEx Vektor und
dem Gen fiir S-Ribosylhomocystein Lyase (LuxS, EC 4.4.1.21) aus Bacillus subtilis in einem
pET-29a Vektor wurden von Prof. Dr. Z. S. Zhou (Fachbereich Chemie, Washington State
University, Pullman, USA) zur Verfiigung gestellt. Beide Enzyme wurden als Fusionsproteine

mit His-Tag synthetisiert und gereinigt (Tab. 21) (Biastoff et al., 2006).

Tab. 21 Synthese und Reinigung von MTAN und LuxS.

MTAN LuxS
Proteinsynthese LB-Medium mit 50 pg/ml LB-Medium mit 30 pg/ml
Ampicillin, 37 °C, Kanamycin, 37 °C, Induktion
Induktion bei ODgpo = 1,0 fiir  bei ODggo = 1,0 fiir 5 h unter
5h Zusatz von 100 uM CoCl,
Reinigung IMAC (2.3.5.1) IMAC (2.3.5.1)
Lagerungspuffer 50 mM HEPES pH 7,0 50 mM HEPES pH 8,0
+ 10 % (V/V) Glycerol + 10 % (V/V) Glycerol

Lagerungstemperatur (°C) —80 —-80
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2.3.9.2 Validierung

Jede Vertiefung einer 96-well Mikroplatte enthielt ein Gemisch aus 60 pl der Enzymtest-
16sung und 180 pl der Reagenzldsung. Die Schichtdicke wurde mit 0,76 cm berechnet. Der
Absorptionskoeffizient von 13819 M ecm™ ist eine Literaturangabe (Riddles ef al., 1983).
Die Richtigkeit der Quantifizierung nach dem Lambert-Beer-Gesetz und die Detektionsgrenze
wurden mit einer Verdiinnungsreihe von 5 bis 500 uM Homocystein in 100 mM HEPES
pH 8,0 anstelle des Enzymtests (Schema 6) untersucht. Zur Bestimmung der Enzymaktivitat
von MTAN und LuxS wurden beide Enzyme mit SAH inkubiert (Schema 6). Zur Erkennung
von Einfliissen der PMT-Substrate Putrescin und SAM auf MTAN, LuxS oder DTNB wurde
dieser Versuch auch in Anwesenheit von 4 mM Putrescin (3 min Inkubation) und 0 bis
10 mM SAM (3 min, 15 min und 30 min Inkubation) wiederholt. In jeder Messreihe wurde
ein Nullwert (Ansatz ohne Substrat) bzw. ein Blindwert (nur Puffer und Reagenzlosung)
mitgefiihrt und zur Korrektur des Proteinfehlers bzw. der Eigenfarbung der Reagenzldsung

ausgewertet.

Schema 6 Bestimmung der Enzymaktivitit von MTAN und LuxS.

SAH 0 bis 120 uM

LuxS 124,1 ng entsprechend 17 uM
100 mM HEPES-Puffer pH 8,0; zu 300 pl (Gesamtvolumen)
vor Gebrauch 20 min mit N,

durchstromt

Vorwirmen, 10 min, 37 °C

MTAN (Starter) 2,9 ng entsprechend 0,3 uM

Inkubation, 3 min, 37 °C

Mikroplatte: 60 ul Enzymtest + 180 ul Reagenzlosung mischen

Inkubation, 5 min, 25 °C

Mikroplattenleser: Messung bei 414 nm

Reagenzlosung

244 uM DTNB (750 uM fiir Homocystein-Verdiinnungsreihe)
8 M Guanidin-HCI

500 uM EDTA

100 mM HEPES pH 8,0
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2.3.9.3 Bestimmung der PMT-Aktivitdt

PMT wurde zusammen mit SAM und Putrescin sowie den Enzymen MTAN und LuxS
inkubiert (Schema 7). Wegen der geringen Reaktionszeit wurden die Ansdtze 10 min bei
37 °C vorgewédrmt, bevor entweder 127 pM SAM oder 3,8 mM Putrescin als Starter der

Reaktion zugesetzt wurden.

Schema 7 Bestimmung der PMT-AKktivitiit.

Putrescin 3,8 mM

PMT max. 1 ug

LuxS 124,1 ng entsprechend 17 uM
MTAN 2,9 ng entsprechend 0,3 uM
100 mM HEPES-Puffer pH 8,0; vor

Gebrauch 20 min mit N, zu 315 pl (Gesamtvolumen)
durchstromt

Vorwirmen, 10 min, 37 °C

SAM (Starter) 127 uM

Inkubation, 3 min, 37 °C

Mikroplatte: 60 ul Enzymtest + 180 ul Reagenzlosung mischen

Inkubation, 5 min, 25 °C

Mikroplattenleser: Messung bei 414 nm

2.3.10 Spermidinsynthase- und PMT-Test mit HPLC

2.3.10.1 Enzymtest

Der Standardtest enthielt 10-25 pg gereinigtes Protein, 20 mM HEPES pH 8,0, 2 mM DTT,
1 mM Ascorbinsdure, 500 uM Putrescin, 400 uM SAM oder dcSAM in 250 pl. Die Ansétze
wurden 30 min bei 37 °C inkubiert und mit 250 pl geséttigter Natriumcarbonatlosung ge-
stoppt. Das pH-Optimum wurde abweichend vom Standardtest mit 1 pg Protein in folgenden
Puffern bestimmt, denen auch 2 mM DTT und 1 mM Ascorbinsdure zugesetzt waren: 50 mM
Kaliumphosphat pH 6,5-7,5; 50 mM HEPES pH 7,5-8,5; 50 mM Tris-HCI pH 8,5-10,0. Fiir
enzymkinetische Messungen wurde die Proteinmenge im Standardtest auf 1 pg reduziert und

die Linearitit der Produktbildung mit einer Zeitkurve abgesichert. Ein Substrat wurde variiert,
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wiéhrend das andere in der jeweiligen Séattigungskonzentration vorlag. Zur Detektion von
moglicher SPMS-Aktivitit wurde DsSPDS mit 500 uM Spermidin und 400 uM dcSAM im
Standardtest inkubiert. Decarboxyliertes SAM (dcSAM) wurde freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. K. Samejima (Musashino Universitét, Japan) zur Verfiigung gestellt. 15 mg dcSAM
wurden eingewogen und in 1 ml Wasser gelost. Als Referenzsubstanz fiir die Gehalts-
bestimmung wurde SAH (Gehalt 99 %, Sigma) verwendet, weil es das gleiche Chromophor
wie dcSAM besitzt. Die dcSAM-Stammldsung wurde nach der Konzentrationsbestimmung zu

12 mM verdiinnt. Lagerung: -20 °C.

2.3.10.2 HPLC-Analyse der gebildeten Polyamine

Eine HPLC-Methode (Marcé et al., 1995; Stenzel et al., 2006) ermoglichte die Trennung und
Quantifizierung der in den Enzymtests gebildeten Polyamine nach Dansylierung. 200 ul eines
gestoppten Enzymtests wurden mit 400 pl Dansylchlorid-Lésung 7,5 mg/ml versetzt und nach

Schema 8 weiterbehandelt, das sich an eine publizierte Dansylierungsmethode anlehnt (Smith

& Davies, 1985).

Schema 8 Dansylierungsprotokoll.

60 min, 60 °C, 500 rpm, Lichtausschluss

+ 100 pl Prolinlésung (100 mg/ml)

30 min, Raumtemperatur, Lichtausschluss

Ausschiitteln mit 3 x 500 ul Toluol

organische Phase im Vakuum bei 45 °C zur Trockne einengen

Die Trockenriickstdnde (Schema 8) wurden nach Riicklosen in Acetonitril auf einer RP-18
Sdule getrennt. Wichtige Parameter bzw. der Gradientenverlauf der HPLC-Methode sind in
Tab. 22 bzw. Abb. 4 dargestellt. Jede enzymatische Untersuchung umfasste zwei bis drei un-
abhingige Probenreihen, die unter Einbeziehung von Polyamin-Standards derivatisiert wur-
den. Alle dansylierten Einzelproben wurden zweifach injiziert. Ein externer Standard der dan-
sylierten Polyamine (100 ng in 40 pl Einspritzvolumen) wurde fiir jede HPLC-Messreihe
mitgefiihrt.
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Tab. 22 Parameter der Polyaminanalyse mit HPLC.

Saule RP-18 Hypersil ODS (Knauer)
Sédulenparameter 250 x 4 mm, 5 pm Partikelgrofle
Gradientenelution Laufmittel A: Acetonitril : Wasser = 10 : 90
Laufmittel B: Acetonitril : Wasser =90 : 10
Flussrate 1 ml/min
Probenvolumen (gesamt) 400 pl
Injektionsvolumen 10-40 pl
Dauer eines Laufes 35 min
Temperatur des Séulenofens 40 °C
Detektion Absorption bei 220 nm
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Abb. 4 Gradientenverlauf der HPLC-Methode.

2.3.10.3 Quantifizierung der Polyamine

N-Methylputrescin, Spermidin und Spermin wurden iiber Kalibriergeraden quantifiziert. N-
Methylputrescin - 2 HCIl wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. T. Hashimoto (NAIST,
Japan) zur Verfligung gestellt. Jeweils 0 bis 4 ug des Polyamins in einer Mischung aus 100 pl
Wasser und 100 pl geséttigter Natriumcarbonatldsung wurden nach Schema 8 dansyliert und
in 400 ul Acetonitril gelost. Davon wurden 40 pl entsprechend 0 bis 400 ng des Polyamins

injiziert. Die gemessenen Peakflichen wurden mit linearer Regression ausgewertet.
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2.3.10.4 Wiederfindung von Spermidin und N-Methylputrescin

Wissrige Stammldsungen von Spermidin und N-Methylputrescin wurden mit Wasser oder
iiblichen Puffern fiir Enzymtests verdiinnt. AnschlieBend wurden verschiedene Stopplésungen
zugesetzt (Schema 9). Die Mischungen wurden nach Schema 8 dansyliert und mit HPLC

analysiert.

Schema 9 Versuch zur Wiederfindung von Spermidin und /N-Methylputrescin.

Polyamin (100 ng/ul) in Wasser (ul) 10 10 10 10

Verdiinnungsmittel 90 ul Wasser 100 mM 100 mM 100 mM
Glycin HEPES Tris-HCI
pH 8,0 pH 8,0 pH 8,0

Stopplosung:
Wasser (ul) 10 10 10 10
1 N HCI (ul) 10 10 10 10
1 N NaOH (ul) 10 10 10 10
17 N NaOH (ul) 10 10 10° 10°
Gesittigte Na,CO;-Losung (pl) 100 100 100 100
Gesamtvolumen (pl) 210 210 210 210

* nicht untersucht fiir Spermidin

2.4 Methoden der Bioinformatik

2.4.1 Homologiemodellierung

2.4.1.1 Datenbanksuche

Die Proteinmodelle dieser Arbeit (DsPMT, DsSPDS, DsSPDS Mutante Nr. 10 sowie die
chimdren Proteine DsSPDS-PMT und DsPMT-SPDS) wurden in Zusammenarbeit mit Herrn
Priv.-Doz. Dr. W. Brandt (Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie Halle) erstellt. Sie basieren
auf den dreidimensionalen Strukturen von Proteinen mit dhnlicher (,,homologer*) Sequenz,
die in der RCSB Protein Data Bank (PDB) gespeichert sind. Passende Proteine mit min-
destens 30 % Sequenzidentitit wurden mit einer BLASTp-Suche (p = Protein) in den Daten-
sitzen der PDB identifiziert. Den Datenbanken GenBank, UniProtKB und BRENDA (Tab.
24) wurden ergidnzende Informationen (Nukleotidsequenzen, katalytische Eigenschaften,

Taxonomie u. a.) entnommen.
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2.4.1.2 Komparative Modellierung von DsPMT als Dimer

Die Kristallstruktur der Arabidopsis thaliana SPDS1 (AtSPDS, PDB 1XJ5) bot sich mit 68 %
Sequenzidentitdt zur Modellierung der DsPMT an. Schwierigkeiten bereiteten aber die 51 N-
terminalen Aminosduren von DsPMT, fiir die sich kein brauchbares Alignment mit AtSPDS
ergab. Die Kristallstruktur PDB 2006 der Homo sapiens SPDS als Homodimer (Wu et al.,
2007) mit nur 46 % Sequenzidentitéit erlaubte jedoch die Modellierung von 8 weiteren N-
terminalen Aminosduren der DsPMT sowie die Darstellung der Quartirstruktur als Homo-
dimer. Basierend auf PDB 2006 wurden 10 Modelle des DsPMT-Dimers (zunidchst ohne die
43 N-terminalen Aminosduren) mit dem Programm MOE® (Molecular Operating Environ-
ment, Chemical Computing Group Inc., Montreal, Canada) an einer Silicon Graphics Work-
station (Silicon Graphics Inc.) generiert. MOE kopierte alle Koordinaten von konservierten
Regionen, ansonsten nur die Koordinaten des Peptidriickgrats. Insertionen oder Deletionen
wurden anschlieBend angepasst. Die Modelle wurden in Bezug auf Peptidriickgrat, Ausrich-
tung unpolarer Seitenketten und potenzieller Wasserstoffbriickenbindungen evaluiert. Sie
wurden dann mit Charmm?22-Kraftfeld (MacKerell et al., 1998) und Born-Solvation
(Pellegrini & Field, 2002) optimiert. Kraftfeld-Methode und Born-Solvation ermdglichten die

Minimierung von Konformations- und Wechselwirkungsenergien innerhalb des Polypeptids.

2.4.1.3 Uberpriifung der stereochemischen Qualitiit

Das zuverldssigste aller 10 DsPMT-Modelle von MOE wurde mit PROCHECK (Laskowski
et al., 1993) tberpriift. Dieses Programm identifizierte unzuldssige Spannungen in Torsions-
winkeln, Bindungswinkeln und -ldngen sowie sterische Hinderungen zwischen benachbarten
Atomen. Zur Darstellung der stereochemischen Qualitidt diente das Ramachandran-Dia-
gramm, worin die Torsionswinkel ® und ¥ des Peptids gegeneinander aufgetragen wurden.
Zur Korrektur stereochemischer Fehler wurde das Peptidriickgrat fixiert und ausgewéhlte

Bereiche schrittweise optimiert.

2.4.1.4 Uberpriifung auf native Faltung

PROSA 1I (Protein Structure Analysis, Center of Applied Molecular Engineering, Salzburg,
Osterreich) (Sippl, 1990; Sippl, 1993) ist ein Programm zur Abschitzung der Proteinfaltung.
Es berechnet Konformationsenergien der Modellstrukturen und stellt diese als geglitteten
Energiegraph in Abhéngigkeit von der Aminosédureposition dar. Dabei korrelieren negative

Energien mit stabilen Faltungsbereichen und positive Energien mit nicht nativ gefalteten, d. h.
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vermutlich fehlerhaften Bereichen (regionale Qualitdt). Das Programm bewertet die grund-
sdtzliche (globale) Qualitdt eines Modells mit einem z-Score. Dieser sollte in einem Bereich
liegen, in dem sich auch die z-Scores von allen Proteinen dhnlicher Sequenzlinge mit be-
kannter dreidimensionaler Struktur bewegen. Der z-Score besitzt daher nur zusammen mit der

Sequenzldnge eine Aussagekraft.

2.4.1.5 Modellierung des N-Terminus von DsPMT-N-his

Das Programm SSPRO (Cheng et al., 2005) erlaubt die Vorhersage der Sekundirstruktur
einzelner Bereiche eines Polypeptids. Fiir den N-Terminus von DsPMT wurde eine unge-
ordnete Struktur (,,Coil®) vorhergesagt, die nur von einigen sehr kurzen Faltblittern unter-
brochen wurde. Dieses vorldaufige Modell wurde energetisch minimiert und mit dem DsPMT-
Modell iiberlagert. Die His-Tag Sequenz MRGSHHHHHHGS wurde nun manuell ange-
hangen. Nach Uberpriifung des Modells mit PROCHECK (2.4.1.3) und PROSA 1I (2.4.1.4)
wurde die optimale Position des His-Tags mit Simulationen zur molekularen Dynamik (100

ps bei 300 K) evaluiert.

2.4.1.6 Modellierung von DsSPDS als Dimer
Die Kristallstruktur der Arabidopsis thaliana SPDS1 (AtSPDS, PDB 1XJ5) mit 81 % Se-
quenzidentitit zu DsSPDS diente als Vorlage fiir die komparative Modellierung mit MOE

(2.4.1.2). Die Modellierung des N-terminalen Bereiches verlief im Gegensatz zu DsPMT
problemlos. Das Modell wurde mit PROCHECK (2.4.1.3) und PROSA II (2.4.1.4) {iberpriift.

2.4.1.7 Modellierung der chimdren Proteine aus DsSPDS und DsPMT

Fasta-Dateien der chimdren Sequenzen wurden erstellt und mit DsPMT sowie DsSPDS
verglichen. Das Proteinmodell (DsPMT oder DsSPDS) mit der hoheren Sequenzidentitét
diente jeweils als Vorlage fiir die komparative Modellierung mit MOE (2.4.1.2). Beide
chimdren Modelle wurden mit PROCHECK (2.4.1.3) und PROSA 1I (2.4.1.4) tberpriift. Auf
die gesonderte Modellierung des N-Terminus von DsPMT-SPDS wurde verzichtet.
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2.4.2 Docking von niedermolekularen Liganden

Das Programm GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking, Cambridge Crystallo-
graphic Data Centre, Cambridge, UK) wurde fiir Dockingstudien eingesetzt. Es trifft eine
Vorhersage iiber die Art und Weise der Bindung kleiner Molekiile (Liganden) an eine
gegebene Proteinstruktur. Dazu nutzt es einen Genetischen Algorithmus (GA), der die volle
Flexibilitdt der Ligandenkonformation voraussetzt, jedoch der Proteinstruktur nur teilweise
Flexibilitdt (z. B. in den Seitenkettenkonformationen) zugesteht. Der GA ahmt den Prozess
der Evolution in Datenstrukturen nach, wobei die Anderung derselben schlieBlich zur
optimierten Darstellung der Ligand-Protein-Interaktionen fiihrt. Diese Interaktionen werden
mit der GOLDScore Fitness-Funktion bewertet. In den Fitness-Score flieBen ein: (1) die
Energien von Wasserstoffbriicken zwischen Protein und Ligand, (2) die sterische Energie
(Van-der-Waals-Energie) der Interaktionen zwischen Ligand und Proteingeriist sowie (3) die
Interne Ligandenenergie (Van-der-Waals-Energie und Torsionsenergie), die sich aus der
eingenommenen Ligandenkonformation ergibt. Der Fitness-Score ist die negative Summe der
einzelnen Energiewerte (1) bis (3), sodass groBere Fitness-Werte eine energiedrmere und

damit stabilere Bindung anzeigen (Jones ef al., 1997).

2.4.3 Phylogenetische Analyse

In der Sequenzdatenbank UniProtKB (Tab. 24) waren 24 vollstaindige PMT-Proteinsequenzen
eingetragen (Stand: 27.04.2009). Die putative PMT aus Scopolia parviflora (Solanaceae)
wurde in GenBank mit einer BLASTp Suche identifiziert (DsPMT als Suchsequenz). ESTs
(Expressed sequence tags) aus Capsicum annuum (Solanaceae, Eintrige CAS518000;
CAS518369; CA518560; CAS520943) und Ipomoea batatas (Convolvulaceae, Eintrige
DV038077; EE876509) wurden in der NCBI EST Datenbank identifiziert (D. stramonium
pmt und Calystegia sepium pmt cDNA als Suchsequenzen). Uberlappende Fragmente wurden
zusammengefiigt und in vollstindige PMT-Proteinsequenzen {ibersetzt. In die Analyse
wurden alle 27 PMT-Sequenzen und weitere 20 SPDS aus UniProtKB eingeschlossen. Die
Distanzen zwischen den Aminosduresequenzen wurden mit der Poisson-Korrektur-Methode
(Zuckerkandl & Pauling, 1965) berechnet, die vereinfachend annimmt, dass alle Aminosduren
mit gleicher Haufigkeit vorkommen und dass die Substitutionsraten aller Reste identisch sind.
Damit lieBen sich Distanzen um multiple Substitutionen an derselben Position korrigieren.
Mit der Neighbor-Joining-Methode (Saitou & Nei, 1987) wurde auf Grundlage der
korrigierten Distanzen ein phylogenetischer Baum mit MEGA 4.0 (Center for Evolutionary
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Functional Genomics, Tempe, USA) (Tamura et al., 2007) konstruiert. Hierbei werden
Sequenzpaare sukzessiv verkniipft, sodass die Gesamtdistanz (= Summe der Astldngen) des
Baumes auf jeder Stufe der Verkniipfung minimal ist. Der Baum wurde mit der Bootstrap-

Methode (1000 Wiederholungen) validiert (Felsenstein, 1985).

2.4.4 Datenbanken und Computerprogramme

Tab. 23 Stationiire Computerprogramme.

Bezeichnung Hersteller/Anbieter

DistCalc 1.2 H. Lohninger, TU Wien

GeneDoc 2.7.000 K. Nicholas (www.psc.edu/biomed/genedoc)

ISIS™/Draw 2.3 MDL Information Systems Inc.

Ligplot v.4.4.2 R. Laskowski, EBI, Cambridge (Wallace et al.,
1995)

Omiga 2.0 Oxford Molecular Ltd.

PyMol v0.98 und v0.99 DeLano Scientific LLC

Sigmaplot 9.01 mit Enzymkinetik-Modul ~ Systat Software Inc.

Tab. 24 Datenbanken und Computerprogramme auf Internet-Basis.

Bezeichnung  Betreiber (Internetadresse) Referenz
BLAST National Center for Biotechnology Information, (Altschul et al.,
Bethesda, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov) 1990)
BRENDA Institut fiir Biochemie und Bioinformatik, TU (Chang et al.,
Braunschweig (www.brenda-enzymes.org) 2009)
ClustalW2 European Bioinformatics Institute, Cambridge, (Larkin et al.,
GroB3britannien (www.ebi.ac.uk) 2007)

Double Digest New England Biolabs, Ipswich, USA (www.neb.com) -
Finder

Espript Institut de Biologie et Chimie des Protéines (Gouet et al.,
(http://espript.ibcp.fr) 1999)
ExPASy Schweizerisches Institut flir Bioinformatik, Lausanne (Gasteiger ef al.,
(Www.expasy.org) 2003)
PROSITE (Hulo et al., 2006;
Hulo et al., 2008)
ProtParam Tool (Gasteiger et al.,
2003)
ProtScale Tool (Gasteiger et al.,

2003)
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Bezeichnung  Betreiber (Internetadresse) Referenz

GenBank National Center for Biotechnology Information, (Benson et al.,
Bethesda, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov) 2008)

RCSB Protein ~ Research Collaboratory for Structural Bioinformatics  (Dutta et al., 2009)

Data Bank (RCSB) (www.pdb.org/pdb/home/home.do)

Tm Calculator ~ Stratagene, La Jolla, USA (www.stratagene.com) -

UniProtKB The UniProt Consortium (www.uniprot.org) (Bairoch et al.,
2008)
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3 Ergebnisse

3.1 Synthesevektoren fiir DsSPMT und deren Verkiirzungsmutanten

Die Vektoren pm¢-pET-21d (Teuber et al., 2007) bzw. pmt-pQE-30 dienten zur Synthese von
D. stramonium PMT mit C- bzw. N-terminalem His-Tag (DsPMT-C-his bzw. DsPMT-N-his).
Mit dem Protein DsPMT-C-his gelangen im Rahmen dieser Arbeit die Etablierung und
Validierung eines enzymgekoppelten colorimetrischen PMT-Tests. Die Klonierung des pmt-
Gens in den pQE-30-Vektor ergab sich aus Beobachtungen wihrend der Reinigung von
DsPMT-C-his, auf die noch eingegangen wird. Die Vektoren -22-N-pm#-pQE-30 und -54-N-
pmt-pET-47b erlaubten die Synthese von D. stramonium PMT-Mutanten mit N-terminalem
His-Tag ohne die ersten 22 bzw. 54 N-terminalen Aminosduren des Wildtyp-Proteins. Das
pET-47b-Konstrukt ermodglichte zudem die proteolytische Abspaltung des N-terminalen His-
Tags mit HRV 3C Protease nach Affinitdtschromatographie. In Tab. 25 sind Eigenschaften

dieser Vektoren und der von ihnen kodierten Proteine gegeniibergestellt.

Tab. 25 Synthesevektoren filr DsPMT und deren N-terminale Verkiirzungsmutanten.

Vektor® Proteineigenschaftenb

pmt-pET-21d (Teuber et al., 2007) Name: DsPMT-C-his
Stamm: Rosetta-gami (DE3)

Stop-H.-XhoI (E-L) -pmt- (M) NcoI . R . .
° Liinge des Proteins: 352 Aminoséduren

His-Tag: 6x His, C-terminal
Molekulargewicht (Da): 38792,2

Die erste Aminosédure (M) des
Leserahmens wird von der Schnittstelle

Ncol kodiert.

pmt-pET-21d
6398 bp
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Vektor®

Proteineigenschaften”

pmt-pQE-30

M-R-G-S-H,-BamHI (G-S) -pmt-Stop-PstI

pmt-pQE-30

4465 bp

Name: DsPMT-N-his

Stamm: M15[pREP4]

Linge des Proteins: 355 Aminoséduren
His-Tag: 6x His, N-terminal
Molekulargewicht (Da): 38994,3

Das erste Triplett vom pmt (kodiert M)
wurde weggelassen und durch den
vektorkodierten Transkriptionsstart vor

dem His-Tag ersetzt.

-22-N-pmt-pQE-30

Die Vektorkarte ist bis auf den um 22 Tripletts
verkiirzten Leserahmen von pm¢t identisch mit

pmt-pQE-30.

Name: -22-N-PMT

Stamm: M15[pREP4]

Linge des Proteins: 334 Aminosduren
His-Tag: 6x His, N-terminal
Molekulargewicht (Da): 36823,9

-54-N-pmt-pET-47b

XhoI-Stop- [-54-N-pmt-XmaI (GP) ] GVQFLVGL-A-A-S-H,-A-M

-54-N-pmt-pET-47b
5917 bp

Name: -54-N-PMT
Stamm: BL21-CodonPlus® (DE3)-RP
Linge des Proteins:
vor Proteolyse: 308 Aminosduren
nach Proteolyse: 291 Aminosduren
His-Tag: 6x His, N-terminal
Molekulargewicht (Da):
vor Proteolyse: 34062,1
nach Proteolyse: 32077,8
Die ersten 56 Tripletts vom pm¢ wurden
weggelassen und durch 20 vektorkodierte
Tripletts ersetzt.
Der Pfeil | kennzeichnet die Schnittstelle
der HRV 3C Protease, deren

Erkennungssequenz unterstrichen ist.

? Die Vektorkarten sind in der vom Hersteller angegebenen Orientierung gezeichnet. b Proteinldange
und Molekulargewicht beziehen sich auf das gesamte kodierte Fusionsprotein.
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3.2 Etablierung des enzymgekoppelten colorimetrischen PMT-Tests

In diesem Enzymtest (Formelschema in Abb. 5) wurde das von der PMT aus SAM gebildete
SAH von der 5’-Methylthioadenosin/ S-Adenosylhomocystein Nukleosidase (MTAN, EC

3.2.2.9) zu S-Ribosylhomocystein abgebaut. Dieses wurde von der S-Ribosylhomocystein

Lyase (LuxS, EC 4.4.1.21) weiter zu Homocystein umgesetzt, das durch Farbreaktion mit

DTNB spektrometrisch quantifizierbar war. Relevante Eigenschaften von MTAN und LuxS

wurden in Tab. 26 zusammengefasst.

Tab. 26 Eigenschaften von MTAN und LuxS.

MTAN

LuxS

Ursprungsorganismus

Escherichia coli

(Cornell & Riscoe, 1998)

Bacillus subtilis
(Hilgers & Ludwig, 2001)

GenBank-Eintrag U24438 AAC00235.1

M (CDS) (kDa) 24,4 17,7

M (SDS-PAGE) (kDa) 28,8 23

Co-Faktoren k.A. zweiwertige Metallionen

Fe**, Co*’, Zn*"
(Zhu et al., 2003)

Substrate (1) 5’-Methylthioadenosin S-Ribosylhomocystein
(2) S-Adenosylhomocystein (Zhu et al., 2003)
(Cornell et al., 1996)
Produkte (1) Adenin und L-Homocystein und
5’-Methylthioribose (8)-4,5-Dihydroxypentan-2,3-
(2) Adenin und dion
S-Ribosylhomocystein (Zhu et al., 2003)
(Cornell et al., 1996)
Temperaturoptimum (°C) (1) 37-45 k.A.
(Cornell et al., 1996)
pH-Optimum (1) und (2) 6,5 k.A.
(Duerre, 1962)
Keat (s7) (1) 80 berechnet nach 0,035 (mit Co*" als
Angaben (Cornell et al., Zentralion) (Zhu et al., 2003)
1996)
(2) 47 berechnet nach
Angaben (Cornell et al.,
1996; Duerre, 1962)
Ko (uM) (1) 0,43 2,3 (mit Co®" als Zentralion)
(2)43 (Zhu et al., 2003)

(Cornell et al., 1996)
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1. PMT-Reaktion:

0
.
H3N\)k -
<o NH,
+ B N PMT H +
A~ NH ﬁ N N
HN : . </ \ ) H,C” NH,
_s _ ~

H,C NN\ b

Putrescin N-Methylputrescin

H
OH OH
S-Adenosyl-L-methionin S-Adenosyl-L-homocystein
2. MTAN-Reaktion:
[o] [o]
H Naf\)k - H Nk)k
3 - o NH, 3 Y o NH,
H N XN 5’-Methylthioadenosin Nukleosidase H N AN
s </ | /) RO s ' </ | )N
o | N NS
H

Adenin

OH OH OH OH

S-Adenosyl-L-homocystein S-Ribosyl-L-homocystein

3. LuxS-Reaktion®:

o
H,N ; o
OH i
A . o H3N*\)k -
S-Ribosylhomocystein Lyase CH, i o
H,0 + :
OH <
HO OH
OH OH SH
S-Ribosyl-L-homocystein L-Homocystein

4. Farbreaktion (Mikroplatte):

0__o0
NO.
NO 2
HS 2 NO,
+ +
EN —— HS Coo-
s - S
. o 0 ( s
H,N ON 2-Nitro-5-thiobenzoat o )ﬁ o
.
NH;,

o

(o} (o]

L-Homocystein 5,5 -Dithiobis-(2-nitrobenzoat) "Gemischtes" Disulfid

Abb. 5 Uberblick iiber die Reaktionen im colorimetrischen PMT-Test.

L-Homocystein wird im &dquimolaren Verhiltnis zu N-Methylputrescin gebildet und nach einer
Farbreaktion mit Ellman’s Reagenz, 5,5 -Dithiobis-(2-nitrobenzoat), bei 414 nm im Mikroplattenleser
quantifiziert. * LuxS katalysiert eine interne Redoxreaktion und anschliefende - Elimination, bei der
nicht Ribose sondern 4,5-Dihydroxypentan-2,3-dion entsteht, das vermutlich zum Halbacetal zyklisiert
und hydratisiert wird (Pei & Zhu, 2004).
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3.2.1 Quantifizierung von Homocystein

Die Richtigkeit der Quantifizierung von Homocystein nach Umsetzung mit DTNB (2.3.9.2)
wurde mit einer Kalibriergerade (Abb. 6) und einem anschlieBenden Soll-Ist-Vergleich

gesichert.

1,4
1,2 1
1,0 1
0,8 1

0,6 1

Absorption

0.4 -

0,2 1

0,0 = T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500

C(Homocystein) (uM)

Abb. 6 Absorption in Abhiingigkeit von der Homocysteinkonzentration.
Die Geradengleichung lautet A = 0,002577 - C(Homocystein) + 0,001703; R?= 0,999868.

Die gemessenen Absorptionen wurden mithilfe des Lambert-Beer-Gesetzes in die Konzen-

tration von Homocystein umgerechnet:

C(Homocystein) = (A - 10° - f)/(¢ - d)

A, gemessene Absorption

C(Homocystein), Konzentration an Homocystein in pM

d, Schichtdicke = 0,76 cm

€, Absorptionskoeffizient = 13819 M cm™ bei A = 414 nm (Riddles e al., 1983)

f, Verdiinnungsfaktor = 4 (60 pl Testlosung + 180 ul Reagenzlosung =1 : 4)

Die Auftragung der berechneten (wiedergefundenen) gegen die tatsdchlichen Homocystein-
Konzentrationen der Verdiinnungsreihe ergab eine Gesamtwiederfindung von 98,1 % und
eine Reststandardabweichung s, von 2,17 uM (Abb. 7). Die Reststandardabweichung s, ist
ein Mal} fiir den Abstand der einzelnen Messwerte von der berechneten Kalibriergerade. Die
Bestimmungsgrenze lag bei 5 uM Homocystein in der Testlosung, was einer Stoffmenge von

1,6 nmol in 315 pl eines Enzymtests entsprach.
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Abb. 7 Wiederfindung von Homocystein.
Die Geradengleichung lautet C(Hcy, wiedergefunden) = 0,981 - C(Hcy, Verdiinnungsreihe) + 0,648;
R*=0,999. Hcy, Homocystein.

3.2.2 Enzymatische Umwandlung von SAH zu Homocystein

Aminosduren mit einer Thiolgruppe wie z. B. Cystein sind sehr leicht oxidierbar (Apel &
Hirt, 2004). Das im gekoppelten PMT-Test freigesetzte Homocystein (Abb. 5) erwies sich
ebenso anfillig gegen Oxidation, obwohl die verwendeten Puffer vor Gebrauch mit Stick-
stoffgas durchstromt wurden, um darin geldsten Sauerstoff zu verdrangen. Lediglich 84 % des
im Test enthaltenen SAH wurden nach der Inkubation mit LuxS und MTAN fiir 3 min
(Schema 6) als Homocystein wiedergefunden. Eine Nullprobe (Ansatz ohne SAH) wurde
hierbei mitgefiihrt, um die Reaktion von freien Thiolgruppen der Proteine mit DTNB zu
beriicksichtigen. Die SAH-Stammlosung wurde jeweils frisch hergestellt und zur Kontrolle
photometrisch vermessen (Tab. 5). Unter diesen Bedingungen war der Absorptionsanstieg
linear bis 115 uM SAH, und die Wiederfindung von 84 % war mit einer Reststandard-
abweichung s, von 1,96 uM reproduzierbar (Abb. 8). Somit wurde ein Korrekturfaktor von
1,19 in die Berechnung einbezogen. Wurde die Reaktionszeit auf 8 oder 15 min ausgedehnt,

war die Wiederfindung geringer.
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Abb. 8 Wiederfindung von SAH.
Die Geradengleichung lautet C(SAH, wiedergefunden) = 0,836 - C(SAH im Test); R* = 0,996.

3.2.3 Nukleophilie von Putrescin

Die Wiederfindung von SAH (Abb. 8) wurde auch in Gegenwart von 4 mM Putrescin
untersucht. Es zeigte sich dabei kein Einfluss auf die Aktivitit von MTAN und LuxS. Bis zu
10 mM Putrescin-Base wurden von 100 mM HEPES-Puffer pH 8,0 vollstindig auf pH 8-9
abgepuffert. Bei diesem pH-Wert ist die Nukleophilie von Putrescin zu schwach, um mit
DTNB reagieren zu konnen. 100 mM Putrescin-Base in 100 mM HEPES-Puffer pH 8,0
iiberschreiten jedoch die Pufferkapazitit und ergeben etwa pH 10. Hier wird bereits eine

nennenswerte Menge an DTNB umgesetzt, was im Absorptionsanstieg deutlich wird (Abb. 9).

1,4 ]
é_‘ 1’2'_ Probe
ft‘, ;Z ] 1 500 uM Homocystein
-§ 0:6 ; 2 100 mM Putrescin-Base
g— 0.4 i 3 10 mM Putrescin-Base
é 0,2 ] |] 4 1 mM Putrescin-Base
0,0 4 T T r r 5 0,1 mM Putrescin-Base
1 2 3 4 5 jeweils in 100 mM HEPES
Probe pH 8,0

Abb. 9 Nukleophilie von Putrescin.
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3.2.4 SAM als mogliches Substrat von MTAN

Die Substratspezifitit von MTAN gegeniiber SAH wurde im Vergleich zu SAM als poten-
ziellem Substrat untersucht (Abb. 10). Umsatz von SAM wurde bei weniger als 130 uM SAM
im Test nicht gemessen. Die Umsetzung von SAH begann jedoch schon bei 20 uM. Bei
SAM-Konzentrationen iiber 130 uM wurde Umsatz gemessen, der wahrscheinlich auf Abbau-
produkte von SAM zuriickzufiihren ist, das in einer chargenabhingigen Reinheit von ca. 80 %
kéduflich verfiigbar war. Inkubation von SAM mit MTAN oder LuxS alleine sowie in Abwe-
senheit beider Enzyme fiihrten nicht zu Messwerten iiber dem jeweiligen Nullwert. SAM
storte den Test in hoheren Konzentrationen entweder durch Verunreinigung mit SAH aus dem
Herstellungsprozess oder durch MTAN-Aktivitit gegeniiber SAM. Im Gegensatz zu SAH und
5’-Methylthioadenosin wurde SAM von zellfreien Extrakten aus E. coli nicht hydrolysiert
(Duerre, 1962). Die HPLC-Analyse von Stichproben aus kommerziell erhédltlichem SAM wies
allerdings Verunreinigungen mit SAH nach (Hoffman, 1986). Als Konsequenz wurde die
SAM-Konzentration in allen Enzymtests auf 127 pM begrenzt.

250
—6— SAM 3 min
—— SAM 15 min
—A— SAM 30 min
—O—SAH 3 min
200 +
s
=
35,. 150 -
e
(&)
)
K
—~ 100 -
>
[7)
<
(&)
50 4
0 T
1 10 100 1000 10000

C(SAM) oder C(SAH) (uM)

Abb. 10 Substratunterscheidung von MTAN gegeniiber SAH und SAM.
Die Abszisse ist logarithmisch skaliert. R-SH, aktive Thiolgruppen aus SAM; Hcy, Homocystein.
Die Konzentrationen C(Hcy) bzw. C(R-SH) wurden errechnet aus der Absorption bei 414 nm.
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3.2.5 Ku-Werte von DsPMT-C-his fiir Putrescin und SAM

DsPMT-C-his (Tab. 25) wurde zweimal mit IMAC (2.3.5.1) tiber eine HiTrap Chelating HP
5 ml Séule gereinigt und in 100 mM Glycin-NaOH-Puffer pH 9,0 umgepuftfert. Das Protein
(ca. 41 mg aus einem Liter Bakterienkultur) lieB sich {iber einen Monat bei 4 °C lagern. Es
zeigte nach der Reinigung eine Doppelbande in der SDS-PAGE (Abb. 11). Die enzymki-

netischen Parameter wurden mit 1 pg Protein im enzymgekoppelten PMT-Test nach Schema

7 bestimmt.
A B 0,16 -
116 _
0,14
66,2
0,12 /
45 ET 0,10
£
g i
35 N
25

-0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04
A SDS-PAGE nach IMAC.

Links: 0,5 pg DsPMT-C-his als 1/C(Putrescin) (1/uM)
deutlich sichtbare Doppelbande,
rechts: Proteinmarker (GroBe in

kDa).
B Lineweaver-Burk-Plot der C 0,18 1
Substratséttigungskurve fiir 0.16 -
Putrescin bei 127 uM SAM, K,
108 + 17 uM fiir Putrescin (n = 2, 0,14 1
Standardfehler aus nichtlinearer 012 {
Regression, R* = 0,984). T

€ 0,10
C Lineweaver-Burk-Plot der g 0.08
Substratsattigungskurve fiir SAM >
bei 3,8 mM Putrescin, K,, 42 + 0,06 -
11 uM fiir SAM (n=3,
Standardfehler aus nichtlinearer 0,04 1
Regression, R?= 0,977). y/

-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
1/C(SAM) (1/uM)

Abb. 11 Kinetische Charakterisierung von DsPMT-C-his.
Die kinetischen Parameter wurden mit dem enzymgekoppelten PMT-Test ermittelt.
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3.2.6 HPLC-Kontrolle der Produktbildung

Im enzymgekoppelten PMT-Test (2.3.9.3, Schema 7) wurde die Methyltransferase-Aktivitét
iiber die Bildung von Homocystein colorimetrisch quantifiziert (Abb. 12, Kurve 1). Die PMT-
Aktivitdt betrug 45 nkat/mg. Wenn die SAH abbauenden Enzyme MTAN und LuxS in den
gleichen Enzymtests weggelassen wurden, zeigte sich nach HPLC-Bestimmung von N-
Methylputrescin (2.3.10.2) eine erheblich niedrigere PMT-Aktivitdt von etwa 10 nkat/mg
(Abb. 12, Kurve 2). Die Zugabe von MTAN und LuxS zu diesen Enzymtests mit
anschlieender HPLC-Bestimmung ergaben einen starken Anstieg der Aktivitdt (Abb. 12,
Kurve 3).

50

v (nkat/mg)

0 T T T
0 500 1000 1500 2000

C(Putrescin) (M)

Abb. 12 Vergleich der PMT-Aktivitiiten mit HPLC und dem enzymgekoppelten Test.

Kurve 1 (V), enzymgekoppelter PMT-Test. Kurve 2 (o), PMT-Test mit HPLC-Analyse von N-
Methylputrescin. Kurve 3 (o), PMT-Test mit HPLC-Analyse von N-Methylputrescin unter Zusatz
SAH abbauender Enzyme MTAN und LuxS. In allen Tests betrugen die SAM-Konzentration
127 uM und die Reaktionszeit 3 min.

SAH ist ein kompetitiver Inhibitor des Co-Substrats SAM und ein nichtkompetitiver Inhibitor
gegeniiber Putrescin (Hibi ef al., 1992; Walton et al., 1994). Somit sind héhere Maximal-
geschwindigkeit und niedrigere K;,-Werte fiir SAM und Putrescin verglichen mit Messungen
ohne SAH-Entfernung erklarbar (Tab. 33). Allerdings ist die Bestimmung von Homocystein
mit DTNB sauerstoffempfindlich, und freie Thiole als Reduktionsmittel (DTT) in Puffern und
an Proteinen (Cysteinreste) storen die Messung (Riddles et al., 1983).
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3.3 Aufklarung der Inhomogenitit von DsPMT-C-his

DsPMT-C-his sollte zur Kristallstrukturbestimmung in hoher Reinheit hergestellt werden,
zeigte jedoch auch nach wiederholter Reinigung mit IMAC eine stets sichtbare Doppelbande
in der SDS-PAGE (Abb. 11 A). Der GroBenunterschied zwischen der oberen (starkeren) und
der unteren (schwicheren) Bande betrug ca. 2 kDa. Die Identitit der Banden sollte mithilfe
von Massenspektrometrie geklart werden. Die hohe Empfindlichkeit dieses Verfahrens
erforderte die weitgehende Entfernung von Fremdproteinen. Hierzu wurde die PMT mit
Gelfiltration weitergereinigt, wobei die Doppelbande wegen des geringen Grofenunter-
schiedes nicht aufgelost werden konnte. Die Reinigung wurde auf HiLoad™ 16/60 Superdex
200 pg und Superdex 75 pg versucht. Von beiden Saulen eluierte das Enzym als nahezu sym-
metrischer Peak. Die K,,-Werte betrugen nidherungsweise 3,9 bzw. 1,0. Die vom Hersteller
bereitgestellten Selektivititskurven der Sdulen liefen die Vermutung zu, dass DsPMT-C-his

als Dimer eluierte. Nach der Gelfiltration war das Protein aktiv (Abb. 13).
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3 T 20 : b4 .
g 100 N = 10 35 & -
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Abb. 13 Reinigung von DsPMT-C-his mit priparativer Superdex-Gelfiltration.

A Elutionsprofile. B SDS-PAGE von inhomogenem PMT-Protein (rechts) mit Doppelbande, das
bei ca. 55 ml von Superdex 75 eluierte. Die Doppelbande ist hier nicht so gut aufgelost wie in Abb.
11 A. Links: Markerproteine (Grofe in kDa).

Eine Losung von inhomogenem PMT-Protein (Abb. 13 B) wurde mit ESI-Q-TOF Massen-
spektrometrie analysiert und ergab das in Abb. 14 A gezeigte Massenspektrum. Die mit ESI-
Q-TOF gefundenen Peptidfragmente belegen, dass es sich bei der oberen Bande um PMT-
Ganzlangenprotein handelt (Abb. 14 B). Die untere Bande besteht demnach aus N-terminal
verkiirztem PMT-Protein (Abb. 14 C). Die Peptidwiederfindung betrug 37 bzw. 42 % der
Gesamtsequenz und lag im iiblichen Rahmen der Messmethode. Die teilweise Verkiirzung des

Proteins konnte moglicherweise schon wéhrend der Synthese in E. coli durch bakterielle
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Proteasen verursacht werden (Gottesman, 1996; Gottesman, 2003). Proteolytischer Abbau bei
der Bakterienlyse (2.3.1.3) wurde durch den Zusatz von Proteasehemmern zum Lysepuffer

verhindert. Die Variation von Induktionstemperatur und -zeit hatte keinen Einfluss auf die

Qualitit des gereinigten Proteins.
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Abb. 14 ESI-Q-TOF Spektrum von DsPMT-C-his.
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A Spektrum der Losung von DsPMT-C-his. Das Molekulargewicht des Proteins betrdgt 38792,2
Da. Das Signal bei 36492,0 Da entspricht einem Protein, dem die ersten 22 Aminosduren des N-
Terminus von PMT fehlen: MEVLSSTHTNGSSLLKNGVITM. Der Peak bei 39679,0 Da konnte
von unspezifischer Adsorption von Kationen aus dem Puffer herrithren. B  Gefundene Peptid-
fragmente (fett) nach Verdau der oberen PMT-Bande. C Gefundene Peptidfragmente (fett) nach
Verdau der unteren PMT-Bande. In der Gesamtsequenz (mager) sind die fehlenden 22 Aminoséuren
des N-Terminus unterstrichen.
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3.4 Reinigung von DsPMT-N-his

Mit einem His-Tag am N-Terminus sollte die Abtrennung von N-terminal verkiirztem PMT-
Protein als Nebenprodukt der heterologen Synthese in E. coli vereinfacht werden, denn von
PMT-Protein, das durch N-terminalen Abbau seinen His-Tag verlor, konnte auch keine Bin-
dung an Nickel-Sepharose mehr erwartet werden. Das pmt-Gen wurde hierzu in einen pQE-
30-Vektor kloniert (Vektorkarte von pmt-pQE-30 in Tab. 25), mit dem E. coli M15[pREP4]
Zellen transformiert wurden. Die Induktionszeit wurde auf 4 h bei 37 °C festgelegt. Um die
Exposition des PMT-Proteins gegen Imidazol zu minimieren, wurden fiir die Affinitéts-
chromatographie nur noch 1 ml-Nickelsepharose-Séulen anstelle von 5 ml-Saulen verwendet.
Der Imidazolgradient von 20 bis 500 mM Imidazol in 30 S&dulenvolumen hatte einen geringen
Anstieg. Das PMT-Protein erschien unerwartet nach der ersten Affinitdtschromatographie
wieder als Doppelbande in der SDS-PAGE. Das der kleineren Bande entsprechende Protein
war jedoch innerhalb der ersten beiden Fraktionen des eluierenden Proteins angereichert
(Abb. 15 A, Bahnen 1 und 2). Die nachfolgenden Fraktionen enthielten nahezu homogenes
PMT-Protein. Es lieB sich durch insgesamt dreimalige Nickel-Affinitdtschromatographie
unter jeweiligem Verwerfen der ersten beiden Fraktionen und abschlieBende Gelfiltration
vollstdndig homogen darstellen (Abb. 15 B und C, Abb. 16). Der Reinigungsprozess ist in
Tab. 27 dokumentiert. Das Protein wurde nach der Gelfiltration auf ca. 15 mg/ml aufkon-

zentriert und stand fiir die Kristallisation zur Verfiigung.

Tab. 27 Reinigungstabelle fiir DsPMT-N-his.

Schritt Gesamtes Ausbeute Gesamtaktivitit Spezifische Reinigungsfaktor
losliches (%) (nkat) Aktivitat (n-fach)
Protein (mg) (nkat/mg)*
pro Liter
Kultur
Lysat 171,6 100 2797 16,3 -
1.IMAC 62,6 36 8245 131,8 8,1
2.IMAC 48,6 28 2586 53,2 33
3.IMAC 34,1 20 n.b. n.b. n.b.
Gel-
filtration 28,3 17 n.b. n.b. n.b.

* Die Abnahme an Aktivitit wihrend wiederholter Nickel-Affinitdtschromatographie (IMAC) wird
wahrscheinlich durch die Einwirkung von Imidazol auf das Protein hervorgerufen.
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Abb. 15 Reinigung von DsPMT-N-his mit Nickel-Affinititschromatographie (IMAC).

A 1. IMAC, L, Bakterienlysat, D, ungebundene E. coli-Proteine, Fraktionen 1 bis 5 gesammelt.

B 2. IMAC, Fraktionen 1 und 2 verworfen, Fraktionen 3 bis 6 gesammelt. C 3. IMAC, Fraktionen
1 und 2 verworfen, Fraktionen 3 bis 6 gesammelt und mit Gelfiltration gereinigt. Fraktionsvolumen
2 ml, M, Markerproteine (GroBe in kDa).
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Abb. 16 Reinigung von DsPMT-N-his mit Sephacryl-Gelfiltration.
Fraktionen 1 bis 9 DsPMT-N-his, Fraktionsvolumen 2 ml; M, Markerproteine (Grof3e in kDa).

3.5 Dimerisation von D. stramonium PMT

Die Beobachtung, dass sowohl vollstindiges als auch N-terminal verkiirztes PMT-Protein
trotz Einsatz eines N-terminalen His-Tags an Nickel-Sepharose binden konnte, forderte zu
Untersuchungen hinsichtlich der Oligomerisation von DsPMT auf. PMT, die aus den Wurzeln
von D. stramonium gereinigt worden war, wurde als monomeres Enzym beschrieben. Dies
stiitzte sich auf die Ahnlichkeit der Molekulargewichte, die aus Gelfiltration (40 kDa) und
nachfolgender SDS-PAGE (36 kDa) abgeleitet wurden (Walton et al., 1994). Fiir die PMT
aus einer Wurzelkultur von Hyoscyamus albus wurden hingegen 62,1 kDa mit Gelfiltration
ermittelt, aber keine Aussagen zur Oligomerisation getroffen (Hibi et al., 1992). Die in
Abschnitt 3.4 beschriebene schrittweise Reinigung von DsPMT-N-his zur Homogenitét
konnte auf eine Einschritt-Reinigung reduziert werden. Dies war niitzlich, um schiadigende
Einfliisse von Imidazol auf das Protein zu minimieren. Allerdings mussten enorme Verluste
an Protein in Kauf genommen werden, da hierbei nur die in Abb. 15 A gezeigte Fraktion 5
weiterverwendet wurde. Dieses Protein besal3 jedoch hohe PMT-Aktivitdt (Tab. 27) und
eignete sich somit fiir enzymkinetische Messungen und analytische Gelfiltration zur

Bestimmung des nativen Molekulargewichts (2.3.5.4).

3.5.1 Enzymkinetische Messungen mit DsPMT-N-his

Fiir Messungen mit dem enzymgekoppelten PMT-Test (2.3.9.3) wurden 0,4 pug Protein einge-
setzt. Es ergab sich ein K,-Wert von 205 = 17 pM fiir Putrescin (n = 2, Standardfehler aus
nichtlinearer Regression, R? = 0,996) und ein K,-Wert von 56 = 15 uM fiir SAM (n = 2,
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Standardfehler aus nichtlinearer Regression, R® = 0,940). vimax betrug 132 nkat/mg, key =
5,14

3.5.2 Analytische Gelfiltration von DsPMT-N-his

Das Gesamtvolumen (Vy) der Sdule (XK16/70 mit Sephacryl S-200 HR, Tab. 16) betrug
119 ml, das Ausschlussvolumen (V,) betrug 49,9 ml (mit Dextranblau). Alle Standardproteine
(2.3.5.4) und DsPMT-N-his eluierten als einzelne symmetrische Peaks.

2.6
2,2 - A
; -
o 1.8 1 A
K] .
1,4 4
1,0 T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6
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Abb. 17 Auswertung der analytischen Gelfiltration von DsPMT-N-his.
Die Geradengleichung lautet log Mw = -2,8263 Kav + 2,4745; R*=0,9817. a Markerproteine;

B DsPMT-N-his.

Aus der Regressionsgerade ergab sich fiir die PMT ein natives Molekulargewicht von 76,4
kDa. Das Monomer besall ein Molekulargewicht von 39,0 kDa (Tab. 25). Zudem beein-
trachtigte die Gelfiltration die Aktivitit von PMT nicht (Abb. 13). Somit konnte gezeigt wer-
den, dass PMT unter nativen Bedingungen dimerisiert. Die Fahigkeit der PMT zur Dime-
risation erklirte auch das chromatographische Verhalten des Proteins an Nickel-Sepharose
(Abb. 18). Die Beobachtung von monomerer PMT (Walton et al., 1994) ist moglicherweise
auf einen leichten Zerfall von PMT-Dimeren wéhrend der nativen Reinigung aus D. stramo-
nium Wurzeln zuriickzufithren, wobei die Monomere noch PMT-Aktivitdt behielten. Dies
setzt jedoch eine gewisse Entfernung des aktiven Zentrums von der Kontaktfliche beider

Monomere voraus.
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Abb. 18 Trennung von PMT-N-his-Dimeren an Nickel-Sepharose.

QO Drei Spezies von PMT-Dimeren lassen sich durch unterschiedliche Bin-
dungsstirke an Nickel-Sdulen trennen. Dimere ohne His-Tag (beide Unter-
einheiten N-terminal verkiirzt) eluieren im Durchfluss. Mit steigender

0 O Imidazolkonzentration eluieren bevorzugt Dimere mit nur einem His-Tag, da
O sie schwicher binden als Dimere mit zwei His-Tags. Vollstindige Dimere
eluieren zuletzt. Offene Fiinfecke: Imidazol im Eluenten, Ellipsen: PMT
komplett oder N-terminal verkiirzt, geschlossene Fiinfecke: His-Tag am N-

Terminus. Der Pfeil zeigt die FlieBrichtung des Eluenten an.

3.6 Homologie-Modell der PMT

Die komparative Modellierung von DsPMT basierte weitgehend auf den Kristallstrukturen
von A. thaliana SPDS1 (PDB 1XJ5) und Homo sapiens SPDS (PDB 2006), die sich durch
Sequenzidentititen von 68 % bzw. 46 % zu DsPMT auszeichneten. Die Besonderheit bestand
jedoch in der separaten Modellierung von 43 Aminosduren der N-terminalen Doméne, fiir die
sich kein brauchbares Alignment mit einem SPDS-Protein aus der PDB ergab (2.4.1.5). Hier
kam das Programm SSPRO (Cheng et al., 2005) zum Einsatz, das eine ab initio Vorhersage
von Sekundir- und Tertidrstruktur fiir Proteine ohne geeignete Modellierungsvorlagen
(Templates) erlaubte. Diese Vorhersage war weniger zuverldssig als die komparative Model-
lierung und daher Methode der zweiten Wahl. Die Analyse des kompletten PMT-Modells mit
PROSA 1I ergab (2.4.1.4), dass die Energien fast aller Aminosdurereste im negativen Bereich
des PROSA-Plots lagen, was eine gute lokale Modellqualitit anzeigte. Die hohe Gesamt-
qualitdt des PMT-Modells wurde mit einem z-Score von —9.85 belegt, der im erwarteten Be-
reich eines Proteins mit 355 Aminosduren und nativer Faltung lag. SAM liel} sich manuell in
das aktive Zentrum modellieren, wihrend Putrescin automatisch mit dem Programm GOLD

(2.4.2) gedockt wurde.

Das DsPMT-Modell (Abb. 19) zeigt ein Homodimer mit leicht gegeneinander gedrehten Kon-
taktflichen der Untereinheiten. Die N-terminale Doméne jeder Untereinheit (M1 bis H108)
setzt sich aus einem auffilligen, ungeordneten Bereich (M1 bis K73) und einem geordneten

Bereich (174 bis H108) mit vier antiparallelen B-Faltblattern zusammen. Ersterer besteht aus
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zahlreichen Schlaufen (Loops) und sechs sehr kurzen Faltblittern, die nur je zwei bis drei
Aminoséurereste umfassen. Die kompakte C-terminale Doméne (T109 bis S291) besteht aus
sieben B-Faltbldttern, die von sechs a-Helices umgeben sind. Diese Grundstruktur ist auch in
zahlreichen anderen SAM-abhéngigen Methyltransferasen (Schluckebier ef al., 1995) und in
SPDS (Martin & McMillan, 2002) zu finden. Der C-Terminus endet mit zwei weiteren o-
Helices. Die beiden aktiven Zentren des DsPMT-Dimers befinden sich zwischen den C- und
N-terminalen Doménen, von deren Faltblittern sie bedeckt werden, reichen jedoch nicht an

die Kontaktflache der beiden PMT-Monomere heran.

Abb. 19 Vollstindiges Homologie-Modell der D. stramonium PMT.
Das Protein ist als Dimer dargestellt. N-Terminus (N) und C-Terminus (C) der linken Untereinheit
sind markiert. Das aktive Zentrum enthdlt SAM (purpurrot) und Putrescin (blaugriin).

3.7 Eigenschaften des N-Terminus von PMT

Im N-Terminus von DsPMT ist die Aminosduresequenz NGHHNGNSDHR (Reste 23 bis 33)
enthalten. Sie  &dhnelt einer Konsensussequenz  hydrophiler = Aminosdurereste
(NGHQNGTSEHQ), die in tandemartiger Wiederholung in den N-Termini von PMTs aus
Nicotiana-Arten vorkommt und mal3geblich zu deren Sequenzvariabilitit beitrdgt (Hashimoto

et al., 1998b). Die Hydropathie-Analyse (Kyte & Doolittle, 1982) von N. tabacum PMT4
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zeigte einen aullerordentlich hydrophilen N-Terminus an (Abb. 20 A). Der N-Terminus von
DsPMT ist mit Ausnahme der ersten 20 Aminosduren hydrophil (GRAVY der Reste 1 bis
100: —0,471). Im kompakten, zentralen Teil des Proteins nimmt die Hydrophilie ab (GRAVY
der Reste 101 bis 200: +0,354), wihrend sie am C-Terminus wieder zunimmt (GRAVY der
Reste 201 bis 344: —0,076, Abb. 20 B). DsSPDS mit nur 308 Aminosduren besitzt keinen hy-
drophilen N-Terminus. Hydrophile und hydrophobe Regionen wechseln sich im Protein mehr
oder weniger regelmifig ab (GRAVY der Reste 1 bis 100: -0,100; 101 bis 200: -0,027; 201
bis 308: -0,083; 1 bis 308: -0,070; Abb. 20 C). Einige pflanzliche SPDS-Proteine (z. B. Sola-
num lycopersicum, Solanum tuberosum und Arabidopsis thaliana) besitzen einen dhnlich hy-
drophilen N-Terminus wie DsPMT. Plasmodium falciparum SPDS besitzt einen sehr hydro-
phoben N-Terminus (Abb. 20 D). Die erfolgreiche Synthese 16slichen Enzyms in E. coli war
erst nach Entfernung von 29 bzw. 39 N-terminalen Aminoséuren moglich (Dufe et al., 2007).
Es lag die Vermutung nahe, dass hydrophile N-Termini die Loslichkeit von PMT-Proteinen
begiinstigen. Die N-terminalen Verkiirzungsmutanten -22-N-PMT und -54-N-PMT waren

unter diesen Umsténden auch fiir Kristallisationsversuche von Bedeutung.

A N. tabacum PMT4 (UniProt Q9SEH4) B DsPMT
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Abb. 20 Normalisierte Hydropathieprofile von PMT und SPDS.
Hohe Score-Werte zeigen hydrophobe Bereiche an. Berechnet mit ExPASy ProtScale, Intervall: 9
Aminosaurereste, relative Gewichtung der Intervallgrenzen im Vergleich zur Intervallmitte: 100 %.
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3.7.1 Mutante -22-N-PMT

Das Protein -22-N-PMT (Tab. 25) wurde in E. coli M15[pREP4] mit einer Induktionszeit von
4 h bei 37 °C synthetisiert. Die Reinigung bis zur Homogenitdt gelang mit zweifacher Nickel-
Affinitdtschromatographie (2.3.5.1) iiber HisTrap™ HP 1 ml und Sephacryl-Gelfiltration in
20 mM HEPES-Puffer pH 8,0 (2.3.5.3). Nach dem ersten Reinigungsschritt betrug die
Ausbeute 5,5 mg losliches Protein pro Liter Bakterienkultur. Das entsprach lediglich 8,7 %
des loslichen Proteins verglichen mit dem Ganzlangenprotein DsPMT-N-his unter identischen
Synthese- und Reinigungsbedingungen (3.4). Ein grofer Teil von -22-N-PMT wurde mit
SDS-PAGE im unléslichen Riickstand nach der Bakterienlyse (2.3.1.3) gefunden. Das gerei-
nigte Protein zeigte nach Sephacryl-Gelfiltration Aktivitdt im enzymgekoppelten PMT-Test
(2.3.9.3). Die spezifische Aktivitit betrug 64 nkat/mg. Der K,,-Wert flir Putrescin betrug 192
+ 11 pM (Standardfehler fir n = 2, R* = 0,998) und lag in der gleichen GréBenordnung wie
bei DsPMT-N-his (3.5.1). Die Wechselzahl k., betrug 2,36 st Insgesamt 1,9 mg -22-N-PMT
wurden in 100 pl 20 mM HEPES-Puffer pH 8,0 konzentriert und kristallisiert.

3.7.2 Mutante -54-N-PMT

Das Protein -54-N-PMT (Tab. 25) wurde in E. coli BL21-CodonPlus® (DE3)-RP mit einer
Induktionszeit von 5% h bei 37 °C synthetisiert. Mit Nickel-Affinitdtschromatographie
(2.3.5.1) iiber HisTrap™ HP 1 ml gelang die Aufreinigung von 5,3 mg -54-N-PMT pro Liter
Bakterienkultur. Das entsprach lediglich 12,9 % des l6slichen Proteins verglichen mit dem
Ganzlidngenprotein DsPMT-C-his bei dhnlichen Synthesebedingungen (pET-System,
Novagen) und Reinigungsverfahren (3.2.5). Wie bei -22-N-PMT (3.7.1) verblieb die
Hauptmenge an -54-N-PMT nach der Bakterienlyse im unldslichen Riickstand. Das 16sliche
Protein wurde in 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5, mit HRV 3C Protease (Tab. 6)
vom His-Tag befreit (16 h, 4 °C, 1 U Protease pro 50 pg -54-N-PMT) und mit Sephacryl-
Gelfiltration in 20 mM HEPES-Puffer pH 8,0 gereinigt (2.3.5.3). Die Auswertung mit SDS-
PAGE zeigte, dass die Abspaltung des His-Tags im Gegensatz zu einem Vorversuch mit 12
und 25 pg -54-N-PMT nicht vollstidndig war. Insgesamt wurden 1,56 mg -54-N-PMT in 100
ul 20 mM HEPES-Puffer pH 8,0 konzentriert und kristallisiert. Das Protein zeigte nach der
Gelfiltration Aktivitdt im enzymgekoppelten PMT-Test (2.3.9.3). Die spezifische Aktivitit
betrug 96 nkat/mg. Der K,,-Wert fiir Putrescin betrug 170 + 34 uM (Standardfehler fiir n = 2,
R? = 0,971) und lag in der gleichen GréBenordnung wie bei DsPMT-N-his (3.5.1). Die
Wechselzahl k., betrug 3,09 s,
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Die Entfernung von bis zu 54 Aminosduren des N-Terminus von DsPMT fiihrte nicht zu
einem Verlust der katalytischen Aktivitit. Die Verkiirzungsmutanten zeigten vielmehr &hn-
liche kinetische Eigenschaften wie der DsPMT-Wildtyp. Allerdings beeintrachtigten die N-
terminalen Verkiirzungen um 22 bzw. 54 Aminosduren die Loslichkeit der Mutanten unter
identischen (-22-N-PMT) bzw. sehr dhnlichen (-54-N-PMT) Synthesebedingungen verglichen
mit dem DsPMT-Wildtyp. Hiermit wurde die Bedeutung des hydrophilen N-Terminus von
DsPMT fiir die Loslichkeit des Gesamtproteins bekriftigt. Die Ubertragbarkeit dieser Ergeb-
nisse auf andere PMT-Proteine bleibt jedoch fraglich. Vergleichbare Angaben zur Ausbeute
an loslichem Protein nach N-terminaler Verkiirzung von N. tabacum PMTI1 um 81 Amino-

sdauren fehlen (Hashimoto ef al., 1998b).

3.8 Suche nach Protein-Komplexen mit Solanum lycopersicum PMT

Untersuchungen an zellfreien Proteinextrakten aus Wurzeln von Nicotiana tabacum erbrach-
ten Hinweise, dass Diaminoxidase (Methylputrescinoxidase) und SAH-Hydrolase Kompo-
nenten eines groBeren Multienzymkomplexes sind, der in planta als ,,metabolisches FlieB3-
band“ an der Synthese von Nicotin beteiligt ist (Heim & Jelesko, 2004). Da auch die kataly-
tische Effizienz von PMT durch den Abbau des PMT-Inhibitors SAH gesteigert wird, liegt die
Beteiligung von PMT an einem solchen Komplex nahe (Biastoff ef al., 2006). Dies setzt
Protein-Protein-Wechselwirkungen voraus, die vielleicht auch vom N-Terminus der PMT
ausgehen konnten. Die Aminosduresequenzen von zwei Methylputrescinoxidasen aus N.
tabacum (Katoh et al., 2007) und das Fragment einer Aminoxidase aus Solanum lycopersicum
(UniProt Q5F306) waren verfiigbar. Aus dem Proteinextrakt von 100 g S. lycopersicum
Wurzeln (2.1.5) wurden durchschnittlich 17,3 mg Gesamtprotein zwischen 30 % und 65 %
Ammoniumsulfatsittigung ausgeféllt und wieder solubilisiert (2.3.4). Die Synthese von S.
lycopersicum PMT richtete sich nach Vorgaben (Teuber ef al., 2007). Das 348 Aminosduren
lange Protein wurde in Rosetta-gami (DE3) Zellen mit einer Induktionszeit von 5 h bei 37 °C
synthetisiert. Der Aufbau des Synthesevektors entsprach exakt dem Vektor pmit-pET-21d
(Tab. 25) mit dem Leserahmen von S. lycopersicum pmt zwischen den Schnittstellen Ncol
und Xhol. Das Protein wurde mit einem C-terminalen His-Tag synthetisiert und hatte ein
Molekulargewicht von 38576,0 Da. Die Ausbeute an Protein betrug lediglich 0,8 mg aus 1,5
Litern Bakterienkultur. Diese Proteinmenge wurde komplett an einer HisTrap HP 1 ml Saule
immobilisiert und mit dem solubilisierten Proteinextrakt aus S. lycopersicum durchstromt

(10 ml, 0,5 ml/min). Nach dem Waschen mit Bindepuffer IMAC pH 7,8 (mit 20 mM Imida-
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zol) wurde gebundenes Protein im Imidazolgradienten von 20 bis 500 mM eluiert und die
Proteinfraktionen mit TCA prézipitiert. Die massenspektrometrische Analyse nach SDS-
PAGE und Trypsin-Verdau (2.3.8) identifizierte keine spezifischen Proteinliganden oder
Oligomerisationspartner fiir S. /ycopersicum PMT. Peptidfragmente mit Ahnlichkeit zu Amin-
oxidasen oder SAH-Hydrolasen wurden nicht gefunden. Das Ergebnis wurde mit einem
Blindversuch an einer unbeladenen HisTrap Saule abgesichert. Die Vollstindigkeit der
Elution wurde durch das Waschen der Sdule mit EDTA-Puffer (20 mM NaH,PO,4, 500 mM
NaCl, 500 mM EDTA, pH 7,8) sichergestellt. Da die Auswahl des Tags zur Protein-
immobilisation am Sdulenmaterial, die Zusammensetzung der Puffer (Ionenstirke) und die
Unversehrtheit des immobilisierten Proteins Einfluss auf die Bindung weiterer Proteinligan-
den haben konnen, bieten sich zur Aufkldrung des mutmaBlichen Multienzymkomplexes
alternative Methoden wie Co-Immunprézipitation und Blaue Native PAGE (BNP) an
(Miernyk & Thelen, 2008).

3.9 Kiristallisation von Datura stramonium PMT

Nach der ersten Kristallstruktur einer SPDS aus Thermotoga maritima (Korolev et al., 2002)
folgten zahlreiche SPDS-Kristallstrukturen, z. B. aus Caenorhabditis elegans (Dufe et al.,
2005), Helicobacter pylori (Lu et al., 2007), Plasmodium falciparum (Dufe et al., 2007) und
Mensch (Wu et al., 2007). Die hohe Sequenzdhnlichkeit von PMT zu SPDS (Stenzel et al.,
2006) sowie die gute Ausbeute an DsPMT nach Synthese in E. coli und Reinigung iiber
Nickel-Sepharose (3.2.5 und 3.4) erschienen als gute Ausgangsbedingungen fiir die Bestim-
mung der PMT-Kristallstruktur und die Bestitigung des PMT-Homologie-Modells (Abb. 19).
Die anfangliche Suche geeigneter Pufferbedingungen in 96-well-Mikroplatten (2.3.7.1) war
fiir DsPMT-C-his und DsPMT-N-his erfolgreich. Hingegen verlief sie fiir die Mutanten -22-
N-PMT und -54-N-PMT ergebnislos und ergab nur Proteinaggregat (Triibung) in allen gete-

steten Pufferbedingungen.

3.9.1 Kiristallisation von DsPMT-C-his

DsPMT-C-his war fiir Kristallisationsversuche sowohl mit Gelfiltration (Abb. 13) als auch
mit lonenaustauschchromatographie (2.3.5.2) gereinigt worden. In beiden Fillen ergab die
Pufferbedingung 1 M Li,SO4, 0,5 M (NH4),SO4, 0,1 M Natriumcitrat, pH 5,6 reproduzier-
bares Kristallwachstum nach einer Woche bei 13 °C. Diese Bedingung wurde daher systema-

tisch variiert (2.3.7.2). Die Kristalle in Abb. 21 A-C wuchsen innerhalb von ein bis zwei
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Wochen. Niedrigere Lithiumkonzentrationen (0,8-0,9 M Li,SO4) und niedrigere Proteinkon-
zentrationen (1,5-7 mg/ml) fiihrten zu groBeren Kristallen, wéhrend jeweils hohere Konzen-
trationen zu unregelmifigem Wachstum oder sogar irreversibler Proteinaggregation fiihrten.
Rontgenbeugung war bei keinem der Kristalle nachweisbar. Aufgrund der hohen Kristall-
fragilitdit und dem Fehlen jeglicher Rontgenbeugung konnte ausgeschlossen werden, dass es
sich um Salzkristalle handelte. Der Zusatz von Putrescin und SAM verbesserte die Kristall-
stabilitdt nicht. Die nachtrigliche proteolytische Entfernung des His-Tags von synthetisierter
DsPMT fiihrte zu einer Verschlechterung der Kristallisierbarkeit (Latsch, 2009).

___ |

Abb. 21 PMT-Proteinkristalle.
A 0,8 M Li,SOq, 0,5 M (NH4),SO4, 0,1 M Natriumcitrat pH 4,7, 7 mg/ml Protein mit SAH und
Putrescin. B 0,8 M Li,SOy, 0,5 M (NH4),SOy4, 0,1 M Natriumcitrat pH 5,5, 1,5 mg/ml Protein mit
SAM und Putrescin, Kristalllinge 0,5 mm. C 0,9 M Li,SO4, 0,5 M (NH4),SO4, 0,1 M Natrium-
citrat pH 6,5, 2,5 mg/ml Protein mit SAM und Putrescin, Kristalllinge 0,34 mm. D 100 mM
HEPES-Na pH 7,5, 0,8 M NaH,PO,, 0,8 M KH,PO,, 7 Tage bei 13 °C, 15 mg/ml Protein, molares
Verhiltnis SAM : PMT 2 : 1, kein Putrescin-Zusatz.

3.9.2 Kiristallisation von DsPMT-N-his

Die Reinigung von DsPMT-C-his ergab stets inhomogenes PMT-Protein durch die Kontami-
nation mit N-terminal verkiirzter PMT (Abb. 11, Abb. 13). Die Reinigung von DsPMT-N-his
mit dreistufiger Nickel-Affinitidtschromatographie und Gelfiltration fiihrte hingegen zu homo-
genem PMT-Protein (Abb. 16). Fiir eine optimale Molekiilpackung im Kristall erschien dies
von groflem Vorteil. Aber auch mit DsPMT-N-his konnten keine Rontgenstrahlung beugen-
den Kristalle erzeugt werden. Kristalle wuchsen in 0,1 M HEPES-Na, 0,8 M NaH,PO,4, 0,8 M
Na,HPO4, pH 7,5 (Abb. 21 D). Dieses Wachstum konnte nicht vom 96-well-Format auf
CombiClover-Platten iibertragen werden. Ein entsprechender pH-, Additiv- und Detergen-

zien-Screen (2.3.7.3) fiihrte nicht zu Kristallwachstum.
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3.9.3 Probleme bei der Diffraktionsmessung

Im Gegensatz zu DsPMT-N-his verlief die Kristallisation von DsPMT-C-his reproduzierbar.
Die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen wurde von einem Pipettierroboter mit
hohem Probendurchsatz bei geringem Proteinverbrauch erleichtert (Walter et al., 2003). Wie
bei der Kristallisation von SPDS aus Caenorhabditis elegans, Plasmodium falciparum (Dufe
et al., 2005; Dufe et al., 2007) und Trypanosoma cruzi fiihrte die Methode des ,,Sitzenden
Tropfen™ mit Dampfdiffusion zu DsPMT-Kristallen. Lithiumsulfat diente als Prizipitant zur
Kristallisation von C. elegans SPDS (Dufe et al., 2005), und auch DsPMT-C-his ergab in
Lithiumsulfat-Losungen zahlreiche Kristalle (Abb. 21 A-C).

Die stetige Schwierigkeit der Kristallisation von DsPMT bestand nicht in mangelnder Kris-
tallisationsneigung des Proteins, sondern in unzureichender Stabilitdt und fehlender Rontgen-
beugung aller gewachsenen Kristalle. Mafinahmen zur Verbesserung der Kristallqualitdt wie
Synthese von DsPMT mit N-terminalem His-Tag und Reinigung bis zur elektrophoretischen
Homogenitit, Entfernung des His-Tags (Waugh, 2005) oder Zusatz von Additiven bzw. De-
tergenzien zu den Kristallisationsansitzen fiihrten nicht zu verbesserter Kristallqualitit, son-
dern verschlechterten sie oder verhinderten die Kristallisation ganz. Die Storwirkung des His-
Tags wird in der Proteinkristallographie unterschiedlich bewertet. Eine neuere Arbeit negierte
den Einfluss von His-Tags auf die Proteinstruktur in Kristallen vollig (Carson et al., 2007).
Die Verkiirzung von DsPMT um 22 bzw. 54 Aminosduren fiihrte nicht zu Rontgenstrahlung
beugenden Kristallen. Hier erschwerten vor allem verringerte Proteinldslichkeit und damit
verbundene niedrige Proteinausbeute grofere Screeningversuche. Das Einfrieren der PMT-
Kristalle im Stickstoffstrom zur Diffraktionsmessung erforderte deren vorherige Imprég-
nierung mit Kristallisationspuffer, dem 10 bis 25 % Glycerol, PEG oder Ethylenglycol als
Frostschutz zugesetzt waren. Die Zusitze schidigten die Kristalle und fiihrten zu deren Ab-
rundung oder Aufldsung. In diesem Fall konnte z. B. ein Goniometeraufsatz fiir Diffraktions-
messungen bei Raumtemperatur (Kalinin et al., 2005) Vorteile bringen. Auch der Luftzutritt
beim Entnehmen der Kristalle aus den Kristallisationsplatten fiihrte mitunter zu ihrer

Wiederauflgsung.

Rontgendiffraktion setzt die regelmiBige und repetitive Anordnung zahlreicher Einzel-
molekiile im Kristallgitter voraus. Der durch Modellierung vorgeschlagene ungeordnete N-
Terminus von PMT-Proteinen (Abb. 19) steht dieser Kristallisationsvoraussetzung entgegen.

Kristallisationsversuche sollten daher mit PMT-Proteinen fortgesetzt werden, die eine
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moglichst kurze N-terminale Domine aufweisen, z. B. Atropa belladonna PMTI1 oder A.

belladonna PMT?2.

3.10 Homologiemodell der DsSPDS

Das DsSPDS-Modell (Abb. 22) zeigt ein Homodimer mit SPDS-typischem Aufbau der Unter-
einheiten, wie er auch in humaner SPDS (Wu ef al., 2007) oder in Caenorhabditis elegans
SPDS (Dufe et al., 2005) vorkommt. Jede Untereinheit besteht aus der sechs B-Faltblétter um-
fassenden N-terminalen Doméne, von denen die ersten beiden -Faltblétter eine Haarnadel
bilden. Die zentrale katalytische Domine besteht aus sieben B-Faltblittern, die von sechs o.-

Helices umgeben sind.

Abb. 22 Vollstindiges Homologiemodell der D. stramonium Spermidinsynthase 1.
Das Protein ist als Dimer dargestellt. N-Terminus (N) und C-Terminus (C) der linken Untereinheit
sind markiert. Das aktive Zentrum enthélt dcSAM (goldgelb) und Putrescin (blaugriin).

Der C-Terminus endet mit drei weiteren a-Helices. Im Gegensatz zu DsPMT (Abb. 19) ist die
N-terminale Doméne des Proteins kleiner und somit vollstdndig geordnet. Die Modellierung
von DsSPDS als Dimer folgte den Resultaten der analytischen Gelfiltration mit rekombi-
nantem DsSPDS-Protein (3.13.5). Das Homologiemodell der DsSPDS (Abb. 22) wies im

Ramachandran-Diagramm 87 % der Aminosduren in bevorzugten Bereichen und keine
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Aminosduren in unerlaubten Bereichen auf (2.4.1.3). Die Energien aller Aminosdurereste
lagen im negativen Bereich eines PROSA-Plots und ergaben einen kombinierten z-Score von

9,21, was fiir ein Protein mit 308 Aminosduren eine native Faltung anzeigt (2.4.1.4).

3.11 Vergleich der aktiven Zentren von DsSPDS und DsPMT

Der Hauptunterschied der Modelle von DsSPDS und DsPMT zeigte sich bei der Optimierung
der Lage von SAM im aktiven Zentrum der DsPMT. Im Vergleich mit dcSAM in DsSPDS
(Abb. 23 A) war die Lage des Adenosylrests praktisch unveréndert, wihrend die Aminopro-
pylcarboxygruppe von SAM eine Kavitit besetzte, die in SPDS zur Bindung von Putrescin
diente (Abb. 23 B). Die Bindungsposition von Putrescin in SPDS ist durch Co-Kristallisation
mit Putrescin bzw. dem Inhibitor 4-Methylcyclohexylamin gut definiert [PDB 2006 (Wu et
al., 2007) bzw. PDB 2PT9 (Dufe et al., 2007)]. Die Positionierung von Putrescin in DsPMT
gelang mit GOLD-Docking (2.4.2) dort, wo in DsSPDS die Aminopropylgruppe von dcSAM

gebunden wird.

Abb. 23 Modelle der aktive Zentren von DsSPDS und DsPMT.

A DsSPDS mit dcSAM (goldgelb) und Putrescin (put, blaugriin). B DsPMT mit SAM (purpurrot)
und Putrescin (put, blaugriin). Grau: Strukturelemente, griin: relevante Aminosdurereste fiir die
ortsgerichtete Mutagenese.

Die Bindung von dcSAM in SPDS ist durch Kristallstrukturen gut belegt [PDB 200L (Wu et
al., 2007) bzw. PDB 2PT6 und 2PT9 (Dufe et al., 2007)]. Im Bereich der einen Bindungs-
stelle fiir die Aminopropylgruppe des dcSAM (in SPDS) bzw. des Putrescins (in PMT) unter-
scheiden sich beide Proteine systematisch voneinander (L70 bis Q79 und D103 bis R108 in
DsSPDS, Abb. 24). Die Reste L70, Q79 und D103, die an der Bindung der Aminopropyl-
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gruppe von dcSAM in SPDS (Abb. 23 A) beteiligt sind, boten sich somit als Ausgangspunkte
fiir die ortsgerichtete Mutagenese von DsSPDS an. Ein Aspartatrest (D103 in DsSPDS), der
in den Spermidinsynthasen streng konserviert ist, wurde als entscheidend fiir die Co-
Substratspezifitit von SPDS hinsichtlich dcSAM angesehen, indem er SAM durch die
Abstoflung von dessen Carboxylgruppe an der Bindung in SPDS hindert. Hingegen wird die
Bindung von dcSAM durch eine Salzbriicke des Aspartats mit der Propylamin-Funktion des
Co-Substrats stabilisiert (Ikeguchi et al., 2006; Korolev et al., 2002). In DsPMT liegt an
korrespondierender Position zu D103 ein Isoleucin-Rest (I141), der sich als essenziell fiir die

Aktivitdt von DsPMT erwies (Teuber et al., 2007).

DsSPDS - — -
1 10 20 30
DsSSPDS . ... ...t MEEANNKESPYIS................. SILPGWFSEISPLWPGEAH
DsPMT MEVLSSTHTNGSSLLENGVITMNGHHNGNSDHRNGGTTVHENGRELLGNSNSIKPGWFSEFSALWPGEAF
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
DsSPDS > > > > 0000000000000 —
40 50 60 70 80 90 100

DsSPDS SLKVEKILFQGKSDYQNVHVFQSSTYGKVLILDGVIQETEY@EMI THLPLCSIPNPKEVLVIGGG
DsPMT SLEKIEKLLFQGKSDYQDVMLFESATYGKVLTLDGAIQHTENGGFPYTEMIVHLPLGSIPNPRKEVLIIGGG
75 80 85 820 85 i00 105 110 115 i1z0 125 130 135 140

0 o] o} Q0

DsSPDS — 0000000000 00000000 —_—

110 120 130 140 150 160 170

DsSPDS EGEVLEEVSRHSSVEQIDICE IDEKMVIDVSKQFFPNVAIGYEDPRVKLHVGDGVAFLKFVAEGTYDAVIWV
DsPMT IGFTLFEVLRYPTVEKIDIVEIDDVVVDVSREFFPYLAANFNDPRVTLVLGDGAAFVEKAAQAGYYDATIIWV

145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210
c0o 00

DsSPDS ™ 02000000 QQQ0Q0Q00Q0 (———————— 200000000000 —
180 190 200 210 220 230 240

DsSPDS DSSDPIGPAQELFEKPFFESVARALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIEDIVANCRQIFKGSVNYAWTTVPTY
DsPMT DESSDPIGPAKDLFERPFFEAVAKALRPGGVVCTQAESIWLHMHIIKQIIANCRQVFEKGSVNYAWTTVETY

215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280
0000 O
DsSPDS 0 =—————p- 2000000000 0000090

250 260 270 280 290 300

DsSPDS PSGVIGFMLCSTEGPAVDFENPINPVDADDSHTKTR.GPLEKFYNSEIHSASFCLPSFAKRVIESKGK
DsPMT PTGVICYMLCSTEGPEVDFKNPVNPIDKDETHANSKLCGPLEFYNTDIHKAAFILPSFARSMIES. ..

285 290 295 300 305 310 315 320 325 330 335 340 345

Abb. 24 Sequenzalignment von DsSPDS und DsPMT.

Grau unterlegt: identische Aminoséuren, schwarz unterlegt: 10 Aminosdurereste fiir die kumulative
Mutagenese. o: Reste fiir die Bindung des Ubergangszustand-Analogons AdoDATO in Thermotoga
maritima SPDS (Korolev et al., 2002). Die Sekundarstruktur des DsSPDS-Modells ist mit Pfeilen
(B-Faltblatter) und Spiralen (a-Helices) angedeutet.

3.12 Synthesevektor fiir DsSPDS und deren Punktmutanten

Der Vektor spds-pET-21d (Tab. 28) ermdglichte die Synthese von DsSPDS mit C-terminalem
His-Tag. Er war gleichzeitig die Matrize fiir die ortsgerichtete Mutagenese des spds/-Gens
(Einzelmutationen). Die mutierten Vektoren dienten ihrerseits als Matrizen zur Erzeugung

kumulativer Mutationen (Tab. 3).



3 Ergebnisse 75

Tab. 28 Synthesevektor fiir DsSPDS und deren Punktmutanten.

Vektor” Proteineigenschaften”

spds-pET-21d Name: DsSPDS
Stamm: BL21(DE3)

Stop-H.-XhoI (E-L) -spds- (M) Ncol . . . .
° Liéinge des Proteins: 316 Aminosduren

His-Tag: 6x His, C-terminal
Molekulargewicht (Da): 35098,0

Die erste Aminosédure (M) des

Leserahmens wird von der Schnittstelle

Ncol kodiert.

spds-pET-21d
6290 bp

* Die Vektorkarte ist in der vom Hersteller angegebenen Orientierung gezeichnet. = Proteinlénge und
Molekulargewicht beziehen sich auf das gesamte kodierte Fusionsprotein.

3.13 Charakterisierung des DsSPDS-Wildtyps

Die proteinchemische Charakterisierung des DsSPDS-Wildtyps ermoglichte die zuverldssige
Beurteilung der DsSPDS-Mutanten im Hinblick auf den Verlust bzw. den Wechsel ihrer kata-
lytischen Aktivitét.

3.13.1 Reinigung und Stabilit:it
DsSPDS (Tab. 28) wurde mit einer Induktionszeit von 5,5 bis 6 h bei 37 °C in BL21(DE3)

Zellen synthetisiert. Das Protein wurde in einem Schritt mit Nickel-Affinitdtschromatographie
(2.3.5.1) gereinigt. Das Vorgehen entsprach hierbei dem ersten Schritt der Reinigung von
DsPMT-N-his (3.4), wodurch 12,5 mg homogenes Protein aus einem Liter Bakterienkultur
gewonnen wurden. Der Lagerungspuffer des Proteins (20 mM HEPES pH 8,0) wurde mit
2mM DTT und 1 mM Ascorbinsidure versetzt, da Senecio vernalis SPDS (Graser &
Hartmann, 2000) und Arabidopsis thaliana SPDS1 (Reinhardt, 2008) als oxidationsempfind-
lich beschrieben wurden. Die Stabilitidt von DsSPDS wurde durch den Reduktionsmittelzusatz
verbessert, dennoch verlor das Protein 23 % seiner Aktivitdt wihrend der Lagerung iiber zwei
Wochen bei 4 °C. Wenn der Lagerungspuffer keine Reduktionsmittel enthielt, war das Protein

nach der Reinigung sofort inaktiv. Die Aktivitit von DsPMT wird durch ldngere Einwir-
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kungszeiten von Imidazol beeintrachtigt (Tab. 27), aber im Gegensatz zu DsSPDS nicht vom
Fehlen von Reduktionsmitteln im Lagerungspuffer. Die strukturelle Grundlage fiir die unter-
schiedliche Oxidationsempfindlichkeit von SPDS und PMT kdnnte in deren unterschiedlichen
Cysteingehalten liegen (Abb. 25).
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Abb. 25 Mittlerer Cysteingehalt in PMT und pflanzlichen SPDS.
Balken bezeichnen die Standardabweichungen, Sterne zeigen ein Signifikanzniveau von 1 % an, das
mit dem zweiseitigen t-Test ermittelt wurde (PMT: n=27; SPDS: n = 13).

3.13.2 Aktivititsbestimmung mit HPLC

Die Aktivitit von DsSPDS wurde mit HPLC-Messungen des Reaktionsprodukts Spermidin
nach Dansylierung bestimmt (2.3.10). Gleichzeitig wurde das Protein auf Nebenaktivitdten
wie die Bildung von N-Methylputrescin (PMT-Aktivitdt) und Spermin (SPMS-Aktivitit)
gepriift. Die Aktivitdit von DsSPDS war an die Gegenwart von Reduktionsmitteln im
Lagerungspuffer gebunden, welche aber die Farbreaktion (Abb. 5) des enzymgekoppelten
PMT-Tests durch Reduktion von Ellman’s Reagenz storten. Deshalb wurde PMT-Aktivitét in
DsSPDS-Wildtyp und DsSPDS-Mutanten sowie in den chimiren Proteinen aus PMT und
SPDS (Tab. 28, Tab. 30) stets mit HPLC untersucht. Die Quantifizierung der Produkte wurde
mit Kalibrierkurven externer Polyamin-Standards ermdglicht (sieche Anhang, 6.1), wobei auch
die Robustheit des Dansylierungsverfahrens mit Polyaminldsungen in verschiedenen Puffern

und Stopplosungen fiir Enzymtests untersucht wurde (2.3.10.4).

100 mM Glycin pH 8,0 als Reaktionspuffer sowie 17 N NaOH als Stopplosung (Teuber et al.,
2007) verringerten die Wiederfindung von Spermidin stark. Die Wiederfindung von N-
Methylputrescin wurde vor allem mit 17 N NaOH beeintrachtigt (Abb. 26). Anwesende Re-
aktionspuffer stumpften die Basizitdt ab und ermoglichten eine Wiederfindung von 4,5 bis

7 % N-Methylputrescin (ohne Abbildung). Als Erklarung fiir die niedrigen Wiederfindungen
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kommen Stérungen der Dansylierungsreaktion infrage. So konnte der vielfache molare Uber-
schuss von Glycin mit pI = 6,06 (Liu ef al., 2004) und einer unprotonierten Aminogruppe bei
pH 8-9 die Vollstindigkeit der Dansylierung von Spermidin herabsetzen, wihrend 17 N
NaOH den hydrolytischen Abbau von Dansylchlorid beschleunigt. Als Konsequenz hieraus
wurden alle enzymkinetischen Messungen mit DsSPDS-Wildtyp und DsSPDS-Mutanten
sowie den chimiren Proteinen aus PMT und SPDS in 20 mM HEPES pH 8,0 angesetzt. Die
Enzymtests wurden anschlieBend mit einem gleichen Volumen an gesittigter

Natriumcarbonatlosung gestoppt und dansyliert (2.3.10.2 und 2.3.10.3).

TisHC
HEPES =

Puffer

N-Methylputrescin
Spermidin

17 N NaOH | |

Stopplosung
Z
Z
Q
o
I

K
s
Q)
w
w
@

0 20 40 60 80 100
Polyamin (%)
Abb. 26 Detektion von Polyaminen in Enzymtests.
Puffer: Die Konzentration des Puffers betrug jeweils 100 mM mit Wasser als Stopplosung.

Stopplosung: Waissrige Polyaminldsung im Gemisch mit der angegebenen Stoppldsung.
K: Kontrolle mit Wasser.

3.13.3 Kinetische Eigenschaften von DsSPDS

Die Maximalaktivitit des Enzyms betrug 12,5 nkat/mg. Die Wechselzahl k., betrug 0,44 s,
Das Protein zeigte keine PMT-Aktivitét bei der Inkubation mit Putrescin und SAM und auch
keine SPMS-Aktivitdit mit dcSAM und Spermidin. Die K,,-Werte (Abb. 27) liegen fiir
Putrescin mit 33,1 uM und fiir dcSAM mit 64,2 uM in der GroBenordnung anderer SPDS-
Proteine (Tab. 33). Die Linearitdt der Produktbildung wurde fiir 1 pg Protein {iber 10 min
gesichert (ohne Abbildung).



3 Ergebnisse 78

A B
116 14 1
g
66,2 127
-,.-ﬂ
10 A
E 81
3
45 -é 6 -
>
R 35
4 -
2 -
- 25
0 T T T T T 1
A SDS-PAGE nach 0 100 200 300 400 500 600
IMAC. Links: 0,6 ng C(Putrescin) (uM)
DsSPDS, rechts:
Proteinmarker (GroBein =~ C
kDa). 14 -
B Substratsattigungskurve 12 -
fiir Putrescin bei 720 uM
deSAM, K, 33,1 £ 6,7 uM 10 -
fiir Putrescin (n = 3,
Standardfehler aus ’g’ g |
nichtlinearer Regression, R’ = A
=0,981). E 6 4
>
C Substratsittigungskurve
fiir dcSAM bei 500 pM 47
Putrescin, K., 64,2 +
7,0 uM fiir dcSAM (n =2, 2 1
Standardfehler aus
nichtlinearer Regression, R 0 . . . |
=0,996). 0 200 400 600 800

C(dcSAM) (uM)

Abb. 27 Kinetische Charakterisierung von DsSPDS.

3.13.4 pH-Optimum
Das pH-Optimum von DsSPDS liegt bei pH 10 (Abb. 28). Ahnlich hohe pH-Werte sind auch

fiir andere SPDS-Proteine gemessen worden (Samejima & Yamanoha, 1982; Bowman ef al.,

1973).
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Abb. 28 pH-Abhingigkeit der Aktivitit von DsSPDS.
Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung fiir n = 2.

3.13.5 Analytische Gelfiltration von DsSPDS

Gereinigtes, rekombinantes DsSPDS-Protein (Abb. 27 A) wurde zur Bestimmung des nativen
Molekulargewichts mit analytischer Gelfiltration (2.3.5.4) untersucht. Das Gesamtvolumen
(Vy) der Sdule (XK16/70 mit Sephacryl S-200 HR, Tab. 16) betrug 119 ml, das Ausschluss-
volumen (V,) betrug 49,9 ml (mit Dextranblau). Alle Standardproteine und DsSPDS eluierten

als einzelne symmetrische Peaks.

2,6
2,2 - .
; .
o 181 i
o .
14 -
1,0 T T T T T T T T T L] T
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6

Kav

Abb. 29 Auswertung der analytischen Gelfiltration von DsSPDS.
Die Geradengleichung lautet log Mw = -2,8263 Kav + 2,4745; R* = 0,9817. ¢ Markerproteine;

m DsSPDS.

Aus der Regressionsgerade (Abb. 29) ergab sich fiir DsSPDS ein natives Molekulargewicht
von 71,6 kDa. Das Monomer besall ein Molekulargewicht von 35,1 kDa (Tab. 28). Somit
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konnte gezeigt werden, dass DsSPDS unter nativen Bedingungen wie DsPMT als Dimer

vorliegt. Dies fand Berticksichtigung im Homologiemodell von DsSPDS (Abb. 22).

3.14 Eigenschaften der Punktmutanten von DsSPDS

3.14.1 Einzelmutanten

Die Einzelmutanten la bis 1¢ (Tab. 3 und Abb. 30) wurden in BL21(DE3) Zellen mit einer
Induktionszeit von 5,5 h bei 37 °C synthetisiert und in einem Schritt mit Nickel-Affinitéts-
chromatographie gereinigt. Die Proteine wurden danach in den SPDS-Lagerungspuffer

(3.13.1) umgepuffert.

v (pkat)
0 10 20 30 40
Wit 24,08 —
.% L70H 24,35
-lé -
o D103l |0,00
Q79T 18,00 —

Abb. 30 Charakterisierung der drei Einzelmutanten von DsSPDS.
Die SPDS-Aktivitdt wurde mit je 10 ug Protein bestimmt. Wt = DsSPDS-Wildtyp.

Die Mutanten L70H und Q79T besallen ca. 100 % bzw. 75 % der Aktivitit des DsSPDS-
Wildtyps. Hingegen zerstorte der umgekehrte Austausch T117Q in DsPMT die PMT-
Enzymaktivitdt (Teuber et al., 2007). Die Mutation D1031 in DsSPDS fiihrte zum Verlust der
SPDS-Aktivitdt. Die entsprechende Mutation D1011 in Thermotoga maritima SPDS fiihrte
ebenso zu einem fast inaktiven Enzym (Wu et al., 2007). PMT-Aktivitit wurde bei keiner

Mutante festgestellt.

3.14.2 Mehrfachmutanten

Die kumulative Mutagenese ging von der DsSPDS-Einzelmutante 1¢ (= Q79T; 3.14.1) aus
und umfasste insgesamt 10 Aminosdureaustausche (Abb. 24). Alle 10 Reste sind Teil der
Putrescinbinderegion, die durch das Substrat-Docking in DsPMT ermittelt wurde (Abb. 23 B).

Die PMT-typischen Aminosduren wurden schrittweise in DsSPDS eingebaut. Die Mutanten
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(Nummerierung nach Tab. 3) wurden in BL21(DE3) oder BL21-CodonPlus® (DE3)-RP
Zellen mit einer Induktionszeit von 5,5 h bei 37 °C synthetisiert. Sie wurden in einem Schritt
mit Nickel-Affinitdtschromatographie gereinigt und in den SPDS-Lagerungspuffer (3.13.1)
umgepuffert. Die Ausbeuten an loslichem Protein sind in Tab. 29 zusammengefasst. Die
Mutation D1031 (Nr. 2) fiihrte zum Verlust der SPDS-Aktivitét in allen folgenden Mutanten.
PMT-Aktivitdit wurde in keiner der DsSPDS-Mutanten nachgewiesen. Mit der Mutation
R73N (Nr. 6) sank die Ausbeute an loslichem Protein drastisch (Tab. 29). Das in SPDS
konservierte R73 (selten ersetzt von Lysin) ist vermutlich fiir die Erhaltung der Loslichkeit
von SPDS von Bedeutung. Dennoch reichte die Menge an synthetisiertem Protein stets aus,

um SPDS- und PMT-Aktivitdt im Enzymtest (2.3.10) zuverléssig zu tiberpriifen.

Tab. 29 Ausbeuten und GRAVY-Werte von DsSPDS-Mutanten.

Mutante Nr. Losliches Protein (mg) pro GRAVY* GRAVY?*
Liter Kultur nach IMAC mit His-Tag ohne His-Tag
DsSPDS Wildtyp 12,5 -0,128 -0,070
lc 17,4 -0,120 -0,061
3 274 -0,116 -0,058
4 15,0 -0,107 -0,048
5 19,0 -0,097 -0,038
6 2,8 -0,094 -0,035
9 24 -0,093 -0,034
10 1,2 -0,070 -0,011

*GRAVY = grand average of hydropathy (Kyte & Doolittle, 1982).

Das DsSPDS-Modell (3.10) wurde entsprechend der kumulativen Mutagenese in 10 Amino-
sdureresten modifiziert, mit Putrescin und SAM gedockt und nochmals mit dem DsPMT-Mo-
dell (3.6) verglichen. Abb. 31 zeigt Ausschnitte beider Modelle in gleicher Orientierung der
postulierten Putrescinbinderegionen. Die Aminosduren sind sehr dhnlich angeordnet, jedoch
ergeben sich leichte Unterschiede in der Lage einzelner Reste und in der Grof3e der Putrescin-
Bindetasche. Diese ist in der 10-fach mutierten DsSPDS (Abb. 31 A und B) etwas enger als in
der DsPMT (Abb. 31 C und D). Der Austausch von nur 6 Aminosduren des aktiven Zentrums
von SPDS war als ausreichend fiir die Anderung der katalytischen Aktivitit von Amino-

propyl- zu Methyltransfer prognostiziert worden (Ikeguchi et al., 2006).
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A
L70H
R73N
74G SAM
A77P E75G
put
C76F
Q79T N pqp3)
G105F
R108F
C
N111 H108
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P115 G113 SAM
'put
F114 T117
F143 1141
CFrise

Abb. 31 Strukturvergleich von 10-fach mutierter DsSPDS mit DsPMT.

A Putrescinbinderegion von 10-fach mutierter DsSPDS mit SAM (purpurrot) und Putrescin (put,
blaugriin). B Wie A mit unterlegter Proteinstruktur (grau). C Putrescinbinderegion von DsPMT
mit SAM (purpurrot) und Putrescin (put, blaugriin). D Wie C mit unterlegter Proteinstruktur

(grau).

Stattdessen brachten diese sowie vier weitere Mutationen keine PMT-Aktivitit in vitro
hervor. Vermutlich waren auf dem Weg der Evolution von SPDS zu PMT noch
umfangreichere Anderungen im aktiven Zentrum und im Proteingeriist erforderlich. Um diese
Hypothese zu untermauern, wurden Proteindomédnen zwischen DsPMT und DsSPDS

ausgetauscht.

3.15 Synthesevektoren fiir die chiméren Proteine aus DsSPDS und DsPMT

Der Leserahmen von D. stramonium spdsl enthielt eine natlirliche Schnittstelle fiir BamHI,
die sich iiber drei Tripletts erstreckte (5'-GAG GAT CCC-3"). Die korrespondierende Se-
quenz in D. stramonium pmt lautete 5'-AAT GAT CCT-3". Der Vektor pmt-pET-21d (Tab.
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25) wurde mutiert, um durch den Austausch von AAT gegen GAG auch im pm¢-Gen eine
Schnittstelle fiir BamHI einzufiigen (Primerpaar N182E, Tab. 3). Der anschlieBende Doppel-
verdau mit Ncol und BamHI (2.2.3) sowie separate Kreuzligationen (2.2.6) fithrten zu den
beiden chimiren Vektoren pmt-spds-pET-21d und spds-pmt-pET-21d (Tab. 30).

Tab. 30 Synthesevektoren fiir die chimiren Proteine aus DsSPDS und DsPMT.

Vektor® Proteineigenschaftenb

pmt-spds-pET-21d Name: DsPMT-SPDS
Stamm: BL21-CodonPlus® (DE3)-RP

Stop-H,-XhoI (E-L) -spds[495bp] -pmt [543bp] - (M) NcoI . . . .
Linge des Proteins: 354 Aminosduren

His-Tag: 6x His, C-terminal
Molekulargewicht (Da): 39034,3

Die erste Aminosédure (M) des
Leserahmens wird von der Schnittstelle

Ncol kodiert.

pmt-spds-pET-21d
6404 bp

spds-pmt-pET-21d Name: DsSPDS-PMT
Stamm: BL21-CodonPlus® (DE3)-RP

Stop-H,-XhoI (E-L) -pmt[486bp] -spds[432bp] - (M) NcoI . . . .
Linge des Proteins: 314 Aminosauren

His-Tag: 6x His, C-terminal
Molekulargewicht (Da): 34870,9

Die erste Aminosédure (M) des

Leserahmens wird von der Schnittstelle

Ncol kodiert.

spds-pmt-pET-21d
6284 bp

? Die Vektorkarten sind in der vom Hersteller angegebenen Orientierung gezeichnet. = Proteinldnge
und Molekulargewicht beziehen sich auf das gesamte kodierte Fusionsprotein.
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3.16 Charakterisierung der chimiren Proteine aus DsPMT und DsSPDS

3.16.1 Reinigung und Stabilit:it

DsPMT-SPDS und DsSPDS-PMT (Tab. 30) wurden mit einer Induktionszeit von 5,5 h bei
37 °C in BL21-CodonPlus® (DE3)-RP Zellen synthetisiert. Die Proteine wurden in einem
Schritt mit Nickel-Affinitdtschromatographie gereinigt und in den SPDS-Lagerungspuffer
(3.13.1) umgepuffert. Aus einem Liter Bakterienkultur lieen sich unter diesen Bedingungen
5,0 mg DsPMT-SPDS bzw. 7,1 mg DsSPDS-PMT als jeweils losliche Proteine gewinnen.

Beide Proteine behielten ihre Aktivitét liber ca. eine Woche bei einer Lagerungstemperatur

von 4 °C.

3.16.2 Charakterisierung von DsPMT-SPDS

3.16.2.1 Produktnachweis mit HPLC

10 ng Protein wurden mit 500 pM Putrescin und 400 uM SAM im Standardtest (2.3.10.1)
inkubiert. Die HPLC-Analyse des dansylierten Enzymtests ergab das in Abb. 32 gezeigte
HPLC-Chromatogramm (griine Kurve).

1000 .
Putrescin

900
/ DsPMT-SPDS

800 . .
— Kontrolle (denaturiertes Protein)

700 — N-Methylputrescin (Standard)

600
N-Methylputrescin

500 /
400

300

Absorption (mAU)

200

100

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Retentionszeit (min)

Abb. 32 Produktnachweis fiir DsPMT-SPDS mit HPLC.

Denaturiertes Protein wurde durch Erhitzen (15 min, 95 °C) gewonnen. Alle Peaks mit einer Reten-
tionszeit unter 5 min sind unspezifische Produkte aus der Dansylierung. Die Elution der dansylierten
Polyamine war bei 15 min Retentionszeit abgeschlossen.
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Dansyliertes N-Methylputrescin (Abb. 32, blaue Kurve) ermoglichte die Identifizierung des
Reaktionsprodukts anhand gleicher Retentionszeiten. In der Kontrolle mit denaturiertem
Protein (Abb. 32, schwarze Kurve) fand sich kein N-Methylputrescin. Nach der Inkubation
des Proteins mit Putrescin und dcSAM anstelle von SAM wurden weder Spermidin noch
Spermin gefunden (Chromatogramme nicht gezeigt). Das chimére Protein DsPMT-SPDS

erwies sich somit als 10sliche und aktive PMT.

3.16.2.2 Kinetische Eigenschaften

Die Maximalaktivitit des Enzyms betrug 17,6 nkat/mg, ke,s = 0,69 s’ Die Linearitit der Pro-
duktbildung wurde fiir 1 pg Protein iiber 15 min gesichert (ohne Abbildung). Die Bestim-
mung der K,,-Werte illustriert Abb. 33.
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Rechts: 0,3 pg DsPMT-SPDS, links: 18
Proteinmarker (Grof3e in kDa). 16 A s = 3
B Substratsattigungskurve fiir 41
Putrescin bei 1000 uM SAM, K,, 5 127
530+ 62 uM fiir Putrescin (n=2, £ 10 1
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Abb. 33 Kinetische Charakterisierung des chimiren Proteins DsPMT-SPDS.



3 Ergebnisse 86

Aus der Substratsittigungskurve fiir Putrescin (Abb. 33 B) ergab sich ein unerwartet hoher
Kmn-Wert flir Putrescin mit 530 uM. Der K,-Wert fiir SAM liegt mit 79 uM hingegen in der
GroBenordnung von dcSAM bei DsSPDS (62 uM) und von SAM bei DsPMT (42 uM [C-his]
bzw. 56 uM [N-his]).

3.16.2.3 pH-Optimum

Das pH-Optimum von DsPMT-SPDS liegt bei etwa pH 8,0 (Abb. 34) und unterscheidet sich
somit stark vom pH-Optimum von DsSPDS (pH 10, Abb. 28). Es liegt jedoch in dem fiir
PMT-Proteine optimalen Bereich von pH 8 bis 9 (Mizusaki et al., 1971; Walton et al., 1994;
Teuber et al., 2007).

10
. m 50 mM
8 - Kaliumphosphat
5 o 50 mM HEPES
E 6-
E . A 50 mM Tris-HCI
£ 41
> . — Gesamtprofil
2 -
0 T T T T T
5 7 9 11

pH

Abb. 34 pH-Abhingigkeit von DsPMT-SPDS.
Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung fiir n = 2.

3.16.3 Charakterisierung von DsSPDS-PMT

3.16.3.1 Produktnachweis mit HPLC

10 pg Protein wurden mit 500 uM Putrescin und 400 uM decSAM im Standardtest (2.3.10.1)
inkubiert. Die HPLC-Analyse des dansylierten Enzymtests ergab das in Abb. 35 gezeigte
HPLC-Chromatogramm (griine Kurve). Dansyliertes Spermidin (Abb. 35, rote Kurve) ermog-
lichte die Identifizierung des Reaktionsprodukts anhand gleicher Retentionszeiten. In der
Kontrolle mit denaturiertem Protein (Abb. 35, schwarze Kurve) fand sich kein Spermidin.

Nach der Inkubation des Proteins mit Putrescin und SAM anstelle von dcSAM wurde kein N-
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Methylputrescin gefunden (Chromatogramme nicht gezeigt). Das chimére Protein DsSPDS-

PMT erwies sich somit als 16sliche und aktive Spermidinsynthase.

1100 Putrescin
1000 / DsSPDS-PMT
900
— Kontrolle (denaturiertes Protein)
800
=) — Spermidin (Standard)
< 700
£
= 600
c
2 500
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O 400
[72]
e}
< 300 /
200

100
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Retentionszeit (min)

Abb. 35 Produktnachweis fiir DsSPDS-PMT mit HPLC.

Denaturiertes Protein wurde durch Erhitzen (15 min, 95 °C) gewonnen. Alle Peaks mit einer Reten-
tionszeit unter 5 min sind unspezifische Produkte aus der Dansylierung. Die Elution der dansylierten
Polyamine war bei 15 min Retentionszeit abgeschlossen.

3.16.3.2 Kinetische Eigenschaften

Die Maximalaktivitit des Enzyms betrug 11,6 nkat/mg, ke, = 0,40 s’!. Die Linearitit der
Produktbildung wurde fiir 1 pg Protein {iber 10 min gesichert (ohne Abbildung). Die Bestim-
mung der K,,-Werte illustriert Abb. 36. Aus der Substratséttigungskurve fiir dcSAM ergab
sich eine schwache Substrathemmung mit K; = 1,4 mM, die jedoch nicht beim DsSPDS-
Wildtyp beobachtet wurde. Aufgrund der ansonsten mit DsSPDS vergleichbaren kinetischen
Eigenschaften wurde auf die Bestimmung des pH-Optimums fiir DsSPDS-PMT verzichtet.
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Abb. 36 Kinetische Charakterisierung des chimiiren Proteins DsSPDS-PMT.

3.17 Homologiemodelle der chimiren Proteine DsPMT-SPDS und DsSPDS-
PMT

Die Modelle beider chiméren Proteine (Abb. 37) wurden erstellt, um die Substrat- und Co-
Substrat-Bindung zu analysieren und mit den Wildtyp-Proteinen zu vergleichen (siehe 4.1 und
4.2). Die Uberpriifung der Modelle mit PROCHECK (2.4.1.3) und PROSA 1I (2.4.1.4) ergab
eine hohe stereochemische Qualitit und eine native Faltung. Auf die Rekonstruktion des

PMT-typischen N-Terminus in DsPMT-SPDS (Abb. 37 A) wurde jedoch verzichtet.
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Abb. 37 Homologie-Modelle von DsPMT-SPDS und DsSPDS-PMT.

A Untereinheit des chimiren Proteins DsPMT-SPDS.

B Untereinheit des chiméiren Proteins

DsSPDS-PMT. In A wurden 54 N-terminale Aminosduren und in B 13 N-terminale Aminosduren der
Ubersichtlichkeit wegen fortgelassen. Griin: PMT-Doménen, grau: SPDS-Doménen, blaugriin:
Putrescin, purpurrot: SAM, goldgelb: dcSAM. N-Termini (N) und C-Termini (C) wurden markiert.
C Sequenzalignment. Grau unterlegt: identische Aminoséduren, schwarz unterlegt: 10 Aminosdurereste

fiir die kumulative Mutagenese.

o: Reste fiir die Bindung des Ubergangszustand-Analogons

AdoDATO in Thermotoga maritima (Korolev et al., 2002). Die Sekundérstruktur des DsSPDS-

Modells ist mit Pfeilen (B-Faltblétter) und Spiralen (a-Helices) angedeutet.

A : Schnittstelle fur die

Konstruktion der chimédren Proteine, m: 54 N-terminale Reste, die bei der Modellierung der DsPMT-
SPDS-Chimaére nicht rekonstruiert wurden.
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4 Diskussion

4.1 Bindung von SAM in PMT

Es wurde vermutet, dass sich die Evolution von PMT aus SPDS lediglich durch Mutationen in
der Binderegion fiir das Co-Substrat vollzog, denn SAM besitzt im Unterschied zu dcSAM
eine Carboxylgruppe (Korolev et al., 2002; Ikeguchi et al., 2006). Vergleicht man jedoch die
in dieser Arbeit vorgestellten Homologiemodelle von DsSPDS, DsPMT und ihrer Chiméren,
so ergibt sich ein weitaus diffizileres Bild: SAM und Putrescin besetzen im aktiven Zentrum
des DsPMT-Wildtyps (Abb. 23 B) eine ganz dhnliche Position im Vergleich zum Modell des
chimdren Proteins DsPMT-SPDS (Abb. 37 A), welches PMT-Aktivitéit zeigte. Stets besetzt
die Methionin-Funktion des SAM mit der Carboxylgruppe die fiir Putrescin typische Binde-
region der SPDS (Abb. 37 A). Putrescin liegt in PMT in der Ndhe von 1141 (Zdhlung nach
DsPMT). Ein saurer Rest an dieser Stelle, wie D103 in DsSPDS, verhindert nicht die Bindung
von SAM, sondern wiirde die Lage von Putrescin derart verdndern, dass ein Methyltransfer

unmoglich ist (Teuber ef al., 2007).

Die im PMT-Modell (Abb. 23 B) beschriebene Positionierung von SAM wurde auch in Pro-
teinstrukturen von humaner SPDS (PDB 1ZDZ) und Trypanosoma cruzi SPDS (PDB 3BWC)
gefunden, die mit SAM co-kristallisiert wurden. Demzufolge konnen SPDS-Proteine SAM in
einer Orientierung binden, die vermutlich fiir die Evolution von PMT sehr vorteilhaft war.
Abb. 38 macht deutlich, welche Aminosduren jeweils an der Fixierung der Aminoalkylreste
von dcSAM und SAM in humaner SPDS beteiligt sind. Die Bindung der Aminopropylgruppe
von dcSAM wird vor allem von D104 (D103 in DsSPDS) tibernommen. Fiir die Bindung der
Carboxylgruppe von SAM ist hingegen die phenolische Hydroxylgruppe von Y241 verant-
wortlich, das in SPDS und PMT stark konserviert ist.

In DsPMT wird die Carboxylgruppe des SAM durch Y280 (entspricht Y241 in humaner
SPDS) stabilisiert, wihrend der Amidsauerstoff von Q107 (konserviert in SPDS und PMT)

die Aminogruppe bindet. Hierauf wird noch ndher in Abschnitt 4.3 eingegangen.
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Abb. 38 Bindung von dcSAM und SAM in humaner SPDS.

Hinsichtlich der Fixierung von SAM bzw. dcSAM wird beim Vergleich von Methyl-
transferasen der Klasse I, deren Prototyp die Catechol O-Methyltransferase darstellt (Martin
& McMillan, 2002; Schubert et al., 2003b), mit SPDS und PMT eine evolutionidre Entwick-
lungslinie deutlich (Abb. 39). Die Kaffeesdure O-Methyltransferase aus Medicago sativa
(Zubieta et al., 2002) besitzt als pflanzlicher Vertreter der Klasse I-Methyltransferasen ein
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glycinreiches Sequenzmotiv, das als Motiv I bezeichet wird (Malone ef al., 1995). Der saure
Rest D206 ist stark konserviert in allen Klasse I-Methyltransferasen, wobei man neben
Aspartat vielfach Glutamat vorfindet (Kozbial & Mushegian, 2005). Deren Carboxylgruppe
kann ein Wassermolekiil binden, das tiber eine Wasserstoffbriicke den Methionin-Rest des
SAM fixiert (Schluckebier et al., 1995; Bugl et al., 2000; Zubieta et al., 2002). SPDS und
PMT enthalten auch ein glycinreiches Motiv, das dem beschriebenen Motiv I stark dhnelt
(Korolev et al., 2002). An die korrespondierende Stelle von D206 traten jedoch in allen
SPDS Valin oder Isoleucin, wihrend das stark konservierte Aspartat ( ) die Bindung der
Aminopropylgruppe von dcSAM iibernahm (Korolev et al., 2002). PMT besitzt innerhalb des
Methyltransferasemotivs I keinen dissoziierbaren Rest, der mit dem Methionin-Rest von

SAM interagieren konnte.

DsPMT VLIIGGGTIG G 142
DsSPDS VLVIGGG G 104
MsCAOMT LVDVGGGTG 212

Abb. 39 Variation des glycinreichen Methyltransferase-Motivs I.

MsCAOMT (Kaffeesdure O-Methyltransferase) aus Medicago sativa (Zubieta et al., 2002) als
Beispiel fiir eine pflanzliche Klasse I-Methyltransferase. Die Kristallstruktur 1IKYW des Enzyms
zeigt die Beteiligung des Restes D206 an der Bindung der Carboxylgruppe von SAH bzw. SAM. Ein
Aspartatrest ( ) bindet die Aminopropylgruppe von dcSAM in SPDS.

Mit der postulierten ,,atypischen Konformation von SAM stellt PMT einen Sonderfall
innerhalb der SAM-abhéingigen Methyltransferasen dar. Kiirzlich wurde jedoch eine &hnliche
Konformation von SAM in RNA-Methyltransferasen der SPOUT-Familie nachgewiesen
(Kurowski et al., 2003; Kim et al., 2009). In einem Proteinmodell von N. tabacum PMT
(Minguet et al., 2008) wurde SAM in eine Position dhnlich zu dcSAM in SPDS gezwungen,
wodurch keine Position fiir Putrescin zu finden war, in der Methyltransfer stattfinden kann.
Hierfiir ist zum einen die Chiralitidt des Sulfoniumions (S-Konfiguration) im SAM-Molekiil
verantwortlich. Weiterhin ist die Stabilisierung der positiven Ladung des Sulfoniumions
durch einen negativ geladenen Aspartatrest (D173 in DsSPDS bzw. D211 in DsPMT)

notwendig.
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4.2 Bindung von Putrescin in PMT

Die Herausbildung eines von SPDS-Enzymen abweichenden Putrescinbindebereichs war
vermutlich der langwierigste Schritt wihrend der Evolution von PMT (4.5). Aus den Ergeb-
nissen der Mutagenese von DsSPDS (3.14) bzw. DsPMT (Teuber et al., 2007) wurde die zen-
trale Bedeutung der Mutation D103I bzw. [141D im glycinreichen Sequenzmotiv I (Abb. 39)
deutlich. Die Aminosdurereste H108, E110 und 1141 erscheinen als essenziell fiir die Bildung
des Putrescinbindebereichs in DsPMT (Abb. 23 B, Abb. 41). Die drei Reste sind in allen
bekannten PMTs (Abb. 42) ausnahmslos konserviert. Der Austausch T117Q in DsPMT fiihrte
zu einem inaktiven Protein (Teuber et al., 2007), vermutlich durch sterische Hinderung der
Putrescin-Bindung. Der Threoninrest ist in allen PMTs konserviert bis auf die putative
Scopolia parviflora PMT mit Isoleucin an dieser Stelle. Ein variabler Rest mit vergleichbarer
GroBe zu Threonin ist vermutlich unschédlich fiir die PMT-Aktivitdt. In DsSPDS hatte die
entsprechende Mutation Q79T nur geringen Einfluss auf die Hohe der SPDS-Aktivitit (Abb.
30), was eine unterschiedliche Bindeposition fiir Putrescin in PMT und SPDS zusétzlich be-
legt. Ein kritischer Parameter fiir die Umsetzung von Putrescin und einigen Substratanaloga
sowie fiir die Inhibitorwirkung von Aminen auf PMT ist die GroBe und Form des Binde-
bereichs fiir Putrescin. Unterschiede im Inhibitor- und Substratspektrum von SPDS und PMT
(Tab. 31) erlauben weitere Riickschliisse auf die ganz unterschiedliche Lokalisation und Ge-
staltung der Putrescinbinderegionen in SPDS- und PMT-Proteinen, die aus der komparativen

Modellierung der Proteingeriiste DsPMT und DsSPDS deutlich wurden.

Tab. 31 Vergleich des Inhibitor- und Substratspektrums von PMT und SPDS.

Substanz’ PMT® SPDS*
Inhibition Umsetzung Inhibition Umsetzung

Monoamine

n-Propylamin 79 %, K; 80 uM (k) 0 % 1Cs0 35 uM ?
(Hibi et al., 1992)  (Hibi et al., 1992)

n-Butylamin 95%,K; 11 upM (k) 4% 1Cs 3,8 uM ?
(Hibi et al., 1992)  (Hibi et al., 1992)

n-Pentylamin 63%, K; 120 uM (k) 0% 1Cs0 3,6 uM ?
(Hibi et al., 1992)  (Hibi et al., 1992)

n-Hexylamin 3% 0% 1Cs0 104 uM ?
(Hibi et al., 1992)  (Hibi et al., 1992)

Cyclopentylamin 93 % <5% 1Cs0 19 uM ?
Cyclohexylamin 97 %,K; 9,1 uM (k) 0% 1Cs0 8,1 uM ?
(Hibi et al., 1992)  (Hibi et al., 1992)
2-Methylcyclohexylamin |55 % <5% 37 % ?
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Substanz’ PMT® SPDS*
Inhibition Umsetzung Inhibition Umsetzung
3-Methylcyclohexylamin |35 % <5% 1Cs50 300 uM ?
4-Methylcyclohexylamin |93 % <5% IC50 430 pM (cis) ?
1Cs¢ 1,7 uM (trans)
N-Methylcyclohexylamin | 84 % <5% I1Cs0 103 uM ?
Cycloheptylamin 83 % <5% 1Cs0 30 uM ?
exo-2-Aminonorbornan |95 % <5% 1Cs0 5,5 uM ?
endo-2-Aminonorbornan |67 % <5% I1Cs9 107 uM ?
Anilin 2% ? 29,1 % ?
(Hibi et al., 1992)
Diamine
Putrescin - 100 % - 100 %
N-Methylputrescin K; 150 uM (k) - ? 18 %
1,3-Diaminopropan 10 % 1% 34 % < 0,4 % (Raina
(Raina et al., 1984) et al., 1984)
1,5-Diaminopentan 84 % 1% 39 % 6 % (Raina et
(Cadaverin) (Raina et al., 1984) al., 1984)
1,6-Diaminohexan 12% 0% 30 % 1 % (Raina et
(Hibi et al., 1992) (Hibi et al., 1992) | (Raina et al., 1984) al., 1984)
trans-1,4- 78 % 74 % ? 11,6 %
Diaminocyclohexan (Hibi et al., 1992) (Hibi et al., 1992)
4-Aminomethylpiperidin | ? 18 % ? 2,7%
1-Aminopiperidin 9% ? ? <1%
(Hibi et al., 1992)
Tri- und Tetramine
1,4-Diaminopiperazin 1% 0% ? <1%
(Hibi et al., 1992) (Hibi et al., 1992)
Spermidin 7,3 % 0% 81 % (Graser & <0,4 % (Raina
(Stenzel et al., (Stenzel et al., Hartmann, 2000) etal., 1984)
2006) 2006)
5% 29 %
(Hibi et al., 1992) (Hibi et al., 1992)
Spermin 7 % 24 % 1 % (Graser & 0 % (Raina et

(Hibi e al., 1992)

(Hibi et al., 1992)

Hartmann, 2000)

al., 1984)

* Die Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollstindigkeit. Die ausgew#hlten Substanzen wurden an
PMT- und SPDS-Proteinen untersucht und erlauben so einen direkten Vergleich zwischen beiden
Enzymgruppen. ® Alle Werte, fiir die keine Referenz angegeben ist, wurden der Arbeit von Walton
und Kollegen (Walton et al., 1994) entnommen. © Alle Werte, fiir die keine Referenz angegeben ist,
wurden der Arbeit von Shirahata und Kollegen (Shirahata et al., 1991) entnommen.

Die Messwerte fiir Inhibition sind ausgedriickt als:
(a) Hemmkonstante K;, wobei der Hemmtyp kompetitiv (k) in Bezug auf Putrescin vermerkt ist.
(b) 1Cs, die Inhibitorkonzentration, welche die Aktivitit bei gegebener Substratkonzentration um

50 % reduziert.
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(c) relative prozentuale Hemmung bezogen auf die Aktivitit im gleichen Test ohne Inhibitor
(=100 %)

Die Messwerte fiir Umsetzung sind ausgedriickt als relative prozentuale Umsetzung bezogen auf die
Aktivitdt mit der gleichen Konzentration an Putrescin (= 100 %).

?: nicht getestet bzw. nicht bekannt.

Testbedingungen:  SPDS aus Wurzelkultur von Senecio vulgaris, Inhibitorstudie: 0,1 mM Inhibitor,
0,06 mM [1,4-"*C]Putrescin, 20 uM dcSAM (Graser & Hartmann, 2000). PMT aus Wurzelkultur
von Hyoscyamus albus, Substratspezifitdt: 2 mM Substrat, | mM [Methyl-’H]SAM. Inhibitorstudie:
1 mM Inhibitor, 1 mM Putrescin, | mM [Methyl->’H]SAM (Hibi et al., 1992).  SPDS aus Hirn von
Bos taurus (Rind), Substratspezifitt: 1 mM Substrat, 15 uM dc[Methyl-"*C]SAM. Inhibitorstudie:
1 mM Inhibitor, 0,1 mM Putrescin, 25 uM radioaktiv markiertes dcSAM (Raina et al., 1984). SPDS
aus Leber von Sus scrofa (Schwein), Substratspezifitit: 1 mM Substrat, 10 uM dcSAM. Inhibitor-
studie: 0 bis 1 mM Inhibitor, 1 mM Putrescin, 10 uM dcSAM (Shirahata ef al., 1991). Rekombi-
nante Solanum tuberosum PMT, Substratspezifitit: 2 mM Substrat, 1 mM SAM. Inhibitorstudie:
2 mM Inhibitor, 2 mM Putrescin, 1 mM SAM (Stenzel et al., 2006). PMT aus transformierter
Wurzelkultur von Datura stramonium, Substratspezifitit: 2 mM Substrat, 100 pM SAM.
Inhibitorstudie: 2 mM Inhibitor, 2 mM Putrescin, 100 pM SAM (Walton et al., 1994).

Das Substratprofil von PMT ist begrenzt auf aliphatische und alicyclische Diamine, von
denen Putrescin das effizienteste und natiirliche Substrat darstellt (Walton et al., 1994). Die
Inhibitorprofile von PMT und SPDS (Tab. 31) dhneln sich, was nicht verwundert, da sie
Putrescin als gemeinsames Substrat haben. Jedoch ergibt sich eine Reihe von Indizien, die fiir
eine unterschiedliche Form der Putrescinbinderegion in PMT und SPDS sprechen. Zunichst
betrifft dies die mutmaBliche Liange des Bindebereiches. Von den Homologen des Putrescins
ist 1,5-Dimaninopentan mit 84 % Inhibition der stirkste Hemmstoff fiir PMT (Walton et al.,
1994), wihrend 1,3-Diaminopropan, 1,5-Diaminopentan und 1,6-Diaminohexan die SPDS-
Aktivitit gleichermaflen um ca. 30-40 % hemmen (Raina et al., 1984). Unter den Mono-
aminen ist n-Butylamin fiir PMT der stirkste Hemmstoff, wéahrend SPDS von n-Butylamin
und n-Pentylamin gleichermaflen gehemmt wird. Auch n-Hexylamin hemmt SPDS, kaum
jedoch PMT. Die Putrescin-Bindetasche ist in PMT vermutlich etwas kiirzer als in SPDS. Die
Kristallstruktur PDB 2PT9 der Plasmodium falciparum SPDS mit dcSAM und dem SPDS-
Inhibitor 4-Methylcyclohexylamin (4MCHA) zeigte, dass sich 4AMCHA mit dem Alkyl-Ende
voran in das aktive Zentrum von SPDS einlagert. Die zur Proteinoberfliche weisende Amino-
gruppe wird von zwei Wassermolekiilen gehalten, die ihrerseits an die sauren Reste E46 und
E231 (Zahlung P. falciparum SPDS) gebunden sind (Dufe et al., 2007). Langkettige SPDS-
Inhibitoren wie n-Hexylamin kdnnten moglicherweise direkt an E46 und E231 binden, wo-
durch ein gewisser Spielraum erreicht wird. Auch N-Methylputrescin wird in geringem Maf3
von SPDS aminopropyliert (Shirahata et al., 1991), wihrend es kein PMT-Substrat, sondern
Produktinhibitor mit etwa kompetitivem Hemmmechanismus zu Putrescin darstellt (Walton et

al., 1994). Spermidin ist ein SPDS-Produktinhibitor, wéhrend es PMT kaum hemmt (Stenzel
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et al., 2006; Graser & Hartmann, 2000). Das aromatische und somit planare Anilin hemmt
SPDS zehnfach besser als PMT, was auch fiir eine grofere Flexibilitdt der Putrescinbinde-

region in SPDS spricht (Hibi et al., 1992; Shirahata et al., 1991).

4.2.1 Bindung von Diamin-Inhibitoren der PMT

Die strukturellen Grundlagen der Inhibitorwirkungen von N-Methylputrescin, 1,3-Diamino-
propan und N-Methyl-1,3-diaminopropan lieBen sich mit einer vergleichenden Dockingstudie
(2.4.2) am Homologie-Modell der PMT demonstrieren, wobei die optimale Lage der Inhibi-
toren im aktiven Zentrum sichtbar wird. Es wurde angenommen, dass die Diamin-Inhibitoren
nur an der dufleren Aminogruppe protoniert sind, was in Einklang mit der postulierten Ein-
fachprotonierung des Substrats Putrescin im aktiven Zentrum steht (4.3). Die hochsten Fit-
ness-Scores ergaben sich fiir Putrescin und N-Methylputrescin (Tab. 32). 1,3-Diaminopropan
und N-Methyl-1,3-diaminopropan, die Homologen von Putrescin bzw. N-Methylputrescin,
haben eine geringere Affinitit zum Protein. Verglichen mit Putrescin liegt N-Methylputrescin
weiter entfernt von der Methylgruppe des SAM und versperrt das aktive Zentrum durch die
Interaktion seiner Methylgruppe mit den benachbarten Phenylalaninresten F143 und F114
(Abb. 40 A). 1,3-Diaminopropan wird mit seiner dulleren Ammoniumgruppe ebenso wie
Putrescin an E110 iiber eine Salzbriicke gebunden, ist aber zu kurz, um mit seiner inneren

Aminogruppe die Methylgruppe des SAM wirksam anzugreifen (Abb. 40 B).

Tab. 32 Vergleichendes Docking von PMT-Inhibitoren und Putrescin.

Fitness Ligandennamea Distanzb Docking- Experimentelles Lit.
( 1&) Vorhersage Ergebnis
36,9 N-Methylputrescin 7,8 Inhibitor Inhibitor, (Walton et
Ki=150 uM al., 1994)
36,8 Putrescin 3,7 Substrat
30,5 N-Methyl-1,3- 7,4 Inhibitor Inhibitor und (Hibi et al.,
diaminopropan schwaches Substrat  1992)
28.5 1,3- 6,4 Inhibitor Inhibitor, (Walton et
Diaminopropan 10 % Inhibition al., 1994)

* Alle Liganden wurden gedockt mit GOLD (Genetic Optimized Ligand Docking, Cambridge
Crystallographic Data Centre) (Jones ef al., 1997; Verdonk et al., 2003). Fiir jeden Liganden wurden
30 Dockingpositionen berechnet. ® Die Distanzen von dem inneren Stickstoff des jeweiligen Liganden
zum Methyl-Kohlenstoffatom des SAM wurden in A angegeben.
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Abb. 40 Vergleichendes Docking von PMT-Inhibitoren und Putrescin.

A Uberlagerung von Putrescin (PUT, blaugriin) mit seinem Inhibitor N-Methylputrescin (NMP,
ocker) im aktiven Zentrum von DsPMT mit SAM (purpurrot). B Uberlagerung von Putrescin (PUT,
blaugriin) mit seinem Inhibitor 1,3-Diaminopropan (DAP, ocker) im aktiven Zentrum von DsPMT
mit SAM (purpurrot). Relevante Reste mit Einfluss auf die Positionierung der Liganden in A und B
sind griin gezeichnet.

Die Bindeposition von N-Methyl-1,3-diaminopropan &hnelt der von 1,3-Diaminopropan, liegt
aber etwas weiter weg von SAM (nicht gezeigt). Unter den vier gedockten Liganden wurde
nur Putrescin als Substrat vom Programm GOLD vorgeschlagen. GOLD ist besonders zum
Docking hydrophiler Liganden geeignet, was flir Diamine zutrifft (Jones et al., 1997). Die in
der Literatur gefundenen Abweichungen von der Docking-Vorhersage beruhen moglicher-
weise auf Species-abhingigen Unterschieden der verwendeten PMT-Préparationen (siche

FuBlnote zu Tab. 31).

4.3 Katalytischer Mechanismus von PMT

Enzymkinetische Messungen an PMT aus Wurzeln von Hyoscyamus albus (Hibi et al., 1992)
und Datura stramonium (Walton et al., 1994) legten einen geordneten bi-bi-Mechanismus fiir
PMT nahe. Dies beinhaltet die direkte Ubertragung der Methylgruppe von SAM auf den
Putrescin-Stickstoff. Auch andere O- und N-Methyltransferasen, z. B. die Salicylsdure Car-
boxyl-methyltransferase aus Clarkia breweri (Zubieta et al., 2003) oder die humane Phenyl-
ethanolamin N-methyltransferase (Wu et al., 2005) katalysieren den direkten Methylgruppen-
transfer ohne ein methyliertes Enzym-Intermediat. Das aktive Zentrum von DsPMT (Abb. 23
B) erlaubt dementsprechend die gleichzeitige Anwesenheit von Putrescin und SAM. SAM
bindet zuerst, dann folgt Putrescin. Nach der Methylgruppeniibertragung wird zuerst N-

Methylputrescin und dann SAH freigesetzt, was einem geordneten bi-bi-Mechanismus
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entspricht (Hibi et al., 1992). Im Fall von SPDS wurde die Abfolge von Substrat- und Co-
Substratbindung sowie die Existenz einer aminopropylierten Enzym-Zwischenstufe (Ping-
Pong-Mechanismus) kontrovers diskutiert (Zappia et al., 1980; Orr et al., 1988; Yoon et al.,
2000). Mehrere Kristallstrukturen der humanen SPDS bestitigten jedoch den direkten Trans-
fer der Aminopropylgruppe im Sinn einer geordneten bi-bi-Reaktion ohne aminopropylierte

Enzym-Zwischenstufe (Wu et al., 2007).

Y280
Q107 NH,
\\Tr/ D192
OH . J§>
Y e 0o o
o NH, /
NH,
H108
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S N
N<\ H3C//' o N
+/\\///\\\//NH2 /
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Abb. 41 Moglicher Katalysemechanismus der PMT.

Zahlung der Aminosdurereste (schwarz) nach DsPMT, Putrescin (hellblau), SAM (purpurrot). Rote
Pfeile kennzeichnen den nukleophilen Angriff des Stickstoffs an der Methylgruppe von SAM nach
Deprotonierung der Aminogruppe durch H108. Rote Linien: Wasserstoffbriicken oder Salzbriicken.

Das pH-Optimum von PMT liegt etwa bei pH 8-9 (Mizusaki et al., 1971; Walton et al.,
1994), weshalb vermutet wurde, dass Putrescin in einfach protonierter Form in das aktive
Zentrum gelangt. Auch das pH-Optimum des chiméren Proteins DsPMT-SPDS betréigt pH 8
(Abb. 34). Der lokale pKa-Wert der duleren, d. h., zur Proteinoberfliche weisenden Amino-
gruppe des Putrescins wurde mit 10,1 berechnet, wihrend der inneren, d. h., zum SAM wei-
senden Aminogruppe ein Wert von 7,64 zugeordnet wurde. Demnach liegt der duflere Stick-
stoff des Putrescins in der Ammonium-Form vor und kann vom Rest E110 (Abb. 41) iiber
eine Salzbriicke fixiert werden. Die innere Aminogruppe ist bei pH 7 nahezu im Gleich-
gewicht zwischen protonierter (einfach positiv geladener) und nicht protonierter (ungelade-

ner) Form, aber bei hoheren pH-Werten eher ungeladen (Teuber et al., 2007).
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Unter Beachtung dieser Pramissen ergibt sich ein plausibler katalytischer Mechanismus der
PMT (Abb. 41): Die Carboxylgruppe von E161 bindet beide Hydroxylgruppen des Ribose-
Teils von SAM, und die Reste Y280 und Q107 fixieren dessen Methionin-Rest. Die Amino-
gruppe des Adeninrings wird von D192 gehalten. Der Imidazolylrest von H108 befindet sich
in enger Nachbarschaft zur Carboxylgruppe von SAM und zur angreifenden Aminogruppe
des Putrescins. Diese wird formal zum Amid-lon deprotoniert, wodurch gleichzeitig der
nukleophile Angriff des freien Elektronenpaars des Stickstoffs an der Methylgruppe des SAM
moglich wird. Als unmittelbarer Protonenakzeptor kommt vor allem das in PMT absolut
konservierte H108 infrage. Der Austausch L70H wurde deshalb in die kumulative Muta-
genese von DsSPDS eingeschlossen (3.14.2 und Tab. 3). Die Reste E110, E161, D192, D211,
Y280 und Q107 (Abb. 41) stimmen in DsPMT und DsSPDS iiberein und boten somit keine

Ziele der ortsgerichteten Mutagenese.

In SPDS wird das frei werdende Proton vermutlich auf den Rest D173 (Zéhlung DsSPDS)
ibertragen, der sowohl in SPDS als auch in PMT stark konserviert ist. Von D173 kann es auf
ein benachbartes, an der Koordinierung von Putrescin beteiligtes Wassermolekiil iibertragen
werden und schlieBlich das aktive Zentrum verlassen (Korolev et al., 2002; Wu et al., 2007).
Das PMT-Modell (3.6) weist dem zu D173 korrespondierenden Rest D211 jedoch die
Aufgabe zu, die positive Ladung des Schwefels zu stabilisieren und somit zur korrekten
Positionierung von SAM beizutragen. Von der angreifenden Aminogruppe des Putrescins ist

D211 weiter entfernt als H108.

In PMT konnte das Reaktionsprodukt SAH an seiner Carboxylatgruppe von H108 protoniert
werden. Die pKa-Werte von SAH betragen 2,22 + 0,10 und 9,47 £ 0,13 (berechnet durch
Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V8.14 fiir Solaris; Chemical
Abstracts), wodurch bei pH 8-9 die zwitterionische Form bevorzugt wird. Eine transiente
Protonierung der Carboxylatgruppe kann zumindest deren Wasserstoffbriicke zu Y280 desta-
bilisieren. Nach Verlassen des aktiven Zentrums wiirde SAH wieder in die zwitterionische

Form dissoziieren und das Proton an das umgebende Losungsmittel abgeben.
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Eine alternative Freisetzung des Protons konnte durch einfache Riickiibertragung von H108
auf die Methylaminogruppe des N-Methylputrescins geschehen, sodass zweifach positiv
geladenes N-Methylputrescins das aktive Zentrum verlésst. Auch die Ubertragung des Protons
von HI108 auf ein Wassermolekiil ist denkbar. Unwahrscheinlich ist hingegen die N-
Methylierung ohne vorherige Abstraktion eines Protons vom Substrat wie in PrmC/HemK,
einer Glutamin N’-methyltransferase, da in diesem Fall eine besonders starke Fixierung der
Amidgruppe des Glutamins notig ist, die in PMT fiir Putrescin nicht gegeben ist (Schubert et
al.,2003a).

4.4 Kinetischer Vergleich von PMT und SPDS

Fir die PMT aus Datura stramonium ist eine Reihe von enzymkinetischen Parametern
dokumentiert, wobei Gewinnung des Proteins (genuin gereinigt oder heterolog synthetisiert)
und Messmethoden variierten (Feth et al., 1985; Walton et al., 1994; Biastoff et al., 2006;
Teuber et al., 2007).

Tab. 33 Kinetische Parameter von SPDS und PMT-Proteinen.

Protein K KndeSAM K, SAM Vi Keat (s™) Lit.
Putrescin (M) (M) (nkat/mg)
(M)
PMT
Datura 880 - 150 k.A. - (Feth et al.,
stramonium 1985)
Datura 310 - 100 k.A. - (Walton et
stramonium al., 1994)
DsPMT-C- 281 - k.A. 10 0,39 (Teuber et
his? al., 2007)
DsPMT-C- 108 - 42 45 1,73 (Biastoff et
his® al., 2006)
DsPMT-N- 205 - 56 132 5,14
his”
20-N-PMT® 192 - n.b. 64 2,36
54.N-PMT° 170 - n.b. 96 3,09
DsPMT- 530 - 79 17,6 0,69
SPDS Chim.
Hyoscyamus 277 - 203 k.A. - (Hibi et al.,
albus 1992)
Nicotiana 400 - 110 k.A. - (Mizusaki et

tabacum al., 1971)
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Protein K Kn deSAM K, SAM  Vyux Keat (s™) Lit.
Putrescin (uM) (uM) (nkat/mg)
(uM)
SPDS
Brassica 32 6,7 - k.A. - (Sindhu &
pekinensis Cohen,
1984)
DsSPDS 33,1 64,2 - 12,5 0,44
DsSPDS- 75,8 38,4 - 11,6 0,40
PMT Chim.
Homo 20 0,9 - 56,2 1,90 (Wuetal.,
sapiens 2007)
Plasmodium 52 35 - 13,1 0,48 (Haider et
falciparum al., 2005)
Senecio 21 4 - k.A. - (Graser &
vulgaris Hartmann,
2000)

* HPLC-Bestimmung von dansyliertem N-Methylputrescin, ® Colorimetrische Bestimmung unter
Abbau von SAH (Biastoff et al., 2006).

Daneben wurden nativ gereinigte PMT aus Nicotiana tabacum und Hyoscyamus albus
kinetisch charakterisiert (Mizusaki et al., 1971; Hibi et al., 1992). Kinetische Parameter von
DsPMT und DsSPDS, die im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden, sowie von weiteren
PMT- und SPDS-Proteinen sind in Tab. 33 gegeniibergestellt. Es fillt auf, dass die K,-Werte
von Putrescin in PMT etwa eine Zehnerpotenz hoher als in SPDS liegen. Moglicherweise
wird auf diese Weise ein zu groBBer Abfluss von Putrescin aus dem Primérstoffwechsel in den
Alkaloidstoffwechsel verhindert. Obwohl intrazelluldre Polyaminkonzentrationen von 10 bis
100 puM als physiologisch ausreichend gelten, um zum Beispiel die Winterruhe von
Helianthus tuberosus-Knollen zu unterbrechen, werden durch Transport und Speicherung in
der Vakuole jedoch Polyaminkonzentrationen von bis zu 1 mM erreicht (Pistocchi et al.,
1988). SPDS und PMT sind sehr wahrscheinlich cytosolisch lokalisiert, da Transit-Signal-
peptide bisher nicht nachgewiesen wurden (Hashimoto et al., 1998a). Im Hinblick auf iibliche
cytosolische Putrescinkonzentrationen wire die erreichbare SPDS-Aktivitét stets hoher als die

PMT-Aktivitat.

Auch zu dcSAM hat eine Reihe von pflanzlichen SPDS eine 10 bis 200-fach hohere Affinitét
als PMT-Proteine zu ihrem Co-Substrat SAM. Die intrazellulire Konzentration von SAM in
Pflanzen wird mit weniger als 100 uM angegeben (Moffatt & Weretilnyk, 2001). SAM wird
von PMT durch Demethylierung in SAH umgewandelt, das einen kompetitiven Produkt-
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inhibitor der PMT (K; = 110 uM) in Bezug auf SAM darstellt (Hibi et al., 1992). Mit dem
colorimetrischen PMT-Test unter Entfernung von SAH (Biastoff et al, 2006) wurden fiir
DsPMT K,,-Werte von 42 bzw. 56 uM SAM ermittelt (Tab. 33). Diese liegen in der Grofen-
ordnung von DsSPDS und Plasmodium falciparum SPDS, jedoch immer noch etwa eine
Zehnerpotenz hoher als bei Senecio vulgaris SPDS oder Brassica pekinensis SPDS. Die
intrazelluldre dcSAM-Konzentration ist normalerweise niedriger als die SAM-Konzentration.
In Rattenleber betrug der Gehalt an dcSAM etwa 2-4 % des gleichzeitig gemessenen SAM-
Gehaltes (Hibasami et al., 1980). dcSAM kann jedoch bei Verarmung der Zelle an Putrescin
rapide ansteigen und die SAM-Konzentration iibertreffen (Pegg et al., 1982). Es ist schwer
abzuschitzen, ob die hohere Affinitit von SPDS zu dcSAM als von PMT zu SAM in vitro
tatsichlich zu erhohter SPDS-Aktivitét in vivo flihrt.

Die K, -Werte der Proteinchimédren DsPMT-SPDS fiir SAM bzw. DsSPDS-PMT fiir dcSAM
dhneln sich stark, wiahrend sich die Affinitdten fiir Putrescin deutlich unterscheiden. Die K-
Werte fiir Putrescin von DsPMT-SPDS (530 uM) und DsSPDS-PMT (75,8 uM) liegen ca.
eine Zehnerpotenz auseinander und sind verglichen mit den jeweiligen Wildtyp-Proteinen
erhoht. Eine unterschiedliche und dariiber hinaus nicht optimale Bindung von Putrescin in den

aktiven Zentren der chiméiren Proteine wird somit evident.

4.5 Phylogenetische Entwicklung der PMT

Grundsitzliche strukturelle Unterschiede wie z. B. die Gestalt der aktiven Zentren (Abb. 23),
Lange und Hydrophilie der N-Termini (Abb. 20) sowie die Cysteingehalte (Abb. 25) tragen
zur evolutiondren Distanz (Sequenzunterschiedlichkeit) der heutigen (rezenten) PMT- und
SPDS-Proteine bei. Der resultierende phylogenetische Baum (2.4.3, Abb. 42) zeigt eine klare
Trennung der PMT-Proteinsequenzen von den SPDS-Proteinsequenzen. Nicht direkt als PMT
annotierte Sequenzen (aus Capsicum annuum, Ipomoea batatas und Scopolia parviflora), die
jeweils alle vier PMT-spezifischen Aminosdauremotive (Teuber et al., 2007) enthielten, waren
dem PMT-Hauptast zugeordnet. Somit erscheint es mdoglich, PMT und SPDS zumindest
innerhalb der Ordnung Solanales durch eine phylogenetische Analyse sicher zu unter-
scheiden. Ubereinstimmend hiermit ist das Vorkommen von Calysteginen, das PMT-Aktivitit
als Startpunkt der Biosynthese (Biastoff & Dréger, 2007) voraussetzt, in C. annuum (Asano et
al., 1997), I. batatas (Schimming et al., 1998) und in Scopolia-Arten (Dréiger et al., 1995) be-
legt.
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Abb. 42 Phylogenetischer Baum der PMT- und SPDS-Proteine.

Zur Berechnung siche Abschnitt 2.4.3. Bootstrap-Werte iiber 40 % (1000 Wiederholungen) sind
neben den Knoten angegeben. e: letzter gemeinsamer Vorfahre von PMT und SPDS. *: Verzwei-
gungspunkt von PMT aus Solanaceae und Convolvulaceae. Die Proteinsequenzen und das Multiple
Sequenzalignment sind im Anhang verzeichnet.
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Der zentrale Knoten des Baumes (@) stellt den letzten gemeinsamen Vorfahren von pflanz-
lichen SPDS und PMT dar. Duplikation und Funktionswechsel dieses spds-Gens ermdg-
lichten vermutlich die Evolution eines pmt-Gens (Minguet et al., 2008). Dafiir spricht neben
der Sequenzidentitit von ca. 65 % auf der Ebene der Aminosduren die dhnliche Intron-Exon-
Struktur von spds- und pmt-Genen (Minguet et al., 2008; Hashimoto et al., 1998b). Die
Uberlebensfihigkeit und Stresstoleranz der Pflanzen war wegen vorhergehender Duplizierung
des spds-Vorldufergens nicht beeintrachtigt. Genduplikation wird als Hauptprozess fiir die
Entstehung von Genen des pflanzlichen Sekundirstoffwechsels angesehen, weil es eine
enorme Vielfalt von Sekundidrmetaboliten gibt, die Anzahl der grundlegenden enzymatischen
Reaktionsmechanismen jedoch begrenzt ist (Pichersky & Gang, 2000; Ober, 2005). Der PMT-
Hauptast zweigt ab, bevor sich die einzelnen pflanzlichen SPDS differenzieren. Dies zeigt
eine frithe Evolution von PMT innerhalb der Angiospermen an, die sich vermutlich vor ca.
385 Millionen Jahren von den Gymnospermen trennten (Zimmer et al., 2007). PMT konnte
jedoch auch noch dlter sein, da Derivate des N-Methylpyrrolinium-Ions wie Hygrin auch in
Picea-Arten (Pinaceae) gefunden wurden (Schneider ef al., 1995). Allerdings ist deren
Biosynthese noch vollig ungeklart.

PMT-Sequenzdaten sind derzeit nur von Solanaceae und Convolvulaceae verfiigbar, die
zusammen die Ordnung Solanales bilden. In weiteren Pflanzenfamilien mit Vorkommen von
Tropanalkaloiden bzw. Calysteginen wurden bisher keine pm¢-Gene nachgewiesen (Biastoff
& Dréger, 2007). Das Vorkommen von Cochlearin und Calysteginen (hauptsidchlich As,
daneben B, und B3) in Cochlearia officinalis (Liebisch et al., 1973; Brock et al., 2006) lie3en
hier PMT-Aktivitit vermuten. Die Suche im Genom von Arabidopsis thaliana, die allerdings
keine Calystegine bildet, mithilfe von TAIR, The Arabidopsis Information Resource
(Swarbreck er al., 2008), erbrachte keine Hinweise auf die Existenz eines pmit-Gens in
Brassicaceae. Ebenso lie3 sich aus der EST-Datenbank von Bruguiera gymnorrhiza (Miyama
et al., 2006) lediglich ein spds-Fragment isolieren, obwohl in Crossostylis-Arten, die wie
Bruguiera zur Familie der Rhizophoraceae gehoren, auch Hygrin und Tropanalkaloide nach-
gewiesen wurden (Gnecco Medina et al., 1983; Biastoff & Dréger, 2007). Innerhalb der
Solanales erscheint PMT monophyletisch, und ihre Evolution aus SPDS ist mdglicherweise
eine Besonderheit dieser Ordnung. Die Ubereinstimmung von phylogenetischer Einordnung
und biosynthetischer Funktion kann flir Polyamine metabolisierende Enzyme nicht verall-
gemeinert werden. So entwickelte sich die Homospermidinsynthase, die den ersten Schritt der

Biosynthese von Pyrrolizidinalkaloiden katalysiert, innerhalb der Asteraceae wiederholt aus
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Desoxyhypusinsynthase. Beide Enzymgruppen lassen sich daher nur durch biochemische

Charakterisierung voneinander unterscheiden (Reimann et al., 2004).

Die erste Verzweigung des PMT-Hauptastes (*) markiert die Trennung der Solanaceae-PMT
von den Convolvulaceae-PMT, die entsprechend der Trennung beider Familien mindestens 62
Millionen Jahre zuriickliegen muss (Paape ef al., 2008). Die Abspaltung der PMT der Gattung
Nicotiana (Nicotianeae) von den Solanoideae-PMTs stimmt mit einer phylogenetischen Ord-
nung der Solanaceae basierend auf der Kartierung von Chloroplasten-DNA iiberein (Olmstead
& Palmer, 1992). Auftillig ist die groe Distanz vom letzten gemeinsamen Vorfahren von
SPDS und PMT bis zu den rezenten PMT-Proteinen, was ein Mutationsgeschehen mit
zahlreichen Zwischenstufen nahelegt. Wegen der S-Konfiguration des Sulfonium-Ions in der
biologisch aktiven Form von SAM war die eher geringfiigige Anpassung der Binderegion fiir
das Co-Substrat SAM (4.1) nicht das entscheidende Ereignis wihrend der Evolution von
PMT. Vermutlich fiihrten die meisten Mutationen auf dem Weg von SPDS zu PMT nur zu
inaktiven Proteinen, aber die entsprechenden Gene wurden nicht aus den Genomen entfernt,
sondern behielten sogar die ererbte spds-typische Intron-Exon-Struktur. SchlieBlich ergab sich
durch vielfache Mutagenese die PMT-typische Bindeposition fiir Putrescin innerhalb eines
Proteingeriistes, das Methyltransfer von SAM auf Putrescin sterisch erlaubte. Vor ca. 30 bis
40 Millionen Jahren entwickelte sich innerhalb der Solanaceae die Gattung Nicotiana (Paape
et al., 2008). Die besonders fiir Nicotiana-PMT typischen N-terminalen Tandem-Motive
lieBen sich vom Protein ohne Anderung seiner katalytischen Eigenschaften entfernen
(Hashimoto et al., 1998b). In DsPMT wurde nach entsprechender Verkiirzung bei ebenso
unverdnderter Aktivitit die Proteinloslichkeit erniedrigt (3.7). Die jlingste Phase der PMT-
Evolution konnte vor allem die Erweiterungen der N-terminalen Doméne hervorgebracht

haben, wodurch die Gestalt der rezenten PMT-Proteine erreicht wurde.

4.6 PMT — ein evolutionidrer Vorteil?

Mutationen in Chromosomensétzen, Chromosomen oder einzelnen Genen geschehen nie mit
Absicht und verfolgen keinen materiellen Zweck. Sie sind von den Lebewesen, die sie treffen,
nicht abwendbar und nicht lenkbar. Mit einer Keimbahnmutation wird ein bestimmtes
Merkmal an die Nachkommenschaft weitergegeben, und unter ganz bestimmten Umwelt-
bedingungen bietet es dieser entweder Uberlebensvorteile oder -nachteile. Ein mit dem Uber-

lebensvorteil verbundener Reproduktionserfolg selektiert schlieBlich die Merkmalstrager und
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hebt sie von ihrer urspriinglichen Population ab. Betrachtet man das Vermdgen zur Expres-
sion von PMT als Merkmal, ergibt sich beim Stichwort ,,Evolution* sofort die Frage nach
dessen Nutzen. PMT-Aktivitét ist eine notwendige, aber ldngst nicht hinreichende Bedingung
zur Biosynthese unterschiedlicher Alkaloide wie Nicotin und Hyoscyamin (Abb. 2). Auch ist
nicht bekannt, in welcher zeitlichen Reihenfolge die daran beteiligten biosynthetischen
Enzyme entstanden. Es wurden jedoch Hinweise gefunden, dass Nicotin und Tropanalkaloide
als Endprodukte von Biosynthesewegen, deren Ausgangspunkt PMT darstellt, einen Uber-

lebensvorteil fur Pflanzen bieten.

Das Abwehrpotenzial von Nicotin gegen Tabakschddlinge wie z. B. Manduca sexta (Lepi-
doptera) wurde intensiv untersucht (Baldwin, 2001; Voelckel et al, 2001). Die wundin-
duzierte Biosynthese dieses Stoffes in Nicotiana-Arten geht zunédchst mit hohen ,,Aufwen-
dungen® wie Stickstoffeinbau und Glucoseverbrauch einher, erlaubt aber bei Schiadlingsbefall
lingeres Uberleben und groBere Samenproduktion (Baldwin et al., 1994; Baldwin, 1998).
Larven des Pflanzenschédlings Spodoptera frugiperda (Lepidoptera) wurden mit Blattern von
Brugmansia suaveolens (Solanaceae) gefiittert, die Scopolamin als Hauptalkaloid akkumu-
lieren. Die Tiere zeigten erhohte Sterblichkeit und verldngerte Entwicklungszeiten (Alves et
al., 2007). Schadinsekten sollen auch fiir die Aufrechterhaltung eines mittleren Hyoscyamin-
gehaltes im Sinn einer stabilisierenden Selektion in D. stramonium verantwortlich sein
(Shonle & Bergelson, 2000). Nicotin, Hyoscyamin und Scopolamin besetzen verschiedene
Acetylcholinrezeptoren und konnen so alle Lebewesen schéddigen, die Acetylcholin als

Neurotransmitter nutzen.

Polyhydroxylierte Nortropanalkaloide mit zuckerdhnlicher Struktur wirken hingegen als
Hemmstoffe verschiedener Glycosidasen (Biastoff & Dréiger, 2007). Individuen von
Acherontia atropos (Lepidoptera), deren Raupen Atropa belladonna befallen, nehmen die in
der Pflanze vorkommenden Calystegine A3z und B, auf und speichern sie. Es wurde vermutet,
dass diese Insekten fiir Vogel unverdaulich und damit als Beute weniger attraktiv sind (Nash
et al., 1993; Nash & Watson, 1995). Calystegine kommen auch in zahlreichen Gemiise-
pflanzen vor, die fiir die menschliche Erndhrung von Bedeutung sind. Dazu zdhlen Paprika-
Arten (Capsicum spec.), Kartoffel (Solanum tuberosum), Aubergine (Solanum melogena),
Tomate (Solanum Ilycopersicum), Physalis-Friichte (Physalis spec.) und Siilkartoffel
(Ipomoea batatas). Fir die enthaltenen Calystegine wurde die Hemmung verschiedener

menschlicher Leber-Glycosidasen in vitro gezeigt (Asano et al., 1997). Allerdings ist die
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orale Resorbierbarkeit der stark hydrophilen Verbindungen beim Menschen bislang ungeklart.
Der evolutiondre Nutzen, den Pflanzen aus der Bildung von Calysteginen beziehen, muss

noch ermittelt werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Putrescin N-methyltransferase (PMT, EC 2.1.1.53) katalysiert die S-Adenosylmethionin
(SAM)-abhdngige Methylierung des Diamins Putrescin. N-Methylputrescin ist der erste
spezifische Metabolit der Biosynthese von Nicotin, Tropanalkaloiden und Nortropanen. PMT
hat nur geringe Ahnlichkeit mit anderen Methyltransferasen und entwickelte sich vermutlich
aus dem in allen Lebewesen vorkommenden Enzym Spermidinsynthase (SPDS, EC 2.5.1.16).
Die Enzyme PMT und SPDSI1 aus Datura stramonium (Gemeiner Stechapfel, Solanaceae)
wurden aufgrund ihrer hohen Sequenzidentitit von 67 % auf Aminosdureniveau fiir

vergleichende Untersuchungen zu ihrer Proteinstruktur ausgewéhlt.

D. stramonium PMT wurde in E. coli synthetisiert und bis zur elektrophoretischen Homo-
genitit gereinigt, wobei die PMT-Aktivitdt mit einem colorimetrischen, enzymgekoppelten
PMT-Test gemessen wurde (Biastoff et al., 2006). Im Test wurde das aus SAM entstehende
SAH abgebaut und als Homocystein quantifiziert. Aus der Entfernung des PMT-Produkt-
inhibitors SAH resultierten niedrigere Ky-Werte fiir SAM und Putrescin sowie eine hohere

Wechselzahl.

D. stramonium PMT wurde reproduzierbar zur Kristallisation gebracht, aber die Kristalle
zeigten auch nach vielfacher Optimierung der Kristallisationsbedingungen keine Rontgen-

diffraktion.

Es gelang in der Weiterfithrung der Arbeiten von Teuber und Kollegen (Teuber et al., 2007),
vollstdndige Homologiemodelle von D. stramonium PMT und SPDS1 zu erstellen. Die beiden
Modelle zeigen eine iibereinstimmende Proteinfaltung an, wie sie fiir SAM bzw. dcSAM
bindende Enzyme typisch ist (Martin & McMillan, 2002). Die rekombinanten Enzyme
verhielten sich in der analytischen Gelfiltration als Dimere und wurden deshalb entsprechend
modelliert. Die Anlagerung (Docking) der jeweiligen Co-Substrate und des Substrates
Putrescin zeigte eine ganz unterschiedliche Bindeposition fiir Putrescin in den aktiven Zentren

von SPDS und PMT.

Der im Unterschied zu SPDS verlédngerte N-Terminus von PMT erscheint nicht geordnet in
Helices oder Faltblitter, kann ohne Verlust oder Anderung der Aktivitiit entfernt werden und

tragt vermutlich aufgrund seiner Hydrophilie zur Gesamtloslichkeit des PMT-Proteins bei.
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Nach erfolgreicher heterologer Synthese und biochemischer Charakterisierung des D. stra-
monium SPDS1-Wildtyps (K, fiir Putrescin: 33,1 uM; K, fiir dcSAM: 64,2 uM; kea: 0,44 s'l)
wurde mit ortsgerichteter Mutagenese versucht, PMT-Aktivitit in DsSPDS zu erzeugen und
damit eine Route der evolutionidren Entwicklung von SPDS zu PMT nachzuvollziehen. Der
Austausch D1031 zerstorte SPDS-Aktivitdt, wihrend PMT-Aktivitdt auch nach Einfiihrung

von insgesamt zehn kumulativen Mutationen nicht erreicht wurde.

Proteinchiméren aus D. stramonium SPDS1 und PMT wurden konstruiert und waren als
l16sliche Enzyme nach Synthese in E. coli charakterisierbar. Der N-terminale Proteinteil
bestimmte die katalytische Aktivitdt (Abb. 43). Die K,-Werte fiir Putrescin waren gegeniiber
den Wildtyp-Enzymen erhoht.

Putrescin Spermidin Putrescin N-Methylputrescin
+ dcSAM + MTA + SAM + SAH
N C
: A
N C N C
Putrescin N-Methylputrescin Putrescin Spermidin
+ SAM + SAH + dcSAM + MTA

Abb. 43 Katalytische Aktivititen der Proteinchiméren aus DsPMT und DsSPDS.

Homologiemodellierung der chimiren Proteine ergab eine unterschiedliche Bindung von
Putrescin in den aktiven Zentren, die den Wildtyp-Enzymen mit der gleichen Aktivitat
entsprach, jedoch wurde eine grundsitzlich iibereinstimmende Proteinfaltung von SPDS- und

PMT-Proteinen evident.

Ein phylogenetischer Baum aus allen verfiigbaren PMT-Proteinsequenzen und ausgewéhlten
SPDS-Proteinsequenzen wurde entwickelt. Er belegt mit einer tiefen Verzweigung die friih-
zeitige Abspaltung von PMT von pflanzlichen SPDS-Proteinen wéhrend der Evolution der
Angiospermen. Die Evolution von PMT begann vermutlich mit der Duplikation eines spds-

Gens, woran sich die Ausbildung eines PMT-spezifischen Bindebereichs flir Putrescin
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anschloss, der mit dem Funktionswechsel von Aminopropyltransfer zu Methyltransfer
verbunden war. Nach Erreichen von PMT-Aktivitit entstanden die hydrophilen N-terminalen
Verldngerungen, die sich ohne Veridnderung der katalytischen Parameter entfernen lassen, und

pmt-Gene wurden selbst Gegenstand von Duplikationsereignissen.

Der simultane Nachweis von pm#-Genen und Alkaloiden, zu deren Aufbau N-Methylputrescin
als Vorstufe dient, sowie die monophyletische Evolution der PMT ist bisher nur innerhalb der
Ordnung Solanales gesichert. Die Suche nach PMT-Proteinen auflerhalb dieser Ordnung
verlief bisher ergebnislos. Dabei sind Tropanalkaloide und dhnliche Verbindungen im gesam-
ten Pflanzenreich zu finden. Pharmakologisch sehr bedeutsame Tropanalkaloide wie Cocain
finden sich in Erythroxylum coca und Erythroxylum novogranatense (Erythroxylaceae).
Weniger bekannt ist, dass unterschiedliche Tropanalkaloide auch in den Familien Euphor-
biaceae, Rhizophoraceae und Brassicaceae vorkommen (Griffin & Lin, 2000; Brock et al.,
2006; Biastoff & Dréger, 2007). Obwohl eine Tropinonreduktase in Cochlearia officinalis
(Brassicaceae) gefunden wurde und sich auf dieser Ebene eine Analogie zur Tropanalkaloid-
biosynthese in Solanaceae zeigte (Brock et al., 2008), scheint eine fiir Solanaceae typische
PMT in dieser Pflanze nicht vorzukommen (Brock und Dréger, unveroffentlicht). Eine SPDS
aus Cochlearia officinalis (Brassicaceae) zeigte wie erwartet keine PMT-Aktivitédt (Reinhardt,
2008). Die Erstellung eines Metabolitenprofils konnte in C. officinalis zunichst das
Vorkommen von N-Methylputrescin sichern. Bei Solanaceae wurde pmt-Expression vielfach
in den Wurzeln nachgewiesen (Hashimoto et al., 1998a; Suzuki et al., 1999; Teuber et al.,
2007). Daher sollten sowohl Wurzelkulturen als auch Ganzpflanzen gewebespezifisch
untersucht werden. Eine Akkumulation von N-Methylputrescin kann durch spezifische Hem-
mung des Enzyms Diaminoxidase/Methylputrescinoxidase erreicht werden, das kiirzlich
erstmals aus N. tabacum kloniert wurde (Katoh et al., 2007). Erst dann wire der Versuch

einer genuinen Reinigung von PMT-Aktivitdt aus Cochlearia sinnvoll.

Erfolg versprechend ist die Weiterfithrung der in dieser Arbeit demonstrierten funktionellen
Charakterisierung von chiméren Proteinen aus PMT und SPDS. Die minimal notwendigen
Strukturelemente fiir PMT- oder SPDS-Aktivitit lassen sich so weiter eingrenzen.
Kristallisationsversuche mit 16slichen Proteinchiméren und mit PMT-Proteinen aus anderen
Pflanzenspezies konnten fortgesetzt werden. Die daraus gewonnenen Ergebnisse werden

helfen, die Evolution von PMT noch besser zu verstehen.
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6 Anhang

6.1 Quantifizierung der Polyaminstandards

A
Retentionszeiten: 3,E+07
N-Methylputrescin 3,E+07 1
6,2 min 7]
o 2E+07 -
. . -C -
Spermidin B 5 E+07
8,2 min § ’ |
o
. 1,E+07 -~
Spermin |
13,0 min 5 E+06 -
Zeitverschiebungen 0,E+00 T . . . . . .
von bis zu 1 min 0 100 200 300 400
wurden beobachtet. m(Spermidin x 3 HCI) (ng)
B
3,E+07 \
A Kalibrierkurve fiir 3,E+07 -
Spermidin, linear von 5 .
bis 400 ng; Peakfliche = o 2E+07
74466 - m + 57451; R’ = £ 1
0,9996; n=2. L;‘E 2 E+07 -
© ]
o
1,E+07 4
B Kalibrierkurve fiir V- |
Methylputrescin, linear
von 1,25 bis 400 ng; 5,E+06 |
Peakflache = 67946 - m +
1742337; R* = 0,9992; 0.E+00 = ' ' ' : ; ; ;
n=4. 0 100 200 300 400
m(N -Methylputrescin x 2 HCI) (ng)
C Kalibrierkurve fiir
Spermin, linear von 25 4,E+07 ]
bis 400 ng; Peakfldache = 4 E+07 - f
94208 - m - 930102; R* = ’ 1
0,9993; n=2. 3,E+07 A
2 3E+07 -
. 9 §
Die hoheren "E 2,E+07 -
Standardabweichungen o ]
fiir N-Methylputrescin o 2,E+07 7
erkléren sich aus der 1E+07 -
Nihe eines Storpeaks, der .
die Chromatogramm- 5,E+06 -
auswertung (Integration) 0.E+00 i
des Standardpeaks 0 100 200 300 400

gelegentlich erschwerte.
m(Spermin-Base) (ng)

Abb. 44 Kalibrierkurven der Polyaminstandards.
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6.2 Sequenzdaten

Tab. 34 Datenbankeintriige von PMT- und SPDS-Proteinen.

Protein Eintraga
PMT

Anisodus acutangulus PMT]1 B4YSH2
Anisodus acutangulus PMT2 B4YSH3
Anisodus tanguticus PMT Q68HBI
Atropa belladonna PMT1 QI9S7TWS
Atropa belladonna PMT2 Q9XJ42
Calystegia sepium PMT Q2KTH3
Capsicum annuum PMT (put.) i?zs()l;gfé)o’ A518369; CAS18560;
Datura inoxia PMT1 Q2KTH2
Datura inoxia PMT2 Q2KTHI1
Datura metel PMT AOPFY1
Datura stramonium PMT Q70EW6
Hyoscyamus niger PMT Q9XJ41
Ipomoea batatas PMT (put.) DV038077; E&76509
Nicotiana attenuata PMT1 Q93XQ5
Nicotiana attenuata PMT2 Q93XQ4
Nicotiana benthamiana PMT BINYI5
Nicotiana sylvestris PMT]1 Q9ZWT9
Nicotiana sylvestris PMT3 Q9ZWT7
Nicotiana tabacum PMT1 Q42963
Nicotiana tabacum PMT2 QI9SEH7
Nicotiana tabacum PMT3 Q9SEHS
Nicotiana tabacum PMT4 Q9SEH4
Physalis divaricata PMT Q2KTHO
Scopolia parviflora PMT (put.) Q4VvQ73
Solanum dulcamara PMT B1VK31
Solanum lycopersicum PMT Q2KTH4
Solanum tuberosum PMT Q70AR0
SPDS

Arabidopsis thaliana SPDS1 Q9ZUB3
Arabidopsis thaliana SPDS2 048661
Coffea arabica SPDS 082147
Datura stramonium SPDS1 Q96556
Datura stramonium SPDS2 Q96557
Hyoscyamus niger SPDS1 048658

Hyoscyamus niger SPDS2 048659
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Protein Eintraga
Malus domestica SPDS1 Q8GTQ6
Nicotiana sylvestris SPDS 048660
Pisum sativum SPDS1 Q9ZTRI1
Pisum sativum SPDS2 Q9ZTRO
Solanum lycopersicum SPDS Q97545
Solanum tuberosum SPDS Q93X16
Thermotoga maritima SPDS Q9wWzZC2
Bacillus subtilis SPDS P70998
Homo sapiens SPDS P19623
Caenorhabditis elegans SPDS QI9U2F0
Saccharomyces cerevisiae SPDS Q12074
Neurospora crassa SPDS QI9Y8H7
Pyrococcus furiosus SPDS Q8U4G1

? UniProt-Eintrige bzw. EST-Eintrige in GenBank fiir C. annuum und 1. batatas.

atggaagtcatgtcacctacccacacaaatggctctgccctcecttaaaaatagtacaaat
M E VM S P T H T N G S A L L K N S T N
ggccaccacatgaatggcaattccgattacctgaacggcgccacagctcatgacaatgge
G H H M NGNS DY L N G AT A H D N G
agaaaaatattagggagctccaactctgttaagcctggttggttttcagaatttagectcg
R K I L. G s S N S V K P G W F S E F S S
ttatggccaggtgaagcattctcactgaaaatagagaagttgctatttcaggggaagtct
L W P G E A F s L K I E K L L F Q G K S
gattatcaagatgtcatgctctttgagtcagcaacttatgggaaggtactgacattagat
DYy o b Vv M L F E S AT Y G K V L T L D
ggagcaattcaacatacagagaatggtggatttccatatactgaaatgattgttcatctc
G A I Q H T ENG G F P Y T E M I V H L
ccacttggttccattccaaacccaaaaaaggtgttgatcattggtggaggtattggattt
P L G s I P N P K K V L I I G G G I G F
acattattcgaagtgcttcgttatcctaccattgaaaaaatagacattgttgagattgat
T L ¥ E V L. R Y P T I E K I D I V E I D
gatgtggtggtcgatgtgtctacaaaatttttcccctacctagcagcaggatttgatgat
p v v v D VS T K F F P Y L A A G F D D
cctagagtaacccttgttatgggcgatggagctgcatttgtgaaagctgctcaacctgga
P RV T L VM G D G A A F V K A A Q P G
tactatgatgccattattgttgactcttctgatcctatcggtccagcaaaagacttgtte
y y paI I VD s S D P I G P A K D L F
gaaaggccattcttcgaggcagtggcgaaagcgctaaggccaggaggagtaatgtgtacyg
E R P F F E A V A KA LR P G G V M C T
caagcagagagcatttggcttcacatgcatataattaagcaaatcattgcaaattgtcge
Q A E s I w L #H M H I I K Q I I A N C R
caagtgtctaagggttctgtcaattatgcatggactacagtccctacttaccctactggt
Qg vs K G 8 vV N~N Y AW T TV P T Y P T G
gtaattggttacatgctctgctccaccgagggggcagaagtcgacttcaagaatcecggtg
v 1 G Yy M L ¢C s T E G A E V D F K N P V
aatccaattgacaaagatgcaactcacgtcaaatccaaattaggacctctcaagttttac
N p I DK DA THV K S KL G P L K F Y
aatactgatattcataaagcagctttcattttgccatcttttgeccagaagtttgattgag
N T b I H K A A F I L P S F A R S L I E
tcttga
S —

Abb. 45 Protein- und cDNA-Sequenz der putativen Capsicum annuum PMT.

Die tiberlappenden EST-Eintrage CA518000; A518369; CA518560; A520943 wurden
zusammengefiigt und mit dem ExPASy Translate tool in die Proteinsequenz iibersetzt.
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atggaggtcatggctgctcacaccaatggcgtcgtcaccaaccaccagaatggcaccgcece
M E VM A A H T N G V V T N H Q N G T A
agccaccacaacgccaccgccaaccaccacaacgggactgctcatgacaacgeccgeccaaa
S H H N A TANUHUHNG T A H D N A A K
gacttgggctgcattaaacccggctggttttctgagtttageccaaatgtggeccecggegaa
b L G C¢C I K P G W F S E F S QM W P G E
gcattttcactgaagatagagaagctactattccaaggaaagtctgattaccaagatgtt
A F S L K I E K L L F Q G K S D Y Q D V
atgctgtttgagtcagctagatatgggaaggtgctgacattggatggagcaatccaacac
M L F E S A R Y G K V L T L D G A I Q H
acagagaatggaggatttccctacactgagatgattgtccatctcccacttggctccata
T E N G G F P Y T E M I V H L P L G S I
cctaacccaaagaaggtcttgattattgggggaggtatcggtttcactttaatggaggtg
P N P K K VL I I G G G I G F T L M E V
tcccgttaccctacaattgaaaaaatagacatcgttgaaatagataaaatggtagtggat
s R Y P T I E K I D I V E I D K M V V D
gtatctagacaattttttccctaccttgctgcaggecttcgaggatcctecgtgtaacgete
v S R Q ¥F F P Y L A A G F E D P R V T L
cacattggagatggagctgcattcgtgaaggctgcccagaagggatattatgatgcaatt
H I 6 D GG A A F V K AAOQ K G Y Y D A I
attgtagattcttctgatcccataggtccagcaaaagacttgtttgagaggccattettt
I vb S s D P I G P A KDL F E R P F F
gaagcagtagcgaaaggtctaagagcaggaggggttgtgtgcacccaagcagaaagcata
E AV A K GL R AG GV V C T Q A E S I
tggcttcacatgcacctcattaaacagatcatcgcaaattgtcgtcaggttttcaaaggce
W L H M HL I K © I I A N C R Q V F K G
tctgtcaactatgcttggaccaccgtaccaacttatcccagtggggtgattggttacatg
s v N~NyY A W T T V P T Y P S G V I G Y M
ttgtgctctactgaagggccggcagttgacttcaagaatccggtcaaccctatcgacaaa
L ¢ s T E G P A V D F K N P V N P I D K
gataccacccatgtcaaatccaagggacccctcaagttctataactctgagattcataaa
D T T H V K S K G P L K F Y N S E I H K
gcggctttcactctaccgtcatttgctcaaaagttgttggagtag
A A F T L P S F A Q K L L E -

Abb. 46 Protein- und cDNA-Sequenz der putativen Ipomoea batatas PMT.

Die iiberlappenden EST-Eintrage DV038077; E876509 wurden zusammengefiigt und mit dem
ExPASy Translate tool in die Proteinsequenz {ibersetzt.

6.3 Multiples Sequenzalignment

Das Multiple Sequenzalignment wurde mit dem Clustal W Algorithmus der MEGA 4.0
Software berechnet. Folgende Parameter wurden hierfiir vorgegeben: GONNET-Matrix, Gap
Open Penalty: 10, Gap Extension Penalty: 0,2. Das Alignment wurde mit GeneDoc (Tab. 23)
grafisch bearbeitet. Die Farbung gibt den Grad der Konservierung der Aminosdurereste an:
100 % (weil} auf schwarz); mehr als 80 %, aber weniger als 100 % (weil} auf grau); mehr als

60 %, aber weniger als 80 % (schwarz auf grau), bis 60 % (schwarz auf weiB).
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Nt PMT1
Nt PMT2
Nt PMT3
Nt PMT4
NaPMT2
NaPMT1
HbEMT

N PMT1
N PMT3
SdPMT
St PMT
S1pMT
D= EMT
DiEMTZ
DiEMT1
Dt BEMT
HnEMT
ALPMTZ
AbPMT1
pPdPMT
At aEMT
RaPMT1
RaDMTZ
C BMT
SpEMT
CaFMT
IbEMT
515EDS
DsEPDS2
Ds8PDS1
Hn3PDS2
HnSPDS1
Ns&SEDS
ALSPDS1
ALSPDSZ
CasEDs
MdsPDE1
PSEPDEZ
PSEPDE1
StSEDS
TS EDS
BsSEDS
HeSPDS
CeSEDS
ScEEDS
NcEEDS
PESEDS

Nt PMT1
Nt PMT2
Nt PMT3
Nt PMT4
NaPMT2
NaPMT1
HbEMT

N PMT1
N PMT3
SdPMT
St PMT
S1pMT
D= EMT
DiEMTZ
DiEMT1
Dt BEMT
HnEMT
ALPMTZ
AbPMT1
pPdPMT
At aEMT
RaPMT1
RaDMTZ
C BMT
SpEMT
CaFMT
IbEMT
515EDS
DsEPDS2
Ds8PDS1
Hn3PDS2
HnSPDS1
Ns&SEDS
ALSPDS1
ALSPDSZ
CasEDs
MdsPDE1
PSEPDEZ
PSEPDE1
StSEDS
TS EDS
BsSEDS
HeSPDS
CeSEDS
ScEEDS
NcEEDS
PESEDS

* 20 * 40 * &0
-—MEVIS-THNTNGST ————IFENGAIPMNGHONGT SEHLNGY QNGTSRHONG-———
MEVIS-TNTNGST— —IFESGATIPMNGHH-—
--MEVIS-TNTNGET
--MEVIS-TNTNGET
--MEVIS-TNTNGSET
--MEVIS-TNTNGST
--MEVIS-TNENGSN
--MEVIS-TNTNGST
-—MEVIS-THNTNGST
-—MEVIS-NHTNGSV-———————————— ITING-—-——-H-HHT-——————————

-—--IFENGAT EMNGYQNGT SKHONGHONGT SEHRNGHONG-
- ——- IFENGAT EMNGYKNGT SKHONGHONGT SEHRT GHONG—
———-IFESEATEMNGHO- ——————————

--MEVIS-THTNGET ———--ITITT----NGHHN-
—-—MEVIMNNHNNGTINTN-— —TEITIHENGEIC-NGNGN—
--MEVLESTHTNGES ———-LLENGVITMNGHHN-

--MEVIE-TQTNGSA;
--MEVIS-TQTNGSA,
--MEVIS-TNTNGSS
——MEVISN-HMNGET---——
- —MAFRNGES-
-—MEVN---HNNGET-
-—MEVMTESTHTHNGEA:

----LLESSALTTNGYH--
- TKIILENGEIC-NGN---
-TKIILENGEIR-NGN---

TTTTSTTINHLN-
7777777777777 NHONGTTTNHONGT T TN - — - - -HHNGTANHQNGN - ——

——————— MAFRNGSTNTTINHINGASTT PENGETTTTINHLN - - - - —- ———GASTI PKNG--——
--MEVMS PTHTNGSA--——————————— LLEN---§TNGHHM-—-———————
- -MEVMA-AHTN-——----— GVVTNHONGTAS

MADECAAFMEGTELE- —-——--VKRPREEEAETEME--

MDAKET SATDL— —KRFPREEDDNGGAA

-—MESTQEASVIDLE-——— ————VKRFREAEEDNNGG—
—-—MADAVNENSKEEA:

--MADESVAGEADE P ———--VKRPREEEENGEAA-
-MAAESTVELES MK ———-—-EHRDDDEKSNGE 3WV—
-MAAPENTLHETDSE ———--LERQREDEVNGVSD-
MADECAAFVEGTELP--—--— —-—-—--VKRPREEEAETEME—
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* 220 * 240 * 260 * 280 * 300
NLEMT1 Bl z20
NLPMTZ 198
NLPMT3 Z28
Nt PMT4 264
NaPMT2 216
NaPMT1 233
NEBEEMT 233
N PMT1 158
NsPMT3 : HLE L MR 2 A 3 275
SdPMT H HLELeST BIRPREY LT T GGG INE "/ NESSST T B ST DITEE T DR, IEATS RI AR E B A IE Rttt : 185
SLPMT H f A : 185
81PMT Q 4 HLE L : 189
D= PMT 4 HLDP L i : 189
D1iPMTZ H f HLPI, VIR y 185
DiPMT1 f HLET 185
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At aPMT 184
Az PMT1 184
A PMTZ2 120
C2PMT 191
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IbLEMT : 7 A : 181
818PDE (OEMTHL DT - WA : 186
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NLEMT1
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NLPMT3
Nt PMT4
NaPMTZ
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