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1. Einleitung

1.1 Biologische Funktionen pflanzlicher Sekundarstibe

Die Evolution hat eine Vielzahl von pflanzlicherkBadarstoffen hervorgebracht. Der Aufwand
fur die Schaffung neuer Enzyme, der Verbrauch voer§ie und Precursoren fiir die Produktion
und Lagerung dieser Stoffe kann einen erheblichexchteil fir die Fitness der
Produzentenpflanze bedeuten. Dieser wird offeniarfi¢p durch Vorteile im Wettstreit des
Lebens aufgewogen [Hadacek 2002, Wink 2003, Gniagkla und Bogatek 2005]. Diese
betreffen vor allem die Abwehr von Feinden undkienmunikation mit anderen Organismen.
So kénnen Sekundéarstoffe als Signal zwischen Rélamm Tier z. B. zur Anlockung von
Pollinatoren dienen [Teuscher 1984, Harborne 19R&guso 2003, Dudareeaal. 2006]. Der
ebenfalls zur Anlockung von Bestaubern dienendaddddann auch Sekundarstoffe enthalten
wie z. B. inNicotiana attenuatawo durch Zusatz von Nicotin die verzehrte Nektargeepro
Bestauber reduziert und Nektarrduber fern gehaenden [Kessler und Baldwin 2007]. Die
Kommunikation durch Sekundéarstoffe wird auch zwesthPflanzen als Warnung vor
Fral3feinden genutzZhaseolus lunatugibt nach Befall mit Herbivoren Duftstoffe ab, dieht
nur carnivore Arthropoden anlocken, sondern auciNatchbarpflanzen die Sekretion von
extrafloralem Nektar, welcher ebenfalls der Anlaoguwvon carnivore Arthropoden dient,
induzieren [Kost und Heil 2006]. Die Wirkung fluaer Signalstoffe wird h&ufig durch
Luftverschmutzung beeinflusst oder stimuliert [Rlaret al 2010]. Zu den wichtigsten
Selektionsfaktoren zahlt der Nutzen von SekundHestazur Abwehr von Herbivoren und
Mikroorganismen [Harborne 1995b,d,e, Harborne 130&ioti et al 2002, Wink 2003,
McNally et al 2003, Pedrast al 2008, Iriti und Faoro 2009, Lankau und Kliebems2009,
Bhattachary&t al 2010]. Haufig fihrt der Kontakt mit diesen enst Bildung oder vermehrten
Produktion von Sekundarstoffen, die dann Phytoakegienannt werden. Sekundéarstoffe sind
oft wirksame Toxine, welche essentielle Enzyme, DBiXeiche oder Membranstrukturen
angreifen und damit metabolische oder Entwicklurmsgsse hemmen. Damit kbnnen nicht nur
Zellen potentieller Angreifer oder Konkurrentenndern auch analoge Strukturen in der
produzierende Pflanze geschadigt. Um Selektiongadehzu vermeiden, ist es flr die
produzierende Pflanze notwendig, sich vor inreemgmy Toxinen zu schitzen. In der Evolution

haben sich unterschiedliche Entgiftungsmechanismatwickelt, einige auch in



Mikroorganismen und Herbivoren, um die Abwehr voflaRzen zu umgehen und neue
Nahrungsquellen zu erschlieRen [Sirikantaraetas 2007]. Diese Mechanismen beinhalten im

Prinzip erstens die Kompartimentierung und zweitiadMetabolisierung der Toxine.

1.2 Entgiftung pflanzlicher und mikrobieller Toxine

1.2.1 Kompartimentierung

Die raumliche Trennung des Toxins vom lebenden @gkma ist ein eng mit der
Sekundarstoff-Bildung verbundenes Phanomen. Dairanit es entweder zur intrazellularen
Kompartimentierung oder zur Exkretion des Toxinas@rganell, welches am haufigsten zur
Speicherung pflanzlicher Sekundarstoffe dientlistvakuole. Hier werden einige hydrophile
Verbindungen aus dem Bereich der Flavonoide, Sappnyanogene Glycoside und Alkaloide
akkumuliert [Roos und Luckner 1986]. Vakuolar gesperte Alkaloide bilden zu diesem
Zweck Komplexe mit Pflanzensauren oder akkumulienétels der lonenfalle, d. h. sie werden
in der Vakuole zu nicht membranpermeablen Katiomexoniert [Matile 1976, Blonet al
1991, Otanet al 2005, Yazaki 2006, Shitan und Yazaki 2007, Kieid Roos 2009]. Beispiele
daflr sind Ajmalicin inCatharanthus roseugerberin inCoptis japonicaoder Chelidonin in
Chelidonium majus

Wahrend Benzophenanthridin-Alkaloide im Schollkraals Chelidonsaure-Komplexe
akkumulieren [Hauser und Wink 1990], liegen die stem Opium-Alkaloide des Schlafmohns
als Salze der Mekonsaure vor [Teuscher 1997]. pecherung inaktiver Vorstufen toxischer
Verbindungen ist eine weitere Mdglichkeit wie P#tan sich vor ihren Toxinen schitzen. Die
in der Vakuole gespeicherten cyanogene GlycosiéafdR®jlycoside oder Glycoside der
o-Cumarsaure werden erst nach Verletzung des Tasi@pl durch cytosolische Glucosidasen
in Verbindungen hdherer Toxizitat wie Blausaurethsocyanate, Nitrile, Thiocyanate oder

Cumarin umgewandelt [Olet al. 1981, Morrissey und Osbourn 1999].

Die extrazellulare Speicherung von Phytoalexinerube meist aktive Transportmechanismen.
Zellkulturen von Taxus chinensisschitzen sich vor dem durch sie produzierten
Mitosehemmstoff Paclitaxel durch dessen Exkretidviapg et al. 2001], wobei der

Mechanismus des Transports zur Zeit noch unbekahfi¥ongpaseuth und Roberts 2007].



Nicotiana plumbaginifolisschutzt sich vor Pilzbefall mit dem Terpenoid-Atkd Sclareolid,
welches aktiv durch die ABC-Transporter der Plaserabran, NpABC1 und SpTUR2,
sezerniert wird [Jasinskt al. 2001, van den Brilket al.2002]. Das Ausschleusen von Toxinen
durch MDR-Transportsysteme ist ein wichtiger Remigimechanismus in Bakterien.
Hydrophobe Kationen, wie z. B. die Protoberberikabide Berberin und Palmatin sind
bevorzugte Substrate des NorA-MDR-Transporters St@phylococcus aurelbisieh et al
1998]. Durch gleichzeitige Produktion von 5'-Metlibydnocarpin, einem Hemmstoff dieses
Transporters , umgehderberisArten den Schutz der Bakterien und potenzierenitddia
toxische Wirkung von Berberin [Stermigt al 2000]. Auch Herbivoren nutzen fur die
Entgiftung pflanzlicher Sekundarstoffe Efflux-Traester im Verdauungstrakt [Sorensen und
Dearing 2006]. Auch die MATE (multidrug and toxmmpound extrusion) Transport-Proteine,
die in Eukarya, Archaea und Eubacteria vorkommeénd ®aufig an der Entgiftung von
Sekundarstoffen beteiligt. MATE-Transporter since éim meisten konservierte und am
weitesten verbreitete Transporter-Familie, aufgrdadsen kénnten sie die Vorlaufer fur den
Transport von metabolischen Abfallprodukten und f®atika sein [Moriyamaet al. 2008].
Der Transport wird dabei durch den elektrochemisdBeadienten von Hoder Na getrieben.
Die Akkumulation von Berberin in der Vakuole v@optis japonicaerfolgt durch einen
H*-Antiporter, dessen pH-Abhangigkeit mit MATE-Traosigrn Gberein stimmt [Omot al
2006]. In Arabidopsistransportiert der MATE-Transporter DTX1 in der $ffsamembran
exogene toxische Verbindungen wie Tetraethylamnmor(iTEA) und Berberin .

Alkaloide werden haufig in Milchséafte sezerniergjitser und Wink 1990, Decketral 2000].
Durch die Speicherung von Toxinen in Milchsaftezhsin diese weiterhin zur Abwehr bereit,
ohne die produzierende Pflanze zu schadigen. Dies.ga. fur Chelidonin, Coptisin oder
Protopin im Milchsaft vor€helidonium majusder auch fur Morphin, Codein oder Thebain im
Milchsaft vonPapaver somniferumn Catharanthus roseusndet im Milchsaft auch ein Teil
der Biosynthese der Indol-Alkaloide statt [Hagehl 2008]

1.2.2 Metabolisierung
Fur relativ wenige pflanzliche Sekundéarstoffe iseemetabolische Entgiftungsreaktion in der
produzierenden Pflanze bekannt, haufiger wurdeshedilechanismen in herbivoren Insekten

oder in Pilzen untersucht. @offea arabicaund Camellia sinensisvird Coffein Uber eine



Demethylierungsreaktion zu Theophyllin umgesetzt|cives weiter zu Kohlendioxid und
Ammoniak abgebaut werden kann [ Ashihataal 1996, 1997]. Auch die aus cyanogenen
Glycosiden gebildete Blausaure kann durch Metaigoling entgiftet werden. Die beiden
Enzyme Rhodanase und [3-Cyanoalaninsynthase besohdafir unterschiedliche Wege,
allerdings kommen sie auch in Pflanzen vor, diaé&eyanogenen Glycoside bilden [Miller und
Conn 1980]. Die Méglichkeit Blausaure zu entgiftemne selbst cyanogene Glycoside zu
produzieren, konnte Pflanzen vor den Toxinen bepadhr Pflanzen schitzen. Da die
Produktion cyanogener Glycoside ohne geeigneteifiimigsmaglichkeiten nicht sinnvoll ist,
wére es auchdenkbar, dass die Rhodanase und Ralyansynthase nur den Weg bereiten
spater selbst cyanogene Glycoside zu bilden. Emggiffung von Benzophenanthridinen,
welche fast ausschliel3lich in Papaveraceen ungezinRanunculaceen vorkommen [Zenk
1994, Ziegler und Facchini 2008, Klein und Roos#0kann durch die Sanguinarin-Reduktase
erfolgen [Weil3 et al. 2006]. Dieses Enzym, welciresZellkulturen vonEschscholzia
californicaaufgefunden wurde, katalysiert die Reduktion diédealoide zu weniger toxischen
Dihydrobenzophenanthridinen. Die Sanguinarin-Reds&t und das “Recycling” des

Sanguinarins sind Gegenstand dieser Arbeit.

Die haufig aufgefundene Fahigkeit von Pilzen zunddtung von Phytoalexinen ist
wahrscheinlich eine Antwortreaktion auf die Pathad®vehr der Zielpflanzen. So wurden in
Phytopathogenen Pilzen Enzyme gefunden, die mieh8ipezifitat Phytoalexine aus ihren
Nahrungspflanzen bzw. Okosystemen umwandeln. Higggboren die Avenacinase
(Umwandlung des Avenacins aus Hafer), die Tomatinf@snwandlung des Tomatins aus
Tomate) oder die-Chaconinase (Umwandlung desChaconins aus Kartoffel) , welche die
Saponine durch Hydrolyse der Zuckerkette entgifiéimer auch andere Mechanismen wie
Addition von Wasser durch die Kieviton-Hydratasenfiandlung des Kieviton addhaseolus
vulgaris), Demethylierungs- oder Hydroxylierungsreaktionemrden genutzt.

(Zusammenstellung bei Weil3 2004.)

Ein aktuelles Beispiel aus dem Bereich herbivoresekten istOstrinia furnacalis,eine
Schmetterlingsart, deren Raupen Schéadlinge in Kldisin sind. Die vom Mais gebildeten, flr

viele Herbivoren toxischen cyclischen Hydroxams&uneerden enzymatisch im



Verdauungstrakt der Larven gespalten. Da hierfUPtEucose als Cofaktor nétig ist, scheinen
eine UDP-Glucosyltransferase oder andere UDP-Géatabfiangige Enzyme beteiligt zu sein
[Kojimaaet al. 2010].

Ein auf molekularer Ebene gut untersuchtes Beispielen Umgang mit dem eigenen Toxin ist
die reduktive Entgiftung von Cercosporin [Daabal 1992]. Das vorCercosporaArten
produzierte lipophile Polyketid Cercosporin wirklks aPhotosensitizer, indem es nach
Lichtaktivierung mit molekularem Sauerstoff reagi®&on den dabei entstehenden reaktiven
Sauerstoffspezies ist vor allem der Singulettsaa#irsur die toxischen Wirkungen
verantwortlich [Daub und Ehrenshaft 2000]. Dieseh&sligt die Plasmamembran durch
Lipidperoxidation [Cavallinet al. 1979 ]. Die toxischen Wirkungen des Cerosporimsriten
bei Mikroorganismen, Pflanzenzellen und menschhiciiamorzellen nachgewiesen werden
[Daub 1982, Daub 1987, Vandenbogaerteal 1998 ]. Cercosporin-produzierende
und-resistenteCercosporaArten schitzen sich durch Reduktion des zunacbsildgten
Cercosporins; das gebildete Dihydrocercosporinymiggt deutlich weniger Singulettsauerstoff
[Daubet al. 2000]. Die plasmamembranschadigende Wirkung @esaSporins wird von den
resistenterCercosporaArten genutzt, um an die Nahrstoffe ihrer Wirtapiten zu gelangen.
Dazu wird aus den Hyphen Dihydrocercosporin freages welches spontan zu Cercosporin
oxidiert und durch Lichtaktivierung zu oben genamEffekten fiihrt [Daulet al 1992, Daub
et al 2000]. Da auch Dihydrocercosporin Singulettsaoéfrbildet, sind fur die volle Resistenz
gegen Cercosporin weitere Abwehrmechanismen erardean denen Pyridoxin beteiligt sein
koénnte [Bilskiet al 2000]. Die Suche nach Genen, welche sich intesgisn und sensitiven
CercosporaStammen unterscheiden [Tayktral. 2006], fihrte Gber den Transkriptionsfaktor
CRG1, welcher die Resistenz reguliert [Chutgal 1999, 2003, Herreret al 2007], zum
ABC-Transporter ATR1, der als Effluxpumpe fir Cesporin wirkt [Amnuaykanjanasin und
Daub 2009] und damit ebenfalls an der Entgiftung @ercosporins beteiligt ist.



Eine Verknupfung von Entgiftungsreaktionen mit Kartpnentierungs-Mechanismen stellt die
Konjugation mit Glutathion dar [Colemast al 1997]. Diese wird durch Glutathion-S-
Transferasen katalysiert [Marrs 1996]. Fur mehi®@e&undarstoffe, z. B. das Isoflavonoid
Medicarpin, ist bekannt, dass die durch die Glui@bhS-Transferase gebildeten
Glutathion-Konjugate nicht nur weniger toxisch sirgbndern auch durch Glutathion-
Transportsysteme, hier eine Glutathion-S-Konjugatpe, in die Vakuole transportiert werden
[Li etal 1997].

Bei Untersuchungen zur endogenen Funktion von @Glata-S-Transferasen zeigte sich, dass
diese auch als Transporter flur Sekundéarstoffe diddanen [Dixoret al. 2010]. InPetunia
hybridaist AN9, eine Glutathion-S-Transferase, als Flava+imndendes Protein am Transport
von Anthocyaninen in die Vakuole beteiligt. Allendys war die Bildung eines

Anthocyanin-Glutathion-Konjugates nicht nachweigbmeller et al. 2000].

1.3 Toxizitat der Benzophenanthridin-Alkaloide

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Manismus der Entgiftung von
Benzophenanthridinen. Diese Alkaloide stellen anf@entlich wirksame Phytoalexine dar und
haben wahrscheinlich die starkste antimikrobiellgiAtat unter den bekannten pflanzlichen
Sekundarstoffen [Slaninovat al 2001]. Sie sind gekennzeichnet durch ein planares
polycyclisches Ringsystem, welches ihnen hydropligenschaften verleiht, und eine positive
Ladung am quaternaren Stickstoff, weshalb sie at®oken wirken kénnen. Sie liegen abhangig
vom pH-Wert als Iminiumion oder in der Alkanolanfiorm vor (Abb. 1-1). Dadurch ergeben

sich zahlreiche Wechselwirkungen mit zellulareruuren:

1. Die hydrophoben Kationen der Iminium-Form (Alikl) interkalieren in doppelstrangige
DNA und RNA [Maiti et al 2002], bevorzugt in GC-reiche Sequenzen [Bajagl 1990,
Faddeeva und Beliaeva 1997, Schmetternl. 1997]. Dadurch kommt es zu Stérungen der
Transkription und Replikation sowie zur Hemmung B&A-Polymerase [Schmellest al
1997].
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Iminium-Form des Sanguinarins

\_4  OH

Alkanolamin-Form (Pseudobase)

Abb. 1-1 Chemische Strukturen des Sanguinarins in & Iminium- und Alkanolamin-

Form
Schema nach Bajat al 1990
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2. Benzophenanthridine weisen eine deutliche Mentbxazitéat auf: Die hydrophobe, in der
Membran l6sliche Alkanolamin-Form wird dort aufgcuder negativ geladenen Innenseite der
Membran bevorzugt in die kationische Form umgewéndeelche sich durch diese
Ladungsverteilung nach innen orientiert. In der geolkommt es zu Stérungen der
Membranpermeabilitdt und zur Depolarisation [Uldghet al 1984]. Benzophenanthridine
wirken daher als Entkoppler der ATP-Synthese unahiistoffe von ATPasen [Vallejos 1973,
Faddeeva und Beliaeva 1997]. Die Membrantoxizitét 8anguinarin und Chelerythrin konnte
auch an isolierten Vakuolen v@helidonium majusowieSaccharomyces cerevisigezeigt
werden[Jans 1973]. Auch die Plasmamembran von Erythrocytegd durch Sanguinarin
destabilisiert [Schmellezt al 1997].

3. Die positiven Ladung des quaternaren Stickstkian mit anionischen Zentren von
Proteinen interagieren. Beispiele sind die HemndergAcetylcholinesterase [J¢Sang 35 UM,
ICs, Chel 9,4 uM Ulrichovéet al 1983a, IG, Sang 10,9 uM Schmellet al. 1997] und der
Butyrylcholinesterase [l§ Sang 24 uM, Ig Chel 14 uM Ulrichovét al 1983b, IG, Sang
17,4 uM Schmelleet al 1997].

4. Die Iminium-Form der Benzophenanthridine kanrt micleophilen Gruppen, z. B.
SH-Gruppen von Enzymen und anderen Proteinen aeagiwelche dadurch gehemmt werden
[Faddeeva und Beliaeva 1997]. Wie bereits erwdabeihifft diese Hemmung zum Beispiel
ATPasen, wie die N&K*-ATPase aus Meerschweinchen-Myocard, welche duaciy@narin
gehemmt wird [IG, 6-6,5 uM Seiferet al 1979]. Auch die in transformierten Hefezellen
exprimierte Saugetier-N&K*-ATPase wird durch Sanguinarinzusatz beeinflussts \aer
Verlust cytosolischen Kaliums zeigt [Ef29 uM Scheiner-Bobis 2001]. Im Zusammenhang
mit dieser Arbeit sind Untersuchungen wichtig, dieigten, dass NAK*-ATPasen mit

Sanguinarin, aber nicht mit Dihydrosanguinarin riatgeren [Janovsket al. 2010].

5. Antimitotische Effekte des Sanguinarins durchmideing der Tubulin-Polymerisation
konnten bereits an Tumorzellen gezeigt werdeg,[8ang 13 uM, I1¢, Chel 37 uM Wolff und
Knipling 1993]. Cytoskelett-ahnliche Strukturere diiir die Zellteilung nétig sind, wurden auch

in Bakterien entdeckt [Bi und Lutkenhaus 1991] atallen damit ebenfalls einen Angriffspunkt
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fur antimitotische Stoffe dar. Sanguinarin hemnat dellteilung in Bakterien durch Bindung
des prokaryotische Tubulins FtsZ, dessen GTPaswifsittdabei gehemmt wird, und bietet
somit fur die Antibiotikaentwicklung einen neuen satzpunkt [Beuriat al 2005, Vollmer
2006].

Aufgrund der Vielfalt der molekularen Angriffspurektiiberrascht es nicht, dass
Benzophenanthridine eine hohe Toxizitat sowohl geddikroorganismen als auch
Saugetierzellen besitzen.

BakterizideEigenschaften wurden sowohl gegentiber gramposit® auch gramnegativen
Bakterien gefunden [Johnsehal 1952, Vichkanovat al 1969, Tolkachev und Vichkanova
1978]. Dzink und Socransky [1985] untersuchteradigmikrobielle Wirkung des Sanguinarins
an oralen Bakterienstammen (MIC 1-16 pg/ml). Untelnsingen zur Amerikanischen Faulbrut,
einer Krankheit bei Bienen, zeigte eine gute aktixgelle Wirkung des Sanguinarins gegen das
BakteriumPaenibacillus larvagMIC 4ug/ml Flesaet al 2010].

FungizideEigenschaften der Benzophenanthridine wurden aebenintersucht [Vichkanowet

al. 1969, Vichkanova und Adgina 1971, Tolkachev unch¥anova 1978]. Cline und Coscia
[1988] zeigten, dass Sanguinarin das Wachstum wvanzZenpathogenen Pilzen hemmt
(EDs, 5-15p0/ml). Die antimikrobielle Wirkung von Sangaiin auf mehrere oralgandida

species konnte von Giuliana und Mitarbeitern [199&4eigt werden (MIC 0,81-1,95 pg/ml).

Die toxische Wirkung gegenuber zahlreichen Saudjergriren bzw. Tumorzellen hat dazu
gefuhrt, dass Benzophenanthridine als Leitverbirghm zur Entwicklung von
Tumortherapeutika dienen [Taegal 2003] bzw. direkt als solche genutzt werden [Keyne
Bekeet al 2006, De Stefanet al. 2009].

Vavreckova und Mitarbeiter [1996] untersuchten diachstumshemmende Wirkung des
Sanguinarins an Keratinocyten {}Gang 0,2 pM). Auch an Ratten-Hepatocyten [Dveita
2006b, Choet al 2008] und humanen FibroblastendJSang 1,3-1,6 uM Debitaet al. 2003]
konnte eine Wachstumshemmung durch Sanguinaringjezerden.

Die cytotoxische Wirkung mehrerer quarternéarer Adlde wurde an Cervix-Karzinom-Zellen
(HeLa) untersucht [I¢; Sang 0,8 pg/ml, 1§ Copt 2,6 pg/ml, 1g, Chel 6,2 pg/ml, 1, Berb
>10 pg/ml Slaninovat al 2001]. Weitere Untersuchungen an diesen Zellegtere dass
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Sanguinarin und Chelerythrin an den Glucocortid®eteptor binden kénnen, welcher dadurch
im Kern akkumuliert [Dvoraket al 2006a]. Slaninova und Mitarbeiter [2007] stellten
neueren Untersuchungen zur Toxizitdt von Benzoph#malinen an verschiedenen
Tumorzelllinien die hochste Toxizitat fur das Mapiza fest (IG, 0,01-1,44 pg/ml). An
Glioblastom-Zellen aus Ratten wurde festgesteldssd Sanguinarin Apoptose durch
Herunterregulierung von MAP-Kinasen und AKT, welcher Modulation von Regulator-
Proteinen der Bcl2-Familie und Aktivierung von Casgn fuhrt, induziert [Haet al. 2007].

Ein wesentlicher Mechanismus, welcher zur Hemmuasgatllwachstums fuhrt, ist der Abfall
des Glutathion-Gehaltes bei der Inkubation mit Sarayin [Debitonet al 2003]. Auch in
Mausen wird die Konzentration an reduziertem Ghitat in der Leber durch intraperitoneale
Applikation von Sanguinarin (10 mg/kg) signifikaggsenkt. Dabei verringerten sich ebenfalls
die Aktivitaten von Cytochrom P450 Enzymen [Williamt al 2000]. Ein nicht kovalenter
Komplex von Sanguinarin mit SH-Verbindungen (Cystdlercaptoethanol, Aloumin) wurde
von Bartak und Mitarbeitern [2003] gefunden. Fig Beaktion von Glutathion mit Sanguinarin
wurde ebenfalls ein nicht kovalenter Komplex geemdlessen Dissoziationskonstante 400 uM
betragt [H.H. Ruttinger, M. Vogel und W. Roos, urdféentlicht].

Die Hemmung von Cytochrom P450 Enzymen als wek@nmponente der Cytotoxizitat ist
durch Modriansky und Mitarbeiter [2001] gezeigterden (CYP 1A IG, Sang 11 uM,
IC, Chel 16 uM; CYP 3A4 I¢, Sang 25 uM, I¢; Chel 30 uM ).
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1.4 Bisherige Erkenntnisse zur Sanguinarin-Reduktaes

Der Erkenntnisstand zu Beginn dieser Arbeit basaeift folgenden Quellen: [Weil3 2004,
Paczulla 2004, Wei8t al. 2006].

Zellsuspensionen vokschscholzia californicdolerieren hohe Mengen von dem Medium
zugesetztem Sanguinarin. Das Alkaloid wird rasdigenommen und erscheint in den Zellen
als Dihydrosanguinarin. Zwischen Aufnahme und Ré&duakkonnte bisher kein Anstieg des
intrazelluldaren Sanguinarins nachgewiesen werdendass eine enge Kopplung beider
Vorgéange wahrscheinlich ist. Der Mechanismus deinAlame der Benzophenanthridine und
dabei ggf. verwendete Transporter sind noch unbgkan

Die aktuellen Daten zum Recycling des Sanguindassen sich durch folgendes Modell am
besten beschreiben (Abb. 1-2).

1. Das im Verlauf der Biosynthese der Benzophematitie gebildete Dihydrosanguinarin wird
durch die Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase zu Savagin oxidiert. Dieses Enzym befindet
sich im Lumen von ER-abgeleiteten Vesikeln [Facchind St-Pierre 2005]. Auch das
Sanguinarin erscheint bei der Zellfraktionierungeiner Vesikelfraktion [M. Heinze und W.
Roos, unveréffentlicht].

2. Sanguinarin wird nach Fusion dieser Vesikel dat Plasmamembran in die Zellwand
ausgeschieden. Dort ist es an Zellulose oder dfediMaterial gebunden und gut nachweisbar
[Viehwegeret al 2006, Weil®t al. 2006, Farbeet al. 2003].

3. Extrazellulares Sanguinarin wird durch die Plasrambran aufgenommen und im
Cytoplasma durch die Sanguinarin-Reduktase zu Rdsghguinarin reduziert. Dieser Vorgang
l&sst sich durch Zusatz von Sanguinarin leicht walttiehen (s.0.).

4. Das durch die Sanguinarin-Reduktase gebildetg/dbosanguinarin wird wieder in die
Biosynthese-Kette eingegliedert und zu Dihydrociein und weiteren Dihydrobenzo-
phenanthridinen metabolisiert. Diese erscheinen Zigh nach erneuter Oxidation im
AufRenmedium.

Damit entsteht ein Recycling-Prozess, welcher diséhtation des toxischen Sanguinarins als
Phytoalexin an der Zelloberflache erlaubt und zablelessen Akkumulation im Cytoplasma
verhindert. Die Produzentenzelle ist so durch eim&tabolischen Mechanismus vor einer
Autointoxikation geschitzt [Wei@t al.2006].
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Insgesamt lasst sich feststellen, dass der lettetSder Bildung des Sanguinarins eng mit
seiner Ausscheidung und die Bildung des Dihydrosaragins eng mit der Aufnahme des
Sanguinarins verknupft sind. Das im Cytosol nackhaie Dihydrosanguinarin ist deutlich
weniger toxisch als Sanguinarin [Janovskal 2010].

Das fur die Reduktion des Sanguinarins verantvatiliEnzym, die Sanguinarin-Reduktase,
konnte aus der Zellkultur vdaschscholzia californicasoliert und gereinigt werden.

Die Sanguinarin-Reduktase ist ein losliches cymplatisches Enzym, welches die Reduktion
von Sanguinarin und ahnlicher BenzophenanthridimerdNADPH katalysiert. NADH wird als
H-Donator akzeptiert, jedoch mit geringerer Affiait Eine Rilckreaktion von
Dihydrosanguinarin mit NAD(P)wurde nicht beobachtet. Von den Alkaloid-Substratérd
Sanguinarin am schnellsten umgesetzt, gefolgt Vaietythrin, Chelirubin und Macarpin.
Die Sanguinarin-Reduktase zeigt eine hohe Spetifiid@ das nicht substituierte
Benzophenanthridin-Molekll. Folgende Substanzed &®ine Substrate des Enzyms: die
Phenanthridine Ethidiumbromid und Propidiumjodidisdanaloge Isochinolin-Alkaloid
Berberin, die Substrate von Hydroxysteroid-Redwasie Hydrocortison und Progesteron,
Substrate von short-chain-Dehydrogenasen wie ToopirPyridoxol, Pyridoxamin und
Dehydroascorbinsaure, das Pilztoxin Cercosporini/2804, Paczulla 2004].

Die Molekilmasse von ca. 30 kDa wurde durch Getedphkorese ermittelt und durch
Massenspektrometrie (29432 Da) bestatigt. Durchefmsig der Sanguinarin-Reduktase mit
Vinylpyridin und des damit verbundenen AnstiegsMetekilmasse wurden zwei Cysteine im
Protein nachgewiesen. Aktivititsmessungen nach tzmsg des Protein mit lodacetamid
zeigen, dass mindestens eines der Cysteine fikathdéytische Aktivitat notwendig ist .

Die Sequenzanalyse des Proteins nach Edman geleimgvollstandig, da der N-Terminus
blockiert war. Nach der Trypsinspaltung des Pratdionnten zwei Peptidbruchstiicke der
Sanguinarin-Reduktase nach Edman sequenziert weSgedienten als Ausgangspunkt fir die

im Folgenden beschriebene Entdeckung des vollsi@ndtnzymproteins.
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Plasmamembran

Benzophenanthridin-
biosynthese

I
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DHsanguinarin

10-OH-DHsanguinarin
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DHchelirubin
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DHmacarpin

Sanguinarin

10-OH-Sanguinarin
Chelirubin
Macarpin

Abb. 1-2 “Recycling” des Sanguinarins in der Zellkdtur von Eschscholza californica
Schema nach We al 2006

Dihydrosanguinarin aus der Biosynthese der Benzoahthridine wird durch die
Dihydrobenzophenanthridinoxidase (DHBO) zu Sangumnaxidiert und ausgeschieden.
Extrazellulares Sanguinarin wird aufgenommen undlddie Sanguinarin-Reduktase (SR) zu

Dihydrosanguinarin reduziert, welches entsprecldendiosynthese weiter metabolisiert wird.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Ausgehend von dem noch unvollstdndigen Bild zuuk®tr und Funktion der Sanguinarin-

Reduktase sollten folgende Ziele erreicht werden:

Aufklarung der Aminosaure- und Gensequenz der Saagn-Reduktase

Klonierung und heterologe Expression des Enzyms Geevinnung spezifischer
Antikdrper

Beitrage zur Aufklarung des Katalyse-Mechanismugligezielte Mutagenese

Die aus diesen Daten gewonnen Erkenntnisse sddllenAusgangspunkt fur die
Erstellung eines 3D-Homologie-Modells dienen (Kaagpien AG Prof. W. Sippl).

Mit Hilfe der abgeleiteten 3D-Struktur und der Seazdaten sollte eine Suche nach

strukturédhnlichen Proteinen in anderen Organisnestegtet werden.
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2. Material und Methoden

Alle Chemikalien wurden mit dem Reinheitsgmao analysisvon den Firmen Sigma-Aldrich,

Fluka, Merck, Serva oder Roth verwendet.

2.1 Material und Methoden auf DNA-Ebene

2.1.1 Klonierung und heterologe Expression

2.1.1.1 Bakterienstamme_(coli)

ElectroMAX™ DH10B™ T1 (enthalt cDNA-Bank)

F mcrA A(mrr-hscRMS-mcrBC)p80lacZAM15 AlacX74 dedR recAl endAl ara
A139A(ara,ley)7697galU galK X rpsL nupG tonA

BL 21 (fur Proteinexpression)

(DE3, pLysS) BFlcm ompT hsdS (rimb) gal y((DE3)(pLysS Caml))
XL1-Blue (fur Klonierung und DNA-Produktion)

RecAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lap(6AB
laclqZzosM15Tn10(Tetl))

2.1.1.2 Plasmide

pDONR™222 (Invitrogen, Abb. A-1)
pET-23d (Novage n, EMD4Biosciences, Abb. A-2)

2.1.1.3 Kultivierung der Bakterien

LB-Medium (10 g Trypton, 5 g Hefe Extrakt, 10 g@laAqua bidest. zu 1 [;
autoklavieren)

LB-Agar (1 | LB-Medium, 15 g Agar; autoklavieren)

SOC-Medium (2 g Trypton, 0,5 g Hefe Extrakt, 50 NeCl, 18,63 mg KCI, 95,21 mg
MgCl, Aqua bidest. zu 98 ml; autoklavieren 2 ml 1 M $éeBlucose-Ldsung zugeben)
Freezing-Medium (60 % SOC-Medium, 40 % Glyceratoklavieren)

Die Bakterien wurden in LB-Medium bei 37 °C aufemm Rundschiittler (Novotron AK85,

19



Infors AG) bei 160 rpm Uber Nacht kultiviert. Zuel8ktion wurden einerseits Kanamycin
50 pg/ml (im pDONRY222 Vektor) und andererseits Ampicillin 100 pg/rith (pET-23d
Vektor) eingesetzt. Das Ubertragen der Bakterifaigie mit sterilen Holzstabchen oder durch
Zugabe von Bakteriensuspensionen. Fur Fest-Medierdevdem LB-Medium vor dem
Autoklavieren Agar zugesetzt. Petrischalen mit iestium wurden durch Ausspateln von
100 ul Bakteriensuspension beimpft. Aus der gewats Bakteriensuspension wurden 100 pl
in ein steriles Reaktionsgefal} tberfuhrt, mit 10Bneezing-Medium gemischt und bei -80 °C
eingefroren. Diese Suspension konnte zum Ansagr ®arkultur genutzt werden und wurde

teilweise in mehreren Aliquots (bei haufigerem B&daingefroren.

2.1.1.4 Herstellung kompetenter Zellen
. CaCl-Lésung (60 mM CaG) 15 % Glycerol, 10 mM PIPES-Puffer pH 7,0;

autoklavieren)

Es wurden kompetente Zellen von dencoli Stammen XL1-Blue und BL 21 hergestellt. Fur
die Elektroporation wurden die Zellen folgendernraBehandelt.

500 ml LB-Medium wurden bei 37 °C bis zur Q0,6 wachsen gelassen. Die Bakterienkultur
wurde auf Eis abgekuhlt auf 4 °C. Danach wurderBdikterienzellen fir 15 min mit 3000 x g
bei 4 °C zentrifugiert (3K12, SIGMA LaborzentrifugeRotor 12153), das Bakterienpellet mit
100 ml 4 °C kaltem, sterilem Aqua bidest. resuspghdas Waschen wurde 3-mal wiederholt
und schlie3lich das Bakterienpellet in 2 ml kalier,%iger Glycerollbsung resuspendiert. Die

Bakteriensuspension wurde dann auf 50 pl Aliquotgeteilt und bei -80 °C eingefroren.

Fir die Hitzeschocktransformation wurden die Zetiesh der CaGlMethode behandelt.

Dazu wurde wie oben angegeben verfahren. Abweichende das Bakterienpellet nicht in
Aqua bidest., sondern in Cadlosung resuspendiert und gewaschen. Nach 3-maligem
Waschen wurde das Bakterienpellet in 10 ml GaGsung resuspendiert, zu 100 pl aliquotiert

und bei -80 °C eingefroren.

2.1.1.5 Transformation vda. coli
. SOC-Medium (2 g Trypton, 0,5 g Hefe Extrakt, 50 NeCl, 18,63 mg KCI, 95,21 mg
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MgCl, Aqua bidest. zu 98 ml; autoklavieren, 2 ml 1 MigeBlucose-Losung zugeben)

2.1.1.5.1 Elektroporation

Die Transformation erfolgte mittels Elektroporationt dem “BTX Electro Cell Manipulator
600" (V: 2,45 kV; T: 2,5 kV/Resistance; R: 129 Ohibazu wurden 50 pl kompeterie col-
Zellen XL1-Blue auf Eis mit 2 ul Ligationsansatzrsetzt und danach in eine eisgekihlte
2-mm-Gap-Kuvette tberfihrt. Sofort nach dem Pulsded ml SOC-Medium zugesetzt und
die gesamte Bakteriensuspension in ein ReaktioaBgéserfiihrt und 1 h bei 37 °C geschuttelt
(PMC Digital Dry Block Heater, Barnstead/ThermolynAnschlieRend wurden 100 pl auf
LB/Amp-Agar ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °@clvsen gelassen.

2.1.1.5.2 Hitzeschock

50 uIE. colrZellen XL1-Blue wurden mit 5 pl Reaktionsansatmgeeht und 20 min auf Eis
equilibriert. Der Hitzeschock erfolgte bei 42 °C 90D s. Nach weiteren 10 min auf Eis wurden
500 pl SOC-Medium zugesetzt und 1 h bei 37 °C iktilfPMC Digital Dry Block Heater,
Barnstead/Thermolyne). 100 ul davon wurden andgahd auf LB/Amp-Agar (100 pg/ml)

ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C wachsen getas

Fur die Transformation voR. coliZellen BL 21 wurde das Protokoll leicht abgewahdes
wurden 7 ng Plasmid-DNA fir 30 min auf Eis equildnt, der Hitzeschock erfolgte nur fir 30 s

und es wurden nur 250 pl SOC-Medium zugegeben.

2.1.1.6 Heterologe Expression in Bakterien

2.1.1.6.1 Produktion im Erlenmeyerkolben

200 ml LB/Amp-Medium wurden mit 5 ml Vorkultur anggft und bei 37 °C wachsen
gelassen (2.1.1.3). Nach Erreichen der QD/on 0,5 erfolgte die Induktion der
Proteinexpression durch Zusatz von 1 mM IPTG undene Inkubation bei 37 °C fir 3 h.
Anschliel3end wurde das Bakterienpellet durch Zeegaition fir 10 min bei 5000 x g (3K12,
SIGMA Laborzentrifugen, Rotor 11133) gewonnen unfilissigem Stickstoff eingefroren. Die

Lagerung erfolgte bei -80 °C.
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2.1.1.6.2 Produktion im Fermenter (Biostat C-DCWBMun biotech international)

. Glucoseldsung (30 g Glucose in 250 ml Aqua bigastioklavieren)

. Magnesiumsulfatliésung (4,08 g Mgsi@ 250 ml Aqua bidest.; autoklavieren)

. Dikaliumhydrogenphosphatlésung (66 gHPO, in 500 ml Aqua bidest.; spezielle
Deckel mit Filter und Schlauchen verwenden; autoklan)

. Séaure (10 % Phosphorsaure 500 ml; spezielle DeckelFilter und Schlauchen
verwenden; autoklavieren)

. Base (10 % NaOH 500 ml; spezielle Deckel mit Filled Schlauchen verwenden;
autoklavieren)

. Feeding (in 2 Flaschen a 1 Liter jeweils 300 gddetrakt in 600 ml Aqua bidest. |6sen;
Magnetrihrer dazugeben; autoklavieren; 250 g Griatimahlich in 400 ml erhitztem
Aqua bidest. I6sen, auf 800 ml auffillen; autokéaen; zu dem autoklavierten
Hefeextrakt steril jeweils 400 ml autoklavierte Gdgeldsung geben; fir eine der
Flaschen speziellen Deckel mit Filter und Schlancrerwenden)

. Fermentationsmedium (300 g Hefeextrakt; 3 g,8lIH1 ml Antifoam; in 5 Litern Aqua

bidest. I6sen; im Fermenter autoklavieren)

Die unter Anleitung von K. Schréder-Tittmann undBést durchgefihrte Fermentation erfolgte
bei 37 °C, konstantem pH-Wert und p@n 30 %. Ruhrgeschwindigkeit und Luftzufuhr
wurden Uber die Kaskaden-Einstellung automatiscegmgpt.

Zum Animpfen des Fermenters dienten die bei 50@Dzentrifugierten, in 120 ml neuem
LB/Amp-Medium resuspendierten (3K12, SIGMA Laborizéngen, Rotor 11133) Bakterien,
die Uber Nacht bei 37 °C in 2-mal 200 ml LB/Amp-Nad gewachsenen sind (2.1.1.3).

Zur Selektion wurde Ampicillin (200 pg/ml) verwend®&/ahrend der Fermentation wurden
stindlich die Parameter pH, pORUhrgeschwindigkeit, Luftzufuhr und Temperatur
protokolliert. Zusatzlich wurde Uber eine Monovett@ Kanile frontal am Fermenter eine
Probe genommen und durch Bestimmung deg,Qdas Bakterienwachstum verfolgt. Ab einer
ODgy, von 17,7 wurde das Feeding, langsame Zufihrungmiéhrstoffe aus der Feeding-
Flasche in den Fermenter durch eine Schlauchpuggstartet. Um den Selektionsdruck
aufrechtzuerhalten, wurde ein weiteres Mal Ampitidlugesetzt. Nach Erreichen einer QD

von 39,5 erfolgte die Induktion der Proteinexpresslurch Zusatz von 1 mM IPTG und weitere
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Fermentation fur 3 h. Die aus dem Fermenter abgetesBakterienkultur wurde fir 20 min bei
6000 rpm zentrifugiert (Avanti J20, Rotor JLA 8.1@®ckman Coulter). Das Bakterienpellet

in autoklavierbaren Beuteln als flache Platten-86i°C eingefroren.

2.1.1.7 Klonierung des Sanguinarin-Reduktase-Gens

Die Generierung der zu klonierenden DNA-Fragmerftédgte mittels PCR (2.1.6). Die Primer
enthielten je eine Restriktions-Schnittstelle, welmach Verdau mit Nco | und Xho | die
Ligation in den Vektor pET-23d (2.1.1.2) ermdgliehAls template diente der cDNA-Bank-
Klon mit dem Gen der Sanguinarin-Reduktase.

Im Anschluss an die PCR erfolgte der Restriktiondae mit 2 pl Nco |, 2 pul Xho I, 7,1 ul
Restriktase-Puffer und dem gesamten PCR-AnsatzVBktor wurde parallel in folgendem
Ansatz verdaut: 18 pul Vektor (27,5 ng/ul), 1 ul Ncb pl Xho 1, 2,2 ul Restriktase-Puffer. Die
Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 37 °C. Danaclhrdea die Ansatze uber ein 1 %iges
Agarosegel (2.1.4) gereinigt und die Banden derclygtenen Fragmente aus dem Gel
extrahiert (2.1.2.3).

Die Ligation erfolgte in einem 20 pl Ansatz mit 2ljigase-Puffer, 2,5 U T4-DNA-Ligase,
25 ng Vektor und 28,3 ng einzufigendes FragmenthNainstindiger Inkubation bei
Raumtemperatur folgte eine Inaktivierung bei 65it@r 10 min. 2 ul des Ligationsansatzes
wurden zur Transformation vok. coli Zellen XL1-Blue durch Elektroporation genutzt
(2.1.1.5.1). Es wurden die Restriktasen und Ligase zugehdrigen Puffern der Firma
Fermentas genutzt.

Eine Auswahl der Gber Nacht auf dem Agar gewachs&h@ne wurde mit sterilen Hélzern in
3 ml LB/Amp-Medium (100 pg/ml) dberfihrt und Gbeadht bei 37 °C wachsen gelassen
(2.1.1.3). Nach Isolierung der Plasmide (2.1.2.8)yde durch Sequenzierung des Inserts der
korrekte Einbau der gewtinschten Gene Uberpruftdiiheterologe Expression der Proteine
wurden die klonierten Gene in Form der isoliertéasPide in den besser geeigneten Stamm
BL 21 durch Hitzeschock-Transformation umkloniet(1.5.2).

Zwei gewachsene Klone wurden mit H6élzern in 5 mlIABp-Medium (100 pg/ml) Gberflhrt
und Uber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen. Diedenirden als Vorkultur zur heterologen

Expression der Proteine in Bakterien genutzt (26)..1
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2.1.1.8 Klonierung des Gens At5g02240 (Protein 1XQ6

Die Klonierung des Gens At5902240 erfolgte analog Klonierung des Sanguinarin-

Reduktase-Gens (2.1.1.7). Abweichend wurde im erSthritt der Klonierung, bei der PCR,

das Plasmid mit dem At5g02240-Gen aus der TAIR-zAaK (Stock-Nr. U13442) anstelle des

cDNA-Bank-Klons mit dem Gen der Sanguinarin-Redsé&tals template eingesetzt.

2.1.2 Praparation von DNA

2.1.2.1 Isolierung genomischer DNA

Fur die Praparation genomischer DNA wurde das “Blatiphytopure plant DNA extraction
Kit” der Firma Amersham™ verwendet.

300 mg Frischmasse wurden in einen mit flissigeck&bff gekihlten Morser gegeben und
pulverisiert. Dieses Pulver wurde auf 2 vorgekulatenl-Reaktionsgefal3e aufgeteilt, dazu
wurden jeweils 600 pl Reagenz 1 gegeben und veninignschlie3end wurden 200 pl Reagenz
2 zugegeben und gemischt. Fur 10 min wurde beCainter Schiitteln inkubiert (PMC Digital
Dry Block Heater, Barnstead/Thermolyne) und ans@adnd fir 20 min auf Eis abkuhlen
gelassen. Danach wurden 500 ul auf -20 °C vorgeg&sit€hloroform und 100 ul “Nucleon
phytopure DNA extraction resin suspension” zugegelidach 10 min, in denen die
Reaktionsgefal3e bei Raumtemperatur quer geschiittedien, erfolgte die Zentrifugation der
Reaktionsgefal3e bei 1000 x g fur 10 min (3K12, SKGMborzentrifugen, Rotor 12153), die
oberen Phase (Uber der braunen Grenzschicht) valsgEnommen und wenn nétig durch eine
weitere Zentrifugation geklart. Zur Fallung der DNiurde das gleiche Volumen kaltes
Isopropanol (4 °C) zur Losung zugegeben. Zum Rettat der DNA wurde bei 4000 x g fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfierd das DNA-Pellet mit 70 %igem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach dem Treckder DNA erfolgt die Aufnahme in
50 ul Nuclease-freiem Aqua bidest. Im Anschlussdeardie Konzentration und Reinheit der

DNA bestimmt (2.1.3). Die Lagerung der genomiscbB&A erfolgte bei 4 °C.

2.1.2.2 Isolierung von Plasmiden
Die Extraktion der Plasmide erfolgte mit dem “WidaPlus SV Minipreps DNA Purification

System” der Firma Promega. Die Zentrifugationeolgtén in der Centrifuge 5403 der Firma
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Eppendorf.

5 ml Bakterienkultur wurden zur Gewinnung der Baktezellen fir 5 min bei 10000 x g
zentrifugiert. Dieses Zellpellet wurde anschlieRemti250 pl “Cell Resuspension Solution”
resuspendiert. Danach wurde die Suspension furmBmii 250 ul “Cell Lysis Solution”
inkubiert und anschlielBend 10 ul “Alkaline Prote&®ution” fur 5 min zugesetzt. Nach
Zugabe von 350 pl “Neutralization Solution” und iggdlichem Mischen wurde fur 10 min bei
14000 x g zentrifugiert und der Uberstand in eiS@it Column” lberfiihrt. Nach 1 min
Zentrifugation bei 14000 x g wurden 750 pl “Coluifash Solution” zugesetzt und wieder
1 min bei 14000 x g zentrifugiert. Der Waschschvitirde mit 250 pl wiederholt und fur 2 min
bei 14000 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde deere Teil der “Spin Column” auf ein
neues Reaktionsgefald gesteckt, 100 pl NucleassfAsgua bidest. aufpipettiert und nach
2 min warten fir 1 min bei 14000 x g zentrifugi®tese Plasmidlésung wurde dann bei -20 °C

eingefroren.

2.1.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion der DNA aus den Agarosegelen ertotgit dem “QIAquick Gelextraction Kit”
der Firma QIAGEN. Die Zentrifugationen erfolgterdier Centrifuge 5403 der Firma Eppendorf
bei 17900 x g. Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurdReaktionsgefal3en mit 300 ul “Buffer
QG” je 100 mg Gel fur 10 min bei 50 °C unter schlittgeldst. Anschliel3end wurden 100 pl
Isopropanol je 100 mg Gel zugesetzt und gemis€li. 8 dieser Mischung wurden auf eine
“Spin Column” gegeben und 1 min zentrifugiert. Bedl3eren Volumina wurde dieser Schritt
mehrmals wiederholt. Nach dem Auftragen erfolgteWaschschritt mit 500 ul “Buffer QG”
und Zentrifugation fir 1 min. AnschlieRend wurdesD7ul “Buffer PE” zugesetzt, 5 min
gewartet und danach 1 min zentrifugiert. Nach deenrfen des Filtrats wurde nochmals
1 min zentrifugiert. Der obere Teil der “Spin Colowhwurde auf ein neues Reaktionsgefald
gesteckt, 50 pl Nuclease-freies Aqua bidest. aafpgrt und nach 1 min Warten fur 1 min
zentrifugiert. Die Konzentration der DNA im Eluatimde anschliel3end photometrisch bestimmt
(2.1.3). Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrideinich Messung der Absorption bei
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260 nm (Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech). Eingsofttion von 1 entspricht 50 pg/ml DNA.
Als Reinheitsmerkmal der DNA-Praparation wird destBinindex (Quotient der Absorptionen

bei 260 nm/280 nm) gebildet, welchet,8 sein sollte.

2.1.4 Agarosegel-Elektrophorese

. TBE-Puffer (Tris 89,2 mM, Borsaure 89,2 mM, EDTAIM)

. DNA-Probenpuffer (1 ml 10fach-TBE-Puffer, 0,5 mly€erol, 0,5 ml Aqua bidest.,
100 pl 0,2 % Bromphenolblau-Lésung)

Es wurde ein 1 %iges Agarosegel mit TBE-Puffer Etltidiumbromid (200 nM) verwendet.
16 pul DNA-LOsung wurden vor dem Auftragen aufs @él4 pl DNA-Probenpuffer gemischt.
Zum Abschatzen der Ladnge der DNA-Fragmente wurder &nes Markers (SmartLadder,
EUROGENTEC) mit aufgetragen. Es wurde eine Minikizi@ohorese-Kammer der Firma Roth
verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 120 V da.durchgefihrt. Die Detektion erfolgte
unter UV-Licht, die Dokumentation mittels einer Radkamera (CAMEDIA E-10, Olympus).

2.1.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach Saegat 1977 und wurde von der Firma Eurofins
MWG Operon durchgefiihrt. Als Sequenzier-Primer weardn Fall von Plasmiden fur den
Vektor pDONRM 222 die Primer M13 forward und M13 reverse, fim ¥ektor pET-23d der
T7 und T7 terminator Primer verwendet. Die PCR-Bkte wurden jeweils mit dem zu ihrer

Generierung genutzten Primer sequenziert.

2.1.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Generierung Sanguinarin-Redulgpseifischer Genabschnitte sowohl mit
genomischer DNA als auch mit Plasmiden der cDNABgemutzt. Die Hybridisierungs-Sonde
wurde mittels PCR generiert und der Nachweis desgGaarin-Reduktase-Gens in
verschiedenen cDNA-Bank Klonen erfolgte ebenfaliscd PCR. Zunachst wurde die PCR mit
Kombinationen der Primer F5, F18, R22 und R31 dyetlihrt. Durch Sequenzierung der
gewonnen Amplimere wurde ein Teil der DNA-Sequeerz $languinarin-Reduktase ermittelt

und auf dieser Grundlage der Primer F12 abgeleveither zusammen mit dem Primer R22
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das als Hybridisierungs-Sonde dienende Amplimeiedte. AnschlieRend erfolgte eine

Auftrennung Uber Agarosegele (2.1.4). Die als erSthritt der Mutagenese dienende PCR
wurde mit einer anderen Polymerase und verandd?tenokoll durchgefuhrt, weshalb sie dort

genauer aufgefihrt ist (2.1.9).

Der verwendete Reaktionsansatz von 50 pl enthielt:

. 200 uM dNTP (Firma Fermentas)

. 5 ul 10fach-Polymerase-Puffer (entsprechend ziynkRerase mitgeliefert)
. 1 U Tag-Polymerase (Firma segenetic)
. 60 pmol spezifischen Primer jeweils fur beide Sgei(2.1.7)

. ca. 20 ng Plasmid-DNA oder 220 ng genomische DidAeamplate

Dieser Ansatz durchlief folgendes Programm im Magtder Gradient der Firma Eppendorf
1 Zyklus 2 min bei 95 °C

35 Zyklen 30sbei95°C +30sbei51°C+1meni °C

1 Zyklus 5 min bei 72 °C

Verbleib bei 4 °C

2.1.7 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden von der Firma biometssynthetisiert. Bei den Primern mit
F im Namen handelt es sich um “Foward” Primer, waldrR fir “Reverse” steht, und der
Primer somit auf dem komplementaren Strang birfel@t.die Primer zur Identifizierung des
Sanguinarin-Reduktase-Gens wurde der Codon-usagEsahscholzia californicaugrunde
gelegt (Kazusa DNA Research Institute, Japan;/hMipw.kazusa.or.jp/eng/index.html), und

teilweise degenerierte Primer verwendet.

Primer fur die ldentifizierung des Sanguinarin-Rkhse-Gens

F3 20bp GAGGTTAGAGGTCTGGTTAG
F5 20bp GAAGTTAGAGGTCTKGTTAG
F12 21bp TATCCAGAACAAGTTGATTGG
F18 20bp GTTGGTTCWATGGGTGGTTG
R22 20bp TGTTCAGCCTTTCTCTTCCA
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R30 20bp
R31 21bp

Primer fur die Klonierung

F1 Ncol 19bp
R30 Xhol 24bp
F1XQ6B Ncol 20bp
R1XQ6B Xhol 24bp

Primer fur die Mutagenese
Cys®’-Ala
F MutaC:
R MutaC:
Phée®-Pro
F MutaF:
R MutaF:

AAAGGAGTAGTAACTTGAGA
AAATGGAGTAGTAACTTGWGA

GCACCATGGCAGATTCATC
CGTCTCGAGAAAAGGAGTAGTAAC
GTACCATGGCGAATCTTCCC
CGTCTCGAGAAAACGAGAGGTGAC

GATCTATGGGTGGAGCGGATCCTGATCACTTC
GAAGTGATCAGGATCCGCTCCACCCATAGATC

GGATGTGACCCTGACCACCCCTTGAATCATATG
CATATGATTCAAGGGGTGGTCAGGGTCACATCC

Deletion von SEDVIDASFSGPMA102-114)

F MutaSED:
R MutaSED:
Serint*-Ala
F MutaS:

R MutaS:
Asp'&Asn
F MutaD:

R MutaD:
Met'®®-Leu
F MutaM:

R MutaM:
His'*-Ala

F MutaH:

R MutaH:

CCTGAATTTTATTATGATGAAG
TCTTCCACCACTAATCATTTC

TTGTTCTTGTTGGAGCCATGGGTGGATGTGAC
GTCACATCCACCCATGGCTCCAACAAGAACAA

CTATGGGTGGATGTAATCCGGATCACTTCTTG
CAAGAAGTGATCCGGATTACATCCACCCATAG

CACTTCTTGAATCATCTGGGAAATGGAAATAT
ATATTTCCATTTCCCAGATGATTCAAGAAGTG

GATGTGACCCTGACGCGTTCTTGAATCATATG
CATATGATTCAAGAACGCGTCAGGGTCACATC

28



2.1.8 cDNA-Bank-Screening

. Denaturierungslésung (1,5 M NacCl; 0,5 M NaOH)

Neutralisierungslésung (0,5 M Tris/HCI; 1,5 M Na@GH 7,4)

. 2fach-SSPE (0,3 M NaCl; 20 mM NgPD,; 2 mM EDTA,; pH 7,4)

. 2fach-SSC (0,3 M NaCl; 30 mM Trinatriumcitrat; pkD)

. Waschpuffer 1 (2 M Harnstoff; 0,1 % SDS; 50 mM,R@, pH 7,0; 150 mM NacCl;
1 mM MgCl; 0,2 % “Blocking reagent”)

. Waschpuffer 2 (50 mM Tris pH 10,0; 100 mM NaCm2&1 MgCl,)

Zur Suche des Sanguinarin-Reduktase-Gens wurdebeneés in der Arbeitsgruppe mit dem
“CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit” von Invitrogen heegtellte cDNA-Bank
genutzt.

Die als Sonde dienende DNA wurde mittels PCR (2de@eriert und mit dem “AlkPhosDirect
labelling Kit” von Amersham™ markiert. Dazu wurde&d pl Sonden-DNA der Konzentration
10 ng/ul zur Denaturierung fir 5 min im kochendems#érbad erhitzt, auf Eis wieder
abgekuhlt und anschlieRend mit 10 ul “reactionbtiff2 pl “labelling reagent” und 10 pl
“crosslinker’-Verdinnung 1:5 fur 30 min bei 37 %kubiert (PMC Digital Dry Block Heater,
Barnstead/Thermolyne). Die so markierte DNA wurde 2Zum Zusatz zur Hybridisierungs-
I6sung auf Eis gelagert.

Es wurden jeweils 250 ul einer 1:1000 Verdinnung®&NA-Bank auf 6 Platten (12 x 12 cm)
mit LB/Kan-Agar (50 pg/ml) ausplattiert und Uberdiabei 37 °C wachsen gelassen (2.1.1.3).
Die Ubertragung der gewachsenen Kolonien auf eitred¢llulose-Membran (Amersham™
Hybond™-ECL) erfolgte bei Raumtemperatur, indensditir 5 min auf die Platten aufgelegt
wurde. Markierungen zum spéateren Zuordnen von $greu bestimmten Kolonien wurden
angebracht und anschlie3end die Membran mit desrf@seite nach oben fir 3 min auf einen
mit 10 % SDS-LAsung getrankten Filterpapierstagdégf. Daran schlossen sich 5 min auf
einem Stapel mit Denaturierungslésung und 5 mireangm Stapel mit Neutralisierungslésung
an. Als letztes wurden die Membranen 5 min auf lf88PE schwimmen gelassen und
schlie8lich untergetaucht. Danach wurden die Memdmafir 1 h zum Trocknen auf

Filterpapier gelegt und anschlie3end erfolgte dieeFung der DNA im Trockenschrank fir 1 h
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bei 80 °C. Die Agarplatten wurden zum teilweiseriNaachsen der Kolonien fir 7 h bei 37 °C
inkubiert.

Die Membranen wurden nach dem Fixieren mit 2fack-8&feuchtet, Koloniereste vorsichtig
mit 2fach-SSC getranktem Zellstoff entfernt. Es aaur jeweils 2 getrankte Membranen mit
Gaze gerollt in eine Hybridisierungsrohre Gberfidmtd mit jeweils 30 ml Hybridisierungs-
I6sung aus oben genanntem Kit fir 30 min bei 65/6@ybridisiert. Die markierte Sonde
wurde anschlie3end in diese Lésung (5 ng/ml) pgrétind Gber Nacht bei 65 °C hybridisiert.
Nach der Entnahme der Hybridisierungslosung wusdke jRéhre mit 100 ml auf 65 °C
vorgewarmtem Waschpuffer 1 gefullt und die Membtdb min bei dieser Temperatur
gewaschen. Dieser Schritt wurde einmal mit friscWgaschpufferl wiederholt. AnschlielRend
wurden alle Membranen aus den Hybridisierungsrokrgnommen und bei Raumtemperatur
in einer Schale mit 500 ml Waschpuffer 2 fir 5 m@waschen. Es wurde ein weiteres Mal in
frischem Waschpuffer 2 gewaschen.

Die Detektion erfolgte tlber Chemilumineszenz (2.2h8 dem “CDP-Star”-Reagenz, welches
im Kit enthalten ist. Das Substrat wurde nach 5 mmi Blotting-Papier abgesaugt. Die
Belichtungszeit betrug 1 h. Die Markierungen denibean zum Zuordnen der Signale wurden
nach dem Trocknen des Films auf diesen Ubertragérmurch Vergleich mit den Agarplatten
maogliche positive Klone bestimmt. Die Bestatigumtplgte durch Anzucht dieser Klone in
Reinkultur und PCR mit Sanguinarin-Reduktase-sgetien Primern und den aus diesen

Klonen gewonnenen Plasmiden.

2.1.9 Mutagenese

Die Generierung des mutierten DNA-Stranges erfaigitéels PCR. Es wurde gegentber der
normalen PCR eine Polymerase mit Korrekturfahiglesitgesetzt. Dadurch und weil das
gesamte Plasmid amplifiziert werden sollte, erh@hnth die fur die Verlangerung der Primer
bendtigte Zeit deutlich. Im Falle der Deletionsnmiéewurden phosphorylierte Primer vor und
nach der gewunschten Deletionsstelle gewahlt.

Der Reaktionsansatz zu 50 ul enthielt:

. 200 pM dNTP (Firma Fermentas)

. 5 ul 10fach-Polymerase-Puffer (entsprechend ziynRerase mitgeliefert)

. 2,5 U Pfu-Polymerase (Promega)
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. 2x 60 pmol Primer mit dem gewinschten Austausch 72

. 20 ng Plasmid-DNA der Sanguinarin-Reduktase im-gBd Vektor als template

Dieser Ansatz durchlief folgendes Programm im Magter Gradient der Firma Eppendorf:
1 Zyklus 30 s bei 95 °C

16 Zyklen 30 s bei 95 °C + 30 s bei 55 °C + 9 meni2 °C

Verbleib bei 4 °C

Der gesamte Reaktionsansatz wurde dann mit 1 pl Dpnter Zusatz von 4,5 ul
Reaktionspuffer 1 h bei 37 ° C inkubiert und ansfénd zur Deaktivierung fur 20 min auf
80 °C erhitzt (PMC Digital Dry Block Heater, Baraatl/Thermolyne). Zuséatzlich erfolgte bei
der Deletionsmutante eine Ligation mit 1 pl T4-DNigase, 2 ul Ligase-Puffer und 17 pl des
Reaktionsansatzes mit Dpn I. 5 pl des Reaktionszagshzw. der Ligationsreaktion wurden zur
Hitzeschocktransformation vda coliZellen XL1-Blue verwendet (2.1.1.5.2). Es wurdéa d
Restriktase und Ligase mit zugehorigen PuffernFail@ena Fermentas genutzt.

Eine Auswahl der Gber Nacht auf dem Agar gewachs&hene wurde mit sterilen Hélzern in
3 ml LB/Amp-Medium (100 pg/ml) tberfihrt und Ubeatht bei 37 °C wachsen gelassen
(2.1.1.3). Nach Isolierung der Plasmide (2.1.2.@)den diese zur Hitzeschock-Transformation
vonE. coliZellen BL 21 verwendet (2.1.1.5.2).

2 der gewachsenen Klone wurden mit Holzern in 8BAAmp-Medium (100 pg/ml) Gberfuhrt
und Uber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen. Dawmtati 3 ml zur Extraktion der Plasmide,
um durch Sequenzierung des Insert den korrektebakimer Mutation zu bestéatigen. Die
restlichen 5 ml wurden als Vorkultur zur heterolodexpression der Proteine in Bakterien
genutzt (2.1.1.6).
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2.2 Material und Methoden auf Proteinebene

2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

2.2.1.1 Proteinbestimmung nach Bradford
. Bradford-Farbreagenz (10 mg Coomassie-Brilliantl@a250 in 5 ml 95 % EtOH losen,
dazu 10 ml 85 % Phosphorséaure, auffullen auf 10hinAqua bidest.)

Bei Raumtemperatur wurden 50 pl Proteinlosung mtl1Bradford-Farbreagenz gemischt.
Nach 5 min wurde die Absorption bei 595 nm gegeeriLeerwert mit Aqua bidest. anstelle
der Proteinlésung gemessen (Ultrospec 3000, PharBaxtech). Eine Kalibriergerade wurde
mit RSA erstellt.

2.2.1.2 Proteinbestimmung nach der BCA-Methode (BRdtein Assay Kit, PIERCE)

Aus dem Kit wurde durch Verdinnen des “Reconsttutbuffers” mit Aqua bidest. im
Verhéltnis 1+1 die Arbeitsverdiinnung hergestelttnh welcher 1 ml zum Lésen der “CRS
Substanz” eines Rohrchens diente. Dies ergab riasivBschen die “CRS stock solution”. Das
“Working Reagent” wurde durch Mischen von 50 Teit@CA Reagenz A’ mit einem Tell
“BCA Reagenz B” hergestellt. 25 pl Probenlésungdewar mit 25 pl “CRS stock solution”
gemischt und far 15 min bei 37 °C inkubiert (PMCgRal Dry Block Heater,
Barnstead/Thermolyne). AnschlieRend wurde 1 ml lkexgestellten “Working Reagent”
zugesetzt und nach dem Mischen nochmals fur 30b®ir87 °C inkubiert. Nach 10 min
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Absorption RPl®ben im Photometer (Ultrospec
3000, Pharmacia Biotech) bei 562 nm gegen Aquasbigdermessen und der Blindwert der

proteinfreien Probe abgezogen. Eine Kalibriergeraalele mit RSA erstellt.

2.2.2 Antikorper

2.2.2.1 Gewinnung spezifischer Antikorper
(Kooperation mit Dr. U. Conrad, Institut fir Gerkaind Kulturpflanzenforschung, Gatersleben)
. PBS-Puffer (10 mM N#PQ, pH 7,5150 mM NacCl)
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. (NH,),SO,-Waschpuffer (1 Teil gesattigter (NESO,-Losung + 1 Teil PBS-Puffer)

Jeweils 750 pg rekombinante Sanguinarin-Reduktasgsgin 300 pl 10 mM Tris-Puffer
pH 7,0 wurden mit 300 pl komplettem Freund’schejuahs gemischt, und anschlieRend zwei
Labor-Kaninchen intraperitoneal injiziert. Nach@db Wochen wurde eine Booster-Injektion
desselben Volumens aber mit 500 pug des Antigengesokomplettem Freund’schen Adjuvans
durchgefuhrt. Auf die gleiche Weise wurde mit deskambinanten Protein 1XQ6 und zwei
weiteren Kaninchen verfahren. Die Tiere wurden nddNochen getttet und aus ihrem Blut
Serum gewonnen. Dieses wurde auf den gewlnschtekoArer durch kompetetiven ELISA
mit dem fur seine Herstellung verwendeten Antigetegtet. Zur Gewinnung der IgG-Fraktion
wurde das Serum mit demselben Volumen gesattiytdy)(SO,-Losung gefallt und 1 h stehen
gelassen. Nach Zentrifugation bei 15000 x g fum2®wurde der Niederschlag mit (NE50,-
Waschpuffer gewaschen und 30 min spater erneutfzgert. Das Pellet wurde in PBS-Puffer
aufgenommen und bei mehrmaligem Pufferwechsel Naaht bei 4 °C dialysiert. Die

Antikdrper-Losungen wurden als Aliquots bei -20€i@gefroren.

2.2.2.2 Primare Antikorper

Anti-His-tag-monoklonaler-Antikérper aus Maus (NE@EN, EMD4Biosciences) in

der Verdiinnung 1:2000

. Anti- Sanguinarin-Reduktase-Antikorper aus Kanewh{2.2.2.1) in der Verdinnung
1:5000

. Anti-1XQ6-Antikdrper aus Kaninchen (2.2.2.1) inrdéerdiinnung 1:5000

2.2.2.3 Sekundare Antikorper

. Alkalische-Phosphatase-markierter Anti-Maus-Antpeér aus Kaninchen (SIGMA) in
der Verdinnung 1: 5000
. Meerrettichperoxidase-markierter Anti-Kaninchentikérper aus Rind (Santa Cruz

Biotechnology) in der Verdiinnung 1:3000
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2.2.3 Chemilumineszenz-Detektion

Zur Detektion wurde eine chemische Reaktion genuzivelcher das jeweils gebundene
Enzym ein Substrat unter Aussendung von Licht umisBieses Licht fuhrt zur Schwérzung
eines Fotofilms. Die Nitrocellulose-Membran wurdesader Schale entnommen und die
Flussigkeit abtropfen gelassen. Anschliel3end wdideMembran mit der Seite, welche die
Markierungsenzyme tragt (Kolonieseite bzw. Gel3eibach oben auf eine Folie gelegt. Es
wurde ein entsprechend zur Membranflache pass&faliesien des Substrates gleichmalfiig auf
die Membran pipettiert und nach 1-5 min mit BlogtiRapier abgesaugt. Die Membran wurde
luftblasenfrei in der Folie eingeschlagen und zusam mit einer weiteren Membran in einer
Autoradiografiekassette (Hypercassette™, Amershafixi#rt. Das Auflegen, Entwickeln und
Fixieren des Fotofilms (Hyperfilm™-ECL von Amersh&th erfolgte in der Dunkelkammer

(Entwickler, Fixierer von KODAK). Die Belichtungsizerariierte je nach Substrat.

2.2.4 Aufschluss des Bakterienpellets
Das Bakterienpellet wurde in Tris/HCI Puffer 10 npl 7,0 mit 1 mM PMSF resuspendiert zu
4 ml Puffer je g Pellet oder 5 ml Puffer je Pellets 200 ml Kultur. 30 min nach Zugabe von
Lysozym 100 pg/ml und RNAse 25 pg/ml erfolgten 3tziéugationen:

10 min bei 5000 x g (3K12, SIGMA Laborzentrifug&uytor 11133),

10 min bei 20000 x g,

1 h bei 100000 x g (Ultrazentrifuge OPTIMA LE-80Beckman Coulter, Rotor 70Ti).
Der gewonnene 100000xg-Uberstand wurde (iber eide$éule gereinigt (2.2.5).

2.2.5 FPLC-basierte Reinigung (Akta purifier 10, dnsham")

FPLC-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,0; 10 % Glycer@l7 mM 3-Mercaptoethanol)
FPLC-Puffer mit Imidazol (FPLC-Puffer + 500 mM Inaizol)

Ni#*-Entferner (20 mM N#&Q,, 0,5 M NaCl, 50 mM EDTA)

Die Reinigung erfolgt Uber eine HisTfagaule 1 ml von Amersham™, welche zwischen den
verschiedenen Proben folgendermalden regeneriedewur
Zunachst wurde 1 ml NaOH zum Entfernen von Prolsteneliber die Saule gegeben. Danach

wurden die Ni*-lonen durch Zugabe von 5 mI3®Entferner von der Saule gewaschen. Durch
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Waschen mit mindestens 5 ml Aqua bidest. wurdde@i&A-haltige Losung entfernt, um die
Saule erneut durch Auftragen von 0,5 ml 0,1 M Nj&@sung mit N#*-lonen zu beladen. Nach
weiteren 5 ml Aqua bidest., welches die nicht gelemen Ni*-lonen wegwascht, konnte die
Séaule mit FPLC-Puffer equilibriert werden.

Der Probenauftrag erfolgt mit 1 ml/min, nicht getdane Proteine werden durch Waschen mit
FPLC-Puffer entfernt. Der Durchlauf und die Wasakfionen wurden gesammelt, fir den Fall,
dass die Bindung an die Saule ungentgend war.

Die Elution der gebundenen Proteine erfolgt miesrgestuften Imidazol-Gradienten:

0-15 ml 0-100 mM Imidazol 0,4 ml Fraktionen
15-17 ml 100 mM Imidazol 0,4 ml Fraktionen
17-22 ml 100-500 mM Imidazol 2 ml Fraktionen
22-27 ml 500 mM Imidazol 2 ml Fraktionen

Der Elutionspeak wurde bei der Sanguinarin-Redektaisdem Enzymassay (2.3) auf Aktivitat
uberpruft. Aufgrund der Ahnlichkeit der Elutionsgiamme konnte spéater insbesondere bei den
Mutanten auf die Aktivitatsbestimmung verzichtetden. Die zur Elution bendtigte Imidazol-

Konzentration war sehr gering und lag bei ca. 20 (Alb. 2-1).

2.2.6 SDS-PAGE

. Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI pH 8,8)

. Sammelgelpuffer (1,0 M Tris/HC pH 6,8)

. 4fach-Probenpuffer (0,2 M Tris/HCI pH 6,8; 8 % SRIS% 3-Mercaptoethanol; 40 %
Glycerol; 0,08 % Bromphenolblau)

. 10fach-Laufpuffer (0,25 M Tris/HCI pH 8,3; 2,5 M\y@in; 1 % SDS)

Es wurde ein 12 %iges Acrylamidgel nachfolgendesatomensetzung fur die Auftrennung der

Proteine verwendet. Die Menge reicht fur 2 Gele.

Trenngel (6 ml Rotiphorese; 3,75 ml Trenngelpuffet; ml Aqua bidest.; 18 ul TEMED;
80 ul 10 % APS)

Sammelgel (0,74 ml Rotiphorese; 0,5 ml SammelgépuR,76 ml Aqua bidest.; 8 pul
TEMED; 20 pl 10 % APS)
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Abb. 2-1 FPLC-Reinigung der heterologen SanguinarifReduktase mittels HisTrag-
Saule
Es wurden 70 ml 100000xg-Uberstand des Bakterissalifsses verwendet (2.2.4). Nach
Waschen mit 30 ml FPLC-Puffer erfolgte die Elutionit dem dargestellten Imidazol-

Gradienten. Der Balken zeigt die zusammengefasstefir Experimente genutzten Volumina.
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Zu 15 pul Proteinlésung wurden 5 pl Probenpufferefpem und durch Erhitzen fur 5 min auf
95 °C denaturiert (PMC Digital Dry Block Heater,rBstead/Thermolyne). Die Proteinmenge
betrug 1 pg je Spur. Abweichungen davon sind argmgeDie Elektrophorese wurde im
Kihlraum durchgefihrt. Zunéachst wurde eine Spannuong120 V gewahlt, die spater auf
150 V erhoht wurde. Nach ca. 2,5 h wurde die Etgitiorese beendet. Es wurde die “miniVE
vertical electrophoresis system”-Apparatur der Bithimersham™ verwendet.

Der Molekulargewichts-Marker setzt sich zusammes &hosphorylase b (97,4 kDa),
Serumalbumin (66,2 kDa), Ovalbumin (45 kDa), Cartiyarase (30 kDa), Trypsininhibitor

(20,1 kDa),o-Lactalbumin (14,4 kDa).

2.2.7 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen
. Entfarbeldsung (10 % Essigsaure; 45 % (v/v) Methadb % Aqua bidest.)
. Farbelosung (Entfarbelésung; 0,2 % CoomassiedditiBlau G250)

Zu farbende Gele wurden fur 1 h in einer SchaleFabeldsung auf einem Rundschittler (KS
500, Janke & Kunkel IKA Labortechnik) behandelt.sCintfarben erfolgte auf dem selben
Rundschuttler unter mehrmaligem Wechsel der Ergfégung bis zum nachsten Morgen. Zur

Dokumentation wurde eine Digitalkamera (CAMEDIA B; Dlympus) verwendet.

2.2.8 Western-Blot-Analyse

Puffer 1 (0,3 M Tris-HCI, pH 10,4; 20 % (v/v) MeQH

. Puffer 2 (25 mM Tris-HCI, pH 10,4; 20 % (v/v) MeQH

. Puffer 3 (Puffer 2 + 40 mM-Aminocapronsaure; 0,01 % SDS)

. Fast-Green-Farbelosung (0,01 % Fast-Green; 50%MeOH; 1 % Essigsaure)
. TBST (10 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,05 %wé&en 80)

Die getrennten Proteine wurden mittels Semi-Dnyttiylg auf eine Nitrocellulose-Membran
(Amersham™ Hybond™-ECL) Ubertragen. Dazu diente &ilotting-Apparatur mit Graphit-
Elektroden (25 x 25 cm) und Blotting-Papier dendarWHATMAN®.

Der Transfer-Stapel setzte sich von unten (Kathadeh oben (Anode) wie folgt zusammen:
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. 9 Blotting-Papiere, getrankt in Puffer 3

. SDS-Gel, gewaschen in Puffer 3

. Nitocellulose-Membran (Amersham™ Hybond™-ECL),rgakt in Puffer 2
. 3 Blotting-Papiere, getrankt in Puffer 2

. 6 Blotting-Papiere, getrankt in Puffer 1

Der Transfer erfolgte bei Raumtemperatur mit 0,78/am? fir 2 h. Danach erfolgte die
Anfarbung der Membran mit Fast-Green zum UberprdfsnTransfers und der Markierung der
Marker-Banden. Dazu wurde die Membran 5 min in f&sten-Farbelbsung unter Schutteln
inkubiert, anschlielend mit Aqua bidest. gewasalmeth nach dem Markieren der Marker-
Banden mit NaOH 0,02 M entfarbt. Die Membran wudden tUber Nacht im Kihlraum mit
Roti®-Block blockiert.

Die blockierte Membran wurde zunachst mit Aqua sidgespult und anschlieRend 2-mal
5 min mit TBST gewaschen. Die Inkubation mit denm@ren Antikorper erfolgt fir 1 h bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Membran zunadkestewmit Aqua bidest. gespult, um
dann 2-mal 5 min und 2-mal 10 min mit TBST gewascha werden. Die nachfolgende
Inkubation mit dem sekundaren Antikorper erfolgeedalls fir 1 h bei Raumtemperatur. Die
Waschschritte sind analog zu denen nach der Belnagathit dem priméaren Antikorper. Als
letztes wurde die Membran 3-mal in Aqua bidestpgks

Die Detektion der Chemilumineszenz (2.2.3) erfolgtedem “ECL Western blotting detection
reagents and analysis system” vom Amersham™. Damsten die zwei Lé6sungen “detection
solution1" und “detection solution2" vorher zu glen Teilen gemischt werden. Das Substrat
wurde nach 1 min abgesaugt und die Belichtungsztitug 10 s. Die Markierungen der

Markerbanden wurden zur Zuordnung der Signale anffdlm tbertragen.
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Abb. 2-2 SDS-PAGE und Western-Blot

Es wurde heterolog in Bakterien produziertes Pno&eis zwei Bakterienkulturen gewonnen.
Die eine Kultur enthielt ein Plasmid mit dem Samguin-Reduktase-Gen (Spuren 1 und 2), die
andere den leeren Vektor (Spuren 3 und 4). DiedanKulturen gewonnen Proteine wurden
durch Zentrifugation in den 100000xg-Uberstand (8pul und 3) sowie das mikrosomale
Pellet (Spuren 2 und 4) getrennt. Von diesen vietdthfraktionen wurden jeweils 2-mal 15 pl
mit 7,5 pg Protein auf ein Polyacrylamid-Gel aufggéen (2.2.6). Nach der Elektrophorese
wurde die eine Halfte des Gels mit Coomassie gef@l2.7) und die andere Halfte zur
Western-Blot-Analyse auf eine Nitrocellulose-Membrabertragen (2.2.8). Als primarer
Antikdrper diente ein Anti-His-tag-Antikorper ausaMs, welcher durch einen mit Alkalischer-
Phosphatase-markierten sekundaren Antikorper detekiurde. Uber das Bild des Coomassie-

gefarbten Gels (blau) wurde das Bild des WestentsBlschwarz) gelegt.
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2.2.9 Teilsequenzierung des Sanguinarin-ReduktesteiRs
(Kooperation mit Dr. K.-P. Ricknagel und Dr. A. &horn, Max-Planck-Forschungsstelle

fur Enzymologie der Proteinfaltung, Halle)

5 pg Sanguinarin-Reduktase geldst in 100 pl 1 %, }@D,-Puffer pH 8,0 wurden mit 10 mM
DTE reduziert und anschlieRend mit 2 % 4-Vinylpyridlkyliert. Durch Ultrafiltration erfolgte
das Umpuffern in frischem 50 mM (NHCO,-Puffer pH 8,0. 50 pl Lésung mit 1 pg Protein
wurden mit 200 ng Trypsin verdaut. Die erhalteneptile wurden Gber HPLC getrennt und mit
einem MALDI-TOF Massenspektrometer (REFLEX Il, BenkDaltonik) analysiert. Acht der

Peptide konnten identifiziert und nach Edman segjeerwerden.

2.3 Enzymassay
NADPH-generierendes System (1 mM Glucose-6-pho2gi;M NADP; 10 mU/ml Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase)

Die Umsatzrate der Sanguinarin-Reduktase und ddamiien wurde tber den Anstieg an
gebildetem Dihydrosanguinarin ermittelt. Dieser kten aufgrund der Fluoreszenz-
Eigenschaften des Produktes mit einem Fluoreszadere(Fluorolit€” 1000, Dynatech
Laboratories) als Fluoreszenzanstieg gemessen werbDe& flir die Messung des
Dihydrosanguinarins optimale Anregungswellenlangen VEx 365 = 25 nm und
Emissionswellenlange von Em 450 + 65 nm wurde beneifriheren Arbeiten ermittelt [Weil3
2004]. Der Einfluss der Fluoreszenz des Sanguisargt unter diesen Bedingungen
vernachlassigbar. Es wurde eine Lampenspannund,0nV gewahlt. Die Messung erfolgte
in einer 96-well-Mikrotiterplatte als 8fache Bestimang. Dazu wurden je well 200 pl 10 mM
Tris-Puffer pH 7,0 mit Cosubstrat und Enzymlosuaggelegt, dann die Reaktion durch Zugabe
von 70 pl Sanguinarinlésung gestartet und nachdi® Reaktion durch Zugabe von 30 pul 1 M
HCI gestoppt. Die Konzentrationsangaben beziehem é¢aher auf die Endkonzentration im
Assay. Das Cosubstrat NADPH wurde durch ein gererdes System gebildet, welches 10 min
vorher gemischt wurde. Die Sanguinarinlésung wumd@&ereich von 0 bis 5 uM als Substrat
verwendet. Wenn angegeben erfolgte der Zusat2 a@ek Glutathion 10 min vorher direkt zur

Sanguinarinldésung. In den Féllen eines ZusatzeDioydrosanguinarin wurde dieses 10 min
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vorher zur Enzyml6sung gegeben. Um Initialbedingamgviderzuspiegeln, wurde die
Proteinmenge so angepasst, dass hochstens 10 Sulbistsats umgesetzt wurden. Uber eine
Kalibrierkurve erfolgte die Umrechnung der Fluoreszen in Dihydrosanguinarin-
Konzentrationen. Von diesen wurde die geringe Katragion nicht enzymatisch gebildeten
Dihydrosanguinarins abgezogen. Durch Einbeziehumg Rtoteinkonzentration im Assay

konnte die Umsatzrate je mg Protein angegeben werde

2.4 Hemmung durch lodacetamid

In Tris-Puffer 50 mM pH 7,0 wurden 0,5 ml lodacetdr®0 nM fur 30 min mit Sanguinarin-
Reduktase 125 ng inkubiert. Danach wurde 1 mM @iiga zugegeben und weitere 10 min
inkubiert. In einer weiteren Probe wurde zunachstShnguinarin-Reduktase fur 10 min mit
Glutathion inkubiert und anschlieRend erfolgte Aaesatz von lodacetamid fur 30 min. Als
Kontrollen dienten eine Probe nur mit Glutathiord Udanguinarin-Reduktase, sowie eine
weitere Probe nur mit der Sanguinarin-Reduktasschle3end erfolgte die Bestimmung der
Sanguinarin-Reduktase-Aktivitat durch Zugabe vort¥A20 pM und Sanguinarin 7 uM und
Abstoppen der Reaktion mit MeOH/HCI (18 mM HCI )chalO0 min. Es wurde der
Fluoreszenzabfalls (Ex 485 + 20 nm und Em 580 i) zwischen den Probeg {Abstoppen
nach 10 min) und,{Abstoppen nach 0 min) gemessen, und daraus ieeKalibriergerade

der Abfall der Sanguinarinkonzentration bestimmt.

2.5 Computer-Modellierung und 3D-Homologie-Modell
(Kooperation mit M. Lawson und Prof. W. Sippl, litst fr Pharmazeutische Chemie, Martin-

Luther-Universitat, Halle)

Die Berechnungen wurden auf einem Pentium IV 2,2zQkhux-Cluster mit dem
Modellierungsprogramm MOE 2008.10 (Chemical CompwtiGroup) durchgefuhrt. Die
Sequenz der Sanguinarin-Reduktase wurde an degé&iattuktur des Proteins 1XQ6 (chain A)
mithilfe derBLOSOM35 Ersetzungsmatrix ausgerichizie generierten Strukturen wurden
dann mit dem AMBER99-Kraftfeld unter BerlUcksichtigudes Born-Solvatations-Modells
energieminimiert. Die stereochemische Qualitat wurdt der PROCHEK Software Uberpruft

und alle Parameter fiir eine gute Qualitat wurdéille(88,4 % in bevorzugten Bereichen,
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10,7 % in zusatzlich erlaubten Bereichen sowie%,B generell erlaubten Bereichen, keine
AusreilRer). Die separate Uberprifung, der in dag8marin-Reduktase zusatzlich enthaltenen
Schleife mit PROCHEK, zeigte bis auf die Aminosav@l'®® und Tyr'°alle Aminosauren in
bevorzugten oder erlaubten Bereichen. Die Konforomadles NADPH wurde durch
Uberlagerung des Protein-Riickgrates vom ModelSaaguinarin-Reduktase und der template-
Struktur des 1XQ6-Proteins ibernommen und energraggst. Das Sanguinarin wurde in der
Alkanolamin-Form in die Substrat-Bindungstasche oetr GOLD Software (Cambridge
Crystallographic Data Centre) mit Standardparametirs Programms gedockt. Von den
erzeugten Docking-Losungen wurde die mit erwartétesrichtung zu NADPH und zum
aktiven Serif?® zur nachfolgenden Energieoptimierung ausgewahit, die wahrend des
Docking als starr betrachtete Substrat-Bindunghtaa das Substrat anzupassen. Die visuelle
Uberprifung des Dockings wurden mit der MOE 2008SH@tware (Chemical Computing
Group) durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Das Gen und das Protein der Sanguinarin-Reduksa

3.1.1 Strukturaufklarung

Das Protein der Sanguinarin-Reduktase wurde aas2alikultur vonEschscholzia californica
isoliert [Weil3 et al. 2006]. Aus dem nativen, gereinigten Protein warderch Trypsin-
Spaltung erste Peptidfragmente gewonnen, welchk Bdman sequenziert wurden [Weil3
2004]. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgeewblistandige Strukturaufklarung. Dazu
wurden insgesamt acht Peptidfragmente nach Edmagueseiert (2.2.9) und aus den
Aminosauresequenzen degenerierte PCR-Primer atege(@.1.7). Mit mehreren Primer-
Kombinationen wurden PCR-Reaktionen am DNA-templateer cDNA-Bank von
Eschscholzia californicdurchgefiihrt [angelegt von W. Schwartze, Viehweget 2006]. Aus
den erhaltenen Amplimeren wurde eine HybridisiesdSgnde von 170 bp abgeleitet (Abb.
3-1), welche synthetisiert und zum Screening deesetDNA-Bank verwendet wurde. Unter
den gefundenen ca. zehn Klonen war mindesten®dii\eKlon, dessen Gen-Sequenz mit der
Sequenz der Peptidbruchstiicke korrelierte und eriads dem bekannten Molekulargewicht
der Sanguinarin-Reduktase [Wedl al. 2006] abgeschéatzten Aminoséure-Anzahl
Ubereinstimmte. Dieser wurde auch in der EST-DateklvonEschscholzia californicé-loral
Genome Network, Cornell University) identifizieiDie Expression dieser cDNA als His-
tag-Protein in Bakterien lieferte eine funktionelBanguinarin-Reduktase (3.1.3). Die
codierende DNA und die Aminosaure-Sequenz wurdanitdder Sanguinarin-Reduktase
zugeordnet (Abb. 3-1).
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MADSSKKLTVLLSGASG LTGSL

AFKKLKERSDK FEVRGLVRSEA

B K LGGGDEIFIGDISDPKT L

GAACCAGCTATGGAAGGAATTGATGCTTTGATAATTCTAACAAGTGCTAGBATGAAACC
EPAMEGIDALIILT  SAIPRMKP

IBEEEE £V I SGGRSEDV IDASF
TCAGGTCCAATGCCTGAATTTTATTATGATGAAGGACABAGAACAAGT TGATTGGATTGGA
SGPMPEFYYDEGQYPEQ VDWIG

CAGAAGAATCAAATTGATACTGCCTAAAAAAATGCEGTGTCAAACATATTGI TCTTGT TGGATCTATG
QKNQIDTAKKMG VK HIVLVGSM

GGTGGAT GT GACOCT GATCACT TCT TGAAT CATAT GGGAAAT GGAAATATTTTGATT T CLAAGAGA
GGCDPD  HFLNHMGNGNILIWKR

KIAEQYLADSGVPYTIIRA = GGLD

AACAAAGCCGGTGGAGTAAGGGAACTGTTGGTTGCTAAGGATGATETIITAL TGAAAAC
NKAGGVRELLVAKDDVL ~ LPTEN

GGGTTCATCGCTAGGGCCGATGTTGCTGAAGCTTGCGTTCAGGGIMIBEGAAGTGAA
GFIARADVAEACVQALE ~ IEEVK

AACAAAGCATTTGATTTGGGGTCAAAGCCAGAAGGAGTTGGTGAAGGGATRICAAGGC
NKAFDLGSKPEGVGEAT KDFK [~ |

CTATTTICTCAAGTTACTACTCCTITGA

ATGGCAGATTCATCTAAAAAGCTAACTGTTCTTCTTTCTGGAGCTTCAGGRGGTTCTCTT

GCATTCAAGAAATTGAAAGAAAGATCAGACAARAGETTAGAGGTCTGGTARGAGAAGCA

AGTAAACAAAAACTTGGTGGAGGAGATGAAATATTCATTGGTGATAATTCAAAAACCCTA

ACTGAGGAATTTACTGCTGAAATGATTAGTGGTGGAAGATCAGAAGABBTGCATCATTT]

A

AACCCTGAACAATATTTGGCTGATTCTGGAGTCCCATACACTATCATTAGGGCTGGREAGTT

AY

~
N

Abb. 3-1 Sequenz von Gen und Protein der SanguinarReduktase

In der Aminosaure-Sequenz sind die nach Edman semrigen Peptidfragmente rot unterlegt.

Die Bindungsstellen der verwendeten Primer sindlen DNA-Sequenz farblich wie folgt

dargestellt.
Primer F3 und F5%ot, F12graublay F18blau R22grtn, R30 und R3brange
Die Sequenz der Hybridiserungs-Sonde (PCR-Proditktiem Primern F12 und R22) ittt

dargestellt.
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3.1.2 Die Introns

Die Suche nach dem Gen der Sanguinarin-Reduktasgevsowohl mit der cDNA-Bank als

auch mit genomischer DNA durchgefihrt. Die aus gasoher DNA erhaltenen PCR-Produkte
wiesen gegenuber der cDNA-Bank eine groRe Anzabétziicher Basenpaare auf. Durch
Vergleich der Sequenzen dieser PCR-Produkte wuddanntrons ermittelt (Abb. 3-2). Das

vollstandige Gen und die Aminosaure-Sequenz degudaarin-Reduktase wurden in die NCBI-
nr-Datenbank eingestellt und sind unter GU338458nalbar.

3.1.3 Klonierung und heterologe Expression

Um grolBere Mengen des Sanguinarin-Reduktase PsoteinVerfigung zu stellen, wurde
dieses rekombinant hergestellt. Zur PCR-basiertaplAizierung des Gens wurde als template
das Plasmid der cDNA-Bank benutzt, welches den @&RBSanguinarin-Reduktase enthélt. Als
Expressionsvektor wurde das Plasmid pET-23d (AbB) Ausgewahlt, das sich fir heterologe
Expression von Proteinen alschscholzia californican E. coli (BL 21) bewahrt hatte
[Schwartze 2007]. Auf diese Weise wurde am C-teateim Ende des exprimierten Proteins ein
6-His-tag angefligt, wodurch die tbliche Reinigungemer Nf*-Matrix moglich wurde. Die
heterolog exprimierte Sanguinarin-Reduktase wurghe 1i00000xg-Uberstand der
Bakterienkultur nachgewiesen (Abb. 2-2 ) und aweseli Fraktion gewonnen. Die FPLC-
basierten Isolierung (2.2.5), lieferte eine Prdtektion, die ohne weitere Reinigung flr

enzymatische Experimente verwendet werden konnte.
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AATATTTTG Intron 1 ATTTGGAAG
N I L 95bpnachLl?2 I W K

MADSSKEKLTVLLSGASGLTGS LAFKKLKERSDEKFEVRGLVRESEASKOQKLGGGDEIFIGDT

EGOYPEQVDWIGOKNQIDTAKKMGVEKHIVLVGSMGGCDPDHE LNHMGNG REAEQ

YLADSGVPYTI T RAGHLDNKAGGVRELLVAKDDVLLPTENGF I ARADVAEANCYVOALEEE
VENKAF DLGSKPEGVGEATKDFEALFSQVTTPE

~

S

L ol

ATCATTAGE Intron 2 GCTGGAGGS
R 209bpnachR193 A G G

TGCGTTCAG Intron 3 GCTTTGGAG
C VvV O 107bpnachQ234 2 L E

Abb. 3-2 Das vollstandige Gen der Sanguinarin-Redu&se

Sequenz der Introns:

Intron 1

Intron 2

Intron3

GTGAGTTTTTTTTAATCTGACTCGTCTTACTTAAATAGATCCAAGACCTG
CCAAATATTGATTATTTAGATTAATCAAACATCATTGAAATGCAG
TAAAATGAGTTTTCTTTTACTTTTAACCCCATACAGTAAAATTTGAACTC
TGGTCTCTACTGGAAAAACACACAAAAACTATCTTAGGACTTCACTATAG
TAGAGTAGACTAATCAGCTATTGAGTGTTGTTTTTAGGGTTTAAGAATGG
TTCATTTGGTGAGATCTGTAGCAACCCCCTTATCTAATTGATGTATTGGG
TGAAACAGG

GTACATCTATCTTGCATTTATGGCATTTATGCAACCACACCTCGGTATTC
TGAAATCTGAATCGAAATCTGAATCTAAATCGCTTACTGTCGTCGTGATC
ATGACAG
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3.2 Enzymatische Parameter der Sanguinarin-Reduktas und der Einfluss der
Produkthemmung

Die enzymatische Charakterisierung der genuinen dexd rekombinanten Sanguinarin-
Reduktase erfolgte tGber die Bestimmung von Indiain der Produktbildung. Dafir wurde die
Rate der Dihydrosanguinarin-Entstehung bei verslgnen Sanguinarinkonzentrationen
fluorimetrisch quantifiziert. Die sehr ahnlichen uelreszenzeigenschaften von
Dihydrosanguinarin und dem gleichzeitig anweser@esubstrat NADP/NADPH machten eine
kontinuierliche Messung der Fluoreszenz des Predukinmoglich. Deshalb wurde ein
Endpunkt-Verfahren entwickelt, welches die Fluoesszder Cosubstrate durch Zusatz von HCI
ausschaltete und zugleich die Reaktion abstoppteABhangigkeit der so ermittelten Initialrate
von der Substratkonzentration ist in Abb. 3-3 dargié. Daraus geht hervor, dass die
Umsatzrate im Bereich < 0,5 uM zunéachst anstelggrtmalb von 0,5 pM Sanguinarin jedoch
stagniert bzw. abfallt, besonders beim genuineryBnba aus friiheren Experimenten bereits
Hinweise auf eine Produkthemmung existierten, wutde Einfluss des Produkts auf die
Umsatzrate im Folgenden n&aher untersucht. Abb. 3zéfgt, dass bereits geringe
Konzentrationen von Dihydrosanguinarin die Umsaézvan Sanguinarin drastisch verringern,
ohne dass diese Hemmung durch steigende Substzatkoationen aufgehoben werden kann.
In Gegenwart von 0,15 uM Dihydrosanguinarin fuhffiewobar die Bildung von weiterem
Dihydrosanguinarin (z. B. aus 2 pM Sanguinarin) einer vollstandigen Blockade der
enzymatischen Umsetzung. Diese Daten weisen aef mght-kompetitive Hemmung der
Sanguinarin-Reduktase durch ihr Produkt Dihydrosaregin hin und bestatigen frihere
Ergebnisse [Weilet al. 2006], wo ein Absinken der Umsatzrate bei steigende
Substratkonzentrationen > 5 uM gezeigt wurde. Destdusch des Cosubstrats NADPH gegen
NADH fihrte zu einer starken Verlangsamung der Reakund zur Aufhebung oder
Verminderung dieser Hemmung.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde festgdstdiss der Zusatz von 2 mM Glutathion
ebenfalls zu einer drastischen Verringerung der &imate der Sanguinarin-Reduktase fuhrt.
Diese Glutathionkonzentration ist auch in der iteakZelle zu erwarten (s. u.). Sanguinarin
bildet einen nichtkovalenten Komplex mit GlutathigRaczulla 2004] dessen
Dissoziationskonstante mit 400 uM durch Kapillakélephorese bestimmt wurde [H. H.
Rattinger, M. Vogel, W. Roos unver6ffentlicht].
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Auch in diesem Fall wird die Produkthemmung fadisténdig aufgehoben: Wie aus Abb. 3-4B
hervorgeht, bewirkt z. B. 0,1 uM Dihydrosanguingk&ine Verringerung der Umsetzung des
Sanguinarins. Offenbar fungiert der Sanguinarin-@&ihplex als Reservoir an freiem
Sanguinarin, welches geringe Substratkonzentratioineisetzt (ca. 1/6 des eingesetzten
Sanguinarins) und damit zu kleineren Produktbilduwaten fiihrt. Allerdings ist die gemessene
Umsatzrate nicht allein durch die aus der Dissoamtdes Komplexes resultierende
Gleichgewichtskonzentration an freiem Sanguinarihéebar. Wie aus Abb. 3-4A hervorgeht,
erlauben 0,5 pM Sanguinarin eine Umsatzrate von368. nKat/mg Protein. Dieselbe
Konzentration sollte als freies Sanguinarin im DBationsgleichgewicht des Sanguinarin-
GSH-Komplexes (K= 400 pM) vorliegen, wenn 3 pM Sanguinarin und & @lutathion
angeboten werden. Unter diesen Bedingungen wirdcfeceine Umsatzrate von nur ca.
60 nKat/mg Protein gemessen (Abb. 3-4B).

Es ist daher die Annahme naheliegend, dass diedfzeng des Sanguinarins aus dem
Sanguinarin-GSH-Komplex langsamer erfolgt als derbvauch am Enzym und deshalb die
verfligbare Substratkonzentration rasch unter di@z€otration aus dem Dissoziations-
Gleichgewicht absinkt. Damit wird die Produktbilduwerlangsamt. Die alternative Erklarung,
d. h. ein direkter Hemmeffekt des Glutathions aadg BEnzym, ist wenig wahrscheinlich, da bei
einer vergleichsweise langen Reaktionszeit (dielrmsetzung von ca. 86 % des Substrats
fuhrt) Glutathion keine wesentliche Verringerung densetzung bewirkt (Abb. 3-5 Saulen C
und D). Auch wenn also die langsame Substratfrrisgtaus dem Sanguinarin-GSH-Komplex
die initiale Umsatzrate limitiert, kann Uber larg&eit eine Nachlieferung des Substrats und der
Austausch gegen das Produkt erfolgen und damkatatytische Prozess weiterlaufen.

Die Daten aus Abb. 3-5 (Saule B) zeigen, dassiber ¥ erlangsamung der Substratumsetzung
Produktkonzentrationen gebildet werden kénnen, neelei direktem Zusatz die Umsetzung
stoppen. Wahrend in Gegenwart von Glutathion ca7 @M Dihydrosanguinarin gebildet
werden kénnen, wird ohne Glutathion die Reaktiarite durch 0,15 uM Dihydrosanguinarin
vollstandig gehemmt (Abb. 3-4A).

Ubereinstimmend mit den (weniger prazisen) Messuiage Umsatzrate aus friiheren Arbeiten
[Weil3 et al 2006, Weil3 2004] lasst sich feststellen, dassHlismmung der Sanguinarin-
Reduktase durch ihr Produkt Dihydrosanguinarin immdann abnimmt, wenn die

Produktbildungsrate verlangsamt ist. Dies stimmt de@m Wesen einer Produkthemmung
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Uberein, welches in einer zu langsamen Ablosung Rleslukts vom aktiven Zentrum,
verglichen mit der Geschwindigkeit der Bindung rnesebstratmolekile besteht.

Aus den genannten Grinden erfolgte der Vergleigietischer Parameter zwischen
verschiedenen Formen der Sanguinarin-Reduktasei(gegekombinant, mutiert) im Rahmen
dieser Arbeit stets in Gegenwart von 2 mM Glutathiduch wenn dabei die maximale
Umsatzrate des Enzyms nicht bestimmt werden konetéauben die geringen
Produktbildungsraten in Gegenwart von Glutathiameebattigungskinetik und damit einen
Vergleich von Initialraten bei verschiedenen Sudiktinzentrationen, d. h. eine Abschétzung
der Substrataffinitat der Sanguinarin-Reduktase@K9-0,31 uM, Abb. 3-6).

Vieles spricht dafiir, dass die Produkthemmung deg8inarin-Reduktase nur in vitro auftritt

und unter den Bedingungen der intakten Zelle keiegentliche Rolle spielt:

° Bei der im Cytoplasma zu erwartenden durchschefiiin Konzentration an Glutathion
von > 2 mM [Herrmann 2003] sollte die Konzentraties freien Sanguinarins nicht
mehr als 1/6 der Gesamtkonzentration betragen. dvén dargestellt, spielt unter
diesen Bedingungen die Produkthemmung keine wéseatRolle.

o Mit groRRer Wabhrscheinlichkeit findet in der Zelleeike Anreicherung von
Dihydrosanguinarin statt, sondern die Umwandlungseir Verbindung in
Dihydrochelirubin, Dihydromacarpin und weitere Ddrgalkaloide. Deren
Oxidationsprodukte haben eine geringe Affinitat Sanguinarin-Reduktase, sind
weniger toxisch und verlassen auf3erdem wiederelie BVeil} et al. 2006]. Fur diese
Umwandlung des primar gebildeten Dihydrosanguirgamspricht auch, dass die
Reduktion selbst hoher Konzentrationen (10-500 pidh extern angebotenem
Sanguinarin nicht gestoppt wird, sondern praktaahvollstandigen Umsetzung flhrt
[Weil et al. 2006].

Aus Abb. 3-6 geht hervor, dass unter dieser Beahggtrotz relativ hoher Schwankungsbreite

der Umsatzraten des genuinen Enzyms, die kinetisdbaten der genuinen und der

rekombinanten 6-His-Sanguinarin-Reduktase statlstischt unterscheidbar sind.
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Abb. 3-3 Umsatzraten der Sanguinarin-Reduktase

Die Messung der initialen Umsatzraten erfolgte naéund wurde bereits um den geringen
Anteil des nicht enzymatisch gebildeten Dihydrosangrins korrigiert. Die Daten sind
Mittelwerte £ SD (n = 8). Es wurden 15,3 ng/ml gereuund 14 ng/ml rekombinante 6-His-

Sanguinarin-Reduktase eingesetzt.
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Abb. 3-4 Enzymaktivitdt von 6-His-Sanguinarin-Reduktase, Einfluss von
Dihydrosanguinarin
Die Messung der initialen Umsatzraten erfolgte naéund wurde bereits um den geringen
Anteil des nicht enzymatisch gebildeten Dihydrosangrins korrigiert. Die X-Achse im Teil
B zeigt die aus der Dissoziation des SanguinarifkB8mplexes (2 mM GSH, K= 400 uM),
resultierenden Gleichgewichtskonzentrationen ameifne Sanguinarin. Die Daten sind
Mittelwerte £ SD (n = 8). Es wurden folgende Konzahonen der 6-His-Sanguinarin-
Reduktase eingesetzt.
A) 14 ng/ml in Abwesenheit von Glutathion

B) 336,3 ng/ml in Gegenwart von 2mM Glutathion
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Abb. 3-5 Einfluss des Glutathions auf die Sanguinam-Reduktase-Aktivitat, Vergleich der
Messung nach 10 s und 10 min

Saulen A und B: Die Messung der initialen Umsa&mdilO s Messung) erfolgte nach 2.3 und
wurde bereits um den geringen Anteil des nicht evatisch gebildeten Dihydrosanguinarins
korrigiert. Es wurden 5 pM Sanguinarin zugesetzt oraximal 10 % davon umgesetzt. Die
Daten sind Mittelwerte £ SD (n = 8). Es wurden taide Konzentrationen der 6-His-
Sanguinarin-Reduktase eingesetzt.

A) 0,014 mg/l in Abwesenheit von Glutathion

B) 0,3363 mg/l in Gegenwart von 2 mM Glutathionl{dgetes DHS 0,27 pM)

Saulen C und D : Die Enzymaktivitat wurde UberAimahme der Sanguinarin-Konzentration
nach 2.4 bestimmt. 7 uM Sanguinarin wurden durbmty/I genuine Sanguinarin-Reduktase
in 10 min zu ca. 86 % umgesetzt. Die Daten sindtédlmerte £ SD (n = 4) von
Fluoreszenzmessungen derselben Probe.

C) Abwesenheit von Glutathion

D) 1 mM Glutathion
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Abb. 3-6 Vergleich der Umsatzraten von rekombinantsn und genuinem Enzym

Die Messung der initialen Umsatzraten erfolgte naéund wurde bereits um den geringen
Anteil des nicht enzymatisch gebildeten Dihydrosangrins korrigiert. Die X-Achse zeigt die
aus der Dissoziation des Sanguinarin-GSH-Komple@esnM GSH, K, = 400 puM),
resultierenden Gleichgewichtskonzentrationen amerfine Sanguinarin. Die Daten sind
Mittelwerte = SD (n = 8). Es wurden 43,82 ng/ml gere und 336,3 ng/ml rekombinante 6-His-
Sanguinarin-Reduktase eingesetzt. Die RegressioKuleen als Michaelis-Menten-Kinetik
ergab folgende kinetische Konstanten:

genuine Sanguinarin-Reduktase, (@31 + 0,21 pM, ,, 115,7 + 31,9 nKat/mg)
rekombinante Sanguinarin-Reduktase, (K19 + 0,04 uM, ¥, 100 + 6,4 nKat/mg)
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3.3 Homologie-Modell der Raumstruktur der Sanguinam-Reduktase

3.3.1 Pflanzliche Homologe

Als Ausgangspunkt fir ein breiteres Verstandnishdelogischen Funktion der Sanguinarin-
Reduktase wurde eine Suche nach homologen Prot@nBflanzen unternommen. Dabei
wurden zahlreiche Proteine mit hoher Sequenzahkgithgefunden (Abb. 3-7). Alle
Homologen gehéren zur GroRfamilie der “Rossmanml fdIAD(P)H/NAD(P) binding
proteins”. Die groRte Ahnlichkeit unter den anndéia Proteinen besteht zu Nukleosid-
Epimerasen/Dehydratasen und 3R3-Hydroxysteroid-Drelgghasen aus Reis, Arabidopsis und
Mais. Fur diese in den Datenbanken dominierendéan®énspezies ist keine Sanguinarin-
Reduktase-Aktivitat bekannt. Wegen der relativiggen Prasenz von Proteinen anderer Spezies
in den zuganglichen Datenbanken ist die Auffinduog weiteren Homologen bzw. Proteinen
mit Sanguinarin-Reduktase-Aktivitdt nicht sehr wsdireinlich. Allerdings zeigte die
Progesteron-5i3-Reduktase aus Digitalis (dankensmegise von Dr. Muller-Uri, Universitat
Erlangen zur Verfigung gestellt), eine geringe Sarayin reduzierende Aktivitat (ca. 0,2 % der
rekombinanten Sanguinarin-Reduktase, Miller undsRpersénliche Mitteilung).

Fur ein Protein mit hoher Sequenzéahnlichkeit zurgdaarin-Reduktase, 1XQ6, das Produkt
des Gens At5902240, sind Rontgen-Strukturdatenrmligh (DOI1:10.2210/pdpl1XQ6/pdb), die
als Ausgangspunkt fir die Erstellung eines Homelddodells dienen konnten. Dieses Modell,
welches in Kooperation mit der AG Prof. W. Sippsteflt wurde, ist in Abb. 3-8 dargestellt.
Neben typischen Merkmalen von “Rossmann fold NABYR)AD(P)" binding proteins” (u. a.
die GX(X)GXXG-Bindedomane fiir NAD(P)H benachtbantenera-Helix) findet sich in der
Sanguinarin-Reduktase eine Bindungstasche, wetctieriLage ist, das Sanguinarin-Molekul
in der Alkanolamin-Form aufzunehmen. Dies wurdectubocking-Studien bestatigt (Vogs

al. 2010).

Von allen untersuchten pflanzlichen Homologen wstieeidet sich die Sanguinarin-Reduktase

vor allem durch folgende Merkmale:

° zwei Inserts von 4 und 13 Aminosauren (Insert 942EMI und Insert 102-114,
SEDVIDASFSGPM) und
° den Austausch einzelner Aminosauren, u.a=Gyssp™® Phé®? Met'®®. Dabei sind die

Unterschiede in der Nahe des putativen aktivenrderg von besonderer Bedeutung
(3.4)).
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SR_Ec - 3
At5g_1XQ6 - N 3
0s03g_NED - 3
AI29_NED - N3
Mt21_unbe G3
At2g_HSD MAMMTTTTTT FFHPLLPANT YKSGAVASSF VSVPRSSEQ FRSLVSDSTS ICGPSKFTGK NRRVSVTVSA 70
Zm22_NED 3
ZmM21_NED -------mmn mmmmmen omeee MATA AACVRVAS PF TGPPIWHPRH VISTRRGPRR AGLAVT. 43
VW22_NED - 3
Sb24_HSD ---------= —ommmmenn e MATA AACVRVAS PF TGAPLRHPSH VISARRGPRR AGLAVT. 44
Rc25_hypo --MATATRVP IRFPNNKYAC VAPSSPLFYL PCTAFTSF PL PESSALSFPS LSKTHNCKAG FRKLVA 68
Pt22_hypo P3
0s05g_HSD --------- ==-mmmmm —ooee- MTTI AARM---- PF AGPRLRPPCN LTASRPGPRR AGLAVVEA 39
Ps11 unbe 3
Cs21_NED - -

SR_Ec BBK-K
At5g_1XQ6 ----LP-

Os03g_NED BBAARP
Al29_NED ----LP-
Mt21_unbe BB---QT
At2g_HSD AATTEP
Zm22_NED BATSRP
Zm21_NED AAGGSP
Vv22_NED ----LP-
Sb24 HSD TGGGSP
Rc25_hypo MTDSTSS
Pt22_hypo B I

0s05g_HSD AGGPLP
Ps11_unbe B----AT
Cs21_NED --MSVRK

SR_Ec TE EfJAEMI
At5g_1XQ6 Q GF DK
0s03g_NED QB GF DPS----
Al29_NED Q KMKPGF Dff---
Mt21_unbe Q 1 QMKPGF D| ----K
At2g_HSD GF DPS----K
Zm22_NED QB GF DPS----K
Zm21_NED GF DPS----K
VW22 _NED Q BV GF DK
Sb24_HSD GF DPS----K
Rc25_hypo Q GF DK
Pt22 hypo Q GS DPS---K
0s05g_HSD D GF DPS----K

Ps11 _unbe Q GF DPS----K
Cs21 NED

SR_Ec
At5g_1XQ6
0s03g_NED

Al29_NED
Mt21_unbe
At2g_HSD
Zm22_NED
Zm21_NED
VW22_NED
Sb24_HSD
Rc25_hypo
Pt22_hypo
0Os05g_HSD
Ps11 unbe

SR_Ec
At5g_1XQ6
0s03g_NED N
AI29_NED
Mt21_unbe
At2g_HSD
Zm22_NED
Zm21_NED
VW22_NED
Sb24_HSD
Rc25_hypo
Pt22_hypo
0Os05g_HSD
Ps11 unbe
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Abb. 3-7 Vergleich der Aminosauresequenz der Sanguarin-Reduktase und ihrer
nachsten Sequenz-Homologen

Die Suche in der NCBI-pr-Datenbank wurde mit detlstandigen Peptid-Sequenz der
Sanguinarin-Reduktase unter Benutzung des BLASTgohmus und der BLOSUM 62

Matrix durchgefuhrt. Identische Aminosauren sindmarkiert. Weitere Informationen zu den
Proteinen enthélt die Tab. A-1 im Anhang.



SR_EC SR-Insert
1XQ6_At 102-114 /7

C-terminus KA

h

Abb. 3-8 3D-Homologie-Modell der Sanguinarin-Redukase

Die Sanguinarin-Reduktase (grau) sowie die alsi@efedienende Kristallstruktur des Proteins
1XQ6 (violett) sind Uberlagert und zusammen mit dggdocktem Substrat Sanguinarin und
Cosubstrat NADPH dargestellt. Der obere Teil zdag Riickgrat der Proteine sowie den Loop

des Inserts 102-114, im unteren Teil ist der Bérdies aktiven Zentrums vergrof3ert dargestellt.
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3.3.2 Homologe aus Bakterien und Mensch

Nach Erstellung des 3D-Modells konnte in Proteisdbinken nach Proteinen &hnlicher
Raumstruktur gesucht werden, welche nicht bertstseauenzhomologe Proteine erfasst waren
(Abb. 3-7). Uberraschender Weise wurden Proteinéihmilicher 3D-Struktur unter bakteriellen
und Humanproteinen entdeckt. Die drei ProteineemldRaumstruktur am besten mit dem
Modell tbereinstimmt, sind in Abb. 3-9 dargestelis handelt sich dabei um eine NAD-
abhangige Epimerase/Dehydratase &8aillus halodurans (NED-Bh), die humane
Biliverdin-IX-3-Reduktase (BVRB-Hs) und eine humdr#s-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
Typ 8 (17 HSD-Hs). Diese Proteine zeigen eine h®trakturahnlichkeit zum Modell der
Sanguinarin-Reduktase bzw. zum Protein 1XQ6, obwi@hAminosaure-Sequenzen erheblich
voneinander abweichen (Abb. 3-10). Fur keines diésgteine ist eine Sanguinarin-Reduktase-

Aktivitdt bekannt.
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BVRB_Hs

Abb. 3-9 3D-Struktur der Strukturhomologen

Mit dem FATCAT Web server und der Kristallstruktdes 1XQ6-Proteins wurde die
Uniprot_kb Datenbank durchsucht. Strukturen mieemittleren quadratischen Abweichung
(RMSD) unter 2.5 A wurden ausgewéhlt. Aminosauren Substrat-Bindungsregion sind
gekennzeichnet.

SR_Ec, Sanguinarin-Reduktag&schscholzia californica

NED_Bh, NAD-abhangige Epimerase/Dehydrat&seillus halodurans

BVRB_Hs, Biliverdin-IX-3-Reduktasdiomo sapiens

17BHSD_Hs, 17R-Hydroxysteroid-Dehydrogenadddno sapiens
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SR_Ec  [MEADSSK-{iT L- WBSLAFKER ERSDKFAENRG Ty — 49
NED_Bh -------- MR v K- VARYLLSE[ NKGH-- EPVA EQGPER-------- 40
BVRB_Hs VK-----K IAIF Q- PELTTLAQAV QAGYEWILV RDSBRLPS-- ---------- 42
17RHSD_Hs MIASQLQNER SABALVTBAG SBIGRAVSVR LAGEGAAA CDLDHIAABE TVRLLGGPGS 60

Bl ETSB RRVKE—— —E  EETBE 9%
AVZ.YNeTSe [l ptummu— 77

VIV BLGTRND LSBETVMSEG A-—--RNIV [BA 97
LEQV@CFS RASVVVSCA GITQIEELLH 114

SR_Ec- [B- BEDIF' BPISDPKT LEPEAM
NED_Bh --RER [BASIVVANLEED-- FSH [HFA

BVRB_Hs -E BP-RPAHV VAEBIDVLQAAD VDKT
17BHSD_Hs KEEPPHBNHA AF-----QAD VSE BRAAR-C

SR_Ec  WISGBRSEN IDASF BGPMP EFYYDEGQYP E KN AbT V BHIVL 155
NED_Bh ---- ADKTI L--=nmmmmm mmmmmeen - | LVBAIK T IQE | ERFI 112
BVRB_Hs KAIGVDKY ACT-- BAFL- ---------- -Lw PTKVPP RLQAVTDDHI RMHKVLRI&5143

17RHSD_Hs MISEDDWDKVI AVNLKGTFL- ---------- -VTQAAA BAL VSNGCRGSII NISS| fiBK\E 162

U

SR_Ec GC HFLNHEIGNGNEIW EQ BV GEDNK-ABM RELL JARCBV 214
NED_Bh TV Q--GP MINMR DDHIKRS SLD E-ESTG KVTVSPHFSE 169
BVRB_HSs -—--LKYVAV ~PPHIG-- --emmemem oo DQPLT AYTVTLOBRG PSRVIEHB- 180
17BHSD_Hs NVGQTNYAAS K--AGVIGLT QTEARHIGRH BIRCNSVLI§ FIATPMTQKE PQKVICRITE 220

SR_EcLL RTEN EACVQ ALEEEVKN ABDLGSKP@ VGEATKDFKA LFSQVTTPF 273
NED_Bh ITRS---- KVIAE LVDQQHTI( T BEVLNGDTP IAKVVEQL-- --------- 213
BVRB_Hs ---LGH- g ------ MLRC LTTD EYDGHS TYPSHQYQ-- ---------- =======-- 206

17RHSD_Hs MI BMGH-LGD PIBMIADVVAF LASED-SGYI TGTSVEVT@ LFM------- --------- 261

Abb. 3-10 Vergleich der Aminosauresequenz der Sangarin-Reduktase und ihrer
bekannten 3D-Homologen

Aminosauresequenzen der in Abb. 3-9 dargestellteteine mit hoher struktureller Ahnlichkeit
zum 3D-Modell der Sanguinarin-Reduktase. Identigaiménosauren sind rot markiert. Weitere

Informationen zu den Proteinen enthélt die Tab. iktAnhang.
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3.4 Gerichtete Mutagenese im Sanguinarin-Reduktagerotein

Das als template fur das 3D-Modell der SanguinBealuktase gewahlte Protein 1XQ6 wurde
kloniert und heterolog exprimiert. Das gereinigtéli§-Protein zeigte keine Reduktion von
Sanguinarin (Abb. 3-12). Fir die in Abb. 3-7 gereigHomologen der Sanguinarin-Reduktase
ist ebenfalls keine solche Aktivitat bekannt. Zwfldarung des katalytischen Mechanismus der
Sanguinarin-Reduktase wurde deshalb die Rolledipis nur in der Sanguinarin-Reduktase,
vorkommender Aminosauren untersucht, fur die dadv&idell in Abb. 3-8 eine Funktion im
Katalysemechanismus voraussagte. Zu diesem Zwexevaine Serie gerichteter Mutationen
durchgefuhrt. Als Ausgangspunkt diente das im pBd-¥ektor bereits klonierte Gen der
Sanguinarin-Reduktase. Das Einbringen der Mutatioagolgte mittels PCR (2.1.9);
anschlieBend wurde die als template dienende umdert® (methylierte) DNA durch die
Restriktase Dpn | entfernt [Weinet al 1994].

Zusatzlich zum Austausch der gewtinschten Aminoséurde in die Mutanten-DNA eine neue
Restriktase-Schnittstelle eingefiigt oder entfeunt, eine rasche Uberprifung der mutierten
DNA-Sequenz durch Restriktionsverdau zu ermoglicheifderdem erfolgte eine Kontrolle der
Mutagenese durch Sequenzierung der Plasmide. [peeEsion und Reinigung der Mutanten-
Proteine erfolgte analog zur Sanguinarin-Redukt&Sre Bestatigung der Aminosaure-
Austausche erfolgte durch Isolierung der Mutantemyitne (SDS-PAGE) und MS-basierte

Sequenzierung.

Im Folgenden werden die Veranderungen im Molekiil Si@anguinarin-Reduktase und die
Konsequenzen fir die Enzymaktivitat dargestellte Alessungen wurden in Gegenwart von
Glutathion ausgefuhrt, um die Produkthemmung diitydrosanguinarin gering zu halten
(3.2). Die Abhangigkeit der Enzymaktivitat von @anguinarinkonzentration ist in Abb. 3-11
dargestellt. Die dabei ermittelten kinetischen Kanten sind in Tab. 3-1 zusammengefasst. Sie
erlauben erstmals Aussagen zur Bedeutung distifRégtide und Aminosauren fir die

katalytische Aktivitat des Enzyms.

1. Deletion des Inserts 102-114102-114-Mutante)
Dieses Insert stellt eine Besonderheit der Sanguaiieduktase dar, da es in keinem der
Homologen vorhanden ist. Seine Deletion fuhrt nieei drastischen Abfall der katalytischen

Aktivitat dieses Enzyms. Da im 3D-Modell diese Raipttte weit von der Substrat-Bindetasche
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entfernt ist, muss ein allosterischer Effekt auf ditive Zentrum angenommen werden, welcher

die Raumstruktur auch in den vom Insert entferiRegionen verandert.

2. Austausch von SettAgegen Alanin (Séf-Ala-Mutante)

Ser*3ist in allen Homologen vorhanden und zusammereinér basischen Aminosaure an der
Interaktion mit den jeweiligen Substraten beteilghr wahrscheinlich fixiert Sétdie 6-OH-
Gruppe des Sanguinarins in Analogie zum MechanistensBiliverdin-1X-3-Reduktase des
Menschen [Pereirat al. 2001, Maines 2005]. Der Verlust der OH-Gruppe $le&> fiihrt zu

der erwarteten drastischen Reduzierung der SamyuiRaduktase-Aktivitat.

3. Austausch von Cystéihgegen Alanin (Cys-Ala-Mutante),

Austausch von Asparaginsatifegegen Asparagin (A$j3-Asn-Mutante),

Austausch von Histidift gegen Alanin (Hi$*-Ala-Mutante)

Das 3D-Modell legt eine Triade aus EYdiber Asp>® und His® nahe, welche Uber drei
Wasserstoffbriicken einen Dioxolan-Ring des Sangusdixiert und damit erheblich zur
spezifischen Substratbindung beitragt. Der dewdlidterlust an Enzymaktivitat sowohl der
Cys*’-Ala-Mutante als auch der HfS-Ala-Mutante unterstiitzen diese Vorstellung. Der
Austausch von Asp® gegen Asn hat nur einen geringen Einfluss auEdeymaktivitat. Dies
legt nahe, dass fur die Ausbildung der Triade daebGnylkomponente der Asparaginsaure,
nicht aber die OH-Gruppe essentiell ist. Die vomdelb geforderte Bindung des Substrates
durch das Hi$*wird durch den hohen KWert der Hi$**-Ala-Mutante unterstitzt, was flr eine
verschlechtere Substratbindung spricht. Erwartusgss liegt dann der Effekt der CysAla-
Mutation nicht primér in einer Veranderung der Affat (K,) sondern der katalytischen
Effizienz. Die Restaktivitat der Hi%-Ala- und Cys°’-Ala-Mutante konnte durch
Wassermolekiile erklart werden, welche (wenigerieifite) Wasserstoffbriicken zwischen den
jeweils verbleibenden Aminosauren bilden.

Die neu gefundene Rolle von C¥/sfiir die katalytische Aktivitat wird durch biochesahe
Experimente unterstitzt: die Reaktion des Sangum+Reduktase-Proteins mit lodacetamid im
Verhaltnis 2 nmol ICH2-CONH2 zu 1 nmol Protein fighzur fast vollstandigen Blockade der
Enzymaktivitat (Abb. 3-13). Da die Sanguinarin-Rledise nur zwei Cysteine enthalt, wovon
Cys*?konserviert ist und in fast allen Homologen (albae Sanguinarin-Reduktase-Aktivitat)

ebenfalls vorkommt, sollte CyS$fur die Aktivitat der Sanguinarin-Reduktase esigdirgein.
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4. Austausch von Phenylalatihgegen Prolin (Phé*Pro-Mutante)

Phe® befindet sich in der Nahe des katalytischen Zemslst jedoch im Protein 1XQ6 durch
Prolin ersetzt. Aufgrund seiner Ringstruktur bil@eblin starre Bereiche im Proteingertst und
hat damit einen starken Einfluss auf die Raumstiruktn Vergleich zu den unter 1. bis 3.
genannten Mutationen fuhrt der Austausch von*®Plygegen Pro zu einer geringeren (aber
signifikanten) Anderung der Enzymaktivitat. Die ‘Péeifung” des Proteingeriistes durch Prolin
kbnnte sich negativ auf den unter 1. erwdhntenst@ischen Effekt des Inserts 102-114

auswirken und dadurch die Enzymkatalyse beeinftusse

5. Austausch von MethiorfAgegen Leucin (M&P-Leu-Mutante )

Met**® wurde ausgewahlt, da es aufgrund der Voraussage3bBeModells am Rande der
potentiellen Bindungstasche liegt und deren Forpirifleissen konnte. Dieser Austausch hat
keinen Einfluss auf die Substrataffinitat der Sangun-Reduktase, wie der unverédnderte
K.-Wert zeigt. Er fuhrt jedoch zu einer messbarersd@echterung der katalytischen Effizienz,
was mit der oben genannten Vermutung vereinbaVetanderungen der Substratspezifitat
konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit nichietsucht werden, da aul3er Sanguinarin

andere Benzophenanthridine nicht in ausreichendarieit zur Verfigung standen.
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Abb. 3-11 Umsatzraten der Sanguinarin-Reduktase undexperimentell erzeugter
Mutanten
Die Messung der initialen Umsatzraten erfolgte na&y und wurde bereits um den geringen
Anteil des nicht enzymatisch gebildeten Dihydrosangrins korrigiert. Die X-Achsen zeigen
die aus der Dissoziation des Sanguinarin-GSH-Korgsde(2 mM GSH, K = 400 pM),
resultierenden Gleichgewichtskonzentrationen armefne Sanguinarin. Die Daten sind
Mittelwerte = SD (n = 8).
Es wurden folgende Proteinkonzentrationen eingesetz

6-His-Sanguinarin-Reduktase 336,3 ng/ml

A102-114-Mutante 1369,38 ng/ml

Ser**Ala-Mutante 886 ng/ml

Cys®’-Ala-Mutante 503,94 ng/ml

His'®-Ala-Mutante 156,31 ng/ml

Phe®-Pro-Mutante 555,56 ng/ml

Asp'*®-Asn-Mutante 70,05 ng/ml

Met'®®-Leu-Mutante 185,19 ng/ml



Tab. 3-1 Kinetische Parameter der Sanguinarin-Redutase und experimentell erzeugter
Mutanten
Die Daten basieren auf der Michaelis-Menten-Regoaster Kurven aus Abb. 3-11 und stellen

Mittelwerte + SD (n = 8) dar. Fur /K, ist die Summe der relativen Standardabweichung aus

V.. Und K, angegeben.

Enzyme Vmax Km Vma)!Km Vma)!Km
As Nr. , Austausch)(nKat/mg) (UM) (%)
SR 100+ 6,4 0,19+0,04 531+145 100

A102-114-Mutante 10,7 + 3,6 0,78 +0,41 13,7+11,82,5

Sef**Ala-Mutante 16,0 + 6,3 0,75+ 0,46 21,3+£21,1 04,

Cys®-Ala-Mutante 12,0+ 1,6 0,15+ 0,06 80,0+42,7 115

His'®-Ala-Mutante 47,9 + 8,2 0,58 £0,17 82,6 +38,0 ,615

Phé®-Pro-Mutante 51,2+7,1 0,44 +0,12 116 £ 47,7 022,

Asp®®Asn-Mutante 46,8 + 8,1 0,19 +0,10 250+ 174 47,1

Met*®-Leu-Mutante 61,5+ 6,2 0,18 + 0,05 342 + 129 64,5
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Abb. 3-12 Aktivitditsmessung des 1XQ6-Proteins
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Das vom Gen At59g02240 codierte Protein 1XQ6 wundalag zur Sanguinarin-Reduktase
kloniert und heterolog exprimiert (2.1.1.8). Dieg8enz wurde aus der TAIR-Datenbank,
(Stock-Nr. U13442) erhalten.

Die Messung der initialen Umsatzraten erfolgte na@&) und wurde bereits um den geringen
Anteil des nicht enzymatisch gebildeten Dihydrosangrins korrigiert. Die X-Achse zeigt die
aus der Dissoziation des Sanguinarin-GSH-KomplegiZesnM GSH, K, = 400 pM),
resultierenden Gleichgewichtskonzentrationen ameifne Sanguinarin. Die Daten sind
Mittelwerte £ SD (n = 8). Es wurden 14815 ng/ml oglbinantes 6-His-1XQ6-Protein

eingesetzt.
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Abfall von Sanguinarin [uM]

1 mM GSH 20 nM lodacetamid, 20 nM lodacetamid,
nach 30min sofort
1 mM GSH 1 mM GSH

Abb. 3-13 Hemmung der Sanguinarin-Reduktase durchddacetamid

Die Enzymaktivitat wurde Gber die Abnahme der Samayin-Konzentration gemessen. Der
Zusatz des lodacetamid und die Messung der SanguiRaduktase erfolgten wie unter
Methoden (2.4) beschrieben. Die Daten sind Mittalkgex SD (n = 4) von
Fluoreszenzmessungen derselben Probe.

A) Zur Sanguinarin-Reduktase wurde Glutathion zegt, nach 40 min erfolgte die
Aktivitatsbestimmung.

B) Die Sanguinarin-Reduktase reagierte 30 min lodacetamid, anschlielend wurde
Glutathion zugesetzt, nach 10 min erfolgte die Witdisbestimmung.

C) Zur Sanguinarin-Reduktase wurde Glutathion zeigésnach 10 min erfolgte die Zugabe

von lodacetamid, nach 30 min erfolgte die Aktistégstimmung.
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3.5 Immunologische Unterscheidung zwischen der Samigarin-Reduktase und dem
Homologon 1XQ6

Die kinetischen Eigenschaften der Mutanten zeigemstarksten Effekt bei der Deletion des
Inserts 102-114. Die Struktur dieses Inserts kommte3D-Modell nicht detailliert erfasst
werden, da eine homologe Struktur in allen bisméensuchten Proteinen mit Ahnlichkeit zur
Sanguinarin-Reduktase nicht enthalten ist. Das Hogme-Modell legt jedoch nahe, dass sich
dieses Insert als Loop an der Oberflache des Redefindet. Deshalb wurde versucht, mithilfe
selektiver Antikorper diesen Strukturunterschiedhzaweisen. Dazu wurden sowohl die
heterolog exprimierte Sanguinarin-Reduktase ald alas 1XQ6-Protein zur Provokation
polyklonaler Antikérper genutzt . FUr die Hersteljuder Antikbrper wurden gré3ere Mengen
der beiden rekombinanten Proteine benotigt, westhalProduktion im Fermenter (2.1.1.6.2)
durchgefuhrt wurde. Die Reinigung erfolgte analegndbisher benutztem Verfahren (2.2.5).
Die Immunisierung von Kaninchen und Herstellung vartiseren wurde in der AG Dr. U.
Conrad, Institut flir Pflanzengenetik und Kulturpitanforschung in Gatersleben durchgefihrt.
Die Anschlie3ende Isolation der Immunglobuline gyt nach 2.2.2.1.

Aus den Western-Blots in Abb. 3-14 geht hervorsais gegen die Sanguinarin-Reduktase und
gegen das 1XQ6-Protein hergestellten Antikorpesattlich unterschiedliche Bindespezifitat
besitzen. Wahrend der anti-1XQ6-Antikdrper beidetig@ne detektiert, reagiert der
anti-SR-Antikorper mit dem Protein der Sanguin&ieduktase, nicht aber mit 1XQ6. Da sich
beide Proteine in ihrer 3D-Struktur im wesentlichendurch das Insert 102-114 unterscheiden
(vgl. Abb. 3-8), ist es wahrscheinlich, dass deti-8R-Antikorper spezifisch dieses Epitop
bindet.

In Zellhomogenaten ausschscholzia californickbnnen beide Antikorper die Sanguinarin-
Reduktase detektieren, wahrend im Zellhomogenat Aabidopsis thalianakein Protein
detektierbar ist. Fir 1XQ6 ist dies zunachst Ulsetrand, da es sich um ein Protein aus
Arabidopsis thaliandandelt. In der hier verwendeten Zellkultur isjegioch nicht vorhanden.
Die erfolgreiche Etablierung der Antikorper bie@he Moglichkeit zur immunologischen
Differenzierung der Sanguinarin-Reduktase von itHlemologen. Dies kann die Suche nach

den evolutionaren Vorlaufern dieses Enzyms wesgndrleichtern.
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Abb. 3-14 Western-Blot zum Vergleich der Antikbrpergegen die Sanguinarin-Reduktase
und das 1XQ6-Protein
Die Nitrocellulose-Membran wurde nach dem Blottesghnitten und ein Teil mit dem
Antikdrper gegen die Sanguinarin-Reduktase in demdWnnung 1:5000 behandelt. Fir den
zweiten Teil wurde der Antikérper gegen das 1XQ6t€in in der Verdiinnung 1:5000 benutzt.
Als sekundarer Antikorper diente fur beide Teile miit Meerrettichperoxidase markierter Anti-
Kaninchen-Antikdrper aus Rind in der Verdiinnunaoo.
Folgende Proteine wurden jeweils doppelt aufgetrage

Spur 1 Zellhomogendschscholzia californic@ pg

Spur 2 Zellhomogenarabidopsis thalian& pg

Spur 3 6-His-Sanguinarin-Reduktase 5 ng

Spur 4 6-His-1XQ6 Protein 5 ng
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4. Diskussion

4.1 Sanguinarin-Reduktase und die Entgiftung von Bezophenanthridinen
Ausgehend von der hohen Cytotoxizitat der Benzoahtmidin-Alkaloide und der deutlich
geringeren Cytotoxizitat der Dihydroalkaloide [ Daket al 2006a , Janovskeat al 2010, Kap.
1.3], kann die Sanguinarin-Reduktase als Entgitengym betrachtet werden, welches dem
Schutz der Zellen voschscholzia californicaor dem selbst produzierten Toxin dient.
Das genuine Enzym ist in intakten Zellen zur Umwand enormer Alkaloid-Konzentrationen
in der Lage, wie aus der Reduktionskapazitat ietakellen hervorgeht: 500M Sanguinarin
wird mit einer Rate von ca.5 nmol/min/Mio. Zellemgewandelt [Weilet al2006]. Das
isolierte Enzym zeigt dagegen besonders bei holi@aldddkonzentrationen eine weit geringere
Kapazitat, weil es nach kurzer Zeit durch sein Bkv@ihydrosanguinarin gehemmt wird (3.2),
[Weil3 et al. 2006].
Dieser Unterschied kommt sehr wahrscheinlich durelei wichtige Eigenschaften der
Produzentenzelle zustande: Das in den Zellen vadran Glutathion verringert infolge der
Komplexbildung mit Sanguinarin die Rate der Protuduing und die Anh&ufung von
Dihydrosanguinarin wird durch seine Umsetzung Zuen@ubstituierten Alkaloiden verhindert.
Die zellulare Schutzfunktion der Sanguinarin-Redsktkann also nur zusammen mit ihrer
Einbettung in die Biosynthese und der Komplexbilgldes Sanguinarins mit Glutathion zum
Tragen kommen. Die Existenz eines Zyklus aus Aufr@hReduktion, Metabolisierung und
Wiederausscheidung (1.4) dient deshalb nicht nugeiahrlosen Nutzung des Sanguinarins als
Phytoalexin, sondern auch der Aufrechterhaltung mguinarin-Reduktase-Aktivitéat, das
heil3t der Verhinderung der Produkthemmung. Destralthien es sinnvoll, die in dieser Arbeit
vorgenommenen Aktivitdtsmessungen in Gegenwart iderCytoplasma gemessenen
Glutathion-Konzentration durchzufthren.
Der molekulare Mechanismus der Hemmwirkung des @ibganguinarins auf die Umsetzung
des Sanguinarins ist bisher unklar. Allerdings sipea mehrere Beobachtungen dafir, dass die
Hemmung auf einer zu langsamen Freisetzung deuRi@®im Vergleich zur Substratbindung
beruht.
° Bei einer Verlangsamung der Substratumsetzung kbriP@duktkonzentrationen
gebildet werden, welche bei direktem Zusatz die &tmshg stoppen. Wie aus Abb. 3-5

hervorgeht, werden in Gegenwart von Glutathion QAT des Produktes gebildet;
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dagegen wird bei direktem Zusatz ohne GlutathienRbBaktion bereits durch 0,15 uM
Dihydrosanguinarin vollstandig gehemmt (Abb. 3-4A).

° Wenn anstelle von NADPH das weniger geeignete GisattNADH verwendet wird,
lauft die Reaktion deutlich langsamer ab, es wedorh keine Produkthemmung
beobachtet [Weit al. 2006].

Damit ist die nicht-kompetitive Hemmung der Subtitirdung durch das am Enzym

verbleibende Produkt im Augenblick die wahrschelmdie Erklarung fur das Verhalten des

isolierten Enzyms.

4.2 Reaktionsmechanismus der Sanguinarin-Reduktase

Die unter 3.4 dargestellten Effekte der gezieltemadenese auf die Enzymaktivitat weisen

besonders auf die Bedeutung der Aminosaureti*séys>’ und Hig® hin.

In Analogie zu dem strukturhomologen Enzym BilivartX-3-Reduktase des Menschen

[Pereiraet al 2001, Maines 2005 ] ist daher folgender Ablauf iatalyse wahrscheinlich

(Abb. 4-1):

° Das Sanguinarin wird in eine hydrophobe Bindungs$tasingepasst, die u.a. durch
Met'®® begrenzt wird. Die Fixierung des Substrats erfdigich das S&°. An dieser
Position befindet sich diese Aminosaure auch endllomologen Enzymen. Im Falle der
Sanguinarin-Reduktase wird die Spezifitdt der Bmglw.a. durch die Triade
Cys™/Asp*¥His'®* gewahrleistet, welche eine Wasserstoffbriicke ziowdbanring am
Ring D des Benzophenanthridins ausbildet. Der aa@ibxolanring (am Ring A) wird
durch die Seitenkette des L{Hixiert.

o Der Angriff des Hydrid-lons des NAD(P)H erfolgt addis C6 der Alkanolaminform des
Sanguinarins. Die Abspaltung der dortigen OH-Grugpmoglicht die folgende
Wasserbildung mit einem Proton des'Sebas entstehende Anion wird durch das in
der Nahe befindliche Kation des LE{sstabilisiert.

Die Sanguinarin-Reduktase nutzt also sehr wahmshtieiden Basis-Reaktionsmodus einer

grof3en Gruppe der “Rossman fold”’-NAD(P)H-abhangiBexduktasen [Vogel et al. 2010].

Mindestens zwei vom aktiven Zentrum entfernte Stirdn haben einen allosterischen Einfluss

auf die Proteinkonformation: das Insert 102-114 dasl Ph¥&? welches ein Prolin ersetzt und

damit eine hdhere Flexibilitat ermoglicht. Der Hirsls dieses Inserts (und eventuell des Inserts
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94-97) kann durch das erstellte Homologie-Modetihhiabgebildet werden, da beide im

template-Protein 1XQ6 nicht vorkommen.
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Abb. 4-1 Schema des postulierten Mechanismus der Eymkatalyse
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4.3 Homologe der Sanguinarin-Reduktase

Die hohe Sequenzhomologie mit zahlreichen pflahelic Enzymen aus der Gruppe der
“Rossmann fold NAD(P)H/NAD(P)binding proteins” und die Anwesenheit der typisthe
Sequenzmotive (Bindestelle fir NAD(P)H: GX(X)GXXGetlv, Bindungsstelle fir das zu
reduzierende Substrat: Serin mit Histidin oder hyflereireat al. 2001, Lukacilet al. 2006,
Smithet al 2008, Cheret al 2009] ) zeigt die Zugehorigkeit der SanguinargdBktase zu
dieser Protein-GroRfamilie. Eine besonders weitngbeAhnlichkeit existiert mit NAD-
abhangigen Epimerasen/Dehydratasen oder Hydrogigteehydrogenasen . Untersuchungen
der Arbeitsgruppe von Prof. Roos zur Verbreitung $nguinarin-Reduktase zeigen sowohl
typische Sequenzen des Sanguinarin-Reduktase-Geraich die Aktivitdt des Enzyms in
weiteren Pflanzen, welche zur Bildung von Benzopingmridinen in der Lage sind [H. Muller,
W. Roos unveroffentlicht].

Die vorhandenen 3D-Daten fur ein vermutlich "funkisloses" Protein dieser Familie (1XQ6)
erlaubten die Erstellung eines 3D-Modells, das essgits zur Suche nach Proteinen mit
homologen Raumstrukturen verwendet werden konweleh® Strukturanaloga sind bisher nicht
als pflanzliche Proteine in zuganglichen Datenbanleefasst, aufgrund der hohen
Sequenzahnlichkeit mit 1XQ6 ist jedoch eine ahai@D-Struktur fur die in Abb. 3-7 und
Tab. A-1 aufgefihrten Homologe zu erwarten.

Die Suche nach Strukturhomologen der SanguinardulRase fuhrte jedoch auch zu Proteinen,
deren Aminosauresequenzen nur wenig mit der Saago+Reduktase tbereinstimmen, trotz
einer hohen Strukturdhnlichkeit. Diese Proteinenstan aus Datenbanken fir bakterielle und
Humanproteine und zeigen meist ahnliche Enzymad#tiiind -spezifitat, d. h. als NAD-
abhéangige Epimerase/Dehydratase oder Hydroxyst&reiydrogenase. Das Sequenzmotiv der
fur die Aktivitat wichtige Triade aus Cy¥Asp“¥His'®* wurde ebenfalls in Bakterien
aufgefunden [Zeidler 2008]. Offenbar kbnnen diedi# katalytische Aktivitdt wesentlichen
Strukturmerkmale durch Protein-Doméanen mit unteestiftther Aminosauresequenz gebildet

werden.
4.4 Evolution der Sanguinarin-Reduktase

Obwohl die Suche nach Homologen des SanguinarindRaske Proteins wesentlich durch den

Bestand der verfligbaren Datenbanken bestimmt Wisdt sie doch den Schluss zu, dass die

73



Evolution von Proteinen mit hoher struktureller Abhkeit zur Sanguinarin-Reduktase von
mindestens zwei verschiedenen Vorlauferproteinsgegangen ist.

Auf der einen Seite stehen Proteine aus heutigean®&dn, die eine hohe Sequenzidentitat
aufweisen und mit relativ wenigen Mutationen (etlmaert 102-114, Cys, Phe®) die
Enzymaktivitat der Sanguinarin-Reduktase erwerb@énnkn, wie am Beispiel von 1XQ6
gezeigt wurde. Die hohe Sequenzahnlichkeit diesempichen Homologen legt einen
gemeinsamen Vorlaufer nahe. Dieser konnte bereiteruden Cyanobakterien, den
evolutionaren Vorlaufern der rezenten Chloroplastaristanden sein. Die in den Protein-
Datenbanken gefundenen Sequenzhomologen schlie@ehlsProteine aus Pflanzen als auch
Cyanobakterien ein und wurden in zahlreiche Artefuigden (Proteine aus 43 Arten zeigen
e-Werte< 1€'®). Es scheint sich daher bei dem Vorlaufer deanaflichen “Rossmann fold”-
Proteine um ein evolutionar sehr altes ProteinandklIn, das in rezenten Arten weit verbreitet
ist. Auf der anderen Seite stehen Enzyme ahnliRaemstruktur, die offenbar aus Proteinen
anderer Aminosauresequenzen hervorgegangen siesk BProteine stammen aus Organismen

mit gro3er genetischer Distanz untereinander uniéftainzen.
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5. Zusammenfassung

1. Die Sanguinarin-Reduktase katalysiert die Radulder cytotoxischen Benzophenanthridin-
Alkaloide, bevorzugt des Sanguinarins, zu den eattignden Dihydro-Alkaloiden. Das Enzym
ist ein I6sliches cytoplasmatisches Protein unaiudt die Wiederaufnahme und das Recycling

der in die Zellwand der Produzentenzelle ausgedehien Benzophenanthridine.

2. Ausgehend vom isolierten Enzymprotein wurde abelierende DNA der Sanguinarin-
Reduktase in einer cONA-Bank v&schscholzia californicesoliert, kloniert und in Bakterien
heterolog exprimiert. Nach Identifizierung des stihdigen Gens aus der genomischen DNA
dieser Pflanze konnten auch die Introns der SaaguiReduktase bestimmt werden. Die
Sequenzen des gesamten Gens, der cDNA und degBidee Sanguinarin-Reduktase wurden
in die NCBI-nr-Datenbank eingestellt (GU338458).

3. Zur Aktivitatsbestimmung der Sanguinarin-Reds&tsvurde ein auf der Fluoreszenz des
Produkts (Dihydrosanguinarin) basierendes Endp\ektahren entwickelt. Die isolierte
Sanguinarin-Reduktase wird erheblich durch ihr Bkbdihydrosanguinarin gehemmt. Diese
Hemmung spielt in der intakten Zelle keine wesehdiRolle, u. a. weil das im Cytoplasma
anwesende Glutathion einen Komplex mit Sanguirahdet. Hochstwahrscheinlich kontrolliert
die Geschwindigkeit der Freisetzung von Sanguinausmdem GSH-Komplex die Umsatzrate
und vermindert damit eine Anhaufung des hemmendeduRts am Enzym.

Die katalytischen Parameter wurden daher in Anwesiervon Uberschissigem Glutathion
ermittelt. Unter diesen Bedingungen zeigen dasrbleig exprimierte, mit His-tag versehene
Enzym und die native, ausschscholziaalifornica isolierte, Sanguinarin-Reduktase nahezu

identische Umsatzraten und kinetische Parameter.

4. Die Sanguinarin-Reduktase gehort aufgrund h8eguenzéhnlichkeit zur Grof3familie der
“Rossmann fold NAD(P)H/NAD(P)binding proteins”. Unter den pflanzlichen Homologst

das Protein 1XQ6, fur welches Rontgenstrukturdateriiigbar sind. Diese erlaubten die
Aufstellung eines 3D-Homologie-Modells und Docki8gsdien mit Sanguinarin (Kooperation
mit AG Prof. Sippl). Dieses Modell fuhrte zur Aufiung weiterer Homologe aus Bakterien

und dem Menschen, welche eine hohe Ahnlichkeit 8BrStruktur, aber geringe
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Sequenzhomologie mit der Sanguinarin-Reduktaseepeigmmunologische Versuche
ermoglichen die Unterscheidung zwischen der SaagaiiReduktase und homologen Proteinen
wie z. B. 1XQ6. Diese Ergebnisse sprechen fur Eir@ution von strukturellen Homologen der

Sanguinarin-Reduktase aus verschiedenen VorlauéeiRen.

5. Die sich aus dem 3D-Modell ergebenden Vorhersage Substratbindung und zum
katalytischen Mechanismus der Sanguinarin-Reduktasden durch eine Serie gerichteter
Mutationen Uberpruft. Der weitgehende Verlust dataktischen Effizienz nach Austausch
eines konservierten Serin und weiterer, nur imvaktiZentrum der Sanguinarin-Reduktase
vorkommender Aminosauren bestatigte einen katalygis Mechanismus der Umsetzung von
Sanguinarin mit NAD(P)H, welcher u.a. analog zuiM8rdin-Reduktase des Menschen ablauft.
Den starksten Einfluss auf die enzymatische Akiivihat die Deletion eines nur in der
Sanguinarin-Reduktase vorhandenen Inserts von 1#hd@s@uren, welches offenbar einen

starken allosterischen Effekt auf die Struktur ughktion des aktiven Zentrums ausubt.
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AKT
AP
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As
ATP
BCA
Berb
bidest.
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cDNA
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CYP
Da
DH...
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DNA
DNAse
dNTPs
DTE
EGs
EDTA
ELISA
Em
ER
EST
EtOH
Ex

ATP binding cassette
Arbeitsgruppe

auch PKB Proteinkinase B
Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
Aminosaure
Adenosintriphosphat
Bicinchonséaure

Berberin

zweifachdestilliert
Basenpaare

copy-DNA

Chelerythrin

Coptisin

Cytochrom P450

Dalton

Dihydro...

Dihydrosanguinarin
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithioerythritol

effective concentration 50 %
Ethylen-Diamin-Tetraacetat
enzym linked immuno sorbent assay
Emission

Endoplasmatisches Reticulum
expressed sequence tag
Ethanol

Exzitation
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FPLC
Xg
GSH
GTPase
HPLC
HSD

MALDI-TOF
MAP-Kinasen
MIC

MDR

MeOH

MS

NADH
NADPH
NCBI

NED

ODgyp

ORF

PAGE

PBS

PCR

PIPES
PMSF

RSA

RNA
RNAse

rpm

fast protein liquid chromatography
relative Zentrifugalkraft
Glutathion
Guanosintriphosphat Hydrolase
high performance liquid chromatography
Hydroxysteroid-Dehydrogenase
inhibitory concentration 50 %
Immunglobulin G
Isopropyle-D-thiogalactopyranosid
Dissoziationskonstante
Michaelis-Menten-Konstante
matrix assisted laser dissorption ionieattime of flight
Mitogen aktivierte Proteinkinasen
minimal inhibitory concentration
multidrug resistance
Methanol
Massenspektometrie
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
National Center for Biotechnology Information
NAD-abhéngige Epimerase/Dehydratase
optische Dichte (Absorption) bei 600 nm
open reading frame
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphat buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chauticeg
Piperazin-1,4-bis-ethansulfonsaure
Phenylmethylsulfonfluorid
Rinderserumalbumin
Ribonukleinsaure
Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute
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Sang
SD
SDS
SR
Tab.
TAIR
TBST
TEMED

Tris

UDP

max

Nukleinsauren

A Adenin C Cytosin

Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin

G Gly Glycin

H His Histidin

Sanguinarin
Standardabweichung
Natrium-Dodecylsulfat
Sanguinarin-Reduktase

Tabelle
The Arabidopsis Information Resource
tris buffered saline with Tween
Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
U Unit
Uridindiphosphat

maximale Reaktionsgeschwindigkeit

G Guanin T Thymin
I lle Isoleucin R Arg Arginin
K Lys Lysin S Ser Serin
L Leu Leucin T Thr Threonin
M Met Methionin V Val Valin
N Asn Asparagin W Trp Tryptophan

P Pro Prolin
Q GIn Glutamin

Y Tyr Tyrosin

Alle weiteren im Text verwendeten Abkirzungen werdeekt erklart oder als bekannt

vorausgesetzt.
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Anhang

Tab. A-1 Sequenzhomologe Proteine zur Sanguinarindfluktase
At, Arabidopsis thalianaOs,Oryza sativaAl, Arabidopsis lyrata subsp. lyratdit, Medicago
truncatulg Zm, Zea maysVyv, Vitis viniferg Sb,Sorghum bicolarRc, Ricinus communj<t,

Populus trichocarpaPs,Picea sitchensjCs,Cyanothece sp.

Proteinname Gene ID gi code As- Ident
zahl (%)

1XQ6-A, At At5g02240 0i5655464 253 66

NAD-abhangige 0Os03g0822200 ¢115456265 257 66

Epimerase/Dehydratase, Os

NAD-abhangige 9307033 0i297806159 253 65

Epimerase/Dehydratase, Al

unbekanntes Protein, Mt 117072336 255 65

Chloroplasten Protein, At2937660 0j18404496 325 64

putative 3R-HSD, At

NAD-abhangige 100282579 gi226499246 257 64

Epimerase/Dehydratase, Zm

NAD-abhangige 100194029 gi212722290 298 64

Epimerase/Dehydratase, Zm

NAD-abhangige 100247687 gi225440390 253 64

Epimerase/Dehydratase, Vv

putative 3R-HSD, Sb 8068663 |B12086601 299 64

hypothetisches Protein, Rc 8260244 | 255580317 323 64

hypothetisches Protein, Pt 7487262 | 2614090705 251 64

putative 3R3-HSD, Os Os05g0110300 |1d9i5461679 293 63

unbekanntes Protein, Ps | 516782559 254 63

NAD-abhangige YP_002372110 @i|218246739 257 54

Epimerase/Dehydratase, Cs PCC8801
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Tab. A-2 Strukturhomologe Proteine zur SanguinarinReduktase

Bh, Bacillus haloduransHs,Homo sapiens

Proteinname Nr. Ident Gene ID gi code As- Ident
uniprot zahl (%)

NAD-abhéngige Q9KCP9 890529 0j197725368 213 19

Epimerase/Dehydratase, Bh(3E8X)

Biliverdin IX 3-Reduktase, P30043 BLVRB gi|1339967 206 11

Hs (1HDO)

173-HSD 8, Hs Q92506 HSD17B8 spQ92506 261 10
(2PD6)
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BsrG |

rruB T2: Basen 58-85 (c) I

M13
Fefvard ccdB

BsrG | BsrG |

mmB T1: Basen 217-260 {(c)

M13 Forward: Basen 327-342

attP1: Basen 360-591

BsrGI: Basen 442, 1232, 2689

cedB : Basen 987-1292 (c)
Chloramphenicol: Basen 1612-2295 (c)
atiP2: Basen 2543-2774 (c)

M13 Reverse: Basen 2816-2832
Kanamyein: Basen 2899-3714 (c)

pUC orngin: Basen 4045-4718

{c) = liegt auf dem komplementiren Strang

M13 Forward {-20)

312 GACGTT'GTAA AACGACGGCC A(IETCTTAAGC TCGGGCCCCA
AGCCCGGGIGT

AATAATGATT TTATTTTGAC
TTATTACTARA AATARAACTG

38] TGATAGTGAC CTGTTCGITG CAACARATTG ATGAGCLATG
ACTATCACTG GACAAGCAARC GTTGTTTAAC TACTCGTTAC

CTTTTTTATA ATG CCA ACT
GARARAAMTAT TAC GGT TCA

atiLll
Bsr(G |
440 T A sAL ARG EEN ENAfff NAC CCA
AAC ATG TTT TTT CGT CCN e NTG GGT

Bsr(G 1

|
ACT TTC TTG TAC AAA
TGA AAG AAC ATG TTT

2696 GTT GGC ATT ATAAGAAAGC ATTGCTTATC AATTTGTTGC AACGAACAGG TCACTATCAG
CAA CCG TAA TATTCTTTICG TAACGAATAG TTAAACAACG TTGCTTGTCC AGTGATAGTC

attl.2

2755 TCAAARATAAA ATCATTATTT GCCATCCAGC TGATATCCCC
AGTTTTATTT TAGTAATARR CIGGTAGGTCG

M13 Reverse
[
2815 GGTCATAGCT GTTTCCT&GC AGCTCTGEECC CETGETCTCAA

TATAGTGAGT CGTATTACAT

AATCTCTGAT GTTACATTGC
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Abb. A-1 pDONR™222 Vektorkarte

T1, T2 Sequenz zum Beenden der Transkription

M13 Forward, M13 Reverse Primer-Bindungsstelle

Chloramphenicol, Kanamycin Resistenz-Gene zur 8elek

ccdB Gen kodiert fur ein die bakterielle Gyrase inhriendes Protein
attP1,attP2,attL1, attL2 Bereiche aus der DNA dés Phagen zur Rekombinations-
klonierung (GatewdyTechnology)

pUC origin Replikationsursprung zur Plasmidvermeigru

Die in den Vektor klonierte cDNA métt-Bereichen ist hellblau markiert.



Xho l(158)
pET-23d (3663bp) Not I(166)
Eag l{166)
Hind lli{173)
Sal lg179)
Hinc llg181)
Sty Iis7) Sac l(190)

o EcoR l(192)
Bpu1102 I'SJ_' _I BamH l(198)

Nhe l{231)

Nde l(238)

Xba li278)

Bal ll(324)

Msc l(258)
Dsa l(2e0)
Bpu10 l4e4)
Bbs I(s08)

T7 Promoter {303-319)
T7 Transkriptionsstart (302} NgoA IV(as25)
T7-tag (207-239) Drd I(3420)
His_tag (140_157) Dra lllga424)
T7 terminator (26-72)

"""

i

Anderungen zu pET-23a
Nea 1 (234)

Nhe 1(229) Bsg ls48)
ab Position 239 Eco47 like42)
3 bp abzichen
BsaH lj2e1e)
Sca l(2781) pET_23a(+)
(3666bp) Pvu lig7e)
Pvu l(2e51)
ens) Tth111 I(1133)
Pst l2528 Bst1107 li1159)
Bal l(2401) Sap l(1272)
Afl lll(1288)
Ahd l{2231) BspLU11 l{1288)
AlwN 1015¢4) T7 Promoter Primer >
Bgl 1l T7 Promoter
336 AEATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTARAGGGAGACCAC
Nhe 1
Xbal ths Neo ]

289 AACGGTTTCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGATATAE !CATGGC TAGCATGAC

Sall [/
T7-tag BamH 1 EcoR1 _Sacl el HindII T a0 Xhol
223 TGGTGGACAGCAAATGGGTCGbATCCG'AATTCGAGCTbCGTCEACAAGCTTGEEGGCCGCACI CGAG

His-tag
157 CACCACCACCACCACCACTGAGAT CCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCT

Bpull02 I T7 terminator
91 cocrCcGdTCAGCAATAACTAGCATARCCCCTTECGGCCTCTARACCEETCTTGACCGGTTTTTTG
«

T7 terminator Primer
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Abb. A-2 pET-23d Vektorkarte

Ampicillin Resistenz-Gen zur Selektion

pBR322 origin Replikationsursprung zur Plasmidvermag

Die Abbildung des pET-23a Vektors wurde um diemgen Anderungen gegeniiber dem
pPET-23d Vektor erganzt. Durch die Nutzung der Rligsdnsschnittstellen Nco | und Xho |

entfiel der T7-tag und der His-tag wurde an demtnus des Proteins angeflgt.
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