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Abstract

Terpenoid indole alkaloids (TIA) are plant secondary metabolites with a high pharmacological
relevance due to the large variety of substances and structures, but also because of their often
interesting or even unique pharmacological properties. A special characteristic during the
biosynthesis of almost all known terpenoid indole alkaloids is the role of strictosidine as a
universal precursor. However, from a biocatalytic perspective, few details are known about the
interaction of the enzymes that catalyse the steps immediately before strictosidine is generated.
In particular, CYP72A1 from Catharanthus roseus, which catalyses an unusual opening of the
loganin five-membered ring, has not been biochemically characterised so far. A main reason is
the fact that plant cytochromes P450 and their redox partners are transmembrane proteins and
therefore handling and heterologous production in an active and soluble state can be
challenging. CYP72A1 1s of special relevance as it i1s a potential bottleneck for the TIA-
biosynthesis and the last P450 before TIA-biosynthesis is initiated by the deglycosylation of
strictosidine. In the steps following strictosidine, TIA-biosynthesis diverges into different
reaction branches and vast structural diversity is introduced.

In the present work, a part of the strictosidine biosynthesis from C. roseus starting from loganic
acid was reconstituted in vitro. CYP72A1 was expressed in Escherichia coli after protein
engineering of the membrane bound N-terminal region. Compatible redox partners, the
flavodoxin YkuN from Bacillus subtilis and the flavodoxin reductase FpR from E. coli, were
identified and the catalytic activity towards loganin was reconstituted in vitro. The P450 was
subjected to biochemical characterization.

From the catalytic activity of loganic acid O-methyltransferase, CYP72Al1, strictosidine
synthase and three additional enzymes an in vitro cascade was established for the conversion
of loganic acid to strictosidine. Various reaction parameters were screened to optimize the yield
of the reaction sequence. It was demonstrated that the activity of CYP72A1 is an important
limiting factor for the strictosidine yield from this sequence of reactions.

The presented work and the resulting findings offer a significant contribution for future work
on the biocatalytical synthesis of TIA. The cascade can be utilized as a tool to research and

optimize existing strictosidine syntheses and to develop alternative or new synthetic routes.
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Kurzzusammenfassung

Terpenindolalkaloide (TIA) sind pflanzliche Sekunddrmetaboliten, die aufgrund ihrer
ausgesprochen hohen Substanz- und Strukturvielfalt und durch ihre nicht selten interessanten
oder gar einzigartigen Wirkungseigenschaften grofle phamakologische Relevanz besitzen. Eine
Besonderheit bei der Biosynthese fast aller bekannten TIA ist die Rolle von Strictosidin als
universelle Vorstufe.

Aus biokatalytischer Sicht sind nur wenige Details iiber die Interaktion der Enzyme bekannt,
welche die Schritte unmittelbar vor Strictosidin katalysieren. Insbesondere CYP72A1 aus
Catharanthus roseus, die eine ungewohnliche Offnung des Loganin-Fiinfrings katalysiert,
wurde bisher nicht biochemisch charakterisiert. Das liegt vorwiegend daran, dass pflanzliche
Cytochrom-P450-Monooxygenasen (P450) und thre Redoxpartner (RP)
Transmembranproteine sind. Dadurch stellt eine heterologe Produktion der Enzyme in einer
aktiven und 16slichen Form — neben der Handhabung — eine Herausforderung dar.

Auch aufgrund der Schliisselstellung der CYP72A1 ist eine biokatalytische Charakterisierung
der P450 von besonderer Relevanz. Die katalysierte Umwandlung von Loganin ist ein
wahrscheinlicher Engpass (Bottleneck) der TIA-Biosynthese und CYP72A1 ist die letzte P450,
bevor die TIA-Biosynthese durch Deglycosylierung von Strictosidin in verschiedene
Reaktionszweige divergiert und dabei eine auBlerordentlich grof3e Strukturvielfalt erzeugt wird.
In der vorliegenden Arbeit wurde die CYP72A1 durch Protein-Engineering in Escherichia coli
in 16slicher Form hergestellt und isoliert. AnschlieBend wurden kompatible RP identifiziert und
die katalytische Aktivitit gegeniiber Loganin in vitro rekonstituiert. CYP72A1 wurde mit
bakteriellen RP, einem Flavodoxin YkuN aus Bacillus subtilis und einer Flavoxodin-Reduktase
FpR aus E. coli, einer biochemischen Charakterisierung unterzogen.

Aus der katalytischen Aktivitiat der LAMT, CYP72A1, STR und drei weiteren Enzymen wurde
eine in vitro Kaskade zur Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin etabliert. Es wurden
verschiedene Reaktionsparameter einer Durchmusterung unterzogen, um die Ausbeute der
Reaktionsfolge zu optimieren. Im Zuge dieser Untersuchung wurde demonstriert, dass die
Aktivitdt der CYP72A1 ein wichtiger limitierender Faktor fiir die Strictosidin-Ausbeute aus der
Reaktionsfolge ist.

Die vorliegende Arbeit und die resultierenden Erkenntnisse leisten einen wichtigen Beitrag fiir
zukiinftige Arbeiten an der pharmakologisch relevanten biokatalytischen Synthese von TIA.
Die etablierte Kaskade bietet ein wertvolles Werkzeug zur Erforschung und Optimierung
biokatalytischer TIA-Synthesen und kann als Basis zur ErschlieBung alternativer

Syntheserouten herangezogen werden.
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1 Einleitung

Das Funktionieren unserer Gesellschaft und unsere Lebensqualitit sind eng mit der
medizinischen Versorgung verkniipft. Naturstoffe und ihre Derivate sind aufgrund einer grof3en
Zahl essenzieller aber auch jedes Jahr neu zugelassener Wirkstoffe ein wichtiger Eckpfeiler des
pharmakologischen Repertoires.!

Terpenindolalkaloide (TIA) nehmen unter den Naturstoffen eine Sonderstellung ein, die durch
thre nicht selten interessanten oder gar einzigartigen pharmakologischen
Wirkungseigenschaften gerechtfertigt ist. Aufgrund der hdufig komplexen chemischen Struktur
wird zur Gewinnung eine Extraktion aus Pflanzenmaterial oft bereits aus okonomischen
Griinden gegeniiber einer chemischen Synthese bevorzugt.>® Daraus ergibt sich eine
Abhéngigkeit der Versorgung von potenziellen Unsicherheiten wie der 6kologischen Integritét
des Lebensraums, geopolitischen Faktoren und dem Klimawandel. Alternative Methoden zur

Gewinnung sind deshalb von grofler gesellschaftlicher Bedeutung. Diese genannten Griinde

machen TIA zu einem attraktiven Ziel fiir die Biokatalyse.

1.1 Biokatalyse

Enzyme spielen in allen biochemischen Prozessen in der Natur, sowohl in Flora als auch Fauna,
eine essenzielle Rolle. Die duBerst effizienten Biokatalysatoren tragen in der Natur zu Abléufen
wie Katabolismus, Anabolismus, Abwehr und Fortpflanzung bei. Biokatalysatoren sind nicht
nur bei der Aufrechterhaltung biologischer Prozesse fiir den Menschen elementar, sondern sie
sind seit der Antike Bestandteil unserer Kultur. lhre Rolle bei Prozessen der
Lebensmittelherstellung wie beispielsweise beim Brauen oder bei der Kiserei hebt ihre
historische Bedeutung hervor.” Biokatalysatoren finden in der Industrie beispielsweise bei der
Synthese von Pharmazeutika zunehmend Anwendung und ithnen wird hier besonders grofles
Potential beigemessen.’

Viele industrielle Prozesse basieren auf nichterneuerbaren Ressourcen, deren Gewinnung auf
umweltschidlichen Abbauprozessen beruht.!® Weiterhin benétigen industrielle Synthesen
haufig extreme Reaktionsbedingungen, toxische Chemikalien und besitzen eine geringe
Atomokonomie.!* 1> Bewertet man die Effizienz einer Reaktion nicht nur unter dem
Gesichtspunkt der Produktausbeute sondern mit Blick auf den 6kologischen FuBlabdruck (z. B.:
Bildung von Abfall, Energiebedarf, CO2-AusstoB) und die Nachhaltigkeit (Nutzung fossiler
Rohstoffe), konnen viele klassische industrielle Synthesen als ineffizient betrachtet werden.!?

Die Biokatalyse bietet zahlreiche Losungsanséitze, um bestehende und neue Prozesse unter dem

Konzept der Green Chemistry'* nachhaltiger zu gestalten. Die kologischen Vorteile beginnen
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bereits bei der Herstellung der Katalysatoren. Biokatalysatoren werden héufig durch
Fermentation von Mikroorganismen hergestellt und sind deshalb sowohl biologisch abbaubar
als auch erneuerbar. Bei der Produktion von Metallkatalysatoren werden im Vergleich dazu,
erschopfliche  Rohstoffe ~ abgebaut und teilweise  besonders  energieintensive
Darstellungsverfahren wie die Schmelzflusselektrolyse angewendet.'> Wegen einer Vielzahl
okologischer Vorteile, die im Folgenden néher erldutert werden, haben Biokatalysatoren
Einzug in verschiedene Bereiche der Industrie Einzug gehalten; wie in die
Waschmittelindustrie, Lebensmittel und Futterindustrie, Textil und Papierindustrie,
Pharmaindustrie und bei der Synthese von Feinchemikalien und Biokraftstoffen.®!16-20

Bei der chemischen Synthese kann die neuste Generation der Biokatalysatoren — Enzyme mit
gezielt angepassten Eigenschaften — als Alternative zu klassischen organischen oder
metallorganischen Katalysatoren dienen.?! Klassische Katalysatoren kénnen durch den Einsatz
von Enzymen ersetzt und die betroffenen Prozesse durch Verbesserung der Ausbeute bei
gleichzeitiger Verringerung von Abfallprodukten umweltvertriglicher gestaltet werden.?>?3
Nichterneuerbare Kohlenwasserstoffe aus der Petroindustrie konnen als Rohstoff durch
biosynthetisch gewonnene Synthesebausteine ersetzt werden.?* So kénnen durch Verwendung

25,18,26

von Biokatalysatoren toxische Chemikalien vermieden werden, oder die Reaktionen unter

milden?’, energiesparenderen?®2

Bedingungen durchgefiihrt werden. Biokatalysatoren
besitzen nicht nur aus 6kologischer Sicht grof3es Potential, sondern ihre Stereo-, Regio- und
Enantioselektivitit ist ein weiteres Alleinstellungsmerkmal.!®*%3!  Enzyme konnen
Reaktionspfade ermdglichen, fiir die es innerhalb der klassischen organischen Chemie noch
keine vergleichbaren Losungen gibt.’> Weiterhin kénnen durch Einsparung von Schiitzungs-,
Entzschiitzungs- und Reinigungschritten Prozesse okologischer gestaltet werden.’*> Die
industrielle Nutzbarkeit scheitert jedoch héufig an der Stabilitdt der Biokatalysatoren unter den
geforderten Prozessbedingungen.*®

Der Einzug von Biokatalysatoren in die verschiedenen Bereiche der modernen Industrie kann
in groBem MaB dem Protein Engineering zugeschricben werden.’’? Deshalb ist eine
Beschreibung der Biokatalyse ohne Protein Engineering unvollstindig. Beim Protein
Engineering werden durch Mutationen erwiinschte Verédnderungen der Proteineigenschaften
herbeigefiihrt. Haufige Ziele beim Protein Engineering sind eine Verbesserung der
Prozessstabilitidt, Temperatur-, pH-Wert oder Losemittel-Bestdndigkeit, Steigerung der
katalytischen Effizienz, Verbesserungen kinetischer Parameter oder Anderungen des Substrat-
und Produktspektrums sowie der Stereo- und Regioselektivitit.* Die natiirliche Evolution von

Proteinen und deren Eigenschaften geschieht durch vergleichsweise langsame Prozesse, wie
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Fehlern bei der Synthese von Proteinen oder Schiden an der DNA. Im Labor existieren
Strategien, die grob in zwei unterschiedliche Herangehensweisen eingeordnet werden.*! Beim
rationalen Design von Proteinen werden gezielte Mutationen auf Basis von Strukturdaten und
Struktur/Funktions-Zusammenhingen sowie Vorhersagen eingefiihrt.*?

Die gerichtete Evolution***

verfolgt eine Strategie, welche eine beschleunigte natiirliche
Evolution nachahmt. In einem iterativen Prozess wird durch teilweise kontrollierte aber
weitestgehend zufillige Einflihrung von Mutationen eine Bibliothek von Mutanten generiert.
Diese wird mittels Hochdurchsatzverfahren auf die gewiinschten Eigenschaften
durchgemustert.* Die Effektivitit der beschriebenen kiinstlichen Strategien, um die natiirliche
Evolution der Proteine zu beschleunigen, wichst direkt dem technologischen Fortschritt.
Zufallsbasierte Ansétze wie gerichtete Evolution profitieren dabei unmitellbar von verbesserten
Automatisierungen und Hochdurchsatzmethoden.*¢

Zu weiteren Schliisseltechnologien gehoren in silico Werkzeuge wie Datenbanken, Modelle,
Simulationen und Algorithmen fiir maschinelles Lernen. Semi-rationale Ansétze wie neben

4148 - combinatorial active-site saturation

vielen anderen die iterative Séttigungsmutagenese
testing®, kombinieren in unterschiedlichem MaBe die Techniken aus den zwei oben genannten
Grundgedanken des Protein Engineering. Bessere Datenbanken wund prézisere
Strukturvorhersagen erlauben gezieltere Verdnderungen. Dadurch kann der effektiv zu
durchkimmende, zufillige Sequenzraum verkleinert werden.>

Steigende verfiigbare Rechenleistung und Cloud-Computing-Projekte wie Rosetta@home’!
ermoglichen Fortschritte auf dem Gebiet des de novo Designs von Proteinen und der
Strukturvorhersage.’?> Durch die Entwicklung im Bereich der kommerziellen DNA-Synthese
sinken die Kosten und computerbasierte Designs konnen dadurch im Labor getestet werden.>*-

Weil Proteineigenschaften immer genauer veréndert oder gar mallgeschneidert werden konnen,

wird eine neue Welle an Biokatalysatoren?! in der Industrie vorhergesagt.

1.2 Kaskaden

Als Teil des Stoffwechsels und bei der Biokatalyse spielen aufeinanderfolgende oder parallel
ablaufende Reaktionsfolgen eine wichtige Rolle. Eintopf-, Domino-, Tandem-, Zipper-, oder
auch Kaskadenreaktionen gehoren zu unterschiedlichen Kategorien mehrstufiger konsekutiver
Reaktionsfolgen, die gegebenenfalls unter Beteiligung von Enzymen in einem Reaktionsgefal3
ablaufen konnen.** Nach einer klassischen Definition (von mehreren) unterscheiden sich
Kaskaden- und Dominoreaktionen von Tandemreaktionen dadurch, dass keine stabilen,
isolierbaren Zwischenprodukte gebildet werden. Die unterschiedlichen Stufen der

Tandemreaktionen konnten in der Theorie getrennt in unterschiedlichen Reaktionsgefa3en
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durchgefiihrt werden.>® Eine strikte Unterscheidung wird in der Literatur jedoch hiufig nicht
befolgt und eine Zahl von Begriffen wird praktisch synonym verwendet.’® Hier wird
Kaskadenreaktion oder Kasakde als der Begriff fiir gegebenenfalls unter Beteiligung von
Biokatalysatoren ablaufende Reaktionsfolge von mindestens zwei aufeinanderfolgenden
Reaktionen verwendet. Diese kann entweder in einem ReaktionsgefiBl ohne Anderung der
initialen Reaktionsbedingungen oder im sequenziellen Modus ablaufen, bei dem Reaktanden
und Katalysatoren nach dem ersten Reaktionsschritt zugefiigt werden.>’

Mit Ausnahme von Dominoreaktionen und Reaktionssequenzen sind iiblicherweise immer
mindestens zwei Katalysatoren an einer Kaskadenreaktion beteiligt. Bei Dominoreaktionen
wird die initiale Reaktion durch einen Katalysator in Gang gebracht und Folgeschritte laufen
spontan ab. Fiir Kaskaden unter Beteiligung von mindestens zwei Katalysatoren gibt es neben
linearen Kaskadenreaktionen verschiedene weitere Konfigurationen (Abbildung 1.1).
Kaskaden konnen konvergieren oder divergieren. Dabei wandelt ein Katalysator ein oder
mehrere Substrate — zum Beispiel Enantiomere — in mehrere oder ein einzelnes Produkt um.
Bei orthogonalen Kaskaden entsteht ein Nebenprodukt, welches weiter umgewandelt wird und
eine Abzweigung darstellt. Parallele Kaskaden beschreiben zwei unterschiedliche Reaktionen,
die durch die gegenldufige Umwandlung eines Kofaktors oder Kosubstrats miteinander
verkniipft sind. Parallele Kaskaden sind in der Natur besonders hiufig Teil von
Stoffwechselwegen. P450 katalysierte Reaktionen konnen als parallele Kaskaden betrachtet
werden, denn der oxidierte Kofaktor wird im Metabolismus durch eine parallel ablaufende

Reaktion reduziert.

Lineare Kaskade Konvergierende Kaskade Zyklische Kaskade Orthogonale Kaskade

PN OL N OTE
ORORMO, }@ o g

Divergierende Kaskade K2 le

O—<® ) © ®
@.¥L @ ®<K|;@ K : Katalysator

Parallele Kaskade

Abbildung 1.1 — Konfigurationen von Kaskadenreaktionen. Abgewandelt nach Schrittwieser 2018 8.

Ein aus 6konomischer Sicht entscheidendes Charakteristikum von Kaskadenreaktionen ist die
Verwendung des jeweiligen Produkts der Vorreaktion — in Konsequenz der in der Vorreaktion
aufgebauten Funktionalitit — als FEdukt des Folgeschritts ohne Isolierung von

Zwischenprodukten.’>® Unter Anderem aufgrund der bedarfssynchronen Produktion — das
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Substrat der zweiten und aller folgenden Reaktionen wird in situ generiert — kann als Ergebnis
der konsekutiven Reaktionsfolge ein Wegtfall der Reinigungsschritte und Schutzgruppenchemie
realisiert werden. Weil Zwischenprodukte nur in niedrigen Konzentrationen in situ generiert
werden, geht diesem Effekt eine Reduktion von Nebenreaktionen, Abfallprodukten und als
Folge eine Erhohung der Ausbeute einher.’®$! Das Konzept mehrstufiger Reaktionsfolgen
stammt aus der Natur, in der physiologische Prozesse hiaufig in Form von Reaktionsfolgen oder
Stoffwechselwegen ablaufen. Diese Reaktionsfolgen besitzen — durch den Einfluss
evolutiondren Drucks — eine moderate Effizienz innerhalb der Grenzbedingungen des
Organismus.®? Stoffwechselwege sind folglich rein biokatalytische Kaskadenreaktionen und sie
konnen als synthetische Blaupausen fiir Naturstoffe und molekulare Grundgeriiste angesehen
werden. 364

Die biomimetische Synthese von Tropinon gilt als die erste dokumentierte Kaskadenreaktion.
Die zu jenem Zeitpunkt bekannte chemische Synthese von Tropinon verlief tiber 18 einzelne
Stufen. Dabei wurde ausgehend von Cycloheptanon®, Tropinon mit einer Gesamtausbeute von
weniger als 1 %% gewonnen. Die Synthese von Tropinon ausgehend von Succinaldehyd und
B-Ketoglutarsdure aus einer Kaskadenreaktion mit 42 % Ausbeute ist deshalb ein Beispiel fiir
die Effizienz dieses Reaktionstyps im Vergleich zu einer schrittweisen Reaktion.®’

Relevante Beispiele fiir Kaskaden unter der Beteiligung von Biokatalysatoren existieren als
chemo-enzymatische Reaktionskaskaden, rein enzymatische, artifizielle und natiirliche
Reaktionskaskaden in vitro sowie in vivo und hybride Systeme.5%%

Einen vollstindig biokatalytischen Ansatz liefert die synthetische Biologie mit in vivo
Kaskaden. In der synthetischen Biologie wird hdufig mit dem Ziel einer de novo Synthese ein
vollstandiger oder auch Teile verschiedener Stoffwechselwege in einen heterologen Wirt —z. B.
E. coli oder S. cerevisiae — eingebracht und an den Wirtsmetabolismus angekoppelt. Durch
Metabolic Engineering kann der Stoffwechsel der artifiziellen Kaskadenreaktion dann so
angepasst werden, dass die Ausbeute des Zielprodukts maximiert wird.”” Der Organismus wird
dadurch selbst zum Reaktor und synthetisiert im Fall einer de novo Synthese nicht nur in situ
das Produkt, sondern auch die benotigten Reaktanden und Katalysatoren. Die
Herausforderungen bei der Etablierung von in vivo Kaskaden liegen bei moglichen
Wechselwirkungen von Intermediaten mit dem Wirtsmetabolismus, Zelltoxizitét, Regulierung
der Expressionsniveaus der rekombinanten Proteine, Kompartimentalisierung und
Kompatibilitit der Proteine mit dem Zielwirt.”!

Eine etablierte, artifizielle de novo Synthese ist die Synthese von Artemisininsdure einer

Vorstufe von Artimisinin, einem Sesquiterpen mit sieben chiralen Zentren und einer
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Endoperoxidgruppe. Limitierend fiir die Gesamtreaktion ist vor allem die dreistufige Oxidation
von Amorphadien zu Artemisininsdure durch CYP72AV1 und die Feineinstellung der
dazugehorigen Redoxkette.”>”? Es wird geschitzt, dass etwa 150 Arbeitsjahre’ in die Synthese
von Artemisininsdure in S. cerevisiae investiert wurden bis industriell relevante

73 erreicht wurden.

Produktkonzentrationen
Ein weiteres Beispiel ist die von Brown ef al. etablierte de novo Produktion von Strictosidin in
S. cerevisiae.”” Hier wurde zunéchst der Metabolismus von S. cerevisiae durch Einfiihrung von
Geranyl-Pyrophosphat-Synthasen aus Abies grandis und Gallus gallus so angepasst, dass eine
benotigte Vorstufe, Geranylpyrophospat, synthetisiert wird. Weiteres Pathwaydesign umfasst
Ergénzungen und Deletionen, die entweder auf die Steuerung der Terpen-Biosynthese oder eine
Erhéhung der Konzentration von Kofaktoren wie NADP(H) und S-Adenosylmethionin zielen.
Es wurden vorwiegend durch homologe Rekombination 14 pflanzliche Biokatalysatoren
eingebracht, von denen 11 direkt an der stufenweisen Umwandlung von Geranyl-Pyrophosphat
zu Strictosidin beteiligt sind und drei eine unterstiitzende Rolle ausfiillen.”> Weitere
Optimierungen und moglicherweise auch die Identifikation weiterer limitierender
Reaktionsschritte neben CYP76B6 sind erforderlich, um die erreichte Strictosidin-
Konzentration von 0,5 mg/L auf relevante Produktkonzentrationen zu steigern.

Eine Zahl weiterer Beispiele fiir derartige de novo Synthesen sind bekannt, wie die Bildung
natiirlicher und nicht-natiirlicher Cannabinoide’®, Vanillin’”’ und Sesquiterpenen’® in
S. cerevisiae.

Eine Alternative zu in vivo Ansidtzen stellen Strategien dar, die natiirliche und artifizielle
Synthesen, oder Teile davon, als biokatalytische in vitro Kaskaden nachbilden. Die synthetische
Biochemie ist eng mit artifiziellen biokatalytischen Kaskaden verwandt und strebt dhnlich zur
synthetischen Biologie eine de novo Synthese in vitro an. Es werden Stoffwechselwege
bestehend aus Build Modules (z. B. Terpen-Biosynthese) und Breakdown Modules (z. B.
Glykolyse) nachgebildet.””®! Zur Produktion eines Zielprodukts werden Biokatalysatoren als
Mischung unterschiedlicher Proteinpréparate — unter anderem als gereinigte Proteine und/oder
in Form von Zellextrakten und Lysaten — in vitro eingesetzt.

Das in vitro Metabolic Engineering in Form artifizieller Kaskaden als Optimierungswerkzeug,
mit der Absicht die Reaktionsfolge abschlieend in vivo durchzufiihren, gewinnt zunehmend
an Bedeutung.®? 84 Durch eine in vitro Reaktion wird die Komplexitit des Systems — hier durch
Wegfall des Wirtsorganismus — reduziert und eine gezieltere Evaluation und Optimierung der

Stoffwechselwege und Limitierungen ermdglicht.®
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In vitro ist eine bessere Kontrolle der Reaktionsparameter und Flexibilitdt bei Optimierungen
moglich. Konzentrationen kénnen bestimmt und neue Biokatalysatoren gegebenenfalls einfach

8 AuBerdem konnen einzelne Abschnitte der

zum Reaktionsansatz zugegeben werden.
Reaktionsfolge gesondert von der Gesamtreaktion evaluiert werden. Durch die erreichte
Unabhingigkeit von lebenden Zellen spielt zudem weder Zelltoxizitit oder Wechselwirkungen
mit dem Wirtsmetabolismus eine Rolle, noch miissen lebensnotwendige Stoffwechelpfade
belassen werden, welche durch ihre Aufrechterhaltung die Ausbeute des Zielprodukts
reduzieren.?’” Die Nachteile von in vitro Systemen haben ihren Ursprung, wie auch die Vorteile,
im Fehlen eines Wirtsmetabolismus. Die Katalysatoren werden nicht in situ gebildet und
miissen gegebenenfalls in hohen Konzentrationen in aktiver Form prépariert und im
Reaktionsansatz vorgelegt werden. Ohne intakte Zellen kann zudem weder die natiirliche
Kompartmentalisierung ausgenutzt, noch der Energichaushalt des Wirts zur Bereitstellung der
benotigten Kofaktoren angezapft werden. Von Reduktionsdquivalenten abhingige
Biokatalysatoren, wie P450 Monooxygenasen, bendtigen gegebenenfalls zusétzliche Systeme
zur Kofaktor-Regenerierung. Alternativen zur nicht-produktiven Kofaktor-Regenerierung
konnen durch die Wahl einer geeigneten Syntheseroute erreicht werden, bei der die
Gesamtreaktion in der Summe redoxneutral ist. Dies wird beispielsweise bei der ,,borrowing

hydrogen*-Strategie®®’

erreicht. Ein Beispiel einer in vitro Kaskade ist die biokatalytische
Synthese von Islatravir, ein Nukleotid welches zur Behandlung von HIV eingesetzt wird.
Insgesamt neun Biokatalysatoren — fiinf davon durch Protein-Engineering den Anforderungen
angepasst — treiben die Umwandlung von 2-Ethynylpropan-1,2,3-triol zu Islatravir mit einer
Gesamtausbeute von 51 % voran.”® Eine klassische, chemische Synthese erreicht das
Zielprodukt nach 16 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 17 %.°!

Die Anwendung von Biokatalysatoren in Reaktionskaskaden stellt somit einen

vielversprechenden Losungsansatz fiir Problemstellungen bei der Synthese von Chemikalien

und Pharmazeutika mit komplexen Strukturen dar.

1.3 Alkaloide und Indolalkaloide

Ein groBer Teil der bekannten und neu zugelassenen Medikamente basiert auf
Naturstoffen.!#>* Alkaloide sind Naturstoffe und eine ausgedehnte Gruppe von sekundiren
Stoffwechselprodukten, die geschitzt etwa eine Anzahl von mehr als 12000 bekannten

Substanzen umfasst.”?

Es ist schwierig eine allgemein giiltige Definition fiir Alkaloide zu
treffen, da die Substanzklasse auf Basis ihrer Struktur und Wirkungsvielfalt immer wieder neu
definiert wurde.”® Nach einer streng ausgelegten Definition werden Alkaloide als Naturstoffe

klassifiziert, die ein charakteristisches, basisches, heterozyklisches N-Atom besitzen, das fiir
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die oft vorhandene pharmakologische Potenz dieser Substanzen verantwortlich ist.”**> Andere
Definitionen fassen auch Protoalkaloide — stickstofthaltige, nicht heterozyklische Substanzen
pflanzlicher Herkunft — unter dem Begriff der Alkaloide zusammen oder klassifizieren
Substanzen nur basierend auf ihrer pharmakologischen Wirksamkeit.”®

Die physiologische Rolle von Alkaloiden in Pflanzen kommt hauptséchlich bei der Adaption
an Umweltfaktoren zu tragen. Sie wirken unter anderem als Toxine zur Verteidigung gegen
Mikroorganismen, als FraBschutz oder als Botenstoffe.”” Die kommerzielle und humanitire
Relevanz von Alkaloiden liegt in ihrer Anwendung in Pharmazie und Medizin. Etwa ein Drittel
der neu zugelassenen Medikamente im Zeitraum von 1981 bis 2014 sind Naturstoffe und
Derivate von Alkaloiden.> Die meisten Alkaloide wirken auf verschiedene Rezeptoren des

Nervensystems.”® Substanzen wie Ephedrin, Norephedrin, Dopamin, y-Aminobutansiure,

Acetylcholin und Serotonin besitzen deshalb eine pharmakologische Relevanz (Abbildung 1.2).

" :©\/\ g
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Ephedrin Norephedrin Dopamin y-Aminobutansaure Acetylcholin
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HO N\ N
HN N
NH, H N
o
Serotonin Melatonin Gramin Psilocybin
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Abbildung 1.2 - Auswahl von Strukturformeln verschiedener Alkaloide und Protoalkaloide mit
unterschiedlicher struktureller Komplexitat. Das Monoterpen-Grundgerist ist jeweils rot markiert.

In der Natur kénnen Alkaloide unterschiedlicher Komplexitét auf zahlreiche, unterschiedliche

Metabolite, wie Aminosduren, Nicotinsdure oder Purine zuriickgefiihrt werden. Anhand dieser
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Ursprungsbeziehung kann eine Klassifizierung vorgenommen werden. Eine grof3e Untergruppe
der Alkaloide basiert auf dem Baustein L-Tryptophan. Die einfachsten Vertreter sind
Indolalkaloide wie Serotonin, Melatonin, Gramin und Psilocybin (Abbildung 1.2), die sich
direkt von Tryptophan ableiten.

Alkaloide, welche die charakteristische Tetrahydro-fB-Carbolin-Struktur oder Tryptolin-
Struktur enthalten, werden in einer Pictet-Spengler-Reaktion gebildet. Hierbei wird die
Tetrahydro-B-Carbolingruppe jeweils durch eine Mannich-artige Kondensationsreaktion® aus
Tryptamin und einer Carboxy-funktionalisierten Vorstufe aufgebaut. Die strukturelle
Komplexitdt des Produkts leitet sich vom reagierenden Aldehyd oder Keton ab. Die
Kondensationsreaktion von Tryptamin und Ketosduren erzeugt vergleichsweise einfache von
B-Carbolin abgeleitete Alkaloide wie Eleagnin oder Harmin.

TIA, zu denen auch die Monoterpen Indolalkaloide (MIA) gehoren, werden durch
Kondensationsreaktion von Tryptamin und dem aus der Terpen-Biosynthese stammenden
Iridoid Secologanin gebildet. TIA konnen als pflanzliche Sekundirstoffwechselprodukte
hauptséchlich in den Pflanzenfamilien der Apocynaceae, Loganiaceae, Nyssacea und
Rubiaceae aufgefunden werden.!”’ Catharanthus roseus aus der Pflanzenfamilie der
Hundsgiftgewichse (4dpocynaceae) und der Ordnung der Gentianales nimmt innerhalb der
TIA-produzierenden Pflanzen — aufgrund der Anzahl pharmakologisch aktiver TIA — eine
Sonderstellung ein.!?! Strictosidin ist die universelle Vorstufe fiir fast alle rund 3000 bekannten
TIA.!9271% Djese Schliisselstellung ist auch ein Grund fiir das groBe wissenschaftliche Interesse,
welches die Biosynthese von Strictosidin auf sich zieht.”> Durch die Spaltung der
glycosidischen Bindung am Strictosidin durchliuft das resultierende Aglykon aufgrund seiner
Reaktivitit eine  Reihe unterschiedlicher = Umlagerungen der  Terpen-  oder
Tetrahydro-p-Carbolin-Einheit. Aus dieser Reaktivitdt erschliet sich die strukturelle Vielfalt
(Abbildung 1.3) der TIA.'%1%7 Im Vergleich zu den zuvor aufgefiihrten einfachen, von
Tryptophan abgeleiteten Alkaloiden, entfernen sich TIA strukturell immer weiter bis zur
Unkenntlichkeit von Tryptophan und Secologanin (vgl. Abbildung 1.3 und Abbildung 1.4: 7 &
8): Umlagerungen an der Terpen-Untereinheit konnen verschiedene charakteristische
Grundgeriisttypen wie den Corynanthe-Typ (Strictosidin, Ajmalicin und Akuammicin) in den
Aspidosperma-Typ (Tabersonin und Vindolin) oder /boga-Typ (Catharanthin und Ibogain)
hervorbringen. Umlagerungen an der Tetrahydro-B-Carbolingruppe und Dimerisierungen

konnen die Strukturvielfalt dieser Naturstoffgruppe nochmals erweitern. Vinblastin oder
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Vincristin'® sind unter anderem dank ihrer hohen Wirksamkeit und Hochpreisigkeit® die
bekanntesten Vertreter der TIA. Diese Bisindolalkaloide und einige Derivate werden auf der

WHO Liste essentieller Medikamente''? gefiihrt.

(Corynanthe-Typ)

H -

0.0 . . 10
T Vindolin o
! Akuammicin Ajmalicin NH H
1 \
H/\\\- O
NH H
0 / OGlc
N Strictosidin
\
N
H
Ibogain
(Iboga-Typ) Vinblastin (R = CH3) \
Catharanthin Vincristin (R = CHO)

Abbildung 1.3 — Aufbau der unterschiedlichen TIA-Grundstrukturen, die von Strictosidin abgeleitet werden.
Aus Strictosidin (Corynanthe-Strukturtyp) werden wahrend der TIA-Biosynthese die Aspidosperma- und Iboga-
Strukturtypen aufgebaut.

Der hohe Preis begriindet sich auf einer hohen Nachfrage und dem Umstand, dass die Subtanzen
aus getrockneten Blittern isoliert werden und dort nur in Spuren (0,0002 %) vorliegen.’ Etwa
14 Tonnen Blitter werden benétigt um 28 g Vinblastin zu gewinnen.® Eine chemische

111-113

Totalsynthese von Vinblastin involviert 12 Stufen, obwohl die komplexe Vorstufe

Catharanthin als Substrat eingesetzt wird.

1.4 Biosynthese von Strictosidin in Catharanthus roseus
Ein wichtiger Schritt zur enzymatischen Synthese von Naturstoffen ist die Aufkldrung des
entsprechenden Biosynthesepfads. Die Aufklarung pflanzlicher Stoffwechselwege aus dem

Sekunddrmetabolismus ist im Vergleich zu Stoffwechselpfaden mikrobieller Organismen eine

2 Der Kaufpreis eines Kilogramms lag im Jahr 2007 zwischen 1 Millionen (Vinblastin) und 3,5 Millionen Dollar
(Vincristin)'%..
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groBe Herausforderung, da die beteiligten Gene nicht als Cluster vorliegen.''*!!> Deshalb muss
tiblicherweise jedes Gen einzeln identifiziert und funktionell charakterisiert werden.!!¢-1!® Ein
weiterer erschwerender Faktor der Enzymidentifikation und Charakterisierung der TIA
Biosynthese ist der komplexe Aufbau, der sich innerhalb der Pflanze iiber verschiedene
Zelltypen und Zellkompartimente erstreckt.!'”!20 An der TIA Biosynthese in C. roseus sind
stark vereinfacht alle Organe der Pflanze beteiligt, sowohl oberirdische als auch unterirdische.
Es liegt ein komplexes Netzwerk an strikt regulierten Reaktionen vor, die iiber verschiedene
Transportmechanismen miteinander verkniipft sind. Die Expression der einzelnen Gene und die
Akkumulation der Zwischenprodukte, sowie deren Transport sind stark von Ontogenese und
okophysiologischen Aspekten abhingig.'?!"'?* Allein an der Biosynthese von Strictosidin sind
vier verschiedene Zelltypen — interne Phloem assoziierte Parenchymzellen (IPAP),
Epidermiszellen, Milchsaftzellen, und Idioblasten — und vier unterschiedliche Kompartimente
— Plastid, endoplasmatisches Retikulum (ER), Cytosol und Vakuole — beteiligt.'?* Zur
Biosynthese von Strictosidin in C. roseus konvergieren Synthone aus verschiedenen Teilen des
Anabolismus der Pflanze. Die Monoterpen-Grundeinheit stammt aus der Terpen-Biosynthese
(Abbildung 1.4), die aus dem Methylerythritolphosphatweg gespeist wird.!?>12¢ Geraniol (1)
wird in den Plastiden des IPAP in insgesamt 16 Schritten aus Pyruvat und
Glycerinaldehyd-3-phosphat aufgebaut.!?1*% Im letzten Schritt katalysiert die Geraniol-
Synthase aus Plastiden die Umwandlung von Geranyldiphosphat zu Geraniol."3! Die
Terpenbiosynthese zur Bildung des Iridoid Grundgeriists aus Geraniol wird durch CYP76B6
(Geraniol-8-Hydroxylase) eingeleitet.!*>!3* Das Enzym ist wie alle pflanzlichen P450
ER-stindig und hydroxyliert Geraniol zu 8-Hydroxygeraniol. Dieses wird anschlieBend im
Cytosol durch die 8-Hydroxygeraniol-Oxidoreduktase zu 8-Oxogeranial oxidiert.'**

Das charakteristische, bicyclische Iridoid-Skelett wird im Cytosol durch eine Terpenzyklase
(Iridoid-Synthase) aus 8-Oxogeranial generiert.!*>"137 Bei dieser Umsetzung entsteht cis-trans-
Iridodial, welches spontan zu cis-trans-Nepetalactol umlagern kann.!3¢137 Dieses wird durch
die Iridoid-Oxidase (CYP76A26) in mehreren aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten zu
7-Deoxyloganetinsiure oxidiert.!**!*® Eine UDP-Glucose abhingige Glycosyltransferase
(7-Deoxyloganetinsidure-Glycosyltransferase, 7DLGT) produziert im Cytosol
7-Deoxyloganinsiure.'3*!**  7-Deoxyloganinsiure wird im nichsten Schritt durch die
7-Deoxyloganinsdure-Hydroxylase (CYP72A224) wunter Bildung von Loganinsédure

hydroxyliert,!40:134
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Abbildung 1.4 — Schematische Darstellung der Biosynthese von Strictosidin in C. roeus. G3P Glycerinaldehyd-3-
Phosphat; DMAPP, Dimethylallyldiphosphat; IPP Isopentenyldiphosphat; G8O Geraniol 8-Oxidase, CYP76B6;
8HGO Hydroxygeraniol-Oxidoreduktase; IS Iridoid-Synthase; 10 Iridoid-Oxidase, CYP76A26; 7DLGT 7-
Deoxyloganetinsdure-Glycosyltransferase; 7DLH  7-Deoxyloganinsdure-Hydroxylase, CYP72A224; LAMT
Loganinsdure O-Methyltransferase; SLS Secologanin-Synthase, CYP72A1; TDC Tryptophan-Decarboxylase; STR
Strictosidin-Synthase; SDG Strictosidin-Deglycosylase.

Ein noch unbekannter Transportmechanismus iiberfithrt Loganinséure in das Cytosol der
Epidermis. Die Carbonsduregruppe der Loganinsdure wird unter Verbrauch von
S-Adenosylmethionin durch die Loganinsdure O-Methyltransferase (LAMT) methyliert und
zum Ester umgewandelt.!*!!*? Die folgende Spaltung des Loganin-5-Ringes wird durch die
Secologanin-Synthase (CYP72A1) vermutlich iiber einen fur P450 ungewohnlichen
Reaktionsmechanismus (vergleiche Abbildung 1.5) katalysiert.!**!* Tryptamin wird zum
Autbau der Tetrahydro-p-Carbolingruppe am Strictosidin in der Folgereaktion benétigt und
stammt aus dem Shikimisiureweg.!*> Tryptamin wird im Cytosol'*® durch die Tryptophan-
Decarboxylase (TDC) aus Tryptophan gebildet.!#” Die Kondensationsreaktion von Secologanin
und Tryptamin durch die Strictosidin-Synthase (STR) verlduft nach einer Pictet-Spengler-
artigen Reaktion” innerhalb der Vakuole.!*13° Beide Edukte miissen dazu durch bisher
unbekannte Mechanismen in die Vakuole transportiert werden. Nach der Produktion von

Strictosidin wird dieses im Folgeschritt deglycosyliert. Aufgrund der reaktiven Natur der
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Strictosidin-Aglykone ist diese Reaktion praktisch irreversibel. Die Aktivierung von
Strictosidin durch Entfernen der Glycosylgruppe findet in Epidermiszellen statt und wird durch
die Strictosidin B-D-Glucosidase (SGD) katalysiert.!%!5! Strictosidin-Aglykon wurden protein-
vernetzende Eigenschaften nachgewiesen. Um Selbstschadigung zu vermeiden, ist eine strikte
Regulation der Reaktion notwendig und auBlerdem wird eine physiologische Rolle als
Abwehrmechanismus gegen Fressfeinde suggeriert.'”” Die Stufen, die im Anschluss der
Deglycosylierung von Strictosidin zur strukturellen Vielfalt der tiber 3000 bekannten TIA

fithren, sind Gegenstand der aktuellen Forschung.

1.4.1 Loganinsiure O-Methyltransferase

Die Loganinsdure O-Methyltransferase (LAMT, EC 2.1.1.50, Uniprot: B2KPR3) ist ein
cytosolisches, 42 kDa schweres Protein mit 371 Aminosduren, das hauptsdchlich in der
Epidermis junger Blitter als Homodimer vorliegt.!*"'> Das Enzym aus C. roseus katalysiert
die Methylierung von Loganinsiure unter Verbrauch von S-Adenosylmethionin (SAM).!%?
LAMT ist dabei hochspezifisch gegeniiber Loganinsdure. Es wurde eine Vielzahl
unterschiedlicher potentieller Substrate getestet (unter anderem 7-Deoxyloganinséure,
7-Epiloganinsdure, Loganin und Secologanin), ohne das Aktivitit beobachtet werden
konnte.!*>!*! LAMT gehort vermutlich zur Familie der SABATH-Methyltransferasen, da eine
Sequenzidentitit von etwa 35 % zu bestimmten Methyltransferasen dieser Familie wie der
Salicylsdure-Methyltransferase (SAMT) aus Clarkia breweri und weiteren Beispielen aus
A. thaliana besteht.'*! Auf Basis der Kristallstruktur'>® der LAMT wurde demonstriert, dass das
Enzym — wie auch andere SABATH-Methyltransferasen — aus zwei Doménen besteht. Die
SAM-Bindedomine weist eine Rossmann-artige Faltung auf. Loganinsdure wird durch eine
a-helikale Doméne koordiniert. Der im Vergleich zu anderen Methyltransferasen dieser
Proteinfamilie hydrophile Charakter des aktiven Zentrums steht im Einklang mit der
Hydrophilizitit des Substrats.!33 Es sind unterschiedliche kinetische Parameter zur LAMT in
der Literatur dokumentiert. Insbesondere in Bezug auf die Michaelis-Menten-Konstante
existieren widerspriichliche Angaben. So werden stark unterschiedliche Werte fiir Km im
zweistelligen millimolaren Bereich ( Km= 12,5 mM'"?; Km= 14,76 + 1,7 li‘“) bis hin zum
mikromolaren Bereich (Km = 0,315 + 0,035 mM'>) fiir Loganinsidure dokumentiert. Als
mogliche Ursachen fiir die Unterschiede werden — ebenfalls im Widerspruch -
Produktinhibition durch entweder Loganin, Inhibition durch S-Adenosylhomocystein sowie
variierende Reinheit der Enzympréparate angegeben. Bei der Wechselzahl und dem pH-
Optimum finden sich hingegen vergleichbare Werte (ke = 0,327'' |, pH 7.5;
keat = 0,31 £ 0,011%%).
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1.4.2 Secologanin-Synthase

Die Secologanin-Synthase (CYP72A1, Accession number 110081, in der Literatur auch SLS)
aus C. roseus ist eine NADPH abhingige Cytochrom-P450-Monooxygenase (EC 1.14.19.62
vormals EC 1.3.3.9), welche die oxidative Spaltung des Cyclopentan-Rings an Loganin
katalysiert. CYP72A1 wird in der Epidermis junger Blétter produziert und folgt dabei einem
basipetalen Gradienten.'*® Die 60,5 kDa schwere CYP72A1 besitzt eine N-terminalen
Transmembrandomine einschlieBlich einer kurzen vorgeschalteten polaren Signalsequenz.
Letztere dirigiert das Protein zur Insertion in die Membran des ER. Eine Besonderheit in Bezug
auf den Aufbau des N-Terminus stellt das Fehlen der hdufig bei pflanzlichen P450 beobachteten
prolinreichen Sequenz auf der C-terminalen Seite des Membrandoméne dar. Die Umwandlung
von Loganin zu Secologanin findet auf der cytosolischen Seite des ER statt.!>?

In C. roseus wurde eine weitere Isoform des Enzyms identifiziert. Die SLS2 (4ccession number
KF415117) hat eine hohe Sequenzidentitéit zur SLS (>97 %). Beide SLS-Isoformen zeigen bet
Uberexpression in S. cerevisiae in Kombination mit einer CPR aus A. thaliana die Fahigkeit,
Loganin in Secologanin und weiter zu Secoxyloganin umzuwandeln.'>*

In der Natur kommen Homologe der CYP72A1 in unterschiedlichen TIA-produzierenden
Pflanzen vor, wie beispielsweise Lonicera japonica.'>® Anhand von Experimenten mit
L. japonica Zellsuspensionen wurde demonstriert, dass die homologe CYP72A1 eine
vergleichsweise geringe Aktivitit (maximal 1,12 pkat/mg Protein), jedoch hohe Spezifitét
gegeniiber Loganin besitzt. Aus einer Auswahl getesteter Substrate werden unter anderem
Loganinsiure, 7- oder 8-Epiloganin nicht umgesetzt.'** In der Literatur wurde ein
Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, der mit der P450 katalysierten Bildung des Furanrings
bei der Synthese von Psoralen verglichen werden kann (Abbildung 1.5).!°¢ Dabei wird zun#chst
von einer aktiven Eisen-Peroxo-Spezies vom Loganin ein Wasserstoffradikal am C-10
Kohlenstoff abstrahiert (1=22). Unterschiedliche Routen wurden fiir den weiteren Verlauf der
Reaktion vorgeschlagen. Durch Radikalumlagerung kommt es zur C-C-Bindungsspaltung und
Ubertragung des Radikals auf den C-7 Kohlenstoff (2=%3). Die Bildung des Aldehyds kann
durch Entsittigung (3=6, griin) oder Hydroxylierung iiber ein Diol (3=»4=»6, orange) zum
Aldehyd (6) fithren. Alternativ verlduft die Reaktion tiber Abstraktion eines weiteren Elektrons
tiber ein Carbokation zum Aldehyd (3=»5=»6, blau).'*
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Abbildung 1.5 — Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus zur oxidativen Ring6ffnung am Loganin.

Es wurden mehrere Reaktionsmechanismen zur Umwandlung von Loganin zu Secologanin vorgeschlagen. Die C-
C-Spaltung kann Gber eine Radikalumlagerung mit anschlieRender Entsattigung (griin) oder Hydroxylierung (gelb)
oder Uber Bildung eines Carbokations (blau) verlaufen. Abgewandelt nach Yamamoto 2000.144

Der genaue Reaktionsmechanismus ist bisher unbekannt. Insgesamt sind nur wenige
Informationen zur CYP72A1 aus C. roseus und ihre Reaktionsparameter bekannt. Das liegt
moglicherweise daran, dass der Umgang mit pflanzlichen P450 besonders anspruchsvoll ist und
das Produkt Secologanin zudem anfillig gegentiber saurer oder basischer Hydrolyse sowie der

Bildung von Schiftbasen ist.

1.4.3 Strictosidin-Synthase

Die Strictosidin-Synthase (STR, EC.4.3.3.2, Uniprot: P68175; GenBank:Y00756.1) aus
Rauvolfia serpentina ist ein Glykoprotein bestehend aus 344 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 38,2 kDa.!” STR Kkatalysiert die Pictet-Spengler-artige
stereospezifische = Kondensationsreaktion von  Secologanin  und  Tryptamin zu
30(S)-Strictosidin, 148-158:103

Das Vorkommen von STR korreliert mit der Fahigkeit TIA zu produzieren. Strictosidin-
Synthasen sind bei einigen Pflanzengattungen der Rubiaceae und Apocynaceae bekannt.!>°-161
Pflanzen der Rauvolfia Gattung wie R. serpentina, Rauvolfia mannii, und Rauvolfia verticillata
codieren fiir jeweils eine einzelne STR, die jeweils untereinander vollstindige Sequenzidentitit
besitzen.!®? Im Vergleich dazu wurde in C. roseus iiber mehrere Isoformen des Proteins
berichtet. Diese besitzen unterschiedliche Massen und isoelektrische Punkte sind aber kinetisch
und in Bezug auf ihre Lokalisierung nicht unterscheidbar.!®*!%* AuBerhalb der genannten
Pflanzengattungen sind Beispiele von Pictet-Spenglerasen mit bis zu 36 % Sequenzidentitét in

Pflanzen und Tieren dokumentiert, die nicht mit der Alkaloid-Biosynthese in Verbindung

gebracht werden.!®®
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Der Erforschung der STR wird besondere Aufmerksamkeit beigemessen, da neben ihrer
Fihigkeit C-C-Bindungen zu kniipfen, das Reaktionsprodukt Strictosidin die Vorstufe!02-104.166
fiir fast alle TIA darstellt,!01:167-169

Eine STR wurde erstmals aus C. roseus Zellsuspensionen isoliert und charakterisiert.!” Das
Protein wurde in C. roseus innerhalb der Vakuole lokalisiert und besitzt ein entsprechendes
Signalpeptid, welches dem N-Terminus vorgeschaltet ist.!>%!71107 Aych die Variante aus
R. serpentina besitzt ein Signalpeptid mit einer Linge von 27 Aminosiuren am N-Terminus. !¢
Fast ein Jahrzehnt nach der ersten beschriebenen Priparation der STR!”? aus C. roseus
Zellsuspensionen wurde die cDNA der STR aus R. serpentina isoliert und das Gen heterolog
exprimiert.!37173

Bezugnehmend auf kinetische Parameter liefert die Literatur stark variierende Angaben.
Jiingste Daten zur R. serpentina STR dokumentieren einen kea-Wert von 78200 min! und
Km-Werte von 6,2 uM!"* und 7,2 uM fiir Tryptamin'7>!7¢ und 39 uM!” fiir Secologanin. Die
Werte fiir den optimalen pH und Temperaturbereich werden zwischen pH 6.5-7.0 und 45-55 °C
angegeben.!””!”® Zum Vergleich liegen die berichteten Optima fiir Temperatur und pH-Wert
fiir die C. roseus STR {ibereinstimmend im Bereich von bei pH 6.8 und 45 °C!70:15%:163.164
Ursache fiir die Unterschiede sind wahrscheinlich die Vielzahl verschiedener
Expressionssysteme und Préparationen. Bei der Temperaturstabilitit der STR aus C. roseus und
R. serpentina gibt es Unterschiede. Wéhrend die STR aus C. roseus eine Halbwertszeit von fiinf
Stunden bei 37 °C!" besitzt, betrigt die Halbwertszeit der R. serpentina STR unter
vergleichbaren Bedingungen 36 Tage!”’.

Die Kristallstruktur der R. serpentina STR wurde 2006 durch Ma et al.'’* aufgeklirt: Das
Protein weist eine charakteristische Tertidrstruktur auf, die sich am besten als Propellerprotein
mit sechs Fliigeln beschreiben ldsst. Die Fliigel sind orthogonal um eine sechszdhlige
Pseudosymmetrieachse angeordnet und bestehen aus jeweils vier B-Faltblattern.

Zwei o-helikale Dominen liegen auflerhalb der Propellerebene des Proteins. Das aktive
Zentrum befindet sich in einer hydrophoben Tasche oberhalb der Fliigelebene, in der auch die
Substrate Secologanin und Tryptamin koordiniert werden.!7#176

Die STR aus R. serpentina ist grundsitzlich spezifisch fiir die Tryptamin- und Secologanin-
Grundgeriiste, jedoch werden im Vergleich zu anderen Proteinen des Seco-Iridoid-Pfads, eine
Zahl von Derivaten akzeptiert, die beispielsweise Substitutionen am aromatischen Ring des
Tryptamins besitzen konnen. Die STR aus R. serpentina setzt Derivate basierend auf

Hydroxylierungen, Fluorierungen und Methylierungen um.!”* Homologe STR, beispielsweise

STR1 aus C. roseus (79 % Sequenzidentitit) sind kompatibel mit vergleichbaren Substitutionen
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an C-4, C-5, C-6 oder C-7. Mit der Homologen aus C. roseus wurden auch fiir
3-Benzothiophenethanamin oder 3-Benzofuranethanamine Reaktionsprodukte detektiert.'®
Angesichts der Flexibilitdt des Substratspektrums, gibt es Ansdtze durch rationales Design
Varianten der STR zu erzeugen, welche neue Substratderivate verstoffwechseln.!$1:182175 Auf
diesem Weg konnten die Strictosidin-Derivate unter anderem in den spezialisierten

Metabolismus von Pflanzen zur Produktion von TIA Derivaten eingeschleust werden.!'®?

1.5 Cytochrom-P450-Monooxygenasen
Cytochrom-P450-Monooxygenasen (P450) sind Hémoproteine, die allen Organismen
vorkommen und vielfiltige Aufgaben sowohl im Anabolismus als auch im Katabolismus
erfiillen.!®* Unter Verbrauch von NADH oder NADP(H) wird atmosphirischer Sauerstoff
reduktiv gespalten und unter Umwandlung zu Wasser ein organisches Zielmolekiil
oxyfunktionalisiert (Abbildung 1.6).'%°

R-H + O+ NAD(P)H + H* ——%~ R-OH + H,0 + NADP*

Abbildung 1.6 — Allgemeine Reaktionsgleichung einer durch eine Cytochrom-P450-Monooxygenase
katalysierten Hydroxy-Funktionalisierung.

P450 gehoren zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1.14.-.-). Die Reduktionsédquivalente
werden durch verschiedenartige RP auf die P450 iibertragen und es gibt unterschiedliche
RP-Systeme.!%¢ In reduzierter Form vermag das Ham-gebundene Eisenatom Kohlenmonoxid
zu binden, was zu einer charakteristischen Verschiebung des Absorptionsmaximums zu 450 nm
fiihrt.!87

Die prosthetische Him-b-Gruppe ist fiir dieses Absorptionsmaximum verantwortlich und tiber
einen Thiolatrest durch Cystein axial koordiniert, der in allen P450 konserviert ist. Diese
Spektralverschiebung hat zur Namensgebung dieser Enzym-Superfamilie gefithrt — Pigment
absorbing at 450 nm (P450).

Bei der systematischen Namensgebung von P450 werden Informationen iiber den
Herkunftsorganismus und evolutionidre Beziehungen verschliisselt. Auskunft tiber Familie und
Herkunft gibt die — in Leserichtung — neben CYP stehende arabische Zahl. P450 der Familie 71
bis 99 (sowie CYP701 bis CYP999 und CYP7001 bis CYP9999) stammen beispielsweise aus
Pflanzen. Fur Tiere (CYP1-49, CYP301-499, CYP3001-4999), niedere Eukaryoten
(CYP51-69, CYP501-699, CYP5001-6999) und Bakterien (CYP101-299, CYP1001-2999)
sind ebenfalls Zahlenrdume reserviert. Ist die Sequenzidentitdt groer als 40 % so wird die
Sequenz derselben Familie zugeordnet. Bei einer Sequenzidentitét von mehr als 55 % wird das

Enzym derselben Subfamilie zugeordnet und triigt denselben Buchstaben. !
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Ein Alleinstellungsmerkmal dieser Enzymklasse ist die Vielseitigkeit, die sich in einer Vielzahl
katalysierter Reaktionstypen und umgesetzter Substrate widerspiegelt. Dazu gehoren
Hydroxylierungen, N- und S- Oxidationen, Epoxidierungen, Decarboxylierungen,
Desaminierungen, N-, O-, S-Dealkylierungen, Dehalogenierungen, Isomerisierungen,
Dimerisierungen und ungewohnliche Reaktionen wie Bayer-Villiger-Oxidationen oder
abiologische Reaktionen wie intramolekulare C-H Aminierungen.'89-12

P450 besitzen als Biokatalysatoren groBes Potential fiir die industrielle Anwendung, da sie
unter milden Bedingungen bei hoher Regio-, Chemo- oder Stereoselektivitit Reaktionen
katalysieren, die mit klassischen chemischen Ansitzen schwierig durchfiihrbar sind.!®® Nur ein
Bruchteil der hohen, stetig steigenden Anzahl (>300.000 Sequenzen) der bekannten P450
Sequenzen ist klassifiziert und benannt (~40000, Stand 2018)."* P450 besitzen folglich ein
grofBes ungenutztes katalytisches Potential. Dieses Potential wird durch die unverzichtbare
Rolle der Enzyme in vielen entscheidenden biologischen Prozessen unterstrichen. Die
akzeptierten Zielmolekiile sind hiufig medizinisch relevante Naturstoffe oder Vorstufen.'*> Im
menschlichen Korper sind zum Beispiel CYPA1, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4
essentielle P450-Enzyme, die maligeblich an der Verstoffwechslung von Xenobiotika in der
Leber beteiligt sind.!”*!”” Ein wichtiges kommerzielles Anwendungsgebiet von P450 liegt
daher bei der Beurteilung neuer Arzneimittel. Fiir deren Zulassung sind auch die Toxizitét threr
Metabolite und deren Neben- und Wechselwirkungen zu beriicksichtigen.!”® In der Praxis
werden dazu Pharmazeutika in vitro oder in vivo durch rekombinant produzierte, humane P450
verstoffwechselt, um die Struktur der Metabolite zu entschliisseln und die Toxizitdt zu
untersuchen.!”’

Die Substrate, die von P450 umgewandelt werden, haben mehrheitlich einen hydrophoben
Charakter. P450 besitzen deshalb Relevanz bei der selektiven Oxyfunktionalisierung
hydrophober Substrate wie Steroide.?’*2> An der de novo Synthese von Hydrocortison aus
Glucose in S. cerevisiae sind beispielsweise insgesamt vier P450 aus Sdugetieren beteiligt
(CYP11A1 CYP11B1 CYP17A1 und CYP21A1).28 P450 besitzen aufgrund ihrer reaktiven
Vielseitigkeit, der Fahigkeit zur C-H-Aktivierung in Verbindung mit teilweise hoher Enantio-,
Regio-, Chemoselektivitdt und Spezifitit ein grofles, theoretisches Potential fiir industrielle
Anwendungen. Mogliche Hindernisse fiir eine industrielle Anwendung sind Eigenschaften wie

die verhiltnismiBig niedrige Stabilitét und Aktivitit sowie die Abhingigkeit von Kofaktoren.?*

1.5.1 Eigenschaften Cytochrom-P450-Monooxygenasen aus Pflanzen
Pflanzliche P450 sind mit wenigen Ausnahmen membrangebunden.’”® Pflanzliche P450

kommen hauptsichlich als Klasse IT Redoxsysteme vor und ihre natiirlichen RP sind ebenfalls
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membranstindige Cytochrom-P450-Reduktasen (CPR).2%13¢ Die physiologische Bedeutung in
Pflanzen wird anhand der Anzahl in verschiedenen Pflanzen vorkommender P450 deutlich. So
wurden beispielsweise in A. thaliana 245 und in Oryza sativa 332 P450 identifiziert.?%
Grundsitzlich konnen pflanzliche P450 nach A-Typ und Nicht-A-Typ klassifiziert werden.
Wihrend A-Typ Monooxygenasen im Sekundérstoffwechsel verankert sind und spezialisierte
Reaktionen katalysieren, sind Nicht-A-Typ Monooxygenasen an der Synthese von
lebenswichtigen Substanzen wie Fettsiuren und Hormonen beteiligt.??’ 2! Aus genetischer
Perspektive sind die in Pflanzen vorkommenden Familien an Monooxygenasen iiberschaubar.
Die konservierten Positionen verschiedener Introns sind ein guter Indikatior fiir die
evolutionidre Verwandtschaft.?®®2!! Ein GroBteil, der in Pflanzen sequenzierten P450 entfillt
auf die CYP71-Familie (60 %). Einen weiteren groflen Anteil stellen P450 aus den Familien
CYP85 (13 %) CYP86 (9 %) und CYP72 (10 %) dar.?'?> Mit wenigen Ausnahmen?'® sind
pflanzliche P450 als integrale Membranproteine des ER in Richtung des Zytosols orientiert und
der N-Terminus folgt jeweils einem #hnlichen Aufbau®'*: Zu Beginn der Sequenz steht ein
Sekretionssignal, an welches die hydrophobe Membrandoméne grenzt. Darauf folgt ein
Abschnitt, der einen basischen Charakter besitzt und héufig auch eine prolinreiche Region
([P/1]PX[P/G]XP). 211:215-219

Durch die steigende Bedeutung der synthetischen Biologie bei der Synthese hochpreisiger
Substanzen gewinnen pflanzliche P450 zunehmend Bedeutung fiir die pharmazeutische
Industrie bei der Synthese hochpreisiger pflanzlicher Substanzen und pharmazeutischer
Erzeugnisse.??’ In einer multienzymatischen de novo Synthese von Artemisinin katalysiert die
CYP71AV1 aus 4. annua die Oxidation von Amorpha-4,11-dien zu Artemisininsiure.??! Auf
dem Weg zur de novo Synthese von Taxol wird eine Taxol-Vorstufe aus der Sa-Oxidation von
Taxadien durch CYP725A4 katalysiert.?2>223

Der synthetische Wert pflanzlicher P450 liegt auch in ihrer Fahigkeit hochspezialisierte oder
ungewohnliche Reaktionen wie Phenolkupplungen oder C-C-Spaltungen zu katalysieren.?*
Héufig ist diese Spezialisierung, moglicherweise bedingt durch geringen evolutioniren Druck,
von geringer katalytischer Aktivitdt begleitet. Fiir diese Arbeit ist ein Beispiel aus der TIA
Biosynthese — die Umwandlung der Iridoid-Struktur in die Seco-Iridoid-Struktur — von
besonderer Relevanz. Durch die CYP72A224 wird zunéchst eine Hydroxylierung von
7-Deoxyloganinsiure katalysiert, der nach einem weiteren Zwischenschritt eine Offnung des
Fiinfrings zur Seco-Iridoid-Struktur durch die CYP72A1 folgt (Siehe Kapitel 1.4). Nicht nur

stellt diese Ringoffnung eine fiir P450 sehr ungewohnliche Reaktion dar, sondern
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dartiberhinaus wird eine Aldehydgruppe erzeugt, welche die Kondensationsreaktion mit

Tryptamin und damit die Biosynthese der TIA tiberhaupt erst ermoglicht.

1.5.2 Heterologe Expression von Cytochrom-P450-Monooxygenasen aus Pflanzen

Die im Vergleich zu P450 aus anderen Doménen des Lebens oft komplexe Handhabbarkeit
pflanzlicher P450 resultiert aus ihrer Mebranstandigkeit und gleichzeitigen Abhéngigkeit von
RP. Dennoch ziehen diese Enzyme grofles akademisches aber auch wirtschaftliches Interesse
auf sich.?® Pflanzliche P450 konnen in Bakterien, Hefen, Insektenzellen und Saugerzellen
exprimiert werden.?!? Die Auswahl des Wirtes ist je nach Zielprotein abhingig von Faktoren
wie experimentellem Aufwand, Kosten zur Zellkultivierung, Kodonhaufigkeit, der Befihigung
zur Durchfithrung posttranslationaler Modifikationen sowie den wirtseigenen Mechanismen
zur Membraninsertion integraler Membranproteine. Die Herstellung pflanzlicher P450 in einem
prokaryotischen Wirt wie E. coli ist aufgrund ihres Vorkommens als bitopische
Transmembranproteine und der gravierenden physiologischen Unterschiede zu Pflanzen eine
Herausforderung: Das Fehlen innerer Membranen — wie der ER-Membran — bewirkt, dass die
hydrophoben Membrananker in E. coli nicht in eine Lipiddoppelschicht inkorporiert werden
konnen. Im Resultat wird durch die hydrophobe Natur der Membrananker eine Bildung von
Proteinaggregaten in Form von Einschlusskorpern (inclusion bodies) begiinstigt.?*6 % E. coli
besitzt im Vergleich zu eukaryotischen Organismen eine eingeschrankte Befahigung fiir
posttranslationale Modifikationen wie beispielsweise Glycosylierungen oder die Ausbildung
von Disulfidbriicken.??’ Die abweichende Kodonpriferenz von E. coli kann des Weiteren eine
Kodonoptimierung zur Notwendigkeit werden lassen.

230 erfiillt die Grundvoraussetung fiir eine

Das Vorhandensein eines Hém-Anabolismus
Herstellung dieser Zielproteine in E. coli. Es existieren unterschiedliche Strategien, um eine
l6sliche und funktionale, heterologe Produktion von membranstindigen P450 in
unterschiedlichen Mikroorganismen zu ermoglichen.’!

Fiir die Herstellung pflanzlicher P450 in E. coli gibt es derzeit keinen allgemeingtiltigen Ansatz,

232 Diese koénnen bei unterschiedlichen

sondern eine Zahl unterschiedlicher Herangehensweisen
Proteinen zum Erfolg, Misserfolg oder unterschiedlichen Titern bei der heterologen Expression
fithren. Deshalb wird nach aktuellem Wissensstand ein Spektrum verschiedener Strategien fiir
jede P450 auf empirische Weise evaluiert. Ansétze zur erfolgreichen heterologen Herstellung

eukaryotischer P450 in Bakterien umfassen Fusionen mit Ldgslichkeitshelfern wie

)233,234 235,236
2 2

beispielsweise Maltose-binding protein (MBP green fluorescent protein

Einfithrung amphipathischer Helices?*”, Fusion mit MBP in Kombination mit ApoA1%238,
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Koexpression von Chaperonen?’, Einkapselung in Nanodisks**’

oder Einlagerung in die
Membran durch Fusion mit OmpA>*.

In Bezug auf pflanzliche P450 sind Literaturbeispiele der oben genannten Strategien eher eine
Seltenheit. Es existieren einige Berichte {iber Fusionen mit einer CPR, die zu funktionalem
Enzym fiihren konnen. Beispiele sind CYP73A1 aus A. thaliana®¥*, CYP93C1V2 aus Glycine
max’* oder CYP72A1 aus C. roseus’#. Die Anpassung der natiirlichen Membransequenz des
Proteins an die Membran des heterologen Wirts durch Modifikationen am N-Terminus ist die
in der Literatur am héufigsten als erfolgreich dokumentierte Strategie zur heterologen
Produktion pflanzlicher P450 in E. coli. Ublicherweise umfassen diese Anpassungen der
Aminoséduresequenz des Membranankers eine Kombination aus Deletionen und Substitutionen
mit variierendem Ausmafl. Obwohl Ausnahmen dokumentiert sind (z.B.: CYP53A13 oder
CYP53A17 aus C. tropicalis)***, dienen iiblicherweise kurze Sequenzen, die entweder auf der
Sequenz der mikrosomalen CYP17A1 aus B. taurus (ALLLAVFL)** oder auf einer trunkierten
Sequenz der mikrosomalen CYP2C3 aus O. cuniculus (AKKTSSKGK)**6247 basieren, als
Vorlage fiir Substitutionen. Eine Auswahl aus zahlreichen literaturbekannten Beispielen auf
Basis der CYP2C3 ist die Expression der CYP701A1 aus A. thaliana®*® oder der CYP76M7
aus O. stativa*®. Ausgewihlte Beispiele fiir pflanzliche P450, die mittels einer derartigen
hydrophoben Modifikation der N-terminalen Aminosduresequenz funktional in E. coli
exprimiert wurden, sind die CYP71D18 aus Mentha spicata®*° oder die CYP725A4 aus Taxus
cuspidata®'??*. Eine groBe Zahl von Faktoren — wie die Wahl des Expressionsvektors oder
Néhe der kodierenden Sequenz zur ribosomalen Bindestelle — konnen auch nach einer
N-terminalen Modifikation einen groBen Einfluss auf die Funktionsfihigkeit des Enzym
ausiiben.?>?> Weiterhin hat die Wahl des Expressionsstamms einen groBen Einfluss auf die
Expression. Die fiir die Produktion von Membranproteinen optimierten Stimme E. coli
C41(DE3) und C43(DE3)*? zeigen hiufig hohere Ausbeuten des Zielproteins als gingige
Alternativen wie JM109%4. Weitere wichtige Expressionsparameter sind Expressionsdauer,

Temperatur, pH-Wert, Medium und Zusitze (5-ALA, IPTG, Spurenelemente).

1.5.3 Katalysezyklus und Struktur von P450

Obwohl teilweise signifikante Sequenzunterschiede zwischen verschiedenen P450 vorliegen,
besitzen alle Enzyme der P450 Superfamilie prinzipiell dieselbe zugrundeliegende
Tertidrstruktur und Topologie.?*2?% Sequenziell gibt es nur drei absolut konservierte
Aminosduren, das EXXR-Motif und ein Cystein, welches {iber den Thiolatrest das
Héam-Eisen-Zentralatom axial koordiniert. Die prosthetische Him-b-Gruppe mitsamt sechsfach

koordinierten Eisen-Zentralatom ist von zentraler Wichtigkeit fiir die katalytischen
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Eigenschaften von Cytochrom-P450-Monooxygenasen. Das in der Cys-pocket gelegene
Cystein erflillt als axialer Ligand des Him-Eisens eine entscheidende mechanistische Funktion

fiir die katalytische Aktivitit von P450.25625

I o Heli o |
D 6-shee:

konservierter Bereich

‘ m m N-Terminus

—X1)— KN X5

Madander-Region

C-Terminus

al’

Abbildung 1.7 — Topologische Darstellung konservierter Bereiche bei Cytochrom-P450-Monooxygenasen
basierend auf Struktur-Alignments. a-Helices sind griin und B-Faltblatter blau gekennzeichnet.
Strukturbereiche, welche durch Superposition von 31 Strukturen eine hohe Sequenzahnlichkeit aufweisen, sind
gelb hinterlegt. Abgewandelt nach Sirim et. al 2010%%°,

Die Tertidrstruktur von Cytochrom-P450-Monooxygenasen dhnelt in der Form entfernt einem
trigonalen Prisma. Die prosthetische Him-b-Gruppe ist etwa parallel zu einer der trigonalen
Flichen ausgerichtet.?6'-263 Die strukturelle Ahnlichkeit von unterschiedlichen P450 nimmt mit
der Nihe zur Him-Gruppe zu. Die am hochsten konservierten Regionen erstrecken sich auf das
Gebiet zwischen al und aL-Helix und sind an der Bindung von Héam und der Stabilisierung des
aktiven Zentrums beteiligt.?6*

Nennenswerte wiederkehrende Strukturmotive sind das Vier-Helix-Bundle, welches aus aD,
oE, al und aL besteht und zudem die Helices aJ und oK, die zusammen den Kern des Proteins
bilden (Abbildung 1.7).2¢1:*° Die Mianderregion zwischen aK* und aL besitzt keine klassische

Sekundérstruktur, jedoch sorgen eine Reihe von elektrostatischen Wechselwirkungen und

Wasserstoftbriicken fiir eine hochkonservierte Struktur, die funktionell der Him-Bindung
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zugeordnet werden kann 2%4. Die I-Helix besitzt ein Strukturmotiv (A/G G X D/E T T/S), das
mit der Bindung und Aktivierung molekularen Sauerstoffs in Verbindung gebracht wird.?0"-263
Die B-Faltblitter B1 und B5 bilden den Substratkanal.?*® Distale Strukturelemente wie die o-
Helices aB‘, aC und aG, sowie Abschnitte der a-Helices ol und oF besitzen eine hohere
strukturelle Variabilitdt zur Protein-Substratinteraktion. Ebenfalls variabel sind die sechs
substrate recognition sites.

Diese sind in den a-Helices aB‘, aF, aG und ol, sowie den B-Faltblittern B1-4 und p4-1
gelegen.?” Eine Substratinteraktion oder Aufnahme bewirkt eine Konformationséinderung?®!,
die bei P450cam Bereiche der oF und aG sowie die F/G-Loop-Region betrifft und bei
Substrateintritt eine Offnungs- und SchlieBbewegung durchfiithren. Es wurden auBerdem
Verinderungen in der aB‘-Helix verzeichnet.?¢%2%

Alle P450 folgen praktisch demselben katalytischen Zyklus zur reduktiven Spaltung
molekularen Sauerstoffs. Reaktionsphysikalische Parameter und Reaktionsprodukte kénnen
jedoch stark variieren.?’? Die Tatsache, dass so viele verschiedenartige Reaktionen katalysiert
werden, obwohl die Sauerstoffaktivierung einem festen Ablauf folgt, beruht auf der Reaktivitét
der nach der Spaltung von Sauerstoff erzeugten Eisen-Oxo-Komplexe. Diese hohe Reaktivitét
bedeutet zugleich eine groBe potenzielle Promiskuitit gegeniiber vielen moglichen
Reaktionspartnern. Diese Anfilligkeit der gebildeten reaktiven Sauerstoff-Spezies gegeniiber
Nebenreaktionen wird durch den Aufbau des aktiven Zentrums durch Selektion der Substrate,

Substratbindestellen, und Koordination im aktiven Zentrum moduliert.?”!

AN OH

O

)

Abbildung 1.8 — Ham-b prosthetische Gruppe.

Auf der linken Seite ist der Ham-b-Ligand mit koordiniertem Eisen Zentralatom abgebildet. Rechts ist die
Koordinationssphdare des Eisen-Zentralatoms abgebildet. Diese besteht aus vier dquatorialen Porphyrin-
Stickstoff-Atomen (N), dem axialen Thiolatliganden (S) sowie der variablen Koordinationsstelle L, die wahrend
der Katalyse Disauerstoff koordiniert.

Im Zentrum des Porphyrinliganden ist das Eisen-Metallion von vier Stickstoffatomen der

Ham-b-Gruppe dquatorial koordiniert (Abbildung 1.8). Eine der axialen Koordinationsstellen
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wird durch den Thiolatliganden eingenommen. In Abhéngigkeit von der Oxidationszahl des

Eisenatoms ist die zweite axiale Koordinationsstelle unterschiedlich belegt (Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9 - Katalytischer Zyklus von Cytochrom-P450-Monooxygenasen bei einer

Hydroxylierungsreaktion in schematischer Darstellung. Der eingezeichnete Kreis steht fiir den Porphyrin-
Liganden. Abgewandelt nach Krest et. al. 2013272,

Im Ruhezustand (1) ist das Eisen- Zentralatom dreiwertig und besitzt einen distalen
H20-Liganden. Dieser wird im ersten Schritt vom Substrat verdréngt (2). Die Substitution des
H20O-Liganden und die Protein-Substrat-Wechselwirkung bewirkt eine Verdnderung der
Ligandenfeldaufspaltung der d-Orbitale des Eisens und begiinstigt einen Ubergang vom Low-
Spin-Zustand in den High-Spin-Zustand.?”® Dies geht mit einer Erhéhung des Redoxpotentials
einher, die im Folgeschritt die Aufnahme eines Elektrons begiinstigt.””* An das resultierende
zweiwertige Eisen (3) lagert sich zuerst molekularer Sauerstoff unter Bildung eines end-on
Eisen(IIT)-Hyperoxid-Komplexes (4) an. Dabei wird Elektronendichte teilweise vom Eisen auf
Disauerstoff {ibertragen.’’® Durch Aufnahme eines zweiten Elektrons wird dieser zu einer
Eisen-III-Peroxid Spezies (5) umgewandelt. Der Peroxo-Komplex nimmt ein Proton unter
Bildung eines Eisen(Ill)-Hydroperoxo-Komplexes auf, der auch als Compound 0 (6) bekannt
ist. Auch nach Aufnahme des Protons liegt der distale Sauerstoff-Ligand in end-on Stellung.?”

Spektroskopische Untersuchungen der Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung deuten auf eine
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Schwiichung der Bindung durch Aufnahme des ersten Protons hin.?’® Im Folgeschritt wird ein
weiteres Proton aufgenommen und dadurch die reduktive heterolytische Spaltung des
Disauerstoffs eingeleitet. Der Eisen(IIl)-Hydroperoxo-Komplex bildet unter Abspaltung von
Wasser ein Eisen(IV)-Oxo-Porphyrin-Radikalkation (7). Bei diesem Vorgang bewirkt der
proximale Cysteinat-Ligand einen Push-Effekt und ermoglicht die Spaltung des molekularen
Sauerstoffs.?”’

Die negative Ladung des Liganden in Kombination mit - und n-Donor-Effekten begiinstigt
zusitzlich die Aufnahme des fiir die Abspaltung von Wasser benétigten zweiten Protons um
etwa 81 kcal/mol.”’® Der Radikalcharakter des hochreaktiven Zwischenprodukts wird dabei
durch Beteiligung des Porphyrin- und Cysteinat-Liganden stabilisiert.>””  Das
Eisen(IV)-Oxo-Porphyrin-Radikalkation (Compound 1) ist iblicherweise die katalytisch aktive
Spezies, die sogar C-H-Bindungen zu oxyfunktionalisieren vermag.?**2"2 Bei dem von Groves
vorgeschlagenen Rebound-Mechanismus fiir die aliphatische Hydroxylierung wird im ersten
Schritt durch das Radikalkation (compound I) ein Wasserstoff-Radikal vom Substrat abstrahiert
(7a, Abbildung 1.10). Der resultierende Eisen-IV-Hydroxyl-Radikalkomplex (7b), ist auch als
Compound Il bekannt. Aus rontgenabsorptionsspektroskopischen Untersuchungen geht hervor,

dass die Fe-O-Bindungslinge (Fe'V-OH: 1,82 A) einer protonierten Spezies entspricht.

’ %
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Abbildung 1.10 — Rebound-Mechanismus bei der Hydroxylierung von Kampfer durch CYP101A1.
Der eingezeichnete Kreis steht fiir den Porphyrin-Liganden. Abgewandelt nach Groves 2006281,

Die Eisen(IV)-Oxo-Komplexe sind von basischer Natur (pKa > 8,2) was auf die Wirkung des
Thiolatliganden als Elektronendonor zuriickzufiihren ist und sowohl die Abstraktion des
Protons ermdglicht, als auch die Ipso-Oxidation des Proteins verhindert.?82% Im Folgeschritt

(rebound) wird Compound 11 wieder mit dem Substratradikal unter Bildung des hydroxylierten
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Produkts und eines Eisen(IIl)-Komplexes (8) vereinigt. Die Ubertragung von Sauerstoff
verlduft unter Retention der Konfiguration. Der Eisen(IIl)-Komplex wird durch Ligation von
Wasser wieder in den Grundzustand (Abbildung 1.9, 1) zuriickversetzt.234286281 Eg gibt
Ausnahmen, bei denen nicht Compound I, sondern eine der reaktiven Vorstufen wie unter
anderem der Eisen-(IIl)-Hydroperoxid-Komplex katalytisch aktiv ist. Héufig fithren diese
Ausnahmen zu C-C-Spaltungen. So katalysiert die humane CYP1A2 eine C-C-Spaltung tiber
einen nukleophilen Angriff des Eisen-(III)-Peroxid-Anions auf die Carbonylgruppe an
Nabumeton.?’ Diese Umwandlung ist auch mit der Umsetzung von Progesteron zu
Androstendion vergleichbar, bei der die CYP17A1 eine C-C-Spaltung katalysiert.”® Diese
verlduft ebenfalls tiber einen nukleophilen Angriff des Eisen-(IIl)-Peroxid-Anions auf die
Carbonylgruppe am Progesteron.?®*?%" Als Konsequenz der hohen Reaktivitit der Intermediate
gibt es unproduktive Nebenreaktionen, die in Konkurrenz zum produktiven Zweig der
Sauerstoff-Aktivierung stehen. Die Dissoziation von Dioxygen(-1), Hyperoxid vom
Eisen-III-Hyperoxid-Komplex(4) (Autooxidations-Shunt) wird begiinstigt, wenn die folgende
Reduktion nicht schnell oder effizient genug verlauft. Fiir den Fall, dass die zweite Protonierung
des kurzlebigen Hydroperoxo-Komplexes nicht stattfindet, kann ein Hydroperoxo-Anion in
Form von Wasserstoff-Peroxid abgespalten werden (Peroxid-Shunt). Letztlich ist auch der
hochreaktive Compound I anfillig fiir eine unproduktive Nebenreaktion, indem der aktivierte
Sauerstoff unter Verbrauch von NAD(P)H als Wasser abgespalten wird (Oxidase-Shunt).
Dieser in der Summe als Entkopplung bezeichnete unproduktive Reaktionsfluss kann besonders
beim Einsatz nicht-physiologischer RP relevant sein. Eine verdnderte Geometrie der
RP-P450-Interaktion und die damit verbundene Stérung des Protonentransports sind

naheliegende Ursachen.

1.5.4 Redoxpartner

Der Elektronenbedarf zur heterolytischen Spaltung von Sauerstoff durch P450 wird unter
Beteiligung einer enzymatischen Redoxkette aus der Oxidation von NAD(P)H gedeckt. Trotz
der genetischen Verwandtschaft innerhalb der P450-Superfamilie gibt es eine Vielzahl
verschiedener RP-Systeme, die in einer moglichen Kategorisierung nach Hannemann et al. in
zehn unterschiedliche Klassen gruppiert werden kénnen. '8

Sie unterscheiden sich anhand der beteiligten Kofaktoren, prosthetischen Gruppen und ihrer
Konfiguration. Grob lassen sich die NAD(P)H-abhédngigen Redoxsysteme der verschiedenen
Klassen auch anhand der Anzahl der am Elektroneniibertrag beteiligten Enzyme in Ein-, Zwei-

oder Drei-Komponenten-Systeme (Abbildung 1.11) unterteilen.?®! Das Grundprinzip des

Elektronentiibertrags ist bei den meisten Systemen sehr &dhnlich. Unter Oxidation von
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Kofaktoren, {iberwiegend NADPH oder NADH, werden Elektronen auf die

Flavinadenindinukleotid-Doméne (FAD) einer Reduktase iibertragen.

Klasse | Klasse Il
ROH + H,0
NAD* ROH + H,0 NAD(P)*
! u \ X RH+ O,
NADH/H* RH + O, NAD(P)H/H
*: auch membrangebunden
Klasse lll Klasse V
NAD(P)* ROH + H,0 ROH +H,0
/ﬁ\ o
NAD(P)H/H* RH + O, RH+ O,
NAD(P)H/H*
Klasse IV Klasse VI
Co, ROH + H,0 ROH + H,0
NAD(P)*
Pyruvat /ﬂ\
RH+ O, RH + 0,
NAD(P)H/H*
Acetyl-CoA
CoA
Klasse VI
ROH + H,0 Klasse VIl ROH + H,0
NAD(P)* PFOR RH+ 0, NAD(P)* CPR RH+ 0,
P450 P450
NAD(P)H/H* NAD(P)H/H*

Abbildung 1.11 - Schematische Darstellung der nicht-autonomen Ein-, Zwei- oder Drei-Komponenten P450-
Redoxsysteme. RP-Systeme der Klassen | lll und IV (blau hinterlegt) bestehen inklusive der P450 aus drei
Enzymen. Eine Reduktase (FpR, PFOR) Ubertragt Elektronen auf ein flavinhaltiges Flavodoxin (Fld) oder den Eisen-
Schwefel Cluster eines Ferredoxins (Fdx), welches als Elektronenshuttle zur Deckung des Elektronenbedarfs der
P450 Katalyse dient. In Systemen der Klasse Il, V und VI (rot hinterlegt) kommen Fusionen in unterschiedlicher
Konfiguration vor. CPR enthalten sowohl eine FAD als auch eine FMN Domane und erfillen eine Doppelfunktion
als Reduktase und Elektronenshuttle. Innerhalb der bimolekularen Redoxketten gibt es auerdem Fusionen von
P450 und Flavodoxin/Ferredoxin. In Klasse VIl und VIII (griin hinterlegt) fallen autonome Systeme, die eine Fusion
aus P450 und der vollstandigen Redoxkette darstellen. Modifiziert nach Hanneman et. al 20072,

Diese reduziert im Folgeschritt einen Elektronenakzeptor, der die Elektronen an das
Ham-gebundene Eisenatom der P450 tibertragt. Drei-Komponenten-Systeme der Klasse I, 111
und IV kommen — mit Ausnahmen innerhalb der Klasse I, der mitochondriale Beispiele
zugeordnet sind — vorwiegend in Bakterien vor. Die Redoxkette besteht neben der P450 aus
einer FAD  abhédngigen  Ferredoxin/Flavodoxin-Reduktase  (FpR) und einem
Elektronenakzeptor, entweder eisen-schwefelcluster-haltiges Ferredoxin (Fdx, Klasse I & 1V)

oder flavinmononukleotid-haltiges Flavodoxin (Fld, Klasse III). Zwei-Komponenten-Systeme
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der Klasse II, V und VI treten in Eukaryoten und Prokaryoten auf. Besondere Relevanz besitzen
Klasse II Systeme, die fast ausschlieBlich in Eukaryoten vorzufinden sind. Sie bestehen aus
einer P450 sowie einer NAD(P)H abhéngigen Cytochrom-P450-Reduktase (E.C.1.6.2.4). Die
CPR, die sowohl eine FAD- als auch eine FMN-Bindedomine besitzt, kann vereinfacht als eine
Fusion aus einer FAD-abhéngigen Reduktase und Flavodoxin verstanden werden. Der Weg des
Elektronentransports verlduft intramolekular von FAD zu FMN, bevor die Reduktion der P450
stattfindet. Klasse II Systeme sind fast immer Transmembranproteine des ER. Varianten der
Klasse II beinhalten Redox-Transportwege, bei denen Cytochrom b5 (Cytbs) am
Elektroneniibertrag auf die P450 beteiligt ist.>?

Bekannt sind hier sowohl Reaktionen, bei denen eines der zwei zur Katalyse benétigten
Elektronen durch Cytbs beigetragen wird, als auch beide ohne Beteiligung der CPR. Pflanzen
besitzen im Gegensatz zu anderen Eukaryoten je nach Spezies ein bis drei homologe CPR.>
Das A. thaliana-Genom enthélt Sequenzen fiir drei homologe CPR (ATRI1, ATR2 und
ATR3)2*2% In C. roseus wurden ebenfalls drei homologe CPR identifiziert."-*8
Demgegeniiber steht die groe Zahl von P450-Sequenzen die in Pflanzen identifiziert
wurden.?!? So ist naheliegend, dass die homologen CPR jeweils unterschiedliche Aufgaben im
Primér- oder Sekundirmetabolismus erfiillen.?*”

Systeme in denen eine Tripelfusion aus Reduktase, Flavodoxin und P450 stattgefunden hat,
werden in Klasse VII und VIII eingeteilt (griin hinterlegt). Die CYP102A1 aus Bacillus
megaterium (BM3) — ein Ein-Komponentensystem — umfasst eine Fusion einer CPR und einer
P450 Domine. Sie katalysiert die o-Hydroxylierung langkettiger Fettsiuren.’**3%! Der gesamte
Elektronentransportweg verlduft intramolekular und weist daher eine vergleichbar hohe
Effizienz der Elektronentibertragung auf. Dies ist ein Grund fiir die im Vergleich zu anderen
P450 sehr hohe Aktivitit der BM3; beispielsweise von etwa 5000 min™! bei der Umsetzung von

Arachidonséure. 302303274



Einleitung | 31

1.6 Ziele der Arbeit

Die Entwicklung neuer ortsflexibler Methoden zur Produktion von Medikamenten, die zugleich
bedarfsgerecht skaliert werden konnen, ist von grofler gesellschaftlicher Bedeutung. Die
Synthetische Biologie bietet fiir die genannten Produktionsanforderungen einen
vielversprechenden Losungsansatz. Ein entscheidender Schritt zur Synthese von TIA in einem
relevanten MaBstab ist die mikrobielle Synthese des Schliisselintermediats Strictosidin.

Eine existierende Biosynthese des TIA Schliisselintermediats Strictosidin in S. cerevisiae 1im
Labormalistab liefert niedrige Strictosidin-Ausbeuten, die sich auf dem Niveau einer
Machbarkeitsstudie bewegen. Bisherige Unternehmungen, um die Strictosidin-Ausbeute der
bis zu 17-Stufigen Reaktionsfolge zu verbessern, beschrinken sich auf die frithen
Reaktionsschritte. Es liegen nach derzeitigem Wissensstand keine Studien mit dem Ziel einer
Optimierung der letzten Schritte bis Strictosidin vor. Eine Schliisselumwandlung — die
Ringoffnung der Iridoid-Struktur — wird durch CYP72A1 katalysiert, bevor das
Reaktionsprodukt Loganin mit Tryptamin durch STR zu Strictosidin kondensiert. CYP72A1
steht im Verdacht, die Strictosidin-Ausbeute zu limitieren. Die liickenhafte Forschung an
diesem Teil der Kaskade kann durch die Tatsache begriindet werden, dass gleich zwei der
letzten vier Schritte durch pflanzliche P450 katalysiert werden. Diese Enzyme und ihre nativen
RP sind besonders anspruchsvoll in ithrer Handhabung. Des Weiteren ist die Analytik der
Reaktanden eine Herausforderung, belegt durch die auffillig hohe Anzahl an
Veroffentlichungen zu diesem Thema.

Um die beschriebene Liicke zu schlieen, soll die CYP72A1 aus C. roseus in E. coli hergestellt
werden. Es soll die Aktivitdt der CYP72A1 mit kompatiblen RP rekonstituiert und anschlieBend
soll eine biochemische Charakterisierung durchgefiihrt werden. Auf Basis der rekonstituierten
Aktivitdt der CYP72A1 soll unter Beteiligung von LAMT und STR eine biokatalytische in vitro
Kaskade zur Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin entwickelt werden. Die hohe
Kontrolle tiber Reaktionsbedingungen und Verhéltnisse der Reaktionskomponenten, die durch
ein solches in vitro System erreicht wird, soll als Werkzeug zur Untersuchung und Optimierung
der Kaskade ausgenutzt werden. Um eine Evaluation der Reaktionen zu ermdglichen, sollen
geeignete analytische Methoden gefunden werden, die eine quantitative Analyse der Kaskaden

erlauben.
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2 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Enzyme aus einem Teil des pflanzlichen Seco-Iridoid
Stoffwechselpfads in E. coli produziert werden. Mit dem Ziel die biokatalytische Umwandlung
von Loganinsdure zu Strictosidin in vitro nachzubilden, sollte die katalytische Aktivitit der
isolierten Enzyme zunédchst in einzelnen und dann aufeinanderfolgenden Reaktionen
wiederhergestellt werden. Die Reaktionsfolge sollte auf Basis einer Quantifizierung der
Produkte analysiert und im Hinblick auf die katalytische Effizienz optimiert werden.

Der erste Teil der Ergebnisse (Kapitel 2.1) beschreibt die heterologe Herstellung der CYP72A1
und weiterer P450 aus C. roseus in E. coli. Zudem werden unterschiedliche Ansitze
beschrieben, die mit dem Ziel einer Isolation der CYP72A1 verfolgt wurden. Im zweiten Teil
der Ergebnisse (Kapitel 2.2) wird die Rekonstitution der Aktivitdt der CYP72A1 in vitro und
eine biochemische Charakterisierung der CYP72A1 beschrieben. Im letzten Abschnitt (Kapitel
2.3) ist die Etablierung und Optimierung einer in vitro Kaskade zur Umsetzung von

Loganinsédure zu Strictosidin beschrieben.

2.1 Herstellung der P450 des spiiten Seco-Iridoid-Pfads in E. coli

Um die Umwandlung von Loganinséure zu Strictosidin in vitro nachzubilden, sollten die an der
Reaktionsfolge beteiligten Enzyme in geeigneten Mengen in rekombinanten E. coli hergestellt
werden. Obgleich die Expression pflanzlicher P450-Gene in E. coli anspruchsvoll ist (Kapitel
1.5.2), wurde dieser prokaryotische Wirt aufgrund entscheidender Merkmale ausgewihlt:
Neben allgemeingiiltigen Attributen von E. coli, welche die Handhabe im Labormafstab
vereinfachen — wie schnelles Wachstum unter vergleichsweise einfachen Bedingungen, leichte
Modifizierbarkeit, hoher Grad der Erforschung — ist das Fehlen eigener P45030430¢ jm
Organismus der ausschlaggebende Grund. Aus dieser Eigenschaft ergeben sich im spéteren
Verlauf entscheidende Vorteile fiir die geplante Untersuchung der CYP72A1 wie die
vereinfachte Quantifizierung geringer P450-Konzentrationen, mittels CO-Differenzspektrum.
Eine definierte P450-Konzentration erlaubt die Verwendung von Zellextrakten anstatt
gereinigter P450 fiir die biokatalytische Charakterisierung der CYP72A1. Vor diesem
Hintergrund wurden in dieser Arbeit verschiedene Ansdtze zur heterologen Produktion von

CYP72A1 m E. coli verfolgt.

2.1.1 Analyse der N-terminalen Sequenz der CYP72A1, CYP72A224 und CYP76A26
Um die Umwandlung von Loganin zu Secologanin und die Rolle der CYP72A1 auf die

Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin zu untersuchen, werden ausreichende Mengen
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des Enzyms benotigt. Die Membranwechselwirkung spielt bei pflanzlichen P450 eine wichtige
Rolle fiir die korrekte Proteinfaltung und katalytische Aktivitit.2%%211:215

Die Membranregion pflanzlicher P450, die tiblicherweise am N-Terminus liegt, muss folglich
an die Bedingungen in E. coli angepasst werden, um eine heterologe Produktion in
biokatalytisch aktiver Form zu erreichen. Gezielte Modifikationen der Aminoséduresequenz am
N-Terminus der CYP72A1 sollen die Produktion der P450 in E. coli zu ermédglichen. Dazu
werden mehr Informationen, insbesondere zur Beschaffenheit des N-terminalen Bereichs,
benétigt. Zu diesem Zweck wurde die Sequenz der CYP72A1, und vornehmlich der
N-Terminus im Hinblick auf biophysikalische Eigenschaften wie Hydrophobizitét analysiert
und jeweils mit den benachbarten CYP72A224 und CYP76A26 aus C. roseus verglichen. Die
aus der Analyse gewonnenen Erkenntnisse sollen im spéteren Verlauf als Grundlage fiir die
geplante Modifikation der N-terminalen Sequenz der CYP72A1 dienen.

Die berechneten 1soelektrischen Punkte (plc) (https://web.expasy.org/compute pi/, Zugriff am
07.09.2018)*"7, weisen den Proteinen einen basischen Charakter zu, der analog zur Abfolge
innerhalb des Seco-Iridoid-Pfades steigt (CYP76A26:plc = 8,64; CYP72A224: plc = 9,20;
CYP72A1: plc=9,22) und den Lysin-Gehalt der Proteine widerspiegelt. Die berechneten pl-
Werte der CYP72A1 und CYP72A224 weisen insbesondere im Vergleich zu C. roseus-P450
aus dem spdteren Verlauf der TIA-Biosynthese einen eher basischen Charakter auf.
Mikrosomale P450 besitzen einen tendenziell basischen Charakter, der auf der erhohten
Frequenz positiv geladener Aminoséuren (Arginin und Lysin) am Carboxy-Terminus der
TM-Doméine*®3% beruht und auch bei den untersuchten P450 zu finden ist. Die N-terminalen
Regionen wurden basierend auf der annotierten TM-Doméne UniProt Knowledgebase
(UniProtKB)?*!”, einer genaueren Evaluation unterzogen. Beim Vergleich der Sequenzen wurde
sichtbar, dass der grundlegende Aufbau der N-terminalen Region der CYP76A26, CYP72A224
und CYP72A1 dhnlich ist und mit Ausnahmen typisch fiir pflanzliche P450 (Abbildung 2.1, A).
Zu Beginn steht ein Sekretionssignal (griin hinterlegt), an das ein hydrophober
Sequenzabschnitt in Form einer Membrandoméne (violett hinterlegt), grenzt. Diesem folgt ein
Sequenzabschnitt mit basischem Charakter (blaue Schrift) und haufig auch eine prolinreiche
Region ([P/I]PX[P/G]XP). Innerhalb der ersten 50 Aminoséuren des N-Terminus stimmt die
vorhergesagte Wahrscheinlichkeit fiir eine TM-Domine nur grob mit dem berechneten Verlauf
der Hydrophobizitit*!! und Hydrophilie®'? (Abbildung 2.1, B, C und D) iiberein. Zwischen der
Hydrophobizitiat und Hydrophilie der Sequenzen, zeichnet sich jeweils ein reziprokes Verhalten
ab. Besonders im Kyte-Doolittle Plot wird deutlich, dass die hydrophoben Strecken der
Sequenzen bei CYP72A1 und CYP72A224 kiirzer sind als die vorhergesagten TM-Doménen.
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Die beobachteten Unterschiede konnen durch die Vereinfachungen erklirt werden, die bei der
Analyse von Proteinen anhand einer Hydrophobizititsskala angewendet werden. Die
Vorhersage der Transmembrandomine mittels ,,zidden Markov model**'? (Abbildung 2.1, B)

ist in Position und Lénge weitgehend mit oberen Einteilung deckungsgleich.
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Abbildung 2.1 - Analyse und Vergleich der N-Termini der CYP76A26, CYP72A224 und CYP72A1. A)
Gegenliiberstellung der Wildtypsequenzen. Das Sekretionssignal ist griin und die Transmembrandomane violett
hinterlegt. Die haufig auftretenden Aminosauren, Prolin (gelb), Tryptophan (rot), sowie Arginin und Lysin
(hellblau) sind zur Verdeutlichung von Ahnlichkeiten und Unterschieden eingefirbt. Die Einteilung der TM-
Domadnen basiert auf den Eintragen (W8JIS5, C. roseus CYP76A26; USNE19, C. roseus CYP72A224; Q05047, C.
roseus CYP72A1) der Proteindatenbank Uniprot (https://www.uniprot.org, Zugriff am 06.09.2018). B)
Vorhersage der Transmembrandomdnen auf Basis eines hidden Markov model (TMHMM 2.0,
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/, Zugriff am 06.09.2018). C) und D) Analyse der Hydrophobizitat und
Hydrophilie der ersten 50 Aminosauren mittels Kyte-Doolittle scale und Hopp-Woods scale.
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Die Prognose deutet darauf hin, dass die TM-Domine der CYP72A224 im Vergleich zur
CYP72A1 frither beginnt. Ebenfalls wird eine kiirzere TM-Doméne fiir die CYP76A26
vorhergesagt. Wie bei P450 innerhalb derselben Subfamilie zu erwarten ist, besitzen die
N-Termini der CYP72A224 und CYP72A1 groBe Ahnlichkeiten (Sequenzidentitit 47.6 %,
Sequenzihnlichkeit 71,8 %°). Insbesondere der Bereich, welcher auf das Sekretionssignal folgt,
ist in Bezug auf die chemischen Eigenschaften der Aminosédureseitenketten und dem generellen
Aufbau vergleichbar. Es gibt hinter dem Sekretionssignal einen Bereich zum Grofteil
hydrophober Aminosduren, der allen gezeigten P450 gemeinsam ist. Es ist ersichtlich, dass die
Membransequenz in Abschnitte dhnlicher Lénge unterteilt werden kann (Abbildung 2.1, A).
Diese Betrachtungsweise hebt Unterschiede zwischen den P450 aus der CYP72A-Subfamilie
(CYP72A1, CYP72A224) und CYP76A26 hervor. CYP72A1 und CYP72A224 haben einen
Sequenzabschnitt innerhalb der Membrandoméne, der durch einen auffillig hohen Anteil der
unpolaren Aminosdure Tryptophan (markiert in rot) in dhnlicher Position und Abfolge geprigt
ist. CYP76A26 fehlt diese tryptophanreiche Region, dafiir ist ein hoherer Anteil der
strukturbrechenden Aminoséure Prolin sichtbar. Anstatt der prolinreichen Region besitzen
CYP72A1 und CYP72A224 einen Sequenzabschnitt polarer Aminosduren (insbesondere Lysin
oder Arginin). Tryptophan, die seltenste Aminosiure des E. coli-Proteoms,’’? wird dort nur
durch ein einzelnes Codon kodiert. Dieses tritt mit deutlich groerer Haufigkeit in C. roseus als
in E. coli auf (Quelle https://www.kazusa.or.jp/, letzter Zugriff am 16.07.2021). Die
Verfiigbarkeit von transfer-RNA kann die Translationsgeschwindigkeit’'® und dadurch die
Faltung der entstehenden Polypeptidkette beeinflussen.?!” Mogliche Ursachen fiir Unterschiede
und Ursachen bei der heterologen Herstellung der untersuchten P450-Gene sind also

moglicherweise bereits durch Betrachtung der Sequenz zu erkennen.

2.1.2 Heterologe Produktion der CYP72A1 aus C. roseus in E. coli als Fusionsprotein

Die Expression von P450-Genen als Fusion mit einer CPR wurde als Methode beschrieben, um
pflanzliche P450 wie die CYP73A4?*? aus C. roseus in E. coli zu produzieren. Eine Herstellung
der CYP72A1 in E. coli als Fusion mit einer CPR aus C. roseus zur Bestimmung der
Proteinfunktion ist literaturbekannt.!** Es liegt jedoch kein CO-Differenzspektrum vor und ein
Produktnachweis wurde lediglich durch radioisotopenmarkiertes Substrat erbracht. Die
Ergebnisse aus der Publikation sollten mit den verfiigbaren Mitteln reproduziert und wenn
moglich so verbessert werden, dass biokatalytisch relevante Mengen des Zielproteins

hergestellt werden konnen.

> Sequenzanalyse der ersten 60 Aminosiuren der CYP72A1 und CYP72A224 oder CYP76A26,
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/, Zugriff am 12.07.2020 34,
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Die hier erzeugte Sequenz (Kapitel 6.1.9) weicht von der publizierten Sequenz im Bereich der
Linkersequenz (GST anstatt ST) zwischen P450 und Reduktase ab und die CPR (Q05001)%7
wurde auf Basis einer Analyse der Hydrophobizitdt um 72 anstatt 70 Aminoséuren trunkiert.
Da der in der Literatur verwendete E. coli-Stamm und Vektor nicht verfiigbar waren, wurde als
Alternative der Stamm E. coli C43(DE3) und das Plasmid pCDFDuet-1 verwendet (Kapitel
6.1.9).

Um das Fusionsprotein der CYP72A1 und CPR (17A1d25CYP72A1_ GST d72CPR)
ausgehend vom Expressionsvektor pCDFDuetl 17A1d25CYP72A1 GST d72CPR (P35 in
Tabelle 5.8) in E. coli herzustellen, wurde eine Optimierung der Expressionsbedingungen
durchgefiihrt. Die Expressionsbedingungen koénnen hiufig einen Einfluss auf eine l6sliche
Herstellung des Zielproteins ausiiben.’’® Unter keinen Bedingungen konnte ein
charakteristisches Absorptionsmaximum bei 450 nm gefunden werden. Im Hinblick auf die
Uberschaubarkeit ist hier als Beispiel das FErgebnis der besten gefundenen
Expressionsbedingungen beschrieben (Kapitel 6.2.8). Im Anschluss an die Expression und

Homogenisierung der Zellen wurden die l6slichen Zellextrakte analysiert.
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Abbildung 2.2 — Analyse der Expression E. coli C43(DE3) pCDFDuetl_17A1d25CYP72A1_ GST_d72CPR.

A) SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der Expression E. coli C43(DE3) pCDFDuetl 17A1d25CYP72A1_
GST_d72CPR. Es wurden folgende Proben aufgetragen: Komigrationsstandard (M), Ganzzellprobe vor Induktion
(1), Ganzzellprobe 72h nach Induktion (2), Lysat (3), Ganzzellprobe E. coli C43(DE3) pCDFDuet-1 nach 72 Stunden
(4). B) reprasentatives CO-Differenzspektrum zur Analyse des Lysats nach 72-stlindiger Expression. Die Position
der Bande des Zielproteins ist durch rote Pfeile markiert.

Auf dem  SDS-Polyacrylamidgel (Abbildung 2.2, A) ist bei den mit
pCDFDuetl 17A1d25CYP72A1 GST_d72CPR transformierten Zellen (2) nach 72 Stunden
und in der 16slichen Proteinfraktion (3) im Vergleich zum Leervektor pCDFDuet-1 (4) eine
deutliche Proteinbande oberhalb von 120 kDa sichtbar. Die Position korreliert mit der Grof3e
des Zielproteins von 130,9 kDa. Auf den CO-Differenzspektren des Lysats war (Abbildung

2.2, B) kein Absorptionsmaximum um 450 nm zu erkennen.
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Stattdessen war ein deutliches Absorptionssignal im Spektralbereich um 420 nm sichtbar. Diese
Soret-Bande wird durch porphyrinhaltige Proteinspezies erzeugt. Der korrekte Einbau der
Héam b prosthetischen Gruppe ist von elementarer Bedeutung fiir die katalytische
Funktionsféhigkeit von P450 (siche Kapitel 1.5.3). Im Fall von P450 ist eine verdnderte
Koordination oder ein Verlust des axialen Thiolat-Liganden am Ham-Eisen wahrscheinliche
Ursache fiir das 420 nm Signal. Raman-spektroskopische Analysen der Pseusdomonas putida
CYP101 auf strukturelle Anderungen hin, die unter anderem von einer geschwichten Ligation
des Eisen-Zentralatoms durch den Thiolat-Liganden begleitet wird.>!*32° Deshalb wird die
Soret-Bande als Indikator fiir eine Inaktivitdt des Proteins angesehen. Auf Basis dieser
Annahme wurde das Vorhandensein eines Absorptionsmaximum bei 450 nm jeweils hier und
auch bei sidmtlichen folgenden Expressionen von P450-Genen als Merkmal fiir korrekte
Proteinfaltung und katalytische Aktivitit herangezogen.'®’

Es ist allgemein bekannt, dass der Expressionsstamm ein wichtiger Faktor bei der heterologen
Produktion von Proteinen ist.!® Ein konkretes Beispiel aus C. roseus ist die heterologe
Expression des CYP73A5-Gens als CPR-Fusion in E. coli.*** Deshalb kénnte der verwendete
Expressionsstamm ursdchlich fir die von den Literaturdaten abweichenden Resultate sein.
Aufgrund dieser Ergebnisse und den Einschrinkungen bei der Variation der RP durch die
Fusion wurde von weiteren Versuchen mit Secologanin-Synthase-CPR-Fusionen Abstand

genommen.

2.1.3 Heterologe Produktion der CYP72A1 aus C. roseus durch Modifikation der
Aminosiuresequenz am N-Terminus

Der Vorteil einer CPR-Fusion ist, dass eine Rekonstitution mit einem anderen geeigneten RP
uiberfliissig wird. Eine nachteilige Eigenschaft ist, dass die resultierenden Fusionen fiir eine
biokatalytische Charakterisierung wenig geeignet sind.?*! Eine Herstellung katalytisch aktiver
CYP72A1 ohne Fusion ist folglich mit Blick auf die geplante Charakterisierung zielbringend.
Es entspricht der allgemeinen Auffassung, dass die Protein-Membranwechselwirkung dazu
benétigt wird, eine korrekte Faltung und somit enzymatische Aktivitit zu gewihrleisten.?*
Die Anpassung der natiirlichen Aminosiuresequenz der Membranregion des Proteins an die
Membran des heterologen Wirts durch Modifikationen am N-Terminus ist die in der Literatur
am hédufigsten als erfolgreich dokumentierte Strategie zur Herstellung pflanzlicher P450 in
E. coli. Ublicherweise basieren die Anpassungen auf Modifikation der Aminosiuresequenz des
Membranankers durch eine Kombination aus Deletionen und Substitutionen mit variierendem

AusmaB. Da eine Vorhersage iiber den Erfolg einzelner Sequenzmodifikationen unzuverlissig

ist, wurden 18 verschiedene Varianten (Tabelle 2.1) der CYP72A1 generiert (Kapitel 6.1.9),
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die sich in Eigenschaften und Ausmal} der Substitutionen und Trunkierungen unterscheiden.
Hierzu wurde auch die zuvor beschriebene Analyse des Membranankers als Grundlage
herangezogen. Die Varianten sollten durchgemustert werden, um aktives Enzym in E. coli zu
produzieren. Pflanzliche P450 besitzen eine meist polare Signalsequenz, die bei der Sekretion
wichtig ist. Dieser folgt eine Sequenz hauptsidchlich ungeladener Aminoséuren, welche als
Membrandoméne fungieren. Die eingefiihrten Trunkierungen umfassen meist das gesamte
Sekretionssignal und erstrecken sich iiber Teile bis hin zur gesamten vorhergesagten

Membrandoméne.

Tabelle 2.1 — N-terminale Aminosduresequenzen der Varianten der CYP72A1 zur heterologen Produktion in E.
coli. Die vorgenommenen Modifikationen der Aminosduresequenzen der erzeugten CYP72A1-Varianten sind
farbig markiert. Das Sekretionssignal ist griin und die vorhergesagte Transmembrandomane violett hinterlegt.
Substitutionen sind in blauer Schrift gekennzeichnet. Deletionen und die Anzahl der im Vergleich zur Wildtyp-
CYP72A1 jeweils deletierten Aminosauren, sind rot markiert.

Variante Aminosduresequenz

Wildtyp MEMDMDTIRKAIAATIFALVMAWAWRVLDWAW! TPK
B CYP72A1 | MAMDMDTIRKAIAATIFALVMAWAWRVLDWAWFTPK
C CYP72A1 | MA32 TPK
D CYP72A1 | MALLLAVFLTIRKAIAATIFALVMAWAWRVLDWAWEFTPK
E CYP72A1 | MALLLAVFLA4 AATIFALVMAWAWRVLDWAWFTPK
F CYP72A1 | MALLLAVFLAS ALVMAWAWRVLDWAWFTPK
G CYP72A1 | MALLLAVFLA13 WAWRVLDWAWEFTPK
H CYP72A1 | MALLLAVFLAIS LDWAWEFTPK
I CYP72A1 | MALLLAVFLA2I AWFTPK
J CYP72A1 | MALLLAVFLGLSCLLLLSLWAI13 TPK
K CYP72A1 | MALLLAVFLGAIAATIFALVMAWAWRVLDWAWFTPK

L CYP72A1 | MTVHDIIATYFTKWYVIVPLALIAYRVLDYFYAl1 TPK
M _CYP72A1 | MIEQLLEYWYVVVPVLYIIKQLLAYTKAS TPK
N _CYP72A1 | MAKKTSSKGKA23 TPK

O CYP72A1 | MAKKTSSKGKA20 AWFTPK
P CYP72A1 | MAKKTSSKGKLPPGPAIS TPK

Q CYP72A1 | MAKKTSSKGKLPPGPSA26 LRQ
R CYP72A1 | MAKKTSSKGKLPPGPSA35 PYR

T CYP72A1 | MAHHHHHHA2 AIAATIFALVMAWAWRVLDWAWEFTPK

Die N-Termini der erzeugten Varianten sind zur Veranschaulichung auch schematisch

dargestellt (Abbildung 2.3).
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Wildtyp N-Terminus

Variante A
Sekretionssignal Membrandomane
MEMDMDTIRK AIAATIFALVMAWAWRVLDWAWF

Aufbau der modifizierten Varianten

Variante C

Trunkierung

VarianteE, F, G, H, l und J

Trunkierung

Variante D und K

Membrandoméne

Variante N, O, P, Qund R
O. cuniculus Membransequenz Trunkierung

Variante L und M

C. tropicalis Membransequenz

Variante T

Hexahistidin-Tag Trunkierung

Abbildung 2.3 — Schematische Darstellung der N-Termini der CYP72A1-Varianten.

Fiir Substitutionen wurden Sequenzabschnitte, die vor dem Membrananker oder der
Trunkierung liegen, gegen Sequenzen aus unterschiedlichen P450 ausgetauscht. Die
eingefithrten Substitutionen basieren zum Grofiteil auf Sequenzen, die in der Literatur
erfolgreich zur Herstellung membransténdiger P450 in E. coli verwendet wurden (gelb, rot,
hellgriin und violett). Zu den P450-Genen, denen die artifiziellen N-terminalen Sequenzen
nachempfunden wurden, gehoren unter anderem die B. taurus CYP17A1 (ALLLAVFL)*, die
O. cuniculus CYP2C3d (AKKTSSKGK)*® und CYP52A13 sowie CYP52A17%! die jeweils
aus C. tropicalis stammen.

Die auf der CYP2C3 basierende Sequenz hat einen im Vergleich zur CYP17A1-Sequenz
hydrophilen, polaren Charakter. Dieser hydrophile Effekt wird durch eine in Kombination
ausgeflihrte vollstindige oder umfangreiche Trunkierung der hydrophoben Membrandoméne
verstérkt. Die auf diese Weise angepasste P450 wird effektiv von einem Transmembranprotein
in ein Membran-assoziiertes Protein umgewandelt.?!3247

Die Sequenz der CYP17A1 aus B. taurus besitzt einen eher hydrophoben Charakter. Deshalb
werden Deletionen der Transmembrandomine, in geringerem Ausmal} durchgefiihrt. Der
Substitution ALLLAVFL wird eine verbesserte Erkennung der resultierenden mRNA durch das

E. coli Ribosom zugeschrieben.?*
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Die modifizierten Sequenzen der CYP72A1 wurden in den Expressionsvektor pET-28a(+)
kloniert und die Gene in E. coli exprimiert (Kapitel 6.2.8). Die 16slichen Zellextrakte wurden
nach einer Expressionsdauer von 48 Stunden mit Hilfe von CO-Differenzspektren untersucht
(Abbildung 2.4). Auf den CO-Differenzspektren ist zu sehen, dass alle verschiedenen Varianten
unterschiedlich hohe Absorption bei 420 nm besallen. Dieses Signal korreliert mit der in der
Probe befindlichen Konzentration denaturierter P450.'%7322 Es ist plausibel, dass durch

N-terminale Modifikation auf die Titer denaturierter P450 beeinflusst werden kénnen.
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Abbildung 2.4 — Reprasentative CO-Differenzspektren der Lysate der CYP72A1-Varianten nach einer
Expressionsdauer von 48 Stunden. Die Varianten K_CYP72A1 (rot) und B_CYP72A1 (dunkelblau) sind farbig
hervorgehoben.

Nur Variante K, die im Folgenden als K CYP72A1 bezeichnet wird, weist zusétzlich ein
ausgepragtes Signal bei 450 nm auf. Weiterhin zeigt Variante B ein im Vergleich geringeres,
aber erkennbares Signal bei 450 nm. Bei stichprobenartigen Testumsetzungen von Loganin mit
unterschiedlichen Varianten konnte nur mit K CYP72A1 Secologanin detektiert werden. Das
Vorhandensein des charakteristischen Signals bei 450 nm in der loslichen Fraktion des
Zellextrakts ist ein deutliches Indiz fiir eine erfolgreiche Herstellung der CYP72A1 in 16slicher

und katalytisch aktiver Form.
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Auf dem SDS-Polyacrylamidgel (Abbildung 2.5) zur Untersuchung der Expression der
K CYP72A1 ist besonders in der unloslichen Proteinfraktion eine schwache Bande sichtbar,
deren Hohe mit der Masse des Zielproteins von 59,3 kDa korreliert. Die Daten stimmen mit
den literaturbekannten Daten aus der Analyse von C. roseus Zellen iiberein.>* Es ist erkennbar,
dass ein Teil des Proteins auch in der 16slichen Fraktion befindlich ist. Unter Betrachtung der
hydrophoben Natur der eingefiihrten Substitution erscheint diese Verteilung plausibel. Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass das Protein in 16slicher aber auch zu einem erheblichen Teil

in unloslicher Form vorlag. Ublicherweise lagen die mittels CO-Differenzspektrum ermittelten

K CYP72A1-Konzentrationen bei etwa 20 bis 30 mg K CYP72A1/L Kultur.
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Abbildung 2.5 — SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der Expression der Variante K_CYP72A1. Es wurden
Ganzzellproben, vor der Induktion (2), 4 Stunden (3), 24 Stunden (4) und 40 Stunden (5) nach der Induktion der
Expression E. coli C43(DE3) pET28a_K_CYP72A1 sowie eine Leervektorkontrolle E. coli C43(DE3) pET-28a(+) (1)
aufgetragen. AulRerdem wurde ein Komigrationsstandard (M), die 18sliche Fraktion des Zellextraktes nach 40
Stunden (6) und die unlésliche Fraktion des Zellextraktes nach 40 Stunden (7) aufgetragen. Das Zielprotein mit
einer Masse von 59,3 kDa ist durch rote Pfeile markiert.

Auf der Suche nach einer Erklarung, warum K CYP72A1 aus den getesteten Varianten das
gewlinschte Verhalten zeigt, ist ein Blick auf die Aminoséduresequenz hilfreich. In Bezug auf
die Modifikationen der Aminosduresequenz zeichnet sich K CYP72A1 gegeniiber den 17

anderen Varianten aus, dass nur ein Eins-zu-Eins-Austausch des Sekretionssignals gegen eine
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Zahl tiberwiegend hydrophober Aminoséuren basierend auf B. faurus CYP17A1 durchgefiihrt
wurde. Der Sequenzabschnitt, der polare Aminoséduren trigt (AMDMDTIRK), wurde hierbei
durch eine identische Anzahl unpolarer Aminoséduren ausgetauscht (ALLLAVFLG).

Als Resultat bleibt die vorhergesagte Membrandomine aus sequenzieller Sicht intakt. An dieser
Stelle ist auch anzumerken, dass Variante A CYP72A1 — die Wildtypsequenz — die sich nur
durch den Austausch einer Aminoséure (E1A) von B unterscheidet, kein Signal zeigt. Hier liegt
die Ursache fiir die Unterschiede zwischen Variante A und B wahrscheinlich auf
Translationsebene und ist ein in E. coli spezifischer Effekt. Eine Substitution der zweiten
Aminoséure durch Alanin besitzt eine zutrdgliche Wirkung auf heterologe Genexpressionen in
E. coli.*** Betrachtet man die Varianten D und E sind diese der K-Variante sehr #hnlich, zeigen
jedoch auf den CO-Differenzspektren kein charakteristisches 450 nm Signal, sondern nur eine
Absorptionsdifferenz bei 420nm. Bei D _CYP72A1 wurde eine fast identische Sequenz
eingefiigt, jedoch ist die Trunkierung im Vergleich zu K CYP72A1 von geringerem Ausmal.
E CYP72A1 unterscheidet sich nur durch drei Aminosduren (GAI) von K CYP72Al.
Moglicherweise wurde Him b zwar inkorporiert, aber die Koordination durch den axialen
Thiolat-Liganden gestort. Zusammenfassend ist ersichtlich, dass geringe Verdnderungen am
N-Terminus den korrekten Einbau der Him-b-Gruppe bei der Expression in E. coli empfindlich

beeinflussen konnen.

2.1.4 Heterologe Produktion der 7-Deoxyloganinsiure-7-Hydroxylase (CYP72A224,
USNE19) aus C. roseus in E. coli

Der Aufbau der N-terminalen Sequenz der CYP72A224 weist Ahnlichkeiten zu CYP72A1 auf
(siche Abbildung 2.1, A). Bei CYP72A1 fiihrte Variante K, die eine Substitution der polaren
Aminosduren am N-Terminus und eine unverdnderte Membransequenz enthélt, zu einem
Enzym, welches das spezifische 450 nm Signal zeigte.

Um die Kaskade gegebenenfalls um einen Schritt erweitern zu koénnen, sollte untersucht
werden, ob CYP72A224 cbenfalls in E. coli produziert werden kann. Aufgrund der
Ahnlichkeiten von CYP72A224 und CYP72A1 (Kapitel 2.1.1), wurden fiir CYP72A224
anhand derselben Grundgedanken Varianten entworfen. CYP72A224 V1 st K CYP72A1
direkt nachempfunden. Auf Basis der Analyse der N-terminalen Sequenz wurde ein
Sequenzabschnitt mit sechs teilweise polaren Aminosduren (ELNFKS) gegen sechs
Aminosduren (ALLLAV) der B. taurus CYP17A1-Sequenz ausgetauscht. CYP72A224 V2
weist starke Ahnlichkeit zu CYP72A224 V1 auf, jedoch wurden zwei zusitzliche
Aminoséduren des Membranankers (ELNFKSII gegen ALLLAVFL) substituiert (Tabelle 2.2).
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Tabelle 2.2 — N-terminale Aminosduresequenzen der Varianten der CYP72A224 zur Produktion in E. coli.
Substitutionen sind blau markiert. Deletionen sind rot markiert. Die Anzahl der Aminosduren, um welche die
resultierende Variante im Vergleich zur Wildtyp-CYP72A224 kirzer ist, wird durch die nachgestellte Zahl
reprasentiert.

Variante Resultierende Peptidsequenz am N-Terminus

WT MELNFKSHFLVFVSLTLYWVYRILDWVWFKPKKLEK
CYP72A224 V1 MALLLAVIIFLVFVSLTLYWVYRILDWVWFKPKKLEK
CYP72A224 V2 MALLLAVFLFLVFVSLTLYWVYRILDWVWFKPKKLEK
CYP72A224 V3 MAKKTSSKGKA15 DWVWFKPKKLEK
CYP72A224 V4 MAKKTSSKGKA21 PKKLEK

Die Modifikationen bei CYP72A224 V3 und V4 basieren auf der N-terminalen Sequenz der
CYP2C3d**® und wurden analog zu O CYP72A1 und N _CYP72A1 konzipiert. Die
Expressionsvektoren mit den Varianten CYP72A224 V1 bis CYP72A224 V4 wurden in
E. coli C43(DE3) auf ihre Expressionsfihigkeit der CYP72A224 getestet (Kapitel 6.2.8) und
die Evaluation der Expression anhand von CO-Differenzspektren (Abbildung 2.6, A)

vorgenommen.
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Abbildung 2.6 — Analyse der Expression der Gene der CYP72A224-Varianten. A) Die Lysate der Expressionen E.
coli C43(DE3) pCDFDuet-1_CYP72A224 V1, pCDFDuet-1_CYP72A224 V2, pCDFDuet-1_CYP72A224 V3,
pCDFDuet-1_CYP72A224 V4 nach 40 h Expressionsdauer wurden jeweils mittels CO-Differenzspektrum
untersucht. *:Verdiinnt um Faktor 2 B) SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der Expression E. coli C43(DE3)
pCDFDuet-1_CYP72A224 V1. Es wurden Ganzzellproben, vor der Induktion (2), 4 Stunden (3), 24 Stunden (4) und
40 Stunden (5) nach der Induktion der Expression sowie eine Leervektorkontrolle E. coli C43(DE3) pCDF-Duet-1
(1) aufgetragen. AuRerdem wurde ein Komigrationsstandard (M), die I8sliche (6) und unlésliche (7) Fraktion des
Zellextraktes nach 40 Stunden aufgetragen. Das Zielprotein mit einer Masse von 60,1 kDa ist durch rote Pfeile
markiert.

Aus den CO-Differenzspektren der vier getesteten Varianten der CYP72A224 zeigte nur
CYP72A224 V1 eine Absorptionsdifferenz bei 450 nm in reduzierter CO-gebundener Form.
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CYP72A224 V2 liegt in denaturierter Form vor. Wie schon be1 CYP72A1 bewirkten auch bet
CYP72A224 geringste Verdnderungen der TM-Doméne gravierende Auswirkungen auf die
Faltung des Proteins oder fiihrten zu verénderter Him-b Koordination. Moglicherweise besteht
ein Einfluss der TM-Domine auf die Sekundér- oder Tertidrstruktur des Proteins.

Auf dem SDS-Polyacrylamidgel der Expression von CYP72A224 V1 (Abbildung 2.6, B) ist
besonders in der unloslichen Proteinfraktion eine Bande unterhalb der 60 kDa Markierung zu
erkennen, die gut mit der erwarteten Masse des Proteins von 60,1 kDa korreliert. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass CYP72A224 V1 wie K CYP72A1 zu einem groferen Teil in
unldslicher Form vorlag. Es kann zusammengefasst werden, dass die Strategie zur Produktion

der CYP72A1 in E. coli auch auf CYP72A224 angewendet werden konnte.

2.1.5 Heterologe Produktion der Iridoid Oxidase (CYP76A26, W8JISS) aus C. roseus in
E. coli

CYP76A26 katalysiert als Teil der Strictosidin-Biosynthese die Oxidation von Nepetalactol zu
7-Deoxyloganetinsdure (Abbildung 1.4). Die N-terminale Sequenz der CYP76A26 weist im
Vergleich zu CYP72A1 und CYP72A224 Unterschiede auf, wie beispielsweise eine
prolinreiche Region, die mit dem Ende der vorhergesagten Transmembrandomine gut
tibereinstimmt (Abbildung 2.1). Es wurde untersucht, ob CYP76A26 durch Modifikationen des
N-Terminus mit polaren Aminoséduren in E. coli hergestellt werden kann.

Die Plasmide mit den hier getesteten Mutanten des CYP76A26-Gens (Tabelle 5.8, P27, P28
und P29) wurden von Dr. O. Mahmoud erhalten. Die Varianten der CYP76A26 wurden im
Rahmen dieser Arbeit in E. coli C43(DE3) hergestellt (Kapitel 6.2.8) und eine Analyse der
Genexpression durchgefiihrt.

Die CYP76A26-Varianten enthalten Sequenzmodifikationen am N-Terminus (Tabelle 2.3), die
aufgrund der festgestellten Sequenzunterschiede von den Verdnderungen bei der K CYP72A1
und der CYP72A224 V1 abweichen. Aufgrund der vorhandenen prolinreichen Region, wurden
bei allen erzeugten Varianten umfassende Bereiche der Transmembrandomine bis zur
prolinreichen Region trunkiert (PPGPPG) und dadurch die Polaritit des Proteins am
N-Terminus erhoht. Bereiche der nativen Sequenz wurden zudem durch Abschnitte der
vergleichsweise polaren Aminosiuresequenz KKTSSGK(L)**® substituiert. Auf den
CO-Differenzspektren der 16slichen Zellextrakte von CYP76A26 V2 und CYP76A26 V3 war
ein Absorptionssignal um 450 nm sichtbar (Abbildung 2.7, A). Es ist plausibel, dass der
mogliche Effekt, den die TM-Domine auf die Sekundér- oder Tertidrstruktur des Proteins
besitzt, durch die prolinreiche Region reduziert ist, beispielsweise wegen der

strukturbrechenden Eigenschaften, die Prolin zugeschrieben werden. Deshalb wird die Struktur
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des Proteins vermutlich nicht wie bei CYP72A1 und CYP72A224 durch Trunkierungen der

Membrandoméne beeintrachtigt.

Tabelle 2.3 — Schematische Darstellung der N-terminalen Aminosauresequenz der Varianten der CYP76A26 zur
Produktion in E. coli. Substitutionen sind blau markiert. Deletionen sind rot markiert. Die Anzahl der
Aminosauren, um welche die resultierende Variante im Vergleich zur Wildtyp-CYP76A26 (WT) kiirzer ist, wird
durch die nachgestellte Zahl reprdsentiert.

Variante Resultierende Peptidsequenz am N-Terminus

WT MATITFDSLNPVTVAISAGFLLLLIIFVKSRTGSSKRKPPGPPGW
CYP76A26 V1 | MAKSRTGSSA26 KRKPPGPPGW
CYP76A26 V2 | MAKKTSSKGKA28 PPGPPGW
CYP76A26 V3 | MAKKTSSKGKLA27 PPGPPGW

Auf dem SDS-Polyacrylamidgel (Abbildung 2.7, B) der CYP76A26 V2 ist eine Bande
sichtbar, (rot markiert) die etwa der berechneten Masse des Zielproteins von 55 kDa entspricht.
Ein groBer Teil der hergestellten CYP76A26 V2 war in der unloslichen Fraktion enthalten.

Eine mogliche Ursache dafiir ist die Bildung von Proteinaggregaten.
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Abbildung 2.7 — Analyse der Expression der CYP76A26-Varianten. A) Die Lysate der Expressionen E. coli
C43(DE3) pET22b76A26V1, pET22b76A26V2 und pET22b76A26V1 nach 40 Stunden Expressionsdauer wurden
jeweils mittels CO-Differenzspektrum untersucht. B) SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der Expression E.
coli C43(DE3) pET22b76A26V2. Es wurden Ganzzellproben, vor der Induktion (2), 4 Stunden (3), 24 Stunden (4)
und 40 Stunden (5) nach der Induktion der Expression sowie eine Leervektorkontrolle E. coli C43(DE3) pET-22b(+)
(1) aufgetragen. AuRerdem wurde ein Komigrationsstandard (M), die 16sliche (6) und unlésliche (7) Fraktion des
Zellextraktes nach 40 Stunden aufgetragen. Das Zielprotein ist durch rote Pfeile markiert.

Zusammenfassend konnten alle untersuchten C. roseus Cytochrom-P450-Monooxygenasen aus

dem spéten Seco-Iridoid-Pfad durch N-terminale Modifikation in E. coli hergestellt werden.
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2.1.6 Heterologe Produktion Hexahistidin-markierter K CYP72A1 in E. coli C43(DE3J)
und Reinigung

Fiir die geplante biochemische Charakterisierung der CYP72A1 ist es zutrdglich und teilweise
notwendig, mit hochkonzentrierten Praparaten von méglichst hoher Reinheit zu arbeiten. Um
die K CYP72A1 in hoherer Konzentration und Reinheit zu erhalten, sollte eine
Proteinreinigung mittels Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC) an
Nickel-NTA durchgefiihrt werden. Dazu musste zunidchst Hexahistidin-markierte CYP72A1

hergestellt werden.
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Abbildung 2.8 — Reprasentative CO-Differenzspektren der Hexahistidin-K_CYP72A1-Varianten.
Die Lysate der unter identischen Bedingungen in E. coli C43(DE3) produzierten CYP72A1-Varianten K_CYP72A1,
K_CYP72A1_hiC6His und K_CYP72A1C6His wurden durch Aufnahme von CO-Differenzspektren untersucht.

Die zuvor erzeugte Variante T _CYP72A1, die einen N-terminalem Hexahistidin-Marker trégt,
zeigte kein Absorptionsmaximum bei 450 nm (Tabelle 2.1). Folglich ist diese Variante fiir eine
biochemische Charakterisierung ungeeignet. Deshalb wurde die Variante K CYP72A1 als
Ausgangspunkt gewihlt. Die K CYP72A1 wurde mit einem C-terminalen Hexahistidin-Tag
versehen, um den N-Terminus nicht zu verindern. Es wurden zwei Sequenzen des
K CYP72A1-Gens mit C-terminalem Hexahistidin-Tag und jeweils unterschiedlichen
Linkersequenzen erzeugt (Kapitel 6.1.9) und exprimiert (Kapitel 6.2.8).

Anhand der CO-Differenzspektren der 16slichen Zellextrakte (Abbildung 2.8) ist ersichtlich,
dass nur die Variante K CYP72A1 C6His mit einem GST-Linker das charakteristische
Absorptionsmaximum bei 450 nm zeigte. Mogliche auf den Sequenzunterschieden beruhende
Ursachen fiir Fehlfaltung oder Fehlinkorporation der prosthetischen Gruppe bei der
K CYP72A1 hiC6His konnten auf der relativen Position des Hexahistidin-Tags zum Ham-b
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Cystein-Liganden (Position 470 aus 524 im Wildtyp-Protein) beruhen. Auch Unterschiede der
Linkersequenzen konnen eine Rolle spielen. Im Vergleich ist die Linkersequenz der
K CYP72A1 C6His (GST-Linker) kiirzer als die der K CYP72A1 hiC6His (KLAAALE-
Linker) und hat zusitzlich einen hoheren Anteil polarer Aminosduren. Die unpolaren
Aminosduren konnten in Wechselwirkungen mit unpolaren Regionen der CYP72A1 treten und
dadurch die Struktur des Proteins beeintrichtigen. Es gibt auch literaturbekannte Beispiele, in
denen elektrostatische Kréfte die posttranslationale Wechselwirkung mit dem Ribosom und die
Proteinfaltung beeinflussen.??®

Auf dem CO-Differenzspektrum der K CYP72A1 C6His ist wie bei der K CYP72A1 neben
dem 450nm-Signal ein ausgeprigtes Signal bei 420 nm sichtbar.
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Abbildung 2.9 — Analyse der IMAC-Reinigung der hergestellten K_CYP72A1_C6His mittels SDS-PAGE und CO-
Differenzspektren. A) und B) 12,5 %-SDS-Polyacrylamidgel zur Analyse der Proteinreinigung durch
Affinitatschromatographie mittels Schwerkraft-Durchflusschromatographie (A) und FPLC (B). Es wurden
Ganzzellproben einer Leervektorkontrolle E. coli C43(DE3) pET28a(+) (1) sowie die Proben E. coli C43(DE3)
pET28a_K_CYP72A1_C6His vor der Induktion (2) und 40 Stunden nach der Induktion (3) aufgetragen. AulRerdem
wurde ein Komigrationsstandard (M), das Lysat (4) und die unldsliche (5) Fraktion des Zellextraktes jeweils nach
40 Stunden analysiert. Der Erfolg der Aufreinigung wurde durch SDS-PAGE der jeweiligen Durchfluss- (6 und 8)
und Eluat-Fraktion (7 und 9) untersucht. Das Zielprotein mit einer Masse von 60,1 kDa ist durch rote Pfeile
markiert. C) und D) Das Lysat (16) und die jeweils erhaltenen Durchfluss- (DF , DFA) und Eluat-Fraktionen (EL, ELA)
wurden ohne Anpassung der Probenkonzentration Anhand von CO-Differenzspektren analysiert.
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Bei der Polyhistidin-Variante lag unter den gegebenen Expressionsbedingungen das Verhiltnis
der beiden wellenlédngenverschobenen Signale eher auf der Seite des 420 nm Signals.

Die Ergebnisse der SDS-PAGE-Analyse stehen im Einklang mit den CO-Differenzspektren.
Offenbar liegt das Protein zum Grofteil in denaturierter Form vor (vergleiche Abbildung 2.9,
A: 4 und 5). In Bezug auf die Bildung von Secologanin zeigte die K CYP72A1 C6His
allerdings eine zur unmarkierten K CYP72A1 vergleichbare Aktivitit.

Das Lysat der K CYP72A1_C6His wurde einer affinitidtschromatischen Reinigung unterzogen
(Kapitel 6.3.4). Es wurde auf Waschschritte mit Imidazol-haltigem Puffer verzichtet, da keine
Rotfarbung des Sédulenmaterials zu erkennen war. Zusétzlich wurde getestet, ob durch eine
Reinigung via FPLC bessere Ergebnisse erzielt werden konnen. Auf dem SDS-
Polyacrylamidgel (Abbildung 2.9, A und B) ist sichtbar, dass die Proben der Eluate (7 und 9)
ein diffuses Bandenmuster aufweisen, welches unterstiitzt durch die Analyse mittels der
CO-Differenzspektren der Eluat- und Durchflussfraktionen (Abbildung 2.9, C und D) auf eine
fehlende spezifische Bindung des Zielproteins an die immobilisierten Nickel-lonen deuten.
Bei einer erfolgreichen Reinigung wire die relative Intensitét der Bande des Zielproteins auf
dem SDS-Polyacrylamidgel durch die Wechselwirkung mit dem Sdulenmaterial in der Eluat-
Probe (EL oder ELA) im Vergleich zu den Nebenbanden héher als vor der Reinigung. Das
Bandenmuster deutet durch die hohe Anzahl der Nebenbanden und Veridnderung der relativen
Intensitéten deutlich auf unspezifische Bindung von Proteinen an das Sédulenmaterial hin. Diese
Schlussfolgerung wird auch durch die aufgezeichneten CO-Differenzspektren unterstiitzt
(Abbildung 2.9, C und D): Im Eluat ist eine deutliche Reduktion der P450 spezifischen
Absorptionsdifferenzen im Vergleich zur 16-Probe sichtbar. Zwischen 16 und DF ist eine
erkennbare  Verschiebung des Verhiltnisses der charakteristischen Maxima der
Absorptionsdifferenzen sichtbar (Abbildung 2.9, C), die auf ein Fortschreiten der
Denaturierung des Enzyms wéhrend der Reinigung bei 4°C deutet.

Eine Denaturierung des Proteins als Ursache fiir die niedrigen P450-spezifischen
Absorptionsdifferenzen im CO-Differenzspektrum der Eluat-Probe (Abbildung 2.9, C) ist
hingegen unwahrscheinlich. Wiirde durch Wechselwirkung mit dem Ni-NTA Saulenmaterial
oder das Reinigungsprotokoll eine Denaturierung stattfinden, wére keine Abnahme der
Absorption bei 420 und 450 nm, sondern eine Verschiebung der (Abbildung 2.9, C und D) von
450 zu 420 nm zu erwarten. Ein Verlust von Him b wihrend der Bindung an Ni-NTA ist
aufgrund der kovalenten Bindung der prosthetischen Gruppe unwahrscheinlich. Das Zielprotein
wire in diesem Fall auch bei der Analyse der Eluat-Probe auf dem SDS-Polyacrylamidgel

sichtbar. Als mogliche Ursachen fiir die beobachtete fehlende Bindung an das Sdulenmaterial
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wurden ein Fehlen des Hexahistidin-Affinitdtsmarkers oder geringe Loslichkeit in Betracht
gezogen. Die geringe Affinitét ist zudem durch ein Verdecken des Affindtsmarkers durch die

Tertidrstruktur des Proteins erklarbar.

2.1.7 Einfluss von Detergenzien auf eine Reinigung der K CYP72A1_C6His

Die SDS-PAGE-Analyse der hergestellten K CYP72A1 C6His deutete darauf hin, dass ein
Teil des Enzyms in unloslicher Form vorlag. Deshalb wurde eine Auswahl nichtionischer
Detergenzien bei der Zellhomogenisierung eingesetzt, um zu untersuchen, ob Detergenzien die
Loslichkeit des Zielproteins und die Bindung an Ni-NTA verbessern konnen. Es wurden
nichtionische Detergenzien verwendet, um Anderungen der Struktur oder Ladung der

K CYP72A1 C6His durch elektrostatische Wechselwirkungen zu vermeiden.
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Abbildung 2.10 — SDS-Polyacrylamidgele (12,5%) der Reinigung der K_CYP72A1_C6His im Batch-Verfahren mit
Ni-NTA unter Verwendung von Detergenzien. Die Proben Lysat (1), Uberstand (2) und Eluat (3) nach der
Inkubation an Ni-NTA-Perlen wurden unter Verwendung von Emulgen 120, CHAPS, Fos-Choline-14, IGEPAL CO-
520, Triton X-100 und ohne Detergens zur Analyse auf ein SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) aufgetragen. Ein
Komigrationsstandard PageRuler™ Prestained Protein Ladder wurde als Referenz analysiert (M). Die
aufgetragene Masse der Proben kann jeweils abweichen, da Detergenzien bereits in geringer Konzentration den
Bradford-Test beeintrachtigen kénnen.
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Fir die Untersuchung wurde eine nach einer Expression des K CYP72A1 C6His-Gens
erhaltenene E. coli-Zellsuspension in identische Volumina geteilt. Vor der Homogenisierung
wurden diese jeweil mit verschiedenen Detergenzien versetzt (Kapitel 6.2.7). Die Lysate
wurden an Ni-NTA-Perlen inkubiert und Proben mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung
2.10). Auf den SDS-Polyacrylamidgelen ist sichtbar, dass keines der verwendeten Detergenzien
zu einer deutlichen Anreicherung des Zielproteins oder Verringerung von Verunreinigungen in
den Eluat-Proben (3) fiihrte. Es ist jeweils ein Muster von Proteinbanden sichtbar, welches auf
eine gro3e Anzahl von Proteinen unterschiedlicher Grof3e und unspezifische Bindung hindeutet.
Die Menge an Zielprotein war in der 16slichen Fraktion bet CHAPS im Vergleich zur Kontrolle
ohne Detergenz erhoht. Eine Vergleich der Detergenzien ist aufgrund der niedrigen
Bandenintensitit des Zielproteins jedoch schwierig.

Alle Eluat-Fraktionen (Abbildung 2.11, A) wurden mittels Western Blot und Immunodetektion
(Abbildung 2.11, B) analysiert.

A B

kDa Emulgen CHAPS FC IGEPAL Triton ohne kpa M Emulgen CHAPS FC IGEPAL  Triton ohne

Abbildung 2.11 - Analyse der Reinigung der K_CYP72A1_C6His im Batch-Verfahren mit Ni-NTA unter
Verwendung von Detergenzien. A) SDS-Polyacrylamid-Gel (12,5 %) zur Analyse der Eluat-Fraktionen der
Reinigung. B) Nitrozellulosemembran aus dem Western Blot mit Immunodetektion mittels Anti-Hiss-Kdrpern zur
Analyse der Eluat-Fraktionen der Reinigung. Es wurden jeweils die unter Verwendung von Emulgen 120
(Emulgen), CHAPS (CHAPS), Fos-Choline-14 (FC), IGEPAL CO-520 (lgepal); Triton X-100 (Triton) und ohne
Detergenzien (ohne) erhaltenen Eluat-Fraktionen aufgetragen. Um Uber Immunodetektion Aufschluss Uber
erhaltene Menge des Zielproteins K_CYP72A1_C6His zu gewinnen, wurden nicht wie Gblich jeweils 10 ug Protein
pro Tasche aufgetragen, sondern ein jeweils identisches, unverdiinntes Probenvolumen.

Durch Immunodetektion konnte bei allen Proben auf der Nitrozellulosemembran eine Bande
oberhalb von 55 kDa sichtbar gemacht werden, die mit Masse des Zielproteins
K CYP72A1 C6His von etwa 60 kDa korreliert. Die Ergebnisse aus der Analyse mittels
Western Blot und Immunodetektion sind in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der

SDS-PAGE-Analyse. CHAPS erhohte die in der Eluat-Probe enthaltene Menge an Zielprotein.
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Weiterhin war bei der CHAPS- und Emulgen-Probe jeweils eine weitere Bande oberhalb von
25 kDa zu erkennen. Die relative Intensitit der Banden konnte als Anhaltspunkt fiir die
enthaltene Menge an K CYP72A1 C6His verwendet werden, da alle Proben in identischen
Volumina eluiert und jeweils identische Probenvolumina auf die SDS-Polyacrylamidgele
aufgetragen wurden.

Eine anschlieende Reinigung (Kapitel 6.3.4) der K CYP72A1_C6His aus Lysat mittels IMAC
und mit CHAPS (Abbildung 2.12, A) fiihrte jedoch nicht zur gewiinschten Steigerung der
Reinheit des Zielproteins. Die hohe Anzahl an Banden, die in der Eluat-Probe auf dem SDS-
Polyacrylamidgel sichtbar sind, deutet darauf hin, dass auch mit CHAPS iiberwiegend

unspezifische Bindung an das Sdulenmaterial stattgefunden hat.

kDa M 1 2 3 4 5 6 +

4
*
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Abbildung 2.12 - Einfluss von CHAPS auf die Reinigung der K_CYP72A1_C6His mittels IMAC.

Gezeigt sind das SDS-Polyacrylamidgel (12,5%) (A) und die Nitrozellulosemembran (B) der Analyse der IMAC-
Reinigung der K_CYP72Al1_C6His mittels SDS-PAGE und Western Blot. Es wurden die Proben
Komigrationsstandard PageRuler™ Prestained Protein Ladder (M), Lysat (1), Durchfluss der Reinigung (2), Pellet
nach Zellaufschluss und Zentrifugation (3), Fraktion nach Waschen mit IMAC-Puffer A mit 20 mM Imidazol (4),
Eluat nach Zugabe von IMAC-Puffer A mit 150 mM Imidazol (5), Fraktion nach Zugabe von IMAC-Puffer B (6) und
eine Positivkontrolle, N6His_LAMT (+) aufgetragen.

Bei der Analyse der Proben durch Western Blot (Abbildung 2.12, B) wurden im Eluat (5)
mittels Immunodetektion nur Proteine einer Grofle von etwa 60 kDa detektiert. Der Grofe nach
kann diese Bande der K CYP72A1 C6His zugeordnet werden. Es ist folglich
unwahrscheinlich, dass das diffuse Bandenmuster der Eluat-Probe auf dem SDS-
Polyacrylamidgel auf Fragmente der K CYP71A1 C6His zuriickzufithren  ist.
Zusammenfassend konnte die Loslichkeit der K CYP72A1 C6His durch Zugabe von CHAPS
in geringem Ausmal verbessert werden. Dies hatte jedoch kaum einen Effekt auf die Reinigung
mittels IMAC. Als mogliche Ursache fiir die fehlende selektive Bindung des Zielproteins an

das Sdulenmaterial konnte das Fehlen des Hexahistidin-Affinititsmarkers durch Western Blot
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und Immunodetektion mittels Anti-Hise-Korper ausgeschlossen werden. Moglicherweise ist
der Hexahistidin-Affindtsmarker fiir eine Wechselwirkung mit den immobilisierten Nickel-
Ionen unzugénglich; beispielsweise, weil er durch die Tertidrstruktur der K CYP72A1 C6His

verdeckt wird.

2.1.8 Herstellung der Secologanin-Synthase in E. coli als Fusionsprotein mit
Apolipoprotein I und Maltose Binding Protein

Bei Remnigung der K CYP72A1 C6His mittels IMAC konnte wunter dem
l6slichkeitsvermittelnden Einfluss von Detergenzien oder dem denaturierenden Einfluss von
Harnstoff (Kapitel 8.2.7) keine selektive Bindung des Zielproteins am S&ulenmaterial
beobachtet werden. Es ist moglich, dass der Hexahistidin-Afffinitdtsmarker durch die
Tertidrstruktur der K CYP72A1 C6His verdeckt wird.

Maltose Binding Protein (MBP) besteht aus 370 Aminosduren und hat eine Masse von etwa
42.5 kDa. Aufgrund der GroBe sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass eine spezifische Bindung an
Amylose wihrend einer Reinigung durch das fusionierte Zielprotein behindert wird. Bei
Vorversuchen konnte CYP72A1 nicht als Fusionsprotein mit MBP in aktiver Form in E. coli
produziert werden. In der Literatur sind dreigliedrige Fusionskonstrukte aus MBP, einem
Zielprotein und trunkiertem ApoAl (ApoAl*) beschrieben, die zur 16slichen Herstellung vom
Him-Proteinen angewendet wurden.® Um zu untersuchen, ob auf diese Weise aktive
CYP72A1 als Fusionsprotein in E. coli hergestellt werden kann, wurde zur Expression ein Gen-
Konstrukt generiert (Kapitel 6.1.9), das fiir ein Fusionsprotein aus MBP, CYP72A1 und
ApoAl* kodiert. Die einzelnen Glieder des chimiren Proteins erfiillen unterschiedliche
Aufgaben. Neben der Moglichkeit zur Reinigung des Zielproteins einer Amylose-
Affinitatsmatrix werden MBP solubilisierende Eigenschaften zugeordnet, welche die Faltung
eines Zielproteins unterstiitzen konnen.??> ApoAl* liegt in einem geschmolzen-globuliren
Zustand*?® vor und bindet Phospholipide, die wie eine artifizielle Membran fiir das zu
exprimierende Transmembranprotein wirken. Im Resultat soll CYP72A1 durch
Wechselwirkungen mit ApoA1* bereits wihrend der Faltung stabilisiert werden.?*® Es wurden
Varianten erzeugt, die Anpassungen der N-terminalen Aminosduresequenz der CYP72Al1
beinhalten (Tabelle 2.4). Die SIMPLEx-Variante K basiert auf der zuvor untersuchten
K CYP72A1. Bei SIMPLEx-Variante C wurde die Membransequenz und bei SIMPLEx-
Variante D9 das Sekretionssignal bis zur Membransequenz trunkiert. Nach einer personlichen
Korrespondenz mit Dario Mizrachi, Ph.D.?8, werden die besten Ergebnisse erzielt, wenn
ApoAI* am C-Terminus des Fusionsproteins liegt. Eine Anderung der Reihenfolge fiihrt zu

einer unabhéingigen Faltung der einzelnen Proteine. Das Zellpellet der SIMPLEx-Variante-K,
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das nach einer Expressionsdauer von etwa 48 Stunden durch Zentrifugation erhalten wurde
(Kapitel 6.2.8), wies im Vergleich zu den tibrigen getesteten Konstrukten eine sichtbare rétliche

Féarbung auf.

Tabelle 2.4 — N-terminale Amiosduresequenzen der Fusionskonstrukte der SIMPLEx-Varianten der CYP72A1
zur Produktion in E. coli und Reinigung. Die eingefiihrten Modifikationen der Aminosduresequenzen der
erzeugten SIMPLEx-Varianten der CYP72A1 sind farbig markiert. Substitutionen sind blau markiert. Deletionen
sind rot markiert. Die nachgestellte Zahl gibt die Anzahl der Aminosduren an, um welche die resultierende
Variante im Vergleich zur Wildtyp-CYP72A1 gekiirzt wurde. Die Sequenz der modifizierten CYP72A1 wird von
MBP und ApoA1l* flankiert.

Variante Modifikation am N-Terminus der CYP72A1

WT MBP_MEMDMDTIRKAIAATIFALVMAWAWRVLDWAWEFTP_ApoAl*
K MBP MALLLAVFLGAIAATIFALVMAWAWRVLDWAWFTP ApoAl*
C MBP MAA32 TP ApoAl*
D9 MBP MAA9 JAATIFALVMAWAWRVLDWAWETP ApoAl*

Eine Rotfarbung des Zellpellets kann bei der heterologen Produktion von P450 in E. coli héufig
als ein erster Indikator fiir eine erfolgreiche Genexpression gewertet werden. Die Lysate
wurden mit Hilfe von CO-Differenzspektren analysiert. Es waren Intensititsunterschiede der
Absorptionsdifferenzen bei 420 nm auf den CO-Differenzspektren der 16slichen Zellextrakte
(Abbildung 2.13, A) zu erkennen. Nur das CO-Differenzspektrum der SIMPLEx-Variante-K
hatte eine geringe Absorptionsdifferenz um 450 nm, die auf losliche P450 im niedrigen

nanomolaren Bereich hindeutete.

0.15- - WT 24h 0.06- - WT48h
— C48h

ptionsdifferenz, al
ptionsdifferenz, al

420 440 460 480 500

0.05- om 0.024

Absor|
Absor|

Abbildung 2.13 — Reprdsentative CO-Differenzspektren aufgezeichnet mit E. coli Zelllysaten der CYP72A1-
SIMPLEx-Varianten A) nach einer Expressionsdauer von 24 Stunden und B) nach einer Expressionsdauer von
48 Stunden.

Diese liegt um einen Faktor von etwa 100 bis 150 unter der Konzentration, die tiblicherweise
bei der Herstellung der K CYP72A1 in E. coli bei gleicher Handhabe der Proben und
Verdiinnung erhalten wurde. Die zuvor beobachteten Intensititsunterschiede waren nach

48 Stunden kaum noch sichtbar (Abbildung 2.13, B). Eine Erkldrung fiir die beobachteten
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Verianderungen der Proben konnte eine Denaturierung der Proteine sein, die bei den jeweiligen

Proben einem unterschiedlichen zeitlichem Verlauf folgte.

MBP_C_CYP72A1_ApoAl* MBP_D9 _CYP72A1_ApoAl*
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Abbildung 2.14 — SDS-Polyacrylamidgel zur Analyse der Expression der Gene der SIMPLEx-Varianten. Es wurden
jeweils Ganzzellproben der Leervektorkontrolle E. coli CA3(DE3) pET28a(+)(1) sowie von E. coli C43(DE3)
pET28a_MBP_WT_CYP72A1_ApoAl*, pET28a_MBP_C_CYP72A1_ApoAl*, pET28a_MBP_K_CYP72A1_ApoAl*
und pET28a_MBP_D9_CYP72A1_ApoAl* vor Induktion der Expression (2) und nach einer Expressionsdauer von
3 Stunden (3) aufgetragen. AuRerdem wurde jeweils eine Probe vom Lysat nach einer Expressionsdauer von 24
Stunden (4) und 48 Stunden (6) sowie die unl6sliche Fraktion der homogenisierten Zellen nach einer
Expressionsdauer von 24h (5) und 48h (7) aufgetragen. Zur Massenreferenz dient ein Komigrationsstandard,
PageRuler™ Unstained Protein Ladder (M).

Die Expression wurde mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung 2.14). Auf den
SDS-Polyacrylamidgelen ist sichtbar, dass als Tripelfusion jeweils ein Teil des produzierten
Zielproteins in 16slicher Form vorlag, jedoch eine erhebliche Menge in der unloslichen Fraktion

enthalten war. Die hochste abgeschétzte Bandenintensitét des Zielproteins im Lysat war jeweils
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nach 24 Stunden erkennbar. Das verschmierte Erscheinungsbild, insbesondere der Proben der
unloslichen Proteinfraktion (5, 7) deutet auf Proteinaggregate hin. Protein-Einschlusskorper
konnen ein Storfaktor beim Bradford-Test sein, da sie die Bildung des Farbkomplexes mit
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 behindern.

Als Resultat wurde die tatsdchliche Proteinkonzentration einiger Proben unterschétzt und mehr
Protein auf das Gel aufgetragen. Die relative Stellung von MBP und ApoAl* zur CYP72A1
innerhalb des Fusionskonstrukts ist unter Einbeziehung der Vorergebnisse im Bezug auf
Modifikationen am N-Terminus der CYP72A1 ungiinstig. Die erwartete stabilisierende
Wirkung von ApoAl* auf CYP72A1 ist moglicherweise aufgrund der Distanz der
CYP72A1-Membrandomine zu ApoAl* reduziert.

Das Lysat der Variante SIMPLEx-Variante-K  wurde zum  Test mittels
Affinitatschromatographie an einer Amylose-Affinitdtsmatrix (Amylose Resin, siche Tabelle
5.5) gereinigt. Eine Untersuchung der Gesamtproteinkonzentration des farblosen Eluats ergab

eine niedrigen Proteingehalt von weniger als 70 pg/mL Protein.

2.1.9 Einfluss der Ammoniumsulfat-Konzentration auf die Loslichkeit der K_CYP72A1
Unterschiedliche Versuche einer chromatographischen Reinigung der K CYP72A1 C6His
und von Fusionen der CYP72A1 mit MBP fiihrten nicht zum gewliinschten Ergebnis. Einen
anderen Ansatz zur Reinigung stellt die Ammoniumsulfat-Féllung dar. Diese ist unabhingig
von Affinititsmarkern wie Hexahistidin. Ammoniumsulfat ist eine stark wasserlosliche
Substanz mit antichaotroper Wirkung. Die 16slichen Proteine kdnnen in Fraktionen prézipitiert
und durch Losen in einem geringeren Volumen aufkonzentriert werden. Es wurde untersucht,
ob durch eine fraktionierte Fallung mit (NH4)2SO4 eine Reinigung der K CYP72A1 erreicht
werden kann.

Um die nétige Ammoniumsulfat-Konzentration zur Féllung der K CYP72A1 zu ermitteln,
wurde die Ammoniumsulfat-Konzentration des E. coli-Lysat mit K CYP72A1 (5) schrittweise
erhoht (20 %, 40 %, 60 %, 80 %, im Folgenden immer jeweils bezogen auf die 100%ige
Ammoniumsulfat-Sattigungskonzentration). Der in Folge jeder Zugabe von Ammoniumsulfat
entstehende Niederschlag wurde getrennt, gelost, mittels Bradford-Test quantifiziert und per
SDS-PAGE untersucht (Kapitel 6.3.9). Anhand der jeweils als Niederschlag erhaltenen Masse
an Proteinen (Abbildung 2.15, A) war sichtbar, dass bei 40 % Ammoniumsulfat weniger als ein
Drittel der gesamten Proteine als Niederschlag vorlag. Die Bildausschnitte zeigen die farbliche

Verianderung der jeweils erhaltenen Losungen.
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Abbildung 2.15 — Analyse der fraktionierten Fallung der K_CYP72A1 aus E. coli Lysat durch Ammoniumsulfat.
A) Bestimmung der Masse an Protein die jeweils nach Steigerung der (NH,),SO4-Konzentration (20 % ,40 % ,60 %
und 80 % der (NH,4),SO,-Sattigungskonzentration) als Niederschlag erhalten wurde. Die Masse der Proteine im
Lysat (5) und die Masse an Protein welche nach Zugabe von 80 % (NH,),SO4 weiterhin in Losung waren (Rest),
wurde ebenfalls ermittelt. Die erhaltenen Niederschlidge wurden vom Uberstand getrennt, in 200 pL 50 mM Tris-
Puffer geldst und mittels Bradford-Test quantifiziert. Die Bildausschnitte illustrieren die farbliche Veranderung
der geldsten Niederschldge. B) SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) aus der SDS-PAGE-Analyse der fraktionierten
Fallung. Es wurden Ganzzellproben der Expression C43(DE3) pET28a_K_CYP72A1, vor Induktion der Expression
(2), 24 Stunden nach Induktion der Expression (3) und eine Leervektorkontrolle C43(DE3) pET28a(+) (1)
aufgetragen. AuBerdem wurden Proben der unldslichen Proteinfraktion (4), der 16slichen Proteinfraktion jeweils
nach 40 Stunden Expressionsdauer (5), der geldsten Niederschlage (bei 20 % ,40 % ,60 % und 80 % der (NH4)2S04-
Sattigungskonzentration) sowie ein Komigrationsstandard (M) aufgetragen. Je Tasche wurde jeweils 10 pg
Protein eingesetzt. Ein roter Pfeil markiert das Zielprotein.
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Die mit Probe mit 40 % Ammoniumsulfat weist eine rotliche Farbung auf. Alle anderen Proben
besitzen eine deutlich geringere charakteristische Rotfdrbung, oder sind annéhernd farblos.
Das deutet darauf hin, dass die K CYP72A1 durch fraktionierte Fiallung von etwa 70 % der
Gesamtproteine getrennt werden kann.

Die SDS-PAGE-Analyse (Abbildung 2.15, B) bestdtigt, dass bei jeder getesteten
Ammoniumsulfat-Konzentration unterschiedliche Proteine im Niederschlag erhalten waren. Es
ist sichtbar, dass die K CYP72A1 bei 40 % Ammoniumsulfat fast vollstéindig als Niederschlag
vorlag. Bei den Proben mit mehr als 40 % Ammoniumsulfat war die Bande des Zielproteins auf
dem SDS-Polyacrylamidgel nicht mehr zu erkennen. Dies bestitigt die Ergebnisse aus der
Untersuchung des Proteingehalts der Fraktionen. Durch fraktionierte Féllung mit 40 % der
Ammoniumsulfat-Sittigungskonzentration kann die K CYP72A1 von etwa 70 % der
Gesamtproteine getrennt werden.

Im nidchsten Schritt wurde untersucht, ob nach einer Féllung der K CYP72A1 und
anschlieBendem Ldsen in einem geringeren Gesamtvolumen die Ham b prosthetische Gruppe
erhalten bleibt. Dazu wurde die gesamte Menge an K CYP72A1, die aus Kulturvolumen 2 L
TB (20 x 100 mL TB-Medium) erhalten wurde, durch Zugabe von 40 % Ammoniumsulfat

gefillt und die erhaltenen Losungen durch Aufnahme von CO-Differenzspektren untersucht.
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Abbildung 2.16 — Fillung der K_CYP72A1 aus E. coli Lysat mit Hilfe von Ammoniumsulfat und Analyse der
erhaltenen Fraktionen mittels CO-Differenzspektren. Die K_CYP72A1 wurde in einem Kulturvolumen von 20 x
100 mL TB-Medium hergestellt und das nach Zellaufschluss erhaltene Homogenat bis zur Klarung zentrifugiert.
K_CYP72A1 wurde anschlieBend mit 40 % (NH,4).SO4 gefallt. A) Gezeigt ist die fotographische Dokumentation der
fraktionierten Fillung: E. coli-Lysat mit K_CYP72A1 (US_55k), Uberstand bei 40 % der Ammoniumsulfat-
Sattigungskonzentration (US_AS) und in etwa einem Zehntel des Ausgangsvolumens geldster Niederschlag
(Re_AS). B) Gezeigt sind reprasentative CO-Differenzspektren der Proben, die wahrend der fraktionierten Fallung
zur Analyse aufgenommen wurden.

Die Bildausschnitte (Abbildung 2.16, A) illustrieren, dass ein rotlicher Niederschlag nach
Zugabe von Ammoniumsulfat (Vergleiche US 55k und US_AS) erhalten wird. Dabei #ndert
sich die rotliche Farbung des Uberstands von rétlich zu gelb. Der geloste Niederschlag (Re AS)

weist im Vergleich eine erhohte Intensitét der charakteristischen Féarbung im Vergleich zum
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E. coli-Lysat auf. Dieser Trend ist auch auf den CO-Differenzspektren zu verfolgen (Abbildung
2.16, B). Nach der Fillung ist im Uberstand kein 450 nm Signal oder 420 nm Signal erkennbar.
Die auf das Volumen bezogene Signalintensitit ist nach der Féllung (Re AS) deutlich im
Vergleich zur Probe mit Lysat (US_55k) gestiegen. Eine Analyse mittels SDS-PAGE
untermauert die vorherigen Beobachtungen (Kapitel 8.2.5), dass die K CYP72A1 mit
Ammoniumsulfat quantitativ gefillt und im Anschluss vollstindig gelost werden konnte. Auf
Basis der CO-Differenzspektren bleibt nach Féllen und Losen die Fahigkeit zur Aufnahme von
Elektronen und Komplexierung von Kohlenmonoxid intakt und ist in Bezug auf das Volumen
gesteigert. Durch Féllung mittels Ammoniumsulfats kann die K CYP72A1 folglich von etwa

70 % der im Lysat erhaltenen Proteinverunreinigungen getrennt werden.

2.2 Biochemische Charakterisierung der K CYP72A1
Die Variante der CYP72A1, K CYP72A1, wurde einer biochemischen Charakterisierung

unterzogen. Im Folgenden ist die Rekonstitution der Aktivitit, eine Optimierung der RP und

die biochemische Charakterisierung beschrieben.

2.2.1 Rekonstitution der Aktivitit der K_CYP72A1

Die katalytische Aktivitit der K CYP72A1 ist sowohl fiir die biochemische Charakterisierung
der P450 als auch als Biokatalysator fiir die Spaltung des Loganin-Fiinfringes in der geplanten
Kaskade von entscheidender Wichtigkeit. Das zuvor auf CO-Differenzspektren detektierte
450 nm Signal der K CYP72A1 (Kapitel 2.1.3) weist auf mogliche katalytische Aktivitat hin.
Es sind verschiedene Moglichkeiten bekannt, dem katalytischen Zyklus einer P450 Elektronen
zuzufiihren. Bezugnehmend auf die CYP72A1 erfiillt diese Aufgabe in vivo eine diflavinhaltige
Klasse II CPR (Q05001) aus dem Sekundirstoffwechsel von C. roseus.?’*°® Weil die CPR
nicht durch Trunkierung der TM-Doméne in E. coli hergestellt werden konnte, wurden
mogliche Surrogat-RP untersucht. Da die Elektroneniibertragung bei CPR durch Flavin
ermoglicht wird, sind ebenfalls Flavin-basierte RP-Systeme naheliegende Kandidaten. Hierzu
wurden folgende nichtphysiologische RP auf eine mogliche Kompatibilitit mit der
K CYP72A1 untersucht, da deren Verwendbarkeit als nicht-physiologische Redoxpartner in
der Literatur dokumentiert ist: Ein bakterielles Zwei-Komponenten Redoxsystem der Klasse I11
bestehend aus dem FMN-abhingigen Flavodoxin YkuN aus E. coli und der FAD-abhingigen
Ferredoxin/Flavodoxin Reduktase FpR*2732% aus B. subtilis, ein Klasse II System bestehend aus
einer pflanzlichen CPR aus A. thaliana (Okotyp Colombia ATR2%?%) und ein artifizielles
RP-System bestehend aus einer Fusion von YkuN und FpR (YR-P5%?) (Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.17 — Reaktionsschema der Umwandlung von Loganin durch K_CYP72A1. Der Elektronenbedarf der
Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 wird in C. roseus durch eine CPR gedeckt. Es wurden unterschiedliche
nicht-physiologische RP-Systeme (ATR2, FpR & YkuN und YR-P5) mit der K_CYP72A1 getestet.

Um die katalytische Aktivitit der K CYP72A1 fiir die geplante biochemische
Charakterisierung und Kaskadenreaktion zu rekonstituieren, wurde die K CYP72A1 jeweils
mit unterschiedlichen Redoxpartnern in unterschiedlichen Konzentrationen und
Inkubationszeiten zur Umsetzung von Loganin eingesetzt (Kapitel 6.5.1). Eine
Glukose-Dehydrogenase (EC:1.1.1.47, gdhlV)*! aus Bacillus megaterium wurde jeweils zur
Regenerierung von NADPH eingesetzt. Die Reaktionen wurden im Hinblick auf die mittels
Integration ermittelte Secologanin-DNPH-Signalfliche im LC/MS-Chromatogramm (Kapitel
6.4.1.3) evaluiert (Abbildung 2.18). Aus dem Balkendiagramm der Secologanin-Signalfache ist
ersichtlich, dass in allen vorliegenden Kombinationen eine K_CYP72A1-Aktivitdt gegeniiber
Loganin rekonstituiert werden konnte und Secologanin gebildet wurde. Die Versuche zeigen,
dass der Grofiteil an Secologanin innerhalb der ersten 2 Stunden der Reaktion gebildet wurde
und sowohl die Art als auch eingesetzte Konzentration der RP einen Einfluss auf die
Secologanin-Bildung hatten. Im Vergleich zu ATR2 wurde mit YR-P5 bei der hochsten
getesteten Konzentration etwa 30 % und bei Einsatz von FpR und YkuN bis zu 300 % mehr
Produkt gebildet. Aufgrund der Tatsache, dass ATR2 wie die C. roseus CPR aus einem
pflanzlichen Sekundirstoffwechsel kommt, wurde erwartet, dass in dieser Kombination die
hochste Effizienz der Wechselwirkung und folglich die hochste Produktausbeute erzielt wird.
Moglicherweise war die Grofe und Form des Elektronendonors der maBigebliche Faktor.
Betrachtet man die Differenz der Secologanin-Signale bei zehnfachem RP-Uberschuss, die
zwischen zwei Stunden und zwanzig Stunden gebildet wurde, so war diese beinahe unabhéngig
von der Art der RP (vergleiche jeweils 10:1, 2 hund 10:1, 20 h). Ursachlich dafiir kénnte sein,
dass bis zu einer Reaktionszeit von 2 Stunden Art und Konzentration der jeweiligen RP die
Produktbildung limitieren und diese Faktoren bei lidngerer Reaktionsdauer an Gewicht
verlieren. Ab zwei Stunden dominiert moglicherweise die verbleibende Aktivitdt der P450 und

nicht die Art und Konzentration der RP die Reaktionsgeschwindigkeit.
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Abbildung 2.18 — Rekonstitution der Aktivitit der K_CYP72A1 mit nicht-physiologischen RP anhand einer
Umsetzung von Loganin. Es ist die ermittelte Secologanin-DNPH-Signalflache aus Umwandlungen von Loganin
durch K_CYP72A1 mit 1 bis 10 uM ATR2, YR-P5 oder FpR und YkuN gezeigt. Die Legende gibt das eingesetzte
Verhaltnis der RP und K_CYP72A1 in uM und die Inkubationsdauer an. Die Produktbildung wurde anhand der
detektierten Intensitat der Secologanin-DNPH-Signalflache per LC/MS ermittelt. Die Probenvorbereitung wurde

mit StageTips durchgefiihrt. Alle Werte sind auf die Reaktion 10:1, 2h mit ATR2 normiert. Die Werte
reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei oder mehr Experimenten.

Der beobachtete Effekt konnte dadurch hervorgerufen werden, dass die effektive Konzentration
noch aktiver P450 wihrend der Reaktion stirker sinkt als die der Reaktionspartner und ab einem
gewissen Punkt Sittigungseffekte dominieren. Das wiirde bedeuten, dass im Fall der
K CYP72A1 bei theoretisch unendlich hoher RP-Konzentration die Reaktionsgeschwindigkeit
nur noch durch die Konzentration der P450 und nicht mehr durch die Wechselwirkung und Art
der eingesetzten RP bestimmt wird. Grundséitzlich kann zusammengefasst werden, dass die
Aktivitit der K CYP72A1 erfolgreich wiederhergestellt werden konnte.

Bei Kombination der bakteriellen RP YkuN und FpR mit der K CYP72A1 wurde bei
samtlichen getesteten Enzymkonzentrationen und Inkubationszeiten unter vergleichbaren
Bedingungen die grofite Menge Secologanin detektiert. Deshalb wurden YkuN und FpR zur
biochemischen Charakterisierung der K CYP72A1 verwendet.
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2.2.2 Optimierung des Verhiltnisses von K_CYP72A1, YkuN und FpR
In Vorversuchen wurde beobachtet, dass die Konzentration der eingesetzten RP einen Einfluss
auf die Secologanin-Bildung besitzen kann. Es ist literaturbekannt, dass das Verhaltnis der RP-

und P450-Konzentrationen einen erheblichen FEinfluss auf den Substratumsatz ausiiben
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Abbildung 2.19 — Umsetzung von 250 uM Loganin durch K_CYP72A1 mit verschiedenen FpR und YkuN
Konzentrationen. Es sind die aus der Umwandlung von Loganin durch K_CYP72A1 mit FpR und YkuN gemessenen
Produktkonzentrationen nach 20 h bei 25 °C abgebildet. Die Umsetzung wurde mit jeweils verschiedenen
Konzentrationen von 1 bis 40 uM FpR oder YkuN durchgefiihrt und die Endkonzentration von Secologanin und
Loganin per LC/MS quantifiziert. Die Beschriftung der horizontalen Achse zeigt Anfangsbuchstaben der
eingesetzten Proteine FpR (F), YkuN (Y) und K_CYP72A1 (K). Die vorgestellten Zahlen stehen fiir die jeweils
eingesetzte Proteinkonzentration in uM. Die Werte reprdsentieren Mittelwerte und Standardabweichungen aus
mindestens drei Experimenten. Die angegebenen Konzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen von 100 pL
bezogen.

Im Hinblick auf die geplante Etablierung einer enzymatischen Reaktionskaskade ist eine
Optimierung der Secologanin-Produktion entscheidend. Es sollten mehr Informationen tiber
den Einfluss der YkuN und FpR-Konzentration auf die Bildung von Secologanin durch
K CYP72A1 gewonnen und die Produktkonzentration in Bezug auf die eingesetzte
Enzymmenge optimiert werden. Die konzentrationsabhingige Wechselwirkung zwischen
YkuN, FpR und K CYP72A1 wurde untersucht, indem die Umwandlung von Loganin jeweils
mit 1 uM K _CYP72A1 1 bis 40 pM YkuN und 1 bis 40 uM FpR durchgefiihrt wurde (Kapitel

6.5.1). AnschlieBend wurden die Ergebnisse auf Basis der Produktkonzentrationen ausgewertet.
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In Fortsetzung des beobachteten Trends war zu sehen, dass die quantifizierte Secologanin-
Konzentration grundsitzlich mit der einer dquimolaren Erhohung (10F|10Y]|1K, 20F|20Y|1K
und 40F|40Y|1K) der eingesetzten Menge FpR und YkuN anstieg (Abbildung 2.19). Im
Einklang mit dieser Beobachtung wurde bei der hochsten eingesetzten RP-Konzentration
(40F|40Y|1K) die hochste Secologanin-Konzentration beobachtet. Es war auBlerdem ein
Sattigungseffekt zu sehen, wenn die Menge eingesetzter RP von 20F|20Y|1K auf 40F|40Y|1K
erhoht wurde. Mogliche Erklirungen sind, dass ab einem bestimmten RP-Uberschuss die
Ubertragung von Elektronen auf K CYP72A durch Crowding-Effekte limitiert wird oder der
Elektronenbedarf gesittigt ist.

Bei nicht-dquimolarem Verhéltnis der RP wurde sowohl ein Effekt beim Verhéltnis der YkuN
und FpR Konzentration als auch beim Verhiltnis der RP-zu-K_CYP72A1-Konzentration auf
die Umsetzung von Loganin durch K CYP72A1 beobachtet.
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Abbildung 2.20 — Verhdltnis von Secologanin und eingesetzter RP-Menge. Es ist der Quotient aus
Produktkonzentration und der RP-Konzentration ([SL-DNPH]/[RP]) bezogen auf den jeweiligen Reaktionsansatz
dargestellt.

Beispielsweise wurde bei der Reaktion 10F|5Y|1K iiberproportional weniger Produkt detektiert

als bei 20F|10Y|1K. Umgekehrt wurde bei SF|10Y|1K proportional zur FpR-Konzentration
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weniger Produkt erzeugt als bei 10F|20Y|1K. In beiden Beispielen war jeweils das YkuN zu
FpR-Verhiltnis gleich, aber das RP-zu-K_CYP72A1-Verhiltnis verdndert.

Bei einem nicht-dquimolaren Verhéltnis von YkuN und FpR war der Einfluss der
FpR-Konzentration grofer als der von YkuN. Dies ist beim Vergleich der Proben 20F|10Y|1K
und 10F|20Y|1K oder 20F|10Y|1K und 20F|20Y|1K besonders deutlich zu sehen.

Auch bei der FpR-Konzentration wurden Sittigungseffekte beobachtet. Bei der Reaktion
40F|10Y|1K wurde weniger Secologanin erzeugt als bei 20F10Y1K. Die Stabilitdt der FpR
konnte eine Erklarung fiir diese Beobachtungen liefern. Es ist bekannt, dass FpR in reduzierter
Hydrochinon-Form zur Denaturierung neigt.>*> Wenn FpR im hohen Uberschuss zu YkuN und
zur K CYP72A1 eingesetzt wurde, lag FpR wahrscheinlich in reduzierter Form vor.

In Anbetracht der Sattigungseffekte und weiterer konzentrationsabhéngiger Faktoren wie der
Enzymstabilitit, wurde die Okonomie der Umsetzung — die Secologanin-Konzentration pro
uM FpR und YkuN — zur Evaluation miteinbezogen. Dazu wurde der Quotient der
Produktmenge und der eingesetzten Menge RP berechnet (Abbildung 2.20). Bei 40F|40Y|1K
wurde zuvor die hochste Secologanin-Konzentration quantifiziert. Unter Einbeziehung der
eingesetzten Enzymkonzentration wurde bei 20F|10Y|1K die hochste
Zielprodukt-Konzentration pro pM RP gemessen.

2.2.3 Zusammenhang zwischen der Absorptionsdifferenz bei 450 nm und der
katalytischen Aktivitit der K CYP72A1 zur Umwandlung von Loganin

Die bei einer Umwandlung eingesetzte Konzentration katalytisch aktiver K CYP72A1 ist bei
der Charakterisierung héufig eine BezugsgroBe. Um die Konzentration zu bestimmen, wird die
Absorptionsdifferenz bei 450 nm herangezogen. Dieser Konzentrationsbestimmung liegt die
Annahme zugrunde, dass nur P450 zur Reaktion beitrdgt, die eine Absorptionsdifferenz bei
450 nm besitzt. Diese Annahme wurde tiberpriift und dazu die katalytische Aktivitit der 450 nm
absorbierenden K CYP72A1 mit 420 nm absorbierender K CYP72A1 (hier jeweils bezeichnet
als K450 und K420) bei Umsetzungen von Loganin (Kapitel 6.5.1) verglichen. Fiir K420 wurde
K CYP72A1-Lysat aus einer Kultur verwendet, bei der nach Zellhomogenisierung kein
450 nm Absorptionsmaximum im CO-Differenzspektrum zu sehen war (Abbildung 2.21, A).
Die P450-Konzentration der K420-Probe wurde {iiber den literaturbekannten

Extinktionskoeffizienten (€420 = 111 cm™*mM ") bestimmt (Kapitel 6.3.7). Als MessgroBe der

Reaktion diente die mittels Integration bestimmte Secologanin-DNPH-Signalfliche im

LC/MS-Chromatogramm (Abbildung 2.21, B).
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Abbildung 2.21 - CO-Differenzspektren und Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 mit und ohne
Absorptionsdifferenz bei 450 nm. A) Reprasentative CO-Differenzspektren von K_CYP72A1-haltigem Zell-Lysat
mit vorhandener (K 450) oder fehlender (K420) Absorptionsdifferenz bei 450 nm. B) Umsetzung von 500 uM
Loganin durch 1 uM K_CYP72A1(K420) oder 1pM K _CYP72A1(K450). Gezeigt ist die
Secologanin-DNPH-Signalflache nach 2 h bei 25 °C in 100 pL Reaktionsvolumen. Die Werte reprdsentieren
Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei Experimenten.

Es 1st ersichtlich, dass K450 im Vergleich zur K420 etwa 15-mal mehr Secologanin bildet. Es
ist dartiber hinaus moglich, dass die geringe durch K420 gebildete Menge an Secologanin auf
K450 in der Losung zuriickzufiihren ist, die im CO-Differenzspektrum beispielsweise aufgrund
der niedrigen Konzentration nicht erfasst wurde. Aus der Untersuchung geht hervor, dass bei
der K CYP72A1 eine gute Korrelation zwischen Absorption bei 450 nm und katalytischer
Aktivitdt besteht. Die Abschétzung der K CYP72A1-Aktivitit durch CO-Differenzspektren ist

somit validiert.

2.2.4 Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Umsetzung von Loganin durch
K CYP72A1

Wie die Vorversuche zeigen, wird die grote Menge Secologanin bei der Umsetzung von
Loganin durch K CYP72A1 kurz nach Beginn der Reaktion gebildet. Eine temperaturbedingte
Denaturierung der K CYP72A1 konnte den beobachteten Effekt hervorrufen. Aus diesem
Grund und um einen optimalen Temperaturbereich fiir die Umwandlung von Loganin zu
identifizieren, wurde der Zeitverlauf der Umsetzung von Loganin unter dem Gesichtspunkt des
Temperatureinflusses untersucht. Dazu wurden die Reaktionsansitze jeweils bei verschiedenen
Temperaturen im Bereich von 20 bis 35°C inkubiert, die etwa dem Temperaturbereich der

Jahresdurchschnittstemperaturen des Lebensraums von C. roseus entsprechen (Kapitel



Ergebnisse | 65

6.5.1).3*°° Es wurde jeweils die Secologanin Bildung anhand der Signalfliche in
LC/MS-Chromatogrammen zu definierten Zeitpunkten (20, 60, 180, 360 Minuten) nach Beginn
der Reaktion analysiert (Abbildung 2.22).
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Abbildung 2.22 — Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen und
Inkubationszeiten. Gezeigt sind die normierten Secologanin-DNPH Signalflachen aus der Umsetzung von Loganin
durch K_CYP72A1 bei 20 bis 35 °C und jeweils nach 20, 60, 180 und 360 min. Die Reaktionsansatze wurden nach
der Derivatisierung mit StageTips extrahiert und per LC/MS analysiert. Die ermittelten Quotienten der
SL-DNPH-Peakflachen und der Peakflachen des Internen Standards wurden auf die groRte gemessene Flache
normiert und der Reaktionsverlauf durch einen nichtlinearen Fit angedeutet. Die Werte reprdsentieren
Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils mindestens drei Experimenten.

Aus dem Zeitverlauf ist ersichtlich, dass bei samtlichen getesteten Reaktionstemperaturen
bereits innerhalb der ersten 20 bis 60 Minuten nach Reaktionsbeginn — und nicht erst innerhalb
der ersten 2 Stunden — ein Grofteil der Endproduktmenge gebildet wurde. Die Menge an
gebildetem Secologanin je Messintervall nahm bei allen Temperaturen mit fortschreitender
Inkubationsdauer ab. Bei Reaktionstemperaturen tiber 25 °C waren diese Effekte besonders
deutlich und die Reaktionen kamen frither zum Erliegen. Der Reaktionsverlauf bei 20 °C lasst
keine definitive Aussage auf ein Erliegen der Reaktion in den ersten 360 Minuten zu.

Da die optimale Reaktionstemperatur moglicherweise auflerhalb des erwarteten
Temperaurbereichs liegt und bei niedrigeren Temperaturen ldngere Reaktionszeiten erreicht
werden konnen, wurde ein groflerer Temperaturbereich von 5 bis 35 °C {iiber eine lédngere

Reaktionsdauer untersucht (Kapitel 6.5.1, Abbildung 2.23).
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Abbildung 2.23 — Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 bei niedrigen Reaktionstemperaturen nach 2 und
20 h. Es sind die ermittelten Loganin- und Secologanin-Konzentrationen aus der Umwandlung von 150 pM
Loganin durch K_CYP72A1 bei 5, 15, 25 und 35 °C und nach jeweils 2 und 20 h dargestellt. Die Werte
reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils mindestens drei Experimenten. Die
angegebenen Konzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen von 100 pL bezogen.

Die Ergebnisse, die im Balkendiagramm abgebildet sind, bestétigen die Beobachtung, dass bei
Temperaturen unterhalb von 25 °C hohere Secologanin Endkonzentrationen erzielt werden
konnen. Die Konzentration von Secologanin, die aus der Analyse der Reaktionsansitze nach
20 Stunden hervorging, war bei den Proben unterhalb von 25 °C im Rahmen der
Standardabweichungen vergleichbar. Tendenziell wurde bei 5 °C ein geringerer
Loganin-Verbrauch beobachtet als Proben oberhalb von 5 °C. Im Vergleich dazu nahm bei
35 °C die Loganin-Endkonzentration zwischen 2 Stunden und 20 Stunden in einem Ausmaf}
ab, das nicht in der gebildeten Secologanin-Menge in Einklang gebracht werden kann. Obwohl
bei 2 Stunden Secologanin detektiert wurde, ist nach 20 Stunden fast kein Produkt mehr
sichtbar. Der Effekt der reduzierten Produktbildung mit fortschreitender Reaktionsdauer
korreliert folglich mit der Reaktionstemperatur. Diese Beobachtung ist unter anderem durch
eine Inaktivierung der K CYP72A1 oder RP zu erkldren. Zusammen mit der ausbleibenden
Temperaturabhéngigkeit des Loganin-Umsatzes nach 20 Stunden bei 15 bis 35 °C und der
niedrigen Secologanin-Konzentration bei 35 °C sind temperaturabhéngige Neben- oder
Zerfallsreaktionen ausgehend von Secologanin wahrscheinlich. Es kann zusammengefasst
werden, dass Reaktionstemperaturen von 25 °C oder weniger optimal fiir die Umsetzung von
Loganin durch K CYP72A1 sind. Oberhalb von 25 °C wurden reduzierte Produktausbeuten
und eine schlechtere Atomokonomie bei Umsetzung von Loganin durch K CYP72Al

beobachtet.
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2.2.5 Einfluss von Loganin und Secologanin auf die Produktkonzentration bei der
Umsetzung von Loganin durch K CYP72A1

In Vorversuchen wurde bei der Umsetzung von Loganin durch K CYP72A1 jewelils eine
niedrige Secologanin-Konzentration detektiert. Zudem wurde beobachtet, dass die Neubildung
von Secologanin abhéngig von den Reaktionsbedingungen innerhalb der ersten 1-3 Stunden
zum Erliegen kam. Eine moégliche Erkldrung ist eine Produktinhibierung durch Secologanin.
Es wurde untersucht, ob eine Substratinhibierung durch Secologanin vorliegt, indem zusétzlich
250 uM Secologanin im Reaktionsansatz vorgelegt wurden (Kapitel 6.5.1). Falls Secologanin
die Reaktion inhibiert, sollte in diesem Reaktionsansatz weniger Secologanin synthetisiert
werden. Diese Menge von Secologanin wurde aus der Differenz der ermittelten Secologanin-

Endkonzentration und der Secologanin-Anfangskonzentration errechnet.
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Abbildung 2.24 - Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 mit verschiedenen Loganin-

Anfangskonzentrationen. Es sind die ermittelten Loganin- und Secologanin-Konzentrationen aus der
Umwandlung von 125, 250 und 500 uM Loganin (L) durch K_CYP72A1 dargestellt. Zudem ist das Ergebnis einer
Reaktion gezeigt, welche 250 uM Loganin und 250 Secologanin (SL) zu Reaktionsbeginn enthielt. Die Werte
reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichungen aus jeweils drei Experimenten. Die angegebenen
Konzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen von 100 uL bezogen.

Um eine mogliche Substratinhibierung zu untersuchen und die optimale Substratkonzentration

bei gegebener Katalysatorkonzentration zu ermitteln, wurde der Einfluss von Loganin auf die
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K CYP72A1 untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Umsetzung von Loganin mit 125 bis
500 uM Loganin durchgefiihrt (Kapitel 6.5.1).

Bei der Umsetzung von Loganin durch K CYP72A1 war ein ungefihr proportionaler
Zusammenhang zwischen der eingesetzten Substratmenge und Produktkonzentration sichtbar
(Abbildung 2.24). Die absolute Secologanin-Konzentration stieg wie erwartet jeweils mit der
eingesetzten Substratmenge. Eine Substratinhibierung wurde folglich nicht beobachtet. Beim
Vergleich der eingesetzten Loganin-Konzentration und der detektierten Secologanin-
Konzentration waren Sattigungseffekte sichtbar.

Bei1 125 puM wurde etwa 12 % des eingesetzten Substrats in Secologanin umgewandelt, bei
250 pM Loganin waren es 10 % und bei 500 pM etwa 7 %. Die Konzentration des Zielprodukts
stieg bet sehr hohen Substratkonzentrationen nicht mehr proportional zur
Substratkonzentration. Folglich lag die optimale Substratkonzentration bei den gegebenen
Reaktionsbedingungen im Bereich von 250 uM Loganin.

Wenn 250 uM Secologanin im Reaktionsansatz vorgelegt wurde (250 uM L + 250 uM SL),
war unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen (vgl. 250 puM L) eine vergleichbare
Konzentration von synthetisiertem Secologanin und ein vergleichbarer Substrat-Verbrauch
sichtbar. Es gab folglich keine Hinweise dafiir, dass Secologanin durch K CYP72A1
umgewandelt wurde, unter den Reaktionsbedingungen instabil ist, oder die K CYP72Al
inhibiert. Fir den Fall einer Inhibition durch Secologanin wurde ein geringerer
Substratverbrauch und eine geringere Produktbildung als bei der Vergleichsreaktion erwartet.
Es 1st hier anzumerken, dass die Reaktion 250 pM L moglicherweise nicht von der Probe mit
vorgelegtem Secologanin zu unterscheiden ist, wenn eine Produktinhibierung bereits bei sehr
niedrigen Secologanin-Konzentrationen (z. B. < 1 uM) in groem Umfang auftritt. Es kann
auch nicht ausgeschlossen werden, dass eine Hemmung durch Nebenprodukte der Reaktion
stattfindet. Bei Nebenprodukten ausgehend von Secologanin ist plausibel, dass deren Bildung
von der Secologanin-Konzentration abhingig ist. Das plausible Nebenprodukt Secoxyloganin,
das aus der Uberoxidation von Secologanin gebildet wird, konnte — mdglicherweise auch
aufgrund von Instabilitdt — nicht, oder nur in Spuren detektiert werden. Auch Nebenprodukte
von Secologanin, die aus einer mdglichen Hydrolyse oder Bildung von Schiff-Basen

hervorgehen, konnten nicht detektiert werden.

2.2.6 Stabilitit der K CYP72A1 wiihrend der Umsetzung von Loganin

Vorexperimente zeigten, dass die gebildete Menge Secologanin bei der Umwandlung von
Loganin durch K CYP72A1 abhéngig von der Temperatur etwa nach zwei Stunden nicht mehr
deutlich ansteigt. Moglicherweise ist die Wahrscheinlichkeit der K CYP72A1 hoch, wéihrend
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einer Reaktion zu denaturieren. Aufgrund einer niedrigen Kopplungseffizienz konnten
beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies gebildet werden, die zur Denaturierung der
K CYP72A1 fiihren. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass Absorption bei 450 nm auf
CO-Differenzspektren als Indikator fiir eine korrekte Proteinfaltung und katalytische Aktivitét
der K CYP72A1 gewertet werden kann. Um Informationen dariiber zu gewinnen, welchen
Effekt die Umwandlung von Loganin auf den Zustand der K CYP72A1 besitzt, wurde der
Zeitverlauf der Absorptionsdifferenz bei 450 nm wihrend einer Reaktion untersucht. Dazu
wurde die 450 nm Absorptionsdifferenz zu unterschiedlichen Zeitpunkten in Reaktionsansétzen
ermittelt und mit Proben verglichen, bei denen die K CYP72A1 unter gleichen Bedingungen
in Puffer inkubiert wurde (Kapitel 6.5.1). Zugleich wurde die Produktbildung in den

Reaktionsansétzen analysiert.
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Abbildung 2.25 — Umwandlung von Loganin durch K_CYP72A1 und Verlauf der mittels CO-Differenzspektren
ermittelten Absorptionsdifferenz bei 450 nm. Die linke Halfte der Abbildung zeigt den Zeitverlauf der mittels
CO-Differenzspektren ermittelten normierten Absorptionsdifferenz bei 450 nm. Diese wurden wdhrend einer
Umsetzung von Loganin durch 1 uM K_CYP72A1 oder mit 1 pM K_CYP72A1 in Puffer nach O bis 1200 min
aufgenommen. Die rechte Halfte der Abbildung zeigt die auf die Anfangskonzentration normierte Analytmenge
der Umsetzung bei 0 bis 1200 min. Die Werte sind Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichungen.

Aus den Zeitverliufen der Absorptionsdifferenz bei 450 nm ist ersichtlich, dass die Anderung
der bestimmten Absorptionswerte der K CYP72A1 unabhéngig davon stattfand, ob Loganin
umgewandelt wurde oder die K CYP72A1 in Puffer bei 25 °C inkubiert wurde (Abbildung
2.25). Folglich wird die K CYP72A1 nicht wihrend der Umsetzung von Loganin denaturiert.
Die detektierte Abnahme der Absorptionsdifferenz bei 450 nm kann auf die Stabilitdt der
K CYP72A1 zuriickgefiihrt werden, die beispielsweise von Faktoren wie den Modifikationen

am N-Terminus, Reaktionsbedingungen und dem Reaktionsmedium abhingig sein kann.
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Nach 180 Minuten fand kaum noch Neubildung von Secologanin statt, jedoch deutete die
Absorptionsdifferenz bei 450 nm darauf hin, dass noch etwa 75 % der K CYP72A1 in aktiver
Form vorlag. Zugleich war nach drei Stunden weiterhinein ein Verbrauch von Loganin sichtbar.
Moglicherweise wurde Loganin weiterhin zu Secologanin umgewandelt, aber die sichtbare

Neubildung von Secologanin wurde durch eine Nebenreaktion reduziert.

2.2.7 Einfluss des pH-Wertes auf die Umsetzung von Loganin durch K CYP72A1
Es ist bekannt, dass die katalytischen Eigenschaften von P450 und die Stabilitdt der FpR durch

den pH-Wert beeinflusst werden konnen.*37-33
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Abbildung 2.26 — Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 bei unterschiedlichen pH-Werten. Es sind die
ermittelten Loganin- und Secologanin-Konzentrationen aus der Umwandlung von Loganin durch K_CYP72A1 bei
pH 6 bis 8 dargestellt. Die pH-Werte wurden jeweils durch Zugabe von 50 uL 0,2 M Phopshatpuffer in einem
Endvolumen von 100 pL eingestellt. Die Werte sind Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken
reprdsentieren die Standardabweichungen. Die angegebenen Konzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen
von 100 plL bezogen.

Um den pH-Wert fiir die Bildung von Secologanin im vorliegenden System zu optimieren,
wurde die Reaktion bei unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt. Die K CYP72A1 wurde
tiblicherweise in 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5, bei 4 °C) gelagert. Um auch pH-Werte im leicht
sauren Bereich untersuchen zu kénnen, wurde Phosphatpuffer verwendet.

Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit wurde der pH-Wert der Reaktionslosung bei allen
Proben durch Zugabe von 50 pL 200 mM Phosphatpuffer auf den zu untersuchenden Wert
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eingestellt (Tabelle 5.1). Dies bewirkte, dass der angestrebte pH-Wert bei einer Phosphatpuffer-
Endkonzentration von 100 mM in einem 100 pL Endvolumen erreicht wurde (Kapitel 6.5.1).
Die Reaktionen wurden auf Basis der Produktkonzentration bei unterschiedlichen pH-Werten
evaluiert (Abbildung 2.26). Aus dem Balkendiagramm geht hervor, dass der pH-Wert einen
erheblichen Einfluss auf die Secologanin-Konzentration besitzt. Das pH-Optimum liegt etwa
im Neutralen bei pH 7. Im Vergleich zum Optimum fillt die gebildete Secologanin-
Konzentration sowohl bei Abweichungen ins Saure als auch Basische deutlich ab.

Der tiblicherweise verwendete Puffer (S0mM Tris-HCl) besitzt bei der Inkubationstemperatur
von 25 °C emen pH-Wert, der aufgrund der Temperaturabhingigkeit des pKs-Wertes
(ApKs =—0,031 1/K) von Tris(hydroxymethyl)aminomethan im Bereich des ermittelten
Optimums von pH 7 liegt. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Zugabe von Phosphatpuffer —
oder moglicherweise eine erhohte Salzkonzentration — wie erwartet einen negativen Einfluss
auf die Endkonzentration des Zielprodukts ausiiben. Zugleich wurde bei pH 6.5 bis 8 nach der
Reaktion jeweils weniger Loganin als bei pH 6 und in Tris-Puffer detektiert. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass mehr Loganin umgewandelt wurde. Diese Beobachtung konnte durch
eine Anderung der Effizienz der Elektroneniibertragung erklirbar sein. Aus verschiedenen
Studien zum Beispiel mit CYP1A2 und CYP2B4 ist literaturbekannt, dass die Ionizitdt des
Reaktionsmediums die elektrostatische Wechselwirkung zwischen RP und P450 und auch die
Struktur der P450 beeinflussen kann.*¥34° Vornehmlich auf den Chromatogrammen der
Phosphatpuffer-Reaktionen bei pH 6.5 bis 8 waren zusitzliche Peaks sichtbar, die
moglicherweise auf Nebenprodukte zuriickgefithrt werden konnen. Allerdings ist diese
Schlussfolgerung mit Vorsicht zu betrachten, da die beobachtete Steigerung des Loganin-
Umsatzes oberhalb von pH 6 genau mit der pH-abhidngigen Dissoziation von
Dihydrogenphoshphat-Anionen tibereinstimmt. Bei pH 6 liegen hauptsidchlich H2PO4-Ionen
und bei pH 6.5 bis 8 vorwiegend HPO4>-Ionen vor.>*! Es ist also denkbar, dass die Anderung

der gemessenen Loganin-Konzentration teilweise auf den Phosphatpuffer zuriickzufiihren ist.

2.2.8 Einfluss der K CYP72A1-Konzentration auf die Umsetzung von Loganin

Es ist zu erwarten, dass einer Erhohung der K CYP72A1-Konzentration eine proportionale
Erhoéhung der erzielten Produktkonzentration folgt, wenn die verfiigbare Substratmenge nicht
limitierend ist. FEine nicht-proportionale Abhédngigkeit konnte beispielsweise auf
konzentrationsabhédngige Protein-Protein-Wechselwirkungen, Produktinhibierung oder eine
konzentrationsabhédngige Stabilitit der K CYP72A1 hindeuten. Deshalb wurde der Einfluss der
Konzentration der K CYP72A1 auf die Umwandlung von Loganin im Konzentrationsbereich

von 0.5 bis 2 uM untersucht (Kapitel 6.5.1). Im Versuch ist die absolute Menge eingesetzter
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RP jeweils konstant, um ausschlielich den Einfluss der K CYP72A1-Konzentration zu
untersuchen. Es wurde beobachtet, dass bei gleichbleibender RP-Konzentration ein
proportionaler Zusammenhang zwischen Secologanin-Konzentration und der eingesetzten
K CYP72A1-Konzentration vorlag (Abbildung 2.27). Eine Konzentrationsabhédngigkeit der
K CYP72A1-Stabilitdit oder konzentrationsabhingige Protein-Protein-Wechselwirkungen,
welche die Aktivitdt der K CYP72A1 im untersuchten Konzentrationsbereich beeinflussen,

konnen als unwahrscheinlich betrachtet werden.
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Abbildung 2.27 — Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 bei unterschiedlichen Enzym-Konzentrationen. Es
sind die ermittelten Loganin- und Secologanin-Konzentrationen aus der Umwandlung von Loganin durch 0,5 bis
2 uM K_CYP72A1 dargestellt. Die Beschriftung der horizontalen Achse zeigt Anfangsbuchstaben der eingesetzten
Proteine FpR (F), YkuN (Y) und K_CYP72A1 (K). Die nachgestellten Zahlen stehen fiir die jeweils eingesetzte
Proteinkonzentration in pM. Die Werte sind Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichungen. Die angegebenen Konzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen

von 100 plL bezogen.

Einem abgestimmten RP-Verhiltnis (F20|Y10|1K) konnte ein vergleichbarer positiver Effekt
auf die Bildung von Secologanin beigemessen werden, wie einer Verdopplung der

K CYP72A1-Konzentration. Dies unterstreicht die Wichtigkeit eines abgestimmten P450 zu
RP-Verhiltnisses
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2.2.9 Kinetische Parameter der K CYP72A1

Ein Ziel dieser Arbeit ist eine biochemische Charakterisierung der K CYP72A1. Die in
Vorversuchen beobachtete niedrige Aktivitit der K CYP72A1 steht im Einklang mit der
vermuteten Rolle der CYP72A1 als Engpass bei der Strictosidin-Biosynthese. Die kinetischen
Parameter der K CYP72A1 wurden ermittelt, um diese Vorergebnisse mit konkreten Zahlen
zu untermauern. Dazu wurden Substratkonzentrationen von 0 bis 1000 uM vorgelegt und mit
einer bekannten Konzentration der K CYP72A1 umgesetzt. Zur Bestimmung der kinetischen
Parameter wird die Bildungsgeschwindigkeit von Secologanin pro Sekunde gegen die
eingesetzte Substratmenge aufgetragen (Kapitel 6.5.1). YkuN und FpR wurden dabei als
Redoxpartner verwendet, da mit den bakteriellen Flavoproteinen die hochsten Secologanin-
Konzentrationen erreicht wurden (Kapitel 2.2.1). Es ergab sich eine Sattigungskurve mit einem

nichtlinearen Verlauf, die sich asymptotisch dem Sattigungswert néhert (Abbildung 2.28).
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Abbildung 2.28 — Umsetzung von Loganin der K_CYP72A1 mit FpR und YkuN. Es ist die Bildungsgeschwindigkeit
von Secologanin bei Loganin-Konzentrationen von 0 bis 1000 uM dargestellt. Es wurden Vmax und Kmapp fir die
K_CYP72A1 ermittelt. Die Daten wurden durch nichtlineare Regression ausgewertet und die kinetischen
Parameter basierend auf der Formel v = Vmax = [S]/(Km + [S]) berechnet. Die Werte sind Mittelwerte aus
mindestens drei Experimenten und die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen.

Mit Hilfe der Michaelis-Menten-Gleichung wurde fiir die maximale Geschwindigkeit ein Wert
Vmax von 1,84 £ 0,052 uM x min' ermittelt. Aufgrund der bekannten eingesetzten
Enzymkonzentration ergab sich fiir keat ein Wert von 1,84 + 0,052 min'. Fiir die
Michaeliskonstante wurde ein Wert von Km 389 + 24,92 puM bestimmt. Die niedrige

beobachtete Substrataffinitit und Wechselzahl sind in Ubereinstimmung mit den
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Beobachtungen aus den Vorexperimenten und der vermuteten Rolle der CYP72A1 als Engpass

der Strictosidin-Biosynthese.

2.2.10 Kopplungseffizienz mit nicht-physiologischen RP

Wie vorangegangenen Versuche ergaben, ist die katalytische Aktivitit der K CYP72Al
abhidngig von der Art und Konzentration der Redoxpartner. Der Wirkungsgrad der
Wechselwirkung zwischen der K CYP72A1 und den RP ist folglich entscheidend.

Eine geringe Kopplungseffizienz — verstdrkt oder verursacht durch die verwendeten nicht-
physiologischen Redoxpartner — konnte die beobachtete niedrige Aktivitiat der K CYP72A1
erkliren. Aus diesem Grund wurde die Kopplungseffizienz der K CYP72A1 mit den
Redoxpartnern YkuN und FpR sowie mit YR-P5 und ATR2 wuntersucht. Die
Kopplungseffizienz wurde bei der Umsetzung von Loganin aus der quantifizierten
Secologanin-Stoffmenge berechnet, die unter Verbrauch einer NADPH-definierten Stoffmenge
gebildet wurde (Kapitel 6.5.1). Die NADPH-Verbrauchsrate wurde dabei photometrisch —
anhand der Absorption bei 340 nm — tiberwacht. Die Kopplungseffizienz kann als MafBstab fiir
die Effizienz interpretiert werden, mit der ein System Redoxéquivalente zur Produktbildung

verwendet.

Tabelle 2.5 — Kopplungseffizienz bei der Umwandlung von Loganin durch K_ CYP72A1. Es sind die NADPH-
Verbrauchsraten und Produktkonzentrationen bei der Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 (K) mit den RP
ATR2, YR-P5 und FpR (F) & YkuN (Y) aufgelistet. Die vorstehenden Zahlen stehen fir die eingesetzten
Enzymkonzentrationen im Reaktionsvolumen von 100 pL. Der NADPH-Verbrauch wurde photometrisch mittels
Mikrotiterplatten-Lesegerdt bei einer Wellenldnge von 340 nm verfolgt. Die NADPH-Verbrauchsraten sind
inklusive des Hintergrundzerfalls von NADPH unter Versuchsbedingungen angegeben. AnschlieRend wurde die
Secologanin-Konzentration mittels LC/MS quantifiziert.

Ansatz NADPH-Verbrauch Secologanin Kopplungseffizienz
uM/min uM %
10F | 10Y | 1K 1244 +11,5 55+0,1 0,57
20F | 10Y |1IK 191,4 + 18,0 52+0,3 0,54
40F | 40Y |1K 479,0+£91.4 48 +0,1 0,50
10F | 10Y | 0K 35,9+ 2,1 - -
10ATR2 | 1IK 534+28 < 1* <0,1
10YR-PS | 1IK 116,9+21,4 1,22 +£0,2 0,13
0 RP| 1K 41,3 +2,1 - -
OF | 10Y | 1IK 48,9 + 23,9 - -
10F | 0Y | 1K 104,8 + 13,8 - -
nur Puffer 09+0,3 - -

*unterhalb der Detektionsgrenze
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Die ermittelte Kopplungseffizienz war mit allen getesteten RP niedrig (Tabelle 2.5). Die
Kopplungseffizienz der jeweils getesteten Systeme spiegelt die Ergebnisse aus den
Vorversuchen wider. Das beste System war Fpr und YkuN. Deutlich geringere Werte wurden
mit YR-P5 und ATR2 mit der K CYP72A1 beobachtet. Die Menge Secologanin, die in
Kombination mit YR-P5 gemessen wurde, lag an der Detektionsgrenze. Mit ATR2 wurde so
wenig Secologanin gebildet, dass die Konzentration nicht bestimmt werden konnte. Im Bezug
auf die eingesetzte FpR- und YkuN-Konzentration war bei der Kopplungseffizienz ein
negativer Trend sichtbar. Bei 40F | 40Y | 1K wurde ein deutlich hoherer NADPH-Verbrauch
pro Minute ermittelt, wiahrend im Trend weniger Secologanin detektiert wurde, als bei
10F | 10Y | IK. Im vorliegenden System verbessert eine hohere RP-Teilchenzahl offenbar nicht
in proportionaler Weise die Anzahl produktiver Wechselwirkungen mit der K CYP72Al.
Wenn keine Regeneration von NADPH vorhanden ist, fithrt die schlechtere Kopplungseftizienz
im Ergebnis zu einer niedrigeren Secologanin-Konzentration. Die geringen beobachteten
Kopplungseffizienzen sind eine wahrscheinliche Erklarung fiir die beobachtete niedrige

Aktivitdt der K CYP72A1.

2.3 Entwicklung und Optimierung einer Kaskadenreaktion zur

biokatalytischen Umsetzung von Loganinsiure zu Strictosidin
Im folgenden Kapitel ist beschrieben, wie die Enzyme LAMT, K CYP72A1 und STR zu einer
Reaktionsfolge rekonstituiert wurden. Im Anschluss an die Etablierung ist eine Optimierung

der Kaskadenreaktion beschrieben.

2.3.1 Etablierung Kaskadenreaktion zur Umsetzung von Loganinséiure zu Strictosidin
Ein Ziel dieser Arbeit ist es eine mehrstufige enzymatische Umsetzung von Loganinsdure zu
Strictosidin auf Basis der rekonstituierten Aktivitidt der K CYP72A1 in vitro zu etablieren. Zu
diesem Zweck wurden die C. roseus LAMT und R. serpentina STR jeweils in E. coli hergestellt
und anschlieBend mittels Affinitdtschromatographie an Ni-NTA gereinigt (Kapitel 8.2.1). Um
katalytische Aktivitidt zu ermoglichen, weist die vorliegende Kaskade einige Unterschiede zur
natiirlichen Reaktion in C. roseus auf (Abbildung 2.29).

Neben dem fehlenden Wirtsorganismus sind ein System zur Regeneration der Kofaktoren und
heterologe Redoxpartner zur Rekonstitution der Aktivitdt der modifizierten K CYP72A1
notwendig. Zur Aufrechterhaltung der Methylierungsreaktion von Loganinséure durch LAMT
wird der notwendige Kofaktor SAM im vierfachen molaren Uberschuss zugegeben. Eine
trunkierte STR aus R. serpentina wurde eingesetzt, da diese eine hohere Stabilitit'”” besitzt als

die STR aus C. roseus.
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Abbildung 2.29 - Schematische Darstellung der biokatalytischen Umwandlung von Loganinsdure zu
Strictosidin. Die mehrstufige Synthese von Strictosidin wird durch aufeinanderfolgende Aktivitdt der LAMT,
K_CYP72A1 und STR katalysiert.

Fiir die Kaskade wurden alle benétigten Proteine, Kofaktoren und Substrate vorgelegt und die
Reaktionsansétze fiir 20 h bei 25 °C inkubiert (Kapitel 6.5.2). Um Informationen iiber den
Einfluss der Proteine auf die Produktbildung zu gewinnen, wurde die K CYP72A1 in

Konzentrationen von 0 bis 2 uM eingesetzt.
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Abbildung 2.30 — Mehrstufige Umsetzung von Loganinsadure zu Strictosidin durch LAMT, K_CYP72A1 und STR.
Es sind im SIM(+) Modus aufgezeichnete Chromatogramme nach der Umsetzung von Loganinsaure zu Strictosidin
durch LAMT, 0 bis 2 uM K_CYP72A1 mit FpR und YkuN und STR dargestellt. Die Reaktionsansatze wurden nach
einer Reaktionsdauer von 20 h bei 25 °C derivatisiert, gefriergetrocknet per LC/MS analysiert. Rechts neben den
Chromatogrammen sind die jeweils eingesetzten Enzyme aufgefiihrt. Rot markiertes Enzym war im
Reaktionsansatz nicht vorhanden. Die Basislinie der Chromatogramme (1) bis (5) wurde aus Darstellungsgriinden
parallel in Ordinatenrichtung verschoben.

Zudem wurde der Einfluss fehlender LAMT und STR untersucht. Die Chromatogramme, die
jeweils im Selected-ion-monitoring-Modus (SIM-Modus) aufgezeichnet wurden, zeigen, dass

die Signalfliche der Strictosidin-Peaks — wie erwartet — mit der eingesetzten

K CYP72A1-Konzentration zunimmt (Abbildung 2.30, (1) bis (3)). Die Hoéhe des
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Strictosidin-Signals konnte durch eine Vervierfachung der P450-Konzentration etwa
verdreifacht werden. Unter den Reaktionsbedingungen war sowohl ein Signal des
Ausgangsprodukts Loganinsdure als auch vom Zwischenprodukt Loganin sichtbar. Beide
Umwandlungen liefen folglich jeweils unvollstindig ab. Die Signalfliche von Loganin war
etwa umgekehrt proportional zur eingesetzten K CYP72A1-Konzentration. Die Bildung von
Loganin ist schneller als die Umwandlung zu Secologanin.

Insofern  die  geringe  Signalintensitit diese Beobachtung zuldsst, ist die
Loganinsdure-Signalfliche weitestgehend unabhéngig von der K CYP72A1-Konzentration.
Nur in Abwesenheit von STR (4) kann Secologanin detektiert werden. Folglich reagiert
Secologanin sofort unter Verbrauch von Tryptamin zu Strictosidin. Es ist auffillig, dass bei
vollstandiger Reaktionsfolge (1) bis (3) kein Secologanin detektiert werden konnte, jedoch bei
allen getesteten Bedingungen jeweils ein Loganin-Signal erkennbar war. Es ist somit
naheliegend, dass die Aktivitdit der K CYP72A1 die Bildung von Strictosidin in der
vorliegenden mehrstufigen Synthese limitiert.

Entgegen den Erwartungen wurde ein Loganin- und Strictosidin-Peak auch dann detektiert,
wenn LAMT (6) im Reaktionsansatz fehlte. Eine plausible Erkldarung dafiir ist das im
Reaktionsansatz ~ enthaltene, = K CYP72Al-haltige =~ E. coli  Zell-Lysat.  Eine
E. coli-Methyltransferase konnte Reaktivitit gegeniiber Loganinsdure aufweisen. In Puffer

wurde ohne LAMT in Gegenwart von SAM keine Methylierung von Loganinsdure beobachtet.

2.3.2 Einfluss der Loganinsiure und LAMT-Konzentration auf die Synthese von
Loganin

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist eine Optimierung der mehrstufigen enzymatische Synthese
von Strictosidin aus Loganinsdure. Im Hinblick auf den Reaktionsfluss einer Kaskade kann die
Vermeidung von instabilen Intermediaten oder Zwischenprodukten, die auch als Inhibitoren'*!
wirken konnten, 6konomisch von Vorteil sein. Die Vorexperimente deuteten darauf hin, dass
die Umsetzung von Loganin durch K _CYP72A1 die Kaskadenreaktion limitiert. Desweiteren
wurde beobachtet, dass die Aktivitdt der K CYP72A1 ein bis drei Stunden nach Beginn der
Reaktion stark abnimmt. Vorexperimente zeigten auch, dass die Bildung von Secologanin
abhingig von der Loganin-Konzentration ist. Eine Optimierung der Umwandlung von
Loganinsdure konnte den Umsatz der Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin
verbessern, indem die K CYP72A1 innerhalb der zeitlich limitierten Aktivitit des Enzyms
moglichst schnell eine groBtmogliche Menge Loganin zugefiihrt wird. Dies kann erreicht

werden, indem die Umsetzung von Loganinsdure zu Loganin durch LAMT optimiert wird.

Deshalb wurde zunéchst nur fiir die Umwandlung von Loganinsdure (Abbildung 2.29, Reaktion
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I), eine Optimierung der Enzym- und Substratkonzentration durchgefiihrt. Es wurden eine
Reihe von Enzym- und Substratkonzentrationen getestet und die Produktbildung jeweils mittels
LC/MS analysiert (Kapitel6.5.3). Die Untersuchung zeigte, dass — wie erwartet — bei héheren
LAMT-Konzentrationen mehr Loganinséure zu Loganin umgesetzt wurde. Bei 4 pM LAMT
wurde ein Grofteil der eingesetzten Loganinsdure verbraucht. Ohne LAMT wurde in Puffer

keine Umsetzung von Loganinséure beobachtet.
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Abbildung 2.31 - Umsetzung von Loganinsdure durch LAMT mit verschiedenen LAMT- und
Substrat-Konzentration. Es sind die Produktkonzentrationen nach der Umsetzung von 150 und 300 uM
Loganinsdure durch 0.5 bis 4 uM LAMT dargestellt. Die Proben wurden nach Inkubation fiir 20 h bei 25 °C einer
Derivatisierung unterzogen, gefriergetrocknet und per LC/MS analysiert. Die Werte sind Mittelwerte aus drei
Experimenten und die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen. Die angegebenen
Konzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen von 100 L bezogen.

Bei einer Verdopplung der Substratkonzentration wurde nur unwesentlich mehr Loganin
detektiert. Die absolute Konzentration des Zielprodukts steigt durch eine Verdopplung der
Substratkonzentration also nur in geringem Mal. Zusammenfassend besitzt die
Enzymkonzentration den groBten Effekt auf die Synthese von Loganin und es sollte folglich

eine moglichst hohe LAMT-Konzentration bei der Kaskade eingesetzt werden.
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2.3.3 Einfluss der Secologanin und STR-Konzentration auf die Synthese von Strictosidin
Mit Blick auf die Optimierung der mehrstufigen Synthese konnte eine Optimierung der
Umwandlung von Secologanin (Abbildung 2.29, Reaktion III) durch STR mogliche
Nebenreaktionen reduzieren. Auch kénnte eine moglichst geringe Secologanin-Konzentration
im Reaktionsmedium die Freisetzung von Secologanin aus der Umwandlung von Loganin
beschleunigen. Um die bestmogliche Substrat- und Enzymkonzentration zu ermitteln, wurde
die Auswirkung der STR- und Secologanin-Konzentration auf die Produktbildung untersucht.
Dazu wurde die Umwandlung von Secologanin mit jeweils einer Reihe von Substrat- (125 bis
1000 pM Secologanin bei 250 nM STR, Abbildung 2.32, A) und Enzymkonzentrationen (25 bis
500 nM STR bei 250 pM Secologanin, Abbildung 2.32, B) durchgefiihrt und die
Produktbildung jeweils mittels LC/MS analysiert (Kapitel 6.5.4).
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Abbildung 2.32 — Umsetzung von Secologanin mit verschiedenen STR- und Substrat-Konzentrationen.

A) Es sind die nach Umsetzung von 125 bis 1000 uM Secologanin durch STR mittels LC/MS-Analyse bestimmten
Quotienten aus den Signalflachen der Analyten und des internen Standards im SIM(+)-Modus dargestellt. B) Es
sind die nach der Umsetzung von Secologanin durch 25 bis 500 nM STR quantifizierten Secologanin- und
Strictosidin-Konzentrationen dargestellt. Alle Reaktionsansatze wurden nach Inkubation fiir 2 h bei 25 °C einer
Derivatisierung unterzogen, gefriergetrocknet und per LC/MS analysiert. Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen. Die
angegebenen Analytkonzentrationen sind auf das Reaktionsvolumen von 100 pL bezogen.

Aus der Untersuchung der Secologanin-Konzentration (Abbildung 2.32, A) geht hervor, dass
Secologanin bei allen Konzentrationen quantitativ umgesetzt wurde, wenn Tryptamin in
ausreichender Stoffmenge vorhanden war.

Bei der Untersuchung Kondensationsreaktion von Secologanin und Tryptamin in Abhéngigkeit
der STR-Konzentration wurde deutlich, dass das eingesetzte Secologanin bereits nach
2 Stunden vollstindig umgesetzt war. Lediglich bei einer Enzymkonzentration von 25 nM STR
konnte Secologanin detektiert werden. Secologanin wurde durch STR ohne Nebenprodukte in

weniger als 2 Stunden quantitativ zu Strictosidin umgewandelt. Deshalb konnten Umsetzungen
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von Secologanin direkt zur Erzeugung einer Kalibrierung fiir die Quantifizierung von

Strictosidin verwendet werden.

2.3.4 Einfluss der LAMT-Konzentration auf die Kaskade

Die LAMT-Konzentration bewirkte einen grolen Effekt auf die Produktbildung bei der
Umwandlung von Loganinsdure zu Loganin. Dieser Effekt der LAMT-Konzentration konnte
auch die Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin beeinflussen; beispielsweise, weil
Loganin, das Substrat der K CYP72A1, beir hoheren LAMT-Konzentrationen schneller
gebildet wird.

Zur Optimierung der Synthese von Strictosidin aus Loganinséure sollten deshalb Informationen
tiber den Einfluss der LAMT-Konzentration auf die Kaskade (Abbildung 2.30, Reaktion I bis
IIT) gewonnen werden. Zu diesem Zweck wurde die Reaktion mit einer Reihe unterschiedlicher

LAMT-Konzentrationen (1 bis 10 pM) durchgefiihrt (Kapitel 6.5.2).
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Abbildung 2.33 — Mehrstufige Umsetzung von Loganinsaure zu Strictosidin durch LAMT, K_CYP72A1 und STR
mit  verschiedenen LAMT-Konzentrationen. Es sind die per LC/MS-Analyse quantifizierten
Produktkonzentrationen nach der Umsetzung von Loganinsdaure zu Strictosidin mit verschiedenen LAMT-
Konzentrationen von 0 bis 10 uM LAMT dargestellt. Alle Reaktionsansdtze wurden nach der Inkubation fiir 20 h
bei 25 °C einer Derivatisierung unterzogen, gefriergetrocknet und per LC/MS analysiert. Die abgebildeten
Ergebnisse sind Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichungen. Die angegebenen Analytkonzentrationen beziehen sich auf das Reaktionsvolumen von
100 pL.

Loganinsdure wurde hier bei jeder untersuchten Enzymkonzentration vollstindig umgesetzt
(Abbildung 2.36). Es ist bekannt, dass zur Reaktivitit der Methyltransferase Thiolgruppen von
Bedeutung sind. Auch Reduktionsmittel wie DTT oder NADPH in Kombination mit FAD,
konnen die LAMT-Aktivitit um das bis zu Vierfache steigern.’*> NADPH, welches als

Kofaktor in der Reaktionslosung der Kaskadenreaktion enthalten ist, stellt somit eine
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wahrscheinliche Ursache fiir die beobachteten Aktivitdtsunterschiede zwischen den
Experimenten mit LAMT in Puffer und unter Kaskadenbedingungen dar.

Ein weiterer Effekt der LAMT-Konzentrationen war anhand der Konzentration des
Zielproduktes Strictosidin sichtbar. Bei 5 uM LAMT wurde im Vergleich zu 1 pM LAMT etwa
12 % mehr Strictosidin detektiert, obwohl in beiden Reaktionsansidtzen Loganinsdure
vollstandig umgewandelt wurde. Eine weitere Erhohung der LAMT-Konzentration auf 10 uM
ist nicht von messbarem Vorteil. Moglicherweise ist die Geschwindigkeit, mit der Loganin
synthetisiert wird, entscheidend fiir die darauffolgende Umsetzung, die durch K CYP72A1
katalysiert wird.

Unter diesen Gesichtspunkten ist es unwahrscheinlich, dass die Menge an Loganinsdure, die
ohne LAMT umgesetzt wurde (0 pM LAMT, Abbildung 2.33 (D)), durch die beobachteten
LAMT-Aktivititsunterschiede in Puffer und Lysat haltigem Medium verursacht wurde.
Wabhrscheinlich ist eine Proteinverunreinigung in Form einer Methyltransferase dafiir
verantwortlich, die in den K CYP72A1-Préparationen aus E. coli-Lysat enthalten war. Dieser
Effekt war hier jedoch so gering, dass er im Vergleich zur Aktivitdt der LAMT vernachldssigt

werden kann.

2.3.5 Einfluss der STR-Konzentration auf die Kaskade

Die Vorexperimente deuten darauf hin, dass Secologanin durch STR schneller umgesetzt wird,
als es durch K CYP72A1 gebildet werden kann. Die STR besitzt eine hohe Substratspezifitét
gegeniiber Secologanin.!” Es ist deshalb plausibel, dass die — im Vergleich zur Bildung von
Secologanin — hohe Geschwindigkeit der Umsetzung von Secologanin physiologische Griinde
besitzt. Beispielsweise konnten konzentrationsabhéngige Nebenreaktionen minimiert werden.
Um Informationen tiber den Einfluss der STR und somit der Umwandlungsgeschwindigkeit
von Secologanin auf die Produktbildung zu gewinnen und eine Optimale STR-Konzentration
zu ermitteln, wurde die Kaskade (Abbildung 2.30, Reaktion I bis III) mit einer Reihe von
STR-Konzentrationen (25-500 nM STR) durchgefiihrt (Kapitel 6.5.2). Es ist erkennbar, dass
Loganinsdure bei allen Versuchen vollstindig zu Loganin umgewandelt wurde (Abbildung
2.34). Bereits mit 25 nM STR — einer im Vergleich zur LAMT (5 uM) und K. CYP72A1 (1 uM)
niedrigen Konzentration — konnte kein Secologanin mehr detektiert werden. Es ist auffillig,
dass ohne STR weniger Secologanin detektiert wurde als Strictosidin, wenn STR vorhanden
ist. Bereits bei der geringsten getesteten Konzentration der STR (25 nM) wurde fast die

vierfache Menge Secologanin zu Strictosidin umgewandelt.
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Abbildung 2.34 — Mehrstufige Umsetzung von Loganinsdure zu Strictosidin durch LAMT, K_CYP72A1 und STR
mit verschiedenen STR-Konzentrationen. Es sind die per LC/MS-Analyse quantifizierten Produktkonzentrationen
nach der mehrstufigen Umsetzung von Loganinsdure zu Strictosidin mit STR-Konzentrationen von 25 bis 500 nM
dargestellt. Alle Reaktionsansatze wurden nach Inkubation fiir 20 h bei 25 °C einer Derivatisierung unterzogen,
gefriergetrocknet und per LC/MS analysiert. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte aus drei Experimenten und
die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen. Die angegebenen Analytkonzentrationen beziehen
sich auf das Reaktionsvolumen von 100 pL.

Mogliche Erklarungen sind unter Anderem eine Produktinhibierung der K CYP72A1 — die auf
Basis der Vorexperimente (Kapitel 2.2.5) unwahrscheinlich ist — oder mogliche Instabilitdt und
Nebenreaktionen ausgehend von Secologanin. Im Einklang dazu steht auch die Beobachtung,
dass durch eine zehnfache (250 nM STR) oder zwanzigfache STR-Konzentration (500 nM
STR) die quantifizierte Strictosidin-Konzentration um 18 % oder 37 % im Vergleich zu 25 nM

STR gesteigert werden konnte.

2.3.6 Biokatalytische Synthese von Strictosidin

Um Referenzsubstanz des Zielsubstrats im Milligramm-MaBstab zu erhalten, wurde
Strictosidin  aufgrund der eingeschriankten kommerziellen Verfiigbarkeit® aus der
Kondensationsreaktion von Secologanin und Tryptamin durch die Strictosidin-Synthase
hergestellt (Abbildung 2.29, Reaktion III). Dazu wurde die Kondensationsreaktion von
Tryptamin und Secologanin mit Hilfe gereinigter Strictosidin-Synthase durchgefiihrt (Kapitel
6.5.5). Im Anschluss sollte die Isolation der Zielsubstanz durch eine préparative
Diinnschichtchromatographie (DC) erreicht werden. Dazu musste zunéchst die Zielsubstanz auf

der DC-Platte identifiziert und die Retentionsfaktoren ermittelt werden.

¢ Zum Zeitpunkt dieser Arbeit lag der Preis der Substanz oberhalb von 1000€/mg
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Abbildung 2.35 — Repréasentative Diinnschichtchromatographie der Synthese von Strictosidin.

Es sind reprasentative mit UV-Licht-bestrahlte (256 nm) analytische und praparative DC-Platten, die zur Analyse
der Umsetzung von Secologanin zu Strictosidin durch STR entwickelt wurden, dargestellt: A) Analytische
Diunnschichtchromatographie: Secologanin (SL), Tryptamin (T), Secologanin und Tryptamin (SL+T) und eine
abgeschlossene Reaktion mit Secologanin, Tryptamin und STR (R). B) Praparative Diinnschichtchromatographie
zur Isolation der Zielsubstanz. Innerhalb des rot markierten Bereichs, wurde die Trennschicht vom Tragermaterial
entfernt und die Zielsubstanz eluiert. Laufmittel: Ethylacetat, Methanol und Wasser im Volumenverhéltnis von
77 : 15 : 8. Es wurde zudem ein Tropfen Triethylamin je 20 mL Laufmittel zugegeben.

Zu diesem Zweck wurde eine analytische Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt, bei der
eine Testreaktion sowie alle verfligbaren Referenzsubstanzen aufgetragen wurden. Auf der
DC-Platte war bei der Testreaktion (Abbildung 2.35, A) ein Substanzfleck Sa sichtbar, der
ausreichend von Secologanin und Tryptamin getrennt war (Tabelle 2.6). Zur Identifikation der
Substanz wurde die stationdre Phase bei Substanzfleck Sa vom Tragermaterial getrennt, mit

Methanol eluiert und mittels LC/MS-analysiert (Abbildung 2.36).
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Abbildung 2.36 — Analyse von Substanzfleck A mittels LC/MS. Es sind die Gberlagerten LC/MS-Chromatogramme
im SIM(+) und TIC(+)-Modus und das Massenspektrum des markierten Peaks dargestellt.

Auf dem LC/MS-Chromatogramm von Substanzfleck A mit dem niedrigsten ermittelten
Re-Wert wurde ein Peak identifiziert, dessen Hauptsignal im zugehorigen Massenspektrum ein

Masse-zu-Ladungs-Verhiltnis besitzt, welches mit dem erwarteten Wert des Addukts
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[StrictosidintH]+ von m/z = 531 ibereinstimmte. Die Feinmasse und die ermittelte
Summenformel der Substanz stimmen gut mit Strictosidin (C27H35N209 und Exakte Masse
531,2237) tberein. Die Ausbeute wurde durch eine Kalibriergerade (Kapitel 6.4.5) ermittelt,
indem die Konzentration des gesamten Reaktionsproduktes in einer Losung bekannten
Volumens quantifiziert wurde.

Die Summenformel und Feinmasse der nach Abschaben von der priaparativen DC-Platte und
Methanol-Elution (Abbildung 2.35, B) gewonnenen Substanz wurde durch hochauflosende
Massenspektrometrie bestimmt (Abbildung 2.37).

Tabelle 2.6 — Empirische Retentionsfaktoren (Rg).

Substanz Re-Wert Molare Masse, g/mol
Secologanin 0,6 388,37
Tryptamin 0,44 160,22
Strictosidin (Sa) 0,34 530,57

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Not active Set Capillary 4000 V Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 1500 m/z Set Collision Cell RF  600.0 Vpp Set Divert Valve Source
Intens. +MS, 3.9-4.0min #232-238|
x10%1
531:2339
44
27 532.2368
| 533.2391
q L.
x10 1+ Ca7H3aN20s, M+nH, 531.2337
531.2337
4
] 1+
2 532.2370 i
533.2396
0= -——Y -
530 531 532 533 534 535 m/z
Meas. m/z # lon Formula m/z err [ppm] mSigma #mSigma Score rdb e Conf N-Rule
531.2339 1 C27H35N209 531.2337 -0.4 7.3 1 100.00 115 even ok

Abbildung 2.37 — Ermittlung der Feinmasse und Summenformel der isolierten Substanz. Die hochauflésende
ESI Massenspektrometrie (UHR-QTOF maXis 4G, Bruker Daltonics) wurde von der Abteilung fur
Massenspektrometrie in der wissenschaftlichen Einrichtung Chemie der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
(HHUCeMSA) durchgefiihrt.

Aus der Konzentration wurde die Stoffmenge an isoliertem Strictosidin und die Ausbeute der
Reaktion berechnet. Aus dem grofiten durchgefiihrten Ansatz konnten insgesamt etwa 7 mg
Strictosidin gewonnen werden. Dies entspricht einer Gesamtausbeute von 51,5 % Strictosidin
im Verhiltnis zur eingesetzten Menge von 10 mg Secologanin. Die Reinheit des Produkts
wurde mittels HPLC anhand der relativen Signalflichen der Analyten bei einer Wellenldnge

273 nm berechnet. Es wurde nach diesem Verfahren eine Reinheit von mehr als 80 % ermittelt.
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2.3.7 Optimierung der Reaktionsbedingungen der Kaskade

Ein Ziel dieser Arbeit war die Optimierung der Kaskade zur Synthese von Strictosidin aus
Loganinsdure. Aus den Vorergebnissen ist bekannt, dass die Aktivitit der K CYP72A1 die
vorliegende Kaskadenreaktion limitiert. Zur Optimierung der Produktion von Strictosidin aus
der Reaktionsfolge ist die Maximierung der K CYP72A1-Aktivitit somit ein wichtiger
Ansatzpunkt. Die Konzentration der Redoxpartner (Kapitel 2.2.2), die Reaktionstemperatur
(Kapitel 2.2.4) und der pH-Wert (Kapitel 2.2.7) wurden in Vorexperimenten als Faktoren
identifiziert, welche die Aktivitit der K CYP72A1 beeinflussen.
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Abbildung 2.38 — Mehrstufige Umsetzung von Loganinsdure zu Strictosidin durch LAMT, K_CYP72A1 und STR
mit  verschiedenen Reaktionsbedingungen. Es sind die per LC/MS-Analyse quantifizierten
Produktkonzentrationen nach der mehrstufigen Umsetzung von 300 pM Loganinsdure zu Strictosidin bei
verschiedenen Reaktionsbedingungen abgebildet. Referenzbedingungen (1), mit 20 uM anstatt 10 uM FpR (2),
mit 50 mM Tris-Puffer, bei pH 7 anstatt pH 7,5 (Puffer jeweils angesetzt bei 4 °C) (3), bei einer
Reaktionstemperatur von 5 °C anstatt 25 °C (4). Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte aus drei Experimenten
und die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen. Die angegebenen Analytkonzentrationen
beziehen sich auf das Reaktionsvolumen von 100 pL.

Es wurde untersucht, ob diese Faktoren auch die Produktbildung bei der mehrstufigen
Umwandlung (Abbildung 2.30, Reaktion I bis III) beeinflussen. Dazu wurden Umwandlungen
mit verdnderter Reaktionstemperatur, optimiertem RP-Verhiltnis und veréndertem pH-Wert

durchgefiihrt und jeweils der Einfluss auf die Produktkonzentration untersucht (Kapitel 6.5.2).
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Des Weiteren deuten die vorangegangenen Ergebnisse darauf hin, dass die Anderung der
Secologanin-Konzentration im Reaktionsansatz mit dem Zeitintervall einer Reaktion (Kapitel
2.2.4 und 2.2.6) korreliert. Es ist somit denkbar, dass die Produktbildung wihrend der
Reaktionskaskade, durch den Zeitpunkt der Zugabe der K CYP72A1 und STR zum
Reaktionsansatz, beeinflusst werden kann. Ein plausibler Mechanismus ist beispielsweise, dass
die Gesamtwechselzahl der K CYP72A1 durch eine zeitliche Abstimmung der Zugabe der
Enzyme gesteigert werden kann.

Um diesen moglichen Effekt zu untersuchen, wurde eine schrittweise Durchfithrung der
Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin (Abbildung 2.30, Reaktion 1 bis III)
durchgefiihrt. Dazu wurde die mehrstufige Synthese zwei Stunden nach Beginn der Inkubation
der anderen Substanzen und Enzyme der Kaskadenreaktion durch Zugabe der K CYP72A1
oder STR vervollstandigt.

Ein optimiertes Verhiltnis der RP (2) fiihrte — wie erwartet — zu einer um etwa 16 % erhohten
Strictosidin-Konzentration im Vergleich zur Referenz (Abbildung 2.38, 1). Der tiblicherweise
verwendete Puffer besitzt einen pH-Wert, der nahe am pH-Optimum der K CYP72A1 liegt
(siche Kapitel 2.2.7). Wurde die Reaktion bei einem effektiven pH-Wert von etwa pH 6,35
durchgefiihrt (3), konnte eine Reduktion der Strictosidin-Konzentration verzeichnet werden.
Die Anderung des pH-Wertes entspricht einer Verschiebung des Reaktionsmilieus weg vom
bestimmten pH-Optimum der K CYP72A1 in Richtung des literaturbekannten pH-Optimums
der R. serpentina STR (pH ~ 6,5!77157). Aus diesem Grund wire auch eine Steigerung der
Produktbildung aufgrund des verdnderten pH-Wertes denkbar gewesen.

Die Durchfiihrung der mehrstufigen Synthese bei 5 °C (4) bewirkt eine Steigerung der erzielten
Strictosidin-Konzentration um etwa 21 %. Dieser positive Einfluss einer reduzierten
Reaktionstemperatur ist unerwartet, da C. roseus eine endemische Pflanzenart Madagaskars ist,
wo Jahresdurchschnittstemperaturen von 20 bis 25 °C herrschen.?*® Bezogen auf die gesamte
Inkubationszeit besitzt also eine mogliche temperaturbedingte Reduktion der
Reaktionsgeschwindigkeit einen geringeren Einfluss auf die Produktbildung als eine mégliche
temperaturbedingte Steigerung der enzymatischen Stabilitdt. Zieht man die Ergebnisse aus
Kapitel 2.3.4 und 2.3.5 hinzu, wird deutlich, dass die Bildung von Strictosidin in der
vorliegenden mehrstufigen Synthese zwar durch STR und LAMT beeinflusst wird, aber
vorwiegend von der Aktivitit der K CYP72A1 abhéngig ist.

Bezogen auf das Ziel der Optimierung der Zielprodukt-Konzentration wurde bei zeitversetzter
Zugabe von STR (Abbildung 2.39, b) im Vergleich zur Referenz (a) etwa 50 % weniger
Strictosidin gebildet. Offenbar besitzt der zeitliche Ablauf der Synthese und Umsetzung von
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Secologanin Relevanz fiir die Konzentration des Zielprodukts. Unter Beriicksichtigung der
Kontrollreaktion ohne STR, sind auch Instabilitdt oder Nebenreaktionen ausgehend von
Secologanin denkbare Erkldrungsszenarien. Bei zeitversetzter Zugabe der K CYP72A1 und
STR (c) wurde eine um 20 % gesteigerte Strictosidin-Konzentration im Vergleich zur

Referenzreaktion gemessen.
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Abbildung 2.39 — Mehrstufige Umsetzung von Loganinsaure zu Strictosidin durch LAMT, K_CYP72A1 und STR
mit zeitversetzter Zugabe der K_CYP72A1 und STR. Es sind die per LC/MS-Analyse quantifizierten
Produktkonzentrationen nach der mehrstufigen Umwandlung von 300 pM Loganinsdure zu Strictosidin bei
verschiedenen Reaktionsbedingungen abgebildet. Im Vergleich zu dem von Beginn an vollstandigen
Reaktionsansatz (a) wurden die STR (b) oder die K_CYP72A1 und STR (c) zwei stunden nach Beginn der Inkubation
zugegeben oder ein gleiches Volumen Puffer anstatt Enzym eingesetzt (d, e). Die abgebildeten Werte sind
Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken reprdsentieren die Standardabweichungen. Die
angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf das Reaktionsvolumen von 100 pL.

Moglicherweise ist die Gesamtwechselzahl der K CYP72A1 erhoht, da direkt nach Zugabe des
Enzyms mehr Loganin zur Verfiigung steht. Dieser zutragliche Effekt ist nur dann sichtbar,
wenn Secologanin sofort umgewandelt werden konnte. Zur Maximierung des Zielprodukts ist
folglich sowohl die zeitliche Abstimmung der Umsetzung von Loganin als auch von
Secologanin von Wichtigkeit. Nachteile der Durchfithrung der Kaskade bei zeitversetzter
Zugabe der K CYP72A1 und STR sind der erhohte experimentelle Aufwand und die Tatsache,
dass das anféngliche Reaktionsvolumen halbiert ist. Das K CYP72Al-haltige E. coli
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Zell-Lysat zusammen mit den RP nehmen — bereits bei 1 pM K CYP72A1 — etwa die Halfte
des Reaktionsvolumens ein. Dadurch gibt es bei zeitversetzter Zugabe nicht viel Spielraum die

eingesetzte P450-Konzentration noch zu steigern.

2.3.8 Mehrstufige Synthese von Strictosidin unter optimierten Bedingungen

Wihrend der vorangegangenen Untersuchung und Optimierung der Kaskade wurde die
Konzentration der K CYP72A1, die Temperatur, der pH-Wert und ein abgestimmtes
Verhiltnis der Redoxpartner- auf die K CYP72A1-Konzentration als die wichtigsten Faktoren
identifiziert, welche die limitierende Aktivitdt der K CYP72A1 und folglich die Bildung des
Zielproduktes Strictosidin beeinflussen. Um zu ermitteln, wieviel Loganinsdure in der
vorliegenden in vitro Synthese maximal zu Strictosidin umgesetzt werden kann, wurde die
Reaktion unter den bestmoglichen, gefundenen Bedingungen durchgefiihrt (Kapitel 6.5.2). Um
mehr Informationen iiber den unerwarteten Effekt der reduzierten Reaktionstemperatur zu
gewinnen und die bestmogliche Inkubationsdauer der Kaskadenreaktion unter optimierten
Bedingungen zu identifizieren, wurde die Synthese bei einer Temperatur von 5 °C und 25°C

durchgefiihrt und zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert.
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Abbildung 2.40 — Umsetzung von Loganinsdure zu Strictosidin durch LAMT, K_CYP72A1 und STR unter
optimierten Bedingungen. Es sind die per LC/MS-Analyse quantifizierten Produktkonzentrationen nach der
mehrstufigen Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin mit 2 uM K_CYP72A1 mit 40 puM FpR und 20 uM
YkuN abgebildet. Die Umsetzungen wurden bei 5 °C und 25 °C durchgefiihrt nach 180, 1200 und 2400 min per
LC/MS analysiert. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte aus drei Experimenten und die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichungen. Die angegebenen Analytkonzentrationen beziehen sich auf das
Reaktionsvolumen von 100 pL.
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Die Reaktionsansidtze wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert, um zusétzlich die
beste Inkubationsdauer der Kaskadenreaktion zu identifizieren und Informationen tiber den
Effekt der niedrigen Temperatur zu gewinnen. Anhand der Loganinsdure- und Loganin-
Konzentrationen ist ersichtlich, dass die Umwandlung beider Substanzen bei 5 °C langsamer
ablief als bei 25 °C und nach 20 Stunden weiterhin K CYP72A1-Aktivitét gegeniiber Loganin
vorhanden war (Abbildung 2.40). Der zuvor beobachtete Effekt der Temperatur (Abbildung
2.38) auf die Kaskade wurde hier nach 20 Stunden nicht beobachtet. Im Gegensatz zu diesem
Vorexperiment wurden die Reaktionen hier bei niedriger Temperatur und einem abgestimmten
RP-Verhiltnis durchgefiihrt. Diese Beobachtung konnte darauf hindeuten, dass der zuvor
beobachtete Temperatureinfluss auf die Temperaturabhingigkeit der FpR-Stabilitét
zurtickzufiihren ist.

FpR neigt zur Denaturierung, wenn das flavinhaltige Enzym in reduzierter Form vorliegt. Die
Geschwindigkeit der Denaturierung ist bei einem pH-Wert von pH 6,5 bis 7,5 und bei
Temperaturen unterhalb von 30 °C niedriger.?*> Bei zwanzigfacher FpR-Konzentration im
Vergleich zur Konzentration der K CYP72A1 war der FpR-Uberschuss moglicherweise grof3
genug, damit eine Denaturierung von FpR bei 25 °C keine detektierbare Auswirkung mehr auf
die Deckung des Elektronenbedarfs der K CYP72A1 hatte. Bei einer Reaktionstemperatur von
25 °C st die optimale gefundene Inkubationsdauer 20 Stunden. Bei 5 °C ist die beste
Inkubationsdauer 40 Stunden.

Unter den optimierten Reaktionsbedingungen wurden sowohl bei 25 °C (1874 + 3,5 uM
Strictosidin) als auch bet 5 °C (189,3 + 0,9 uM Strictosidin) maximale Konzentrationen von
Strictosidin gemessen, die einer enzymatischen Stoffumwandlung von etwa 75 % der

vorgelegten Menge Loganinséure zu Strictosidin entsprechen.
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3 Diskussion

TIA, die aus dem pflanzlichen Sekundidrmetabolismus und einer gemeinsamen Vorstufe
Strictosidin  entstammen, besitzen eine Vielzahl relevanter pharmakologischer
Wirkungseigenschaften. Aufgrund der oft komplexen chemischen Struktur ist eine Synthese
meist unwirtschaftlich und die Substanzen werden durch Extraktion aus Pflanzenmaterial
gewonnen. Eine ernstzunehmende Alternative ist die Synthese auf biochemischem Wege, bei
der Cytochrom-P450-Monooxygenasen eine Sonderstellung einnehmen. Die hier untersuchte
CYP72A1 Kkatalysiert eine ungewohnliche Ringdffnung an Loganin und ist zugleich ein
moglicher Engpass der Synthese von Strictosidin. Aufgrund der Aufwendigkeit der Herstellung
und Handhabung pflanzlicher P450 ist nur wenig iiber die biokatalytischen Eigenschaften der
CYP72A1 bekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die l6sliche Herstellung der CYP72A1 in E. coli durch
Protein-Engineering, die Identifikation kompatibler RP und die Rekonstitution der Aktivitit
gegeniiber Loganin in vitro. Auf dieser Basis sollte CYP72A1 einer biochemischen
Untersuchung unterzogen werden. Im nichsten Schritt sollte eine biokatalytische in vitro

Kaskade zur Umwandlung von Loganinséure zu Strictosidin etabliert und evaluiert werden.

3.1 Herstellung der P450 des spiten Seco-Iridoid-Pfads in E. coli

Fir die mehrstufige Umwandlung von Loganinsdure zu Strictosidin wird CYP72A1 aus
C. roseus aufgrund der einzigartigen katalytischen Aktivitdt der P450 zwingend benétigt. Die
heterologe Herstellung pflanzlicher P450 ist aufgrund der Membranstandigkeit der Enzyme mit
einer Zahl von Herausforderungen verbunden.?*

Dabei wurde E. coli als Expressionssystem ausgewihlt. Diese Wahl ist durch die
unkomplizierte Handhabung bei der Kultivierung im Labormalstab, dem schnellen Wachstum
unter einfachen Bedingungen, einer leichten Modifizierbarkeit und dem hohen Grad der
Erforschung gerechtfertigt. Das entscheidende Attribut ist jedoch das Fehlen eigener P450°%4
39 im Organismus. Fiir die Charakterisierung der CYP72A1 wurde dadurch das Arbeiten mit
Lysat ermoglicht, da die Konzentration der CYP72A1 in E. coli-Lysat mittels
CO-Differenzspektrum zuverldssig und auch in geringen Konzentrationen bestimmt werden
konnte.

Aus den vorgestellten Strategien (Kapitel 1.5.1) zur heterologen Herstellung pflanzlicher
Transmembranproteine wurden unterschiedliche Ansdtze zur Produktion von CYP72A1 in
rekombinanten E. coli verfolgt. Darunter die Fusion mit einer C. roseus CPR!#3242343 (Kapitel

2.1.2) oder mit Loslichkeitshelfern (Kapitel 2.1.8) und Modifikationen der N-terminalen
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Aminosduresequenz (Kapitel 2.1.3). Nur durch Anpassung am N-Terminus konnte aktive
K CYP72A1 in E. coli hergestellt werden.

Aus  Untersuchungen der E.  coli-Lysate, die nach  Expressionen der
CYP72A1-CPR-Fusionskonstrukte und SIMPLEx-Varianten erhalten wurden, war ersichtlich,
dass jeweils Protein hergestellt wurde, welches mit der erwarteten Masse des jeweiligen
Zielproteins korrelierte (Abbildung 2.2, A, Abbildung 2.14). Bei der Analyse der jeweiligen E.
coli-Lysate mit Hilfe von CO-Differenzspektren konnte jedoch kein charakteristisches 450 nm
Signal beobachtet werden (Abbildung 2.2, B, Abbildung 2.13). Mechanismen, die zum Verlust
der notwendigen Interaktion des axialen Thiolat-Liganden mit dem Eisen-Zentralatom fithren
konnen, sind Austausch durch einen Liganden mit geringerer Elektronendonor-Féhigkeit,
Protonierung des Thiolatrests oder Dehnung der Fe-S-Bindung.>!*?* So fiihrte der Austausch
des axialen Liganden in P420cam zum Verschwinden der charakteristische Bande um 450 nm
und zum Verlust der Fahigkeit der Verdrangung des Wasser-Liganden durch Substrat und somit
zur Inaktivierung. FEine potenzielle katalytische Aktivitit kann folglich tiber die
CO-Differenzspektren evaluiert werden, wie in spiteren Versuchen fiir die CYP72Al1
demonstriert wurde (Abbildung 2.21). Zur Herstellung der P450-Red-Fusion, wurde in der
Literatur'® der E. coli-Stamm RM82 verwendet, der in dieser Arbeit nicht zur Verfiigung stand.
Als Alternative wurde der E. coli-Stamm C43(DE3) in Kombination mit einem abweichenden
Expressionsvektor pPCDFDuet-1 verwendet. Diese Unterschiede sind eine plausible Erklarung
fiir die abweichenden Ergebnisse. Die Wahl des Vektors und des Expressionstammes kann die
Expression von P450 beeinflussen.?*? Bei einer literaturbeschriebenen P450-Red-Fusion mit
CYP73AS5 aus A. thaliana (Zimtsédure-4-Hydroxylase) wurden verschiedene Stdimme wie
E. coli IM109, DH50. und M15 getestet, jedoch fiihrte nur DS410 jeweils zur Expression.>**24?
In einem anderen Ansatz wurde das dreigliedrige Fusionskonstrukt aus MBP, CYP72A1 und
ApoA1*23 mit dem Ziel erzeugt, eine Proteinreinigung nach der heterologen Herstellung in
E. coli durchzufiihren. Der Protein-Untereinheit MBP werden solubilisierende Eigenschaften
zugeordnet, welche die Faltung eines Zielproteins unterstiitzen konnen.?** ApoA1* soll mit der
hydrophoben Membrandomine in Wechselwirkung treten und das Protein wihrend der Faltung
auBerhalb einer Membran stabilisieren. Ahnlich zur Fusion der CYP72A1 mit der C. roseus
CPR konnte das Fusionsprotein aus MBP, CYP72A1 und ApoAl* teilweise in loslicher Form
hergestellt werden; es war jedoch kein charakteristisches Maximum der Absorptionsdifferenz
im CO-Differenzspektrum sichtbar. Zusammenfassend konnte CYP72A1 als Fusionsprotein

nicht in aktiver Form in E. coli hergestellt werden.
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Es wurde dann eine andere Herangehensweise verfolgt und untersucht, ob die CYP72A1 durch
Modifikation der N-terminalen Sequenz in E. coli hergestellt weden kann. Zur Anpassung der
nativen N-terminalen Sequenz der CYP72A1 an die geénderten Bedingungen in E. coli wurde
zunichst eine Analyse der Aminosduresequenz durchgefiihrt und mit den Sequenzen der
CYP72A224 und CYP76A26 aus dem Seco-Iridoid-Pfad verglichen. Das auffilligste Merkmal
der CYP72A1 und CYP72A224 ist das Fehlen der an die Membrandoméne grenzenden
prolinreichen Region ([P/I]PX[P/G]XP), die mit groBer Héaufigkeit bei mikrosomalen P450
auftritt und unter anderem mit der Proteinfaltung in Verbindung gebracht wird.***3% Die
berechneten pl-Werte der CYP72A1 und CYP72A224 weisen insbesondere im Vergleich zu
C. roseus-P450 aus dem spéteren Verlauf der TIA-Biosynthese einen eher basischen Charakter
auf. Dieser beruht auch auf der erhohten Frequenz positiv geladener Aminoséuren (Arginin und
Lysin) am Carboxy-Ende der TM-Domine, die hiufig bei microsomalen P450 zu finden
ist.3983% In diesem Zusammenhang ist die Ladung, Ladungsverteilung und Hydrophobizitit bei
der Faltung und Stabilitdt von Proteinen eine wichtige physikalische GroBe und kann bereits
frith wihrend der Proteinbiosynthese Wechselwirkungen mit dem Ribosom mitigieren.346-325:347
Mit den Informationen aus der Analyse des N-Terminus wurden 18 unterschiedliche
CYP72A1-Varianten (Tabelle 2.1) erzeugt, in E. coli hergestellt und die erhaltenen
E. coli-Zelllysate untersucht (Abbildung 2.4). Auf Grundlage der aufgenommenen
CO-Differenzspektren konnten aus allen untersuchten Varianten nur die Variante B CYP72A1
und K CYP72A1 in aktiver Form hergestellt werden. Auf sémtlichen CO-Differenzspektren
war jedoch eine Soret-Bande bei 420 nm sichtbar, die auf denaturierte P450 hinweist. Bereits
geringe Unterschiede am N-Terminus im Vergleich zu Variante K CYP72A1 — wie bei
Variante D CYP72A1 und E_ CYP72A1 — fithrten zum Verlust der korrekten Koordination der
Ham-b-Gruppe.

Aufgrund der Ahnlichkeit der N-terminalen Sequenz der CYP72A224 und der Sequenz der
CYP72A1 (siche Abbildung 2.1) wurde die CYP72A224 zur Herstellung in E. coli
Modifikationen unterzogen, die an die K CYP72A1 angelehnt sind. Bei der CYP72A224 V1
wurde ein Sequenzabschnitt mit sechs teilweise polaren Aminoséuren (ELNFKS) gegen sechs
Aminosduren (ALLLAV) der B. taurus CYP17Al-Sequenz ausgetauscht. Analog zur
K CYP72A1, blieb die vohergesagte TM-Domine und alle angrenzenden unpolaren
Aminosiuren unverindert. In bemerkenswerter Ahnlichkeit zur K CYP72A1 war nur bei
dieser Variante ein Signal bei 450 nm auf dem aufgezeichneten CO-Differenzspektrum sichtbar
(Abbildung 2.6, A). CYP72A224 V2 unterscheidet sich von CYP72A224 V1 nur durch die

Substitution zweier zusitzlicher unpolarer Aminosduren am Beginn der TM-Doméne
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(ELNFKSI gegen ALLLAVEFL). Die Auswertung der CO-Differenzspektren deutet jedoch
unter den liblichen Kriterien auf Protein hin, welches in denaturierter Form vorliegt. Dies ist im
Einklang mit den Ergebnissen aus der Untersuchung der CYP72A1-Varianten, bei der geringe
Sequenzunterschiede am N-Terminus eine groe Wirkung auf den Erfolg der Expression
hatten. Es ist schwierig, eine Aussage tiber mogliche Ursachen zu treffen. Betrachtet man nur
die Faktoren, die zur Fehlfaltung eines Proteins fithren konnen, dann sind diese bereits von
auBerordentlich komplexer Natur und konnen wihrend unterschiedlicher Stadien der

348 Tasst man Wirtseinfluss auBler Acht, kénnen

Proteinbiosynthese relevant sein.
unterschiedliche Wechselwirkungen wéhrend der Proteinfaltung — beispielsweise mit dem
Ribosom, mit Faltungshelfern oder dem Cytosol — die zu Unterschieden bei der Stabilisierung
der entstehenden hydrophoben Membrandomine fiihren, ursédchlich fiir die Unterschiede
zwischen den Varianten der CYP72A224 oder CYP72A1 sein, die hier bei der Herstellung in

E. coli beobachtet wurden.34834

CYP76A26, welche 1i1m  Unterschied zu CYP72A1 und CYP72A224 die
literaturbekannte?!>2!7-216 konservierte prolinreiche Sequenz besitzt, wurde durch Einfithrung
einer positiv geladenen Aminosduresequenz und Trunkierung in E. coli hergestellt. Die
eingefithrten Verdnderungen der Varianten CYP76A26 V2 und V3 sind der Sequenz einer
modifizierten CYP2C3 nachempfunden (MAKKTSSKGK, Tabelle 2.3).2*¢ Der Vergleich der
Varianten V2 und V3 (Tabelle 2.3 und Abbildung 2.7, A) der CYP76A26 lésst die Vermutung
zu, dass geringe Sequenzunterschiede am N-Terminus toleriert werden. Fir die
Membrandominen der CYP72A1 und CYP72A224 wurde zuvor eine Anzahl von 22 und 24
Aminosduren berechnet (Abbildung 2.1). Dies ist eine fiir pflanzliche TM-Proteine
durchschnittliche Anzahl Aminoséuren.**° Die berechnete hydrophobe Sequenz der CYP76A26
hingegen, liegt mit 17 Aminoséuren etwas unter dem Durchschnitt. Moglicherweise kann die
etwas kiirzere hydrophobe Region der CYP76A26 besser stabilisiert werden. Auch eine
Involvierung der prolinreichen Region ist hier wahrscheinlich.3*

Um die K CYP72A1 in hoherer Konzentration und Reinheit zu erhalten wurde eine
hexahistidin-markierte Variante, die K CYP72A1 C6His in E. coli hergestellt (Kapitel 2.1.6).
Auf dem SDS-Polyacrylamidgel der SDS-PAGE-Analye der Proteinreinigung war in der
Eluatfraktion ein Bandenmuster zu sehen, welches auf eine fehlende Wechselwirkung des
Zielproteins mit dem chelatgebundenen Nickel deutete. Als mogliche Ursachen wurden
Faktoren wie fehlende Translation, geringe Affinitit oder Maskierung des Hexahistidin-Tags
im Inneren des Proteins untersucht. Um die Bindung des Zielproteins an Ni-NTA zu verbessern,

wurde die Zugabe fiinf verschiedener Detergenzien bei der Zellhomogenisierung evaluiert, um
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die Loslichkeit der K CYP72A1 C6His zu steigern (Kapitel 2.1.7). Mittels SDS-PAGE und
Western Blot mit Immunodetektion (Abbildung 2.10, Abbildung 2.11) konnte festgestellt
werden, dass der solvatisierende Effekt bei CHAPS — einem zwitterionischen Detergens mit
der hochsten CMC aus den getesteten Detergenzien — am stirksten ausgepragt war. Auch
zeigten sich Intensititsunterschiede bei der mit dem Zielprotein korrelierenden Bande
(Abbildung 2.11, B). Die hochste Intensitiat war bei der CHAPS-Probe sichtbar. Die Bindung
des Zielproteins durch Anti-Hise-Korpern nach dem Western Blot in Kombination mit der
Massenreferenz belegt eine vollstédndige Translation des Zielproteins inklusive C-terminalem
His-Tag. Jedoch konnte weder als Resultat einer Inkubation im Batch-Verfahren (Abbildung
2.11, A), noch mittels Tischsdule (Abbildung 2.12) eine Reinigung oder Aufkonzentrierung bei
vorheriger Zugabe von CHAPS erreicht werden. Zusammenfassend war bei
IMAC-Reinigungen der K CYP72A1 C6His keine  spezifische Bindung an
metallionenbasierten Sdulenmaterialien zu beobachten. Bei Affinititsmarkern, die auf MBP
basieren (Kapitel 2.1.8 und weitere) konnte keine katalytisch aktive CYP72A1 hergestellt
werden.

Als alternative Moglichkeit zur Aufkonzentrierung von K CYP72A1-Zellhomogenat ohne
Affinitdtsmarker wurde eine fraktionierte Féllung durch Zugabe von Ammoniumsulfat
untersucht. Bei 40 % der Ammoniumsulfat-Sattigungskonzentration wurde die K CYP72A1
zusammen mit etwa 30 % der Gesamtproteine (Abbildung 2.15) vollstindig als Niederschlag
abgeschieden. Die SDS-PAGE-Analyse zusammen mit der starken farblichen Veranderung des
wieder in Losung gebrachten Niederschlags unterstiitzt diese Schlussfolgerung. Durch
Ammoniumsulfat kann folglich eine Trennung der K CYP72A1 von in Losung verbleibenden
Protein-Verunreinigungen, die mehr als 70 % der Gesamtproteine darstellen, erzielt werden.
Die Bande bei etwa 28 kDa (Abbildung 2.15, Probe 4 und Probe 20%) auf dem
SDS-Polyacrylamidgel ist erwédhnenswert, da ein Protein oder Fragment dhnlicher Masse bei
Untersuchung der Detergenzien (Abbildung 2.12, A Probe 1 und 2) per Immunodetektion
sichtbar wurde. Es ist deshalb anzunehmen, dass diese Bande hier der K CYP72A1 zugeordnet
werden kann. Auf Basis des Western-Blots konnte es sich folglich um ein C-terminales
Fragment der K CYP72A1 handeln (C-terminaler Hexahistidin-Tag). Weiterhin legt der
Vergleich hohe Anteil des Proteins in der Probe der unloslichen Fraktion (4) zusammen mit
einer Prézipitation bei 20 % Ammoniumsulfat eine reduzierte Loslichkeit des Fragments nahe.
Die Ammoniumsulfat-Fillung konnte auch in grolerem Maf3stab zur Erzeugung konzentrierter
K CYP72A1-Losungen aus geklartem Zellhomogenat angewendet werden (Abbildung 2.16).

Das beste Ergebnis aus einer Préparation mit Ammoniumsulfat war eine Verfiinffachung der
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K CYP72A1-Ausgangskonzentration auf eine Endkonzentration von etwa 12,5 uM
K CYP72A1 (Abbildung 2.16, A Re AS). Durch Umsetzungen konnte bereits ohne eine
Entsalzung enzymatische Aktivitdt bestatigt werden (Kapitel 8.2.6). Es sind jedoch
gegebenenfalls weitere Entsalzungsschritte — z. B. eine Dialyse — erforderlich, wenn die
K CYP72A1 in sehr hohen Konzentrationen eingesetzt werden soll. Die Fillung mit
Ammoniumsulfat stellt deshalb eine Moglichkeit dar, um die Konzentration von K CYP72A1
gegeniiber der Konzentration in Zell-Lysat zu erhéhen und etwa zwei Drittel der

Protein-Verunreinigungen zu entfernen.

3.2 Biochemische Charakterisierung der K CYP72A1

Um die katalytische Aktivitit der K CYP72A1 wiederherzustellen, miissen dem aktiven
Zentrum zur Aktivierung und Spaltung molekularen Sauerstoffes jeweils zwei Elektronen
zugefiihrt werden. Bei der Deckung dieses intrinsischen Elektronenbedarfs geht es nicht nur
um die Ubertragung von Elektronen, sondern die Wahl der Redoxpartner kann aufgrund der
notwendigen Interaktion mit der P450 einen signifikanten Einfluss auf die katalytischen

351,352

Eigenschaften ausiiben und in seltenen Fillen die Art*>* der katalysierten Reaktion

beeinflussen.

297298 picht in E. coli hergestellt

Da die native CPR aus dem Sekundirstoffwechsel von C. roseus
werden konnte, wurde eine Auswahl flavinhaltiger Surrogat-RP in Kombination mit der
K CYP72A1 getestet. Es konnte mit der K CYP72A1 in Kombination mit allen getesteten,
nicht-physiologischen RP Aktivitéit gegeniiber Loganin (Abbildung 2.18) demonstriert werden.
Bezugnehmend auf die Produktausbeute, wurde die hochste Secologanin-Bildung durch die
bakteriellen, flavinhaltigen Redoxpartner FpR und YkuN erzielt. Es ist auffillig, dass die
K CYP72A1 mit der ATR2, einer CPR die eine Sequenzidentitdt von mehr als 70 % zur
C. roseus CPR besitzt, insgesamt die niedrigste Produktausbeute erwirkte. Es gibt eine Zahl
von Beispielen fiir P450, deren physiologische Redoxpartner zu hoherer Ausbeute fiihren als
nicht-physiologische.>>* Instabilitit, niedrige Expressionsniveaus oder Unbekanntheit der
nativen RP sind eine Auswahl moglicher Griinde.*?”**® Wihrend der Marnerol-Synthese wurde
durch eine modifizierte CYP71A16 aus A. thaliana mehr Produktbildung mit nicht-
physiologischen RP beobachtet.’”® Die 11B-Hydroxylase-Aktivitit der humanen CYP11B1
konnte durch Koexpression von Adrenodoxin und Adrenodoxin-Reduktase in
Schizosaccharomyces pombe gegeniiber dem physiologischen RP-System um mehr als das
Dreifache gesteigert werden.*> Wihrend der Rekonstitution der K_CYP72A1-Aktivitit wurde
— mit gewisser Ahnlichkeit zum Beispiel der modifizierten CYP71A16 aus A. thaliana — in

Kombination mit YkuN und FpR im Vergleich zur ATR2 eine hohere Umsetzung beobachtet.
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Obgleich eine begrenzte Anzahl RP untersucht wurde, ist auffillig, dass mit der K CYP72A1
diejenigen RP, die auf Fusionen basieren, generell niedrigere Ausbeuten erzielten als das
System mit  Einzelproteinen. Die Rolle der ER-Membran wihrend
P450-CPR-Wechselswirkungen ist ein hochkomplexes Thema und besitzt dariiberhinaus —
beispielsweise durch den Einfluss auf die Orientierung der membrangebundenen Proteine
zueinander — Relevanz fiir die katalytische Aktivitit und Substratinteraktion.*>%3%8 Es erscheint
deshalb plausibel, dass die Grofle, Form und Flexibilitdt des Surrogat-Elektronendonors in
Abwesenheit der vermittelnden Einwirkung der Membran, entscheidend ist. Eine Zahl von
insgesamt sechs RP-Wechselwirkungssequenzen (redox partner interaction sites) an der
proximalen Oberflache von P450 sind bekannt. Es wurde postuliert, dass je nach Klasse der
P450 (Kapitel 1.5.4) eine unterschiedliche Anzahl an RPIS an der P450-RP-Wechselwirkung
beteiligt ist.**® Unter diesem Aspekt konnte die mogliche erhohte Flexibilitit mit YkuN und
FpR eine Erklarung dafiir sein, warum die Einzelproteine das Fusionsprotein YR-P5 wihrend
der Umsetzung von Loganin durch K CYP72A1 iibertreffen, obwohl YR-PS eine verbesserte
Stabilitit®*? besitzt. Es wire interessant zu untersuchen, ob die FAD- und FMN-Einzeldominen
der ATR2 ebenfalls bessere Ausbeuten erzielen als die ATR2.

Zusammengefasst konnte die Aktivitdt der hergestellten K CYP72A1 gegeniiber Loganin
erfolgreich in vitro wiederhergestellt werden. Mit YkuN und FpR in Kombination mit der
K CYP72A1 wurde das Secologanin-Signal detektiert. Es wurde demonstriert, dass sowohl die
Art der Redoxpartner als auch das Konzentrationsverhéltnis der eingesetzten RP einen Einfluss
auf die Secologanin-Bildung ausiiben.

Bei einer umfassenderen Untersuchung des P450 zu RP-Verhiltnisses wurde bis zu einem etwa
zwanzigfachen molaren Uberschuss von RP eine ungefihr proportionale Abhingigkeit der
Secologanin-Konzentration und der eingesetzten RP-Konzentration beobachtet (Abbildung
2.19). Folglich wurde bis zu einem hohen molaren RP-Uberschuss keine Sittigung des zur
Umsetzung von Loganin bendtigten Elektronenbedarfs —erreicht. FEine niedrige
Kopplungseffizienz oder geringe Geschwindigkeit der Elektroneniibertragung sind
naheliegende Ursachen. Bei Untersuchungen durch Jenkins und Waterman von E. coli FpR und
Fld mit der CYP17A1 aus B. taurus wurde festgestellt, dass die Reduktion von Fld langsamer
abluft als die Elektroneniibertragung auf die P450 (Geschwindigkeit von 2,4 min™") und dieser
Limitierung wurde dort durch einen fiinfzigfachen RP-Uberschuss entgegengewirkt.3®

Im hier untersuchten System wurden bereits bei einem vierzigfachen molaren Uberschuss von

YkuN und FpR Sittigungseffekte im Bezug auf die gemessene Secologanin-Konzentration
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beobachtet. Es ist denkbar, dass Crowding-Effekte®®! oder Faktoren wie Enzymstabilitit bei
hohem RP-Uberschuss dominieren.

Bei einem nicht-dquimolaren Verhéltnis von YkuN und FpR wurde ein gréBerer Einfluss auf
die gemessene Produktkonzentration durch die FpR-Konzentration als durch die
YkuN-Konzentration beobachtet. Ein Erklarungsszenario ist, dass YkuN nicht schnell genug
reduziert wird und dadurch auch die folgende Ubertragung von Elektronen auf die K CYP72A1
limitiert ist. Ein Gegenargument ist, dass bei Umsetzungen von Tetradecansdure durch
CYPI109B1 aus B. subtilis unterstiitzt durch YkuN aus E. coli und FpR aus B. subtilis ein
erheblicher Konzentrationseffekt von YkuN auf die Umsetzung verzeichnet wurde und der
Effekt der FpR-Konzentration im Vergleich vernachlissigbar war.’?” Als mogliche Ursache
wurde dort eine Ineffizienz des Elektronentransfers von YkuN auf die CYP109B1
vorgeschlagen. Es gibt weitere literaturbekannte Studien mit unterschiedlichen P450, bei denen
YkuN jeweils im Uberschuss eingesetzt wurde.*?® Ursachen fiir die Unterschiede im Vergleich
zu dieser Arbeit liegen wahrscheinlich bei der pflanzlichen Herkunft der CYP72A1.

In einem anderen Erkldrungszenario liegt nicht genug YkuN in reduzierter Form vor, weil
aufgrund einer niedrigen Kopplungseffizienz Elektronen mit einer hohen Geschwindigkeit
unproduktiv verbraucht werden. Moglicherweise ist nicht die Geschwindigkeit der
Elektronentibertragung durch YkuN auf die K CYP72A1 oder andere im Lysat befindliche
Elektronenakzeptoren limitierend, sondern die Kopplungseffizienz. Diese Erkldrung wird
durch die niedrige ermittelte Kopplungseffizienz (Kapitel 2.2.10) im vorliegenden System
unterstiitzt.

Zusammenfassend ist die katalytische Leistungsféhigkeit der K CYP72A1 in Kombination mit
diesem untersuchten artifiziellen RP-System stark von der Konzentration und dem eingesetzten
RP-Verhiltnis abhédngig. Ein Hauptgrund ist eine niedrige Kopplungseffizienz, der teilweise
durch FEinsatz hoher RP-Konzentrationen entgegengewirkt werden kann. Unter Einbeziehung
der Reaktionsokonomie (Abbildung 2.20) ist die Zugabe hoher RP-Konzentrationen zur
Optimierung nicht zwingend zielfithrend. Der Effekt erhohter Secologanin-Ausbeuten bei
erhohter RP-Konzentration steht bei den hochsten getesteten RP-Konzentrationen in keinem
proportionalen Verhiltnis.

Durch die Untersuchung des Zeitverlaufs der Umwandlung von Loganin bei verschiedenen
Reaktionstemperaturen (Abbildung 2.22) wurde ersichtlich, dass der iiberwiegende Teil von
Secologanin in den ersten zwei Stunden nach Beginn der Reaktion synthetisiert wird, wie
bereits wihrend vorangegangener Experimente beobachtet (Abbildung 2.18) wurde. Innerhalb

der Zeitintervalle wurde mit fortschreitender Reaktionsdauer jeweils ein geringerer Anstieg des
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Secologanin-Signals detektiert. Dieser Effekt war bei hoherer Reaktionstemperatur jeweils
deutlicher ausgeprigt und auch das Ende der Zunahme von Secologanin wurde frither
detektiert. Bei 35 °C wurde bereits nach etwa 20 Minuten das maximale Secologanin-Signal
erreicht. Der Zeitverlauf der Umwandlung von Loganin durch K CYP72A1 war folglich von
der Reaktionstemperatur abhéngig und ist durch eine mogliche temperaturabhéngige
Inaktivierung der K CYP72A1 oder RP erkldrbar. Der Unterschied der Loganin- und
Secologanin-Konzentrationen bei 35 °C nach zwei Stunden und nach zwanzig Stunden
(Abbildung 2.23) legen eine alternative Erkldrung nahe, bei der temperaturabhingige
Nebenreaktionen ausgehend von Secologanin Relevanz besitzen. Der Umsatz von Loganin war
bei 15 bis 35 °C nur in geringem Malfle temperaturabhéngig. Diese Beobachtung spricht gegen
eine Temperaturabhéngigkeit der Inaktivierung der K CYP72A1.

Der Zeitpunkt, bei dem die Reaktion augenscheinlich zum Erliegen kommt (Abbildung 2.22),
wird vermutlich durch verschiedene Faktoren wie der temperaturabhingigen
Reaktionsgeschwindigkeit, der total turnover number und einer temperaturabhédngigen,
konkurrierenden Nebenreaktion bestimmt. Weitere Faktoren, wie die Stabilitdt der FpR kénnen
ebenfalls einen Faktor darstellen. Die Reduktase neigt in reduzierter Hydrochinon-Form zur
Denaturierung. Bei niedrigem pH-Wert (pH 6,5 — 7,5) und Temperaturen unterhalb von 30 °C
ist diese Denaturierung verlangsamt.?*

Folglich  ist die  gemessene  Secologanin-Konzentration  insbesondere  bei
Reaktionstemperaturen iiber 25 °C und Inkubationszeiten von mehr als 2 Stunden als das
Resultat konkurrierender Reaktionen, der Umwandlung von Loganin zu Secologanin und einer
vermutlich von Secologanin ausgehenden Nebenreaktion zu interpretieren. Es ist an dieser
Stelle erwdhnenswert, dass keine Umsetzung von Secologanin durch K CYP72A1 beobachtet
wurde, wenn die K CYP72A1 mit Secologanin und Loganin (Abbildung 2.24) oder nur mit
Secologanin eingesetzt wurde. Es ist denkbar, dass eine solche Wechelwirkung nur mit Produkt
moglich ist, das nach der Umsetzung von Loganin nahe am aktiven Zentrum ist.

Dugé de Bernonville et al. 2015'3* demonstrierten, dass verschiedene CYP72A1-Isoformen als
Nebenprodukt das Secologanin-Oxidationsprodukt Secoxyloganin bildeten. Secoxyloganin
wurde — moglicherweise bedingt durch technische Limitierungen — wéhrend der hier
durchgefiihrten Experimente nicht oder nur in Spuren detektiert. Auch Nebenprodukte
ausgehend von Secologanin, die aus einer moglichen Hydrolyse oder Bildung von Schiff-Basen
hervorgehen, konnten nicht nachgewiesen werden. Denkbar ist, dass auch Nebenprodukte —

z. B. im Reaktionsmedium in Gegenwart von Zell-Lysat — instabil sind oder umgesetzt werden.
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Bei der literaturbekannten Wildtyp CYP72A1 aus S. cerevisiae Zellextrakten'>* und der hier in
E. coli hergestellten K CYP72A1 sind Gemeinsamkeiten zu erkennen. Insbesondere bei den
niedrigen Secologanin-Ausbeuten, dem frithen Ende der Secologanin-Neubildung und dem
Riickgang der Secologanin-Konzentration mit fortlaufender Reaktion, sind Parallelen
vorhanden.'> Die Beobachtungen dieser Arbeit basieren also vermutlich nicht auf den
N-terminalen Modifikationen am Enzym, sondern sind Eigenschaften der CYP72A1.

Der Anteil aktivier K CYP72A1 wihrend der Synthese von Secologanin wurde untersucht,
indem die P450-Konzentration im Reaktionsansatz mittels CO-Differenzspektrum und die
Produktkonzentratzion in der Reaktionslésung tiberwacht (Abbildung 2.25) wurde. Auf Basis
der CO-Differenzspektren war nach 180 Minuten immernoch die Hélfte der eingesetzten
K CYP72A1 katalytisch aktiv. In den folgenden Zeitintervallen wurde jedoch nur jeweils eine
geringe — oder keine — Erhohung der Secologanin-Menge detektiert, obwohl noch potenziell
aktive K CYP72A1 vorhanden war. Obgleich zu Anfang Loganin am schnellsten umgesetzt
wurde, war tiber die gesamte Reaktionsdauer eine langsame Abnahme der Loganin-Menge zu
erkennen. Da eine Instabilitidt von Loganin bei Voruntersuchungen ausgeschlossen (Kapitel
8.2.3) worden war, setzte die K CYP72A1 also weiterhin Loganin um. Bei K CYP72A1, die
unter identischen Bedingungen zeitgleich in Puffer inkubiert wurde, waren kaum Unterschiede
bei den Absorptionsdifferenzen bei 450 nm auf den CO-Differenzspektren zu sehen. Wahrend
der Umwandlung von Loganin fanden also keine Verdnderungen der Koordinationssphére des
Ham-Eisens statt, die per CO-Differenzspektrum erkennbar sind. Es existieren jedoch
Szenarien, bel denen P450 durch eine mechanismusbasierte Inhibition, durch Reaktion mit
einem reaktiven Reaktionsprodukt, mit ROS oder anderen Liganden inaktiviert werden.36>-364
Bei CYP4Al1l beispielsweise ist die inhibierende Wirkung einer Oxidation des
Ham-Thiolatliganden durch H20> nach Zugabe von Natriumdithionit umkehrbar.36-366
Inhibitoren wie Schwefel-basierte Liganden mit sterisch anspruchsvollen Seitenketten wiren
ebenfalls auf den CO-Differenzspektren unauffillig.’®” Bei der Untersuchung des
Logannin- und Secologanin-Einflusses (Abbildung 2.24) konnte keine Substrat- oder
Produktinhibition festgestellt werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass nur
entstehendes Secologanin oder Secoxyloganin diese Wirkung entfaltet. Tiefergehende
Analysen wie Substratbindespektren mit gereinigtem Priparat konnten zur Kldrung dieser
offenen Fragen beitragen.

Mit dem Ziel die Secologanin-Produktkonzentration zu maximieren, wurde der Einfluss des
pH-Wertes auf die Synthese von Secologanin untersucht (Abbildung 2.26). Bei pH 7 konnte

jeweils die groBte Secologanin-Konzentration detektiert werden. Der urspriinglich verwendete
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50 mM Tris-Puffer (pH 7,5 bei 4 °C) entspricht demnach bereits nach Einbeziehung der
Temperaturabhingigkeit des pH-Wertes néherungsweise dem optimalen pH-Wert.
Im Trend wurde bei den Reaktionen in Phosphatpuffer weniger Secologanin detektiert als in
der Referenz. Ein Grund kann der Einfluss der erhohten Salzkonzentration auf die Flavodoxin-
P450-Interaktion sein. Diese kann durch die Ionenkonzentration in der Losung beeinflusst
werden.>°
Es ist bekannt, dass der optimale pH-Wert fiir FpR-Aktivitdt im basischen (pH 9,5) liegt. Im
Vergleich wurde die hochste enzymatische Stabilitdt bei niedrigem pH-Wert (pH 6,5-7,5)
beobachtet.’> Aufgrund dieser pH-Abhingigkeit ist es moglich, dass das beobachtete
pH-Optimum der K CYP72A1 durch FpR-spezifische Eigenschaften beeinflusst wird.
Ein Gegenargument ist, dass der in der Literatur**> dokumentierte pH-Einfluss auf die Stabilitt
und Aktivitdt der FpR innerhalb des im Versuch untersuchten pH-Bereichs gering und bei pH=7
minimal 1st. Das beobachtete pH-Optimum der K CYP72A1 liegt zwischen den
literaturbekannten Werten fiir C. roseus LAMT (pH 7,5)*! und C. roseus STR (pH 6,5-7)!77178,
Es wurden die kinetischen Reaktionsparameter der in E. coli exprimierten, loslichen
K CYP72A1 zusammen mit YkuN und FpR und dem natiirlichen Substrat Loganin ermittelt
(Abbildung 2.28). Ein Vergleich der berechneten Parameter (Kapitel 3.3.9) (Km = 389 uM,
cat = 1,842 £ 0,052 min™") mit Literaturwerten anderer Cytochrom-P450-Monooxygenasen aus
der frithen TTA Biosynthese ist mit Einschrankungen méglich. Die verfiigbaren Literaturwerte
stammen vornehmlich aus mikrosomalen Préparationen eukaryotischer Herkunft ohne prézise
Angabe der eingesetzten Enzymkonzentration. Fir CYP76B6, die erste P450 der
TIA-Biosynthese und ein Bottleneck”™ der Strictosidin Biosynthese, wird aus Untersuchungen
mit Spodoptera frugiperda Zellkulturen ein Km-Wert von 15,81 uM und kcat von 7,86 min!
mit dem Substrat Geraniol angegeben.’®® Die ermittelte Substrataffinitit der K CYP72A1 zu
Loganin ist im Vergleich eine Groflenordnung niedriger. Die ermittelte Wechselzahl ist um ein
Vierfaches niedriger, besitzt jedoch dieselbe GroBenordnung. Dies deutet (mit
Einschriankungen: artifizielles RP-System, modifizerter N-terminus, heterologe Praparation, in
vitro Reaktion) darauf hin, dass CYP72A1 in &hnlichem AusmalB limitierend auf TIA
Biosynthese wirken konnte wie CYP76B6. Gleichermalen unterstreicht diese Beobachtung die
Relevanz der Secologanin-Synthase als Ziel fiir weitreichende Untersuchungen und
Optimierungen.
Die Ergebnisse aus den Experimenten zur Kopplungseffizienz (Tabelle 2.5) bestdtigen die
Erkenntnisse aus der RP-Optimierung. Die bakteriellen RP, FpR und YkuN, sind als

Einzelproteine gegeniiber den fusionierten ATR2 und YR-P5 zu bevorzugen. Eine Erhéhung
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der Konzentrationen von YkuN und FpR bewirkte eine hohere NADPH-Verbrauchsrate
zugleich niedrigere Kopplungseffizienz. Die niedrige Kopplungseffizienz von ATR2 (>0.1 %,
Tabelle 2.5) steht im Einklang mit dem zuvor beobachteten, vergleichsweise geringen
Secologanin-Signal, wenn ATR2 eingesetzt wurde (Abbildung 2.18, Abbildung 2.19). Bei den
Proben 10YR-P5| 1K und 10F | 10Y |1 K stehen jeweils etwa die gleiche Anzahl FAD und
FMN-haltiger Dominen zur Ubertragung von Elektronen zur Verfiigung. Der
NADPH-Verbrauch ist jeweils dhnlich, aber die berechnete Kopplungseffizienz ist bei den
Einzelproteinen um etwa das Vierfache hoher als beim Fusionsprotein. Bei der Umsetzung von
Tetradecansdure durch eine bakterielle CYP109B1 aus B. subtilis wurde mit YR-PS5 fast eine
Verdopplung der Kopplungseffizienz im Vergleich zu den Einzelproteinen erzielt.>** Die
niedrige Kopplungseffizienz, die bei der Charakterisierung der K CYP72A1 beobachtet wurde,
kann plausibel durch die pflanzliche Herkunft und die N-terminalen Modifikationen erklért
werden. Die Modifikationen konnen die katalytische Aktivitdit durch verdnderte
P450-RP-Interaktion, Membranwechselwirkung und Lipidumgebung beeinflussen.?36-35

Es ist an dieser Stelle wichtig anzumerken, dass die Ergebnisse aus der Bestimmung der
kinetischen Parameter und der Kopplungseffizienz unter der Annahme giiltig sind, dass
Reaktionen — wie eine mogliche Uberoxidation von Secologanin — die zu einer Herabsetzung
der Secologanin-Konzentration und zu einer Unterschétzung der kinetischen Parameter flihren,
vernachlédssigbar sind. Basierend auf den Experimenten zum zeitlichen Ablauf der
Umwandlung von Loganin (Kapitel 2.2.4) wurde dieser Problematik in beiden Experimenten
mit einer niedrigen Inkubationszeit begegnet.

Zusammenfassend konnte die katalytische Aktivitit der K CYP72A1 in vitro mit geeigneten
RP  rekonstituiert ~werden. Dariiber hinaus wurde eine  Optimierung der
P450-RP-Wechselwirkungen und eine biochemische Charakterisierung der K CYP72A1
durchgefiihrt.

3.3 Kaskade zur biokatalytischen Umsetzung von Loganinsiure zu

Strictosidin

Es wurde eine in vitro Kaskade zur Umsetzung von Loganinsdure zu Strictosidin erreicht,
indem die gleichzeitige katalytische Aktivitdt von insgesamt sechs Enzymen kombiniert wurde.
An dieser Kaskade wurden bereits in der ersten Fassung (Abbildung 2.29) einige
Optimierungen und Anpassungen im Vergleich zur Biosynthese in C. roseus vorgenommen.
Zur Deckung des Elektronenbedarfs und Rekonstitution der Aktivitit der modifizierten
K CYP72A1 wurden zwei losliche heterologe Redoxpartner YkuN und FpR anstatt einer
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membranstidndigen Diflavinreduktase eingesetzt. Eine STR aus R. serpentina, die iiber eine
hohere Temperaturstabilitit!”” verfiigt, wurde anstatt der homologen STR aus C. roseus
eingesetzt. Notwendige Kofaktoren, wie NAD(P)H und SAM, die in vivo aus dem
Metabolismus des Wirtsorganismus entstammen, wurden durch ein System zur Regeneration
der Kofaktoren auf Basis einer GDH aus B. megatherium und durch Zugabe von SAM im
Uberschuss ausgegeglichen.

Anhand der Chromatogramme (Abbildung 2.30) war ersichtlich, dass eine abgeschlossene
Reaktionsfolge von Loganinsdure bis hin zu Strictosidin hergestellt werden konnte und alle
eingesetzten Enzyme auch in Kombination trotz der Unterschiede zur Biosynthese von
Strictosidin katalytisch aktiv waren. Entgegen den Erwartungen wurde auch in Abwesenheit
von LAMT in geringer Menge Strictosidin erzeugt. Eine plausible Ursache sind E. coli-Proteine
wie Methyltransferasen, die ein Bestandteil des Zell-Lysats sein und Loganinséure methylieren
konnten. In Puffer wurde eine Hintergrundmethylierung von Loganinséure nicht beobachtet
(Abbildung 2.31). Obgleich identische Konzentrationen verschiedener Analyten — bedingt
durch variierende Ionisierbarkeiten — stark unterschiedliche Signalflachen liefern, erlauben die
vorliegenden Ergebnisse eine Abschidtzung der relativen Effizienz der Bildung und
Umwandlung der  einzelnen  Intermediate. In  Gegenwart der  getesteten
Katalysatorkonzentrationen (1 uM LAMT, 0,5-2 uM pM K CYP72A1 und 0,5 pM STR)
wurde jeweils abhéngig von der eingesetzten K CYP72A1-Konzentration in unterschiedlichem
Ausmall das Zwischenprodukt Loganin detektiert. Es wurde folglich tiber die Dauer der
Reaktion mehr Loganin gebildet, als durch K CYP72A1 umgesetzt wurde. Zugleich wurde
auch jeweils das gesamte Secologanin umgewandelt. Selbst bei der hochsten untersuchten
K CYP72A1-Konzentration (Abbildung 2.30, (1)) wirkte die Umwandlung von Loganin durch
K CYP72A1 als Engpass fiir die Synthese von Strictosidin. Diese Aussage ist mit den
Einschriankungen giiltig, dass dieses Experiment eine Momentaufnahme liefert und keine
Aussage dariiber erlaubt, ob iiber die gesamte Inkubationsdauer die Umwandlung schneller
ablduft als die Synthese von Secologanin. Die beobachtete geringe Aktivitdt ist in
Ubereinstimmung mit den in der Literatur’>!5* verfiigbaren Daten zur CYP72A1 aus C. roseus.
Im Folgenden wurden die Auswirkungen der LAMT auf die Kaskadenreaktion (Abbildung
2.33) und auf die Umsetzung von Loganinsdure untersucht (Abbildung 2.31). Bei der
Umsetzung von Loganinsdure mit LAMT in Puffer wurde 150 uM Loganinséure selbst mit
4 uM LAMT nicht vollstindig umgesetzt. Ohne LAMT wurde zudem keine Methylierung von

Loganinsédure beobachtet.
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Unter Kaskaden-Reaktionsbedingungen wurde 250 pM Loganinsdure bereits mit der
niedrigsten LAMT-Konzentration (1 uM LAMT) vollstiandig umgesetzt (Abbildung 2.33). Eine
Produktinhibierung'#' durch Loganin als Ursache fiir die beobachteten Unterschiede ist
unwahrscheinlich, da bei der Kaskade eine @hnliche oder hohere Loganin-Konzentration
gemessen wurde. Als Ursache fiir die hohere Aktivitit der LAMT ist eine mogliche
stabilisierende Wirkung®® durch die im Lysat enthaltenen Proteine denkbar; jedoch ist NADPH
mit groBBer Wahrscheinlichkeit fiir die Aktivitdtsunterschiede verantwortlich. Reduktionsmittel
wie DTT oder NADPH in Kombination mit FAD, kénnen die LAMT-Aktivitit um ein
Vielfaches steigern.**

Es konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der zur Kasakdenreaktion
eingesetzen LAMT-Konzentration und der Endkonzentration von Strictosidin besteht, obwohl
Loganinsdure unabhéngig von der LAMT-Konzentration vollstindig umgesetzt wurde. Eine
schnellere Umsetzung von Loganinsdure konnte somit einen FEinfluss auf die gesamte
Kaskadenreaktion ausiiben, indem Folgereaktionen wie die Spaltung des Loganin-Fiinfringes
— beglinstigt werden. Ein relevantes Beispiel fiir den Einfluss von Nebenreaktionen auf den
Stoffwechselfluss ist die Nepetalactol-Produktion in S. cerevisiae, bei der eine wichtige
Anpassung durch metabolic engineering die Unterdriickung unproduktiver Nebenreaktionen
durch die Iridoid Synthase war.>’® Anders als bei der LAMT wurde bei der K CYP72A1
(Abbildung 2.25) eine Abhingigkeit der Produktkonzentration von der -eingesetzten
Substratkonzentration beobachtet. Mit Blick auf den zeitlichen Verlauf der Umsetzung von
Loganin (Abbildung 2.22 und Abbildung 2.25) erscheint es plausibel, dass eine schnellere
Umsetzung von Loganinsédure zu Loganin durch die LAMT auch die folgende Umsetzung von
Loganin durch K _CYP72A1 begiinstigt. Die STR konnte prinzipiell auf dhnliche Weise von
den Vorreaktionen abhéngig sein. Aufgrund der Beobachtung, dass in Umsetzungen durch die
STR unter vergleichbaren Bedingungen Secologanin immer vollstindig verbraucht und
Loganin unter den Produkten detektiert wurde, st dies sehr unwahrscheinlich.
Zusammenfassend wurde keine Limitierung der in vitro Kaskadenreaktion durch die LAMT
festgestellt. Vielmehr liefert die Untersuchung der Kaskadenreaktion mit verschiedenen
LAMT-Konzentrationen weitere Hinweise darauf, dass die Aktivitdit der K CYP72Al
entscheidend fiir die Synthese von Strictosidin ist. Es wurde keine Limitierung durch die LAMT
erwartet, da bei Umsetzungen mit Methyltransferasen in vivo tiblicherweise die Verfiigbarkeit
des SAM-Kofaktors begrenzend wirkt. Dies wurde fiir eine Zahl E. coli-basierter
Biosynthesen®”!*"3 berichtet. Bei der vorliegenden in vitro Synthese wurde einer Verknappung

durch Einsetzen von SAM im Uberschuss entgegengewirkt. Sollte die vorliegende



Diskussion | 104

Kaskadenreaktion in vivo realisiert werden, so miisste auch die SAM-Biosynthese als
potenzieller Engpass bedacht werden. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass im
vorliegenden System bei Zugabe von 5 pM LAMT die optimale Konzenztration des
Zielproduktes Strictosidin erreicht wurde.

Die Effektivitit der Umsetzung von Secologanin durch die STR war wihrend der Untersuchung
der Einzelreaktion (Abbildung 2.29, Reaktion III) in Puffer so hoch, dass 1000 pM Secologanin
die vierfache tibliche in der Kaskade eingesetzte Substratmenge und 1000 pM Tryptamin
durch 500 uM STR in zwei Stunden vollstindig umgesetzt wurden (Abbildung 2.32). Die
beobachtete stoffmengenméBige Effizienz, mit der die Reaktion ablduft, kann mit den
literaturbekannten Michaelis-Menten-Konstanten der verwendeten R. serpentina STR
(6,2-7,2 uM fiir Tryptamin, Km = 39 uM fiir Secologanin)!’*17 erkl4rt werden. Im Vergleich
zur literaturbekannten Michaelis-Menten-Konstante der LAMT (Km = 315 uM,
Loganinsiure)!>* und den ermittelten Werten fiir die K CYP72A1 (Kmapp = 389 uM, Loganin,
Kapitel 2.2.9) besitzt die STR eine hohe Substrataffinitit. Besonders mit Blick auf die durch
K CYP72A1 und LAMT katalysierten Reaktionen und untersuchten Reaktionsbedingungen ist
auffillig, dass das eingesetzte Secologanin nach maximal zwei Stunden bereits ab einer
Enzymkonzentration von 50 nM STR quantitativ umgewandelt wurde (Abbildung 2.32, B). Erst
bei einem Enzym-zu-Substrat-Verhéltnis von 1 zu 10000 (25 nM STR und 250 pM
Secologanin) wurde Secologanin nicht vollstindig umgewandelt. Diese Ergebnisse sind im
Einklang zu literaturbekannten Kinetik-Daten zur STR, welche dem Enzym innerhalb der
Reaktionsfolge (LAMT: keat= 0,31 51,1 K CYP72A1: keat = 1,842 + 0,052 min™!, diese Arbeit)
eine auffillig hohe Reaktionsgeschwindigkeit zusprechen (STR: keat '"* = 78000 min™"). Die
STR bewirkt durch die hohe Aktivitit und Substrataffinitét bei gleicher Enzymkonzentration —
im Vergleich zur LAMT und K CYP72A1 — somit effektiv eine sofortige Umwandlung des im
Reaktionsansatz befindlichen Secologanins. Dies war auch am Zusammenhang zwischen
eingesetzer STR-Konzentration und jeweils detektierter Strictosidin-Konzentration zu
erkennen (Abbildung 2.34). Da Secologanin unter allen Bedingungen durch STR vollstdndig
umgesetzt wurde, fiihrte wahrscheinlich die beschleunigte Umwandlung von Secologanin
wihrend der Umsetzungen mit jeweils erhohter STR-Konzentration zu mehr Zielprodukt. Eine
denkbare Erkldrung ist eine Abhéngigkeit der K CYP72AIl1-Aktivitdit von der
Secologanin-Konzentration (Produkthemmung) — beispielsweise durch den Einfluss der
Secologanin-Konzentration auf die Dissoziation des Enzym-Produkt-Komplexes. Secologanin
im Reaktionsansatz hatte jedoch keinen Einfluss auf die Umsetzung von Loganin durch

K CYP72A1 (Abbildung 2.24). Eine andere Erkldrung ist eine Unterdriickung moglicher
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konzentrationsabhingiger Neben- oder Zerfallsreaktionen ausgehend von Secologanin, indem
dieses unmittelbar nach dem Entstehen durch STR umgewandelt wird.

Strictosidin-Aglycon wurden proteinvernetzende Eigenschaften nachgewiesen. Die Substanz
sowie die vorherige Freisetzung von Strictosidin werden mit der Verteidigung — insbesondere
gegen FraBBfeine und Mikroorganismen — in Zusammenhang gebracht. Bei Untersuchungen von
Vakuolen aus C. roseus-Blattzellen stieg die Konzentration von Strictosidin in Antwort auf
entsprechende Signalstoffe um etwa das Zehnfache.!” Insofern aus in vitro Umsetzungen mit
einer orthologen STR aus R. serpentina solche Riickschliisse auf in vivo Systeme zuldssig sind,
wire es denkbar, dass die Beobachtungen aus der Untersuchung der Kaskade wie die
Geschwindigkeitsunterschiede bei der Umsetzung von Loganin und Secologanin, die eine
Anreicherung von Loganin bewirken — auf die Regulation der Synthese von Strictosidin
zuriickzufiihren sind.

Zusammenfassend wurde unter den gegebenen Reaktionsbedingungen in Gegenwart von STR
das durch K CYP72A1 produzierte Secologanin (Abbildung 2.32) in weniger als 2 Stunden
vollstindig umgewandelt. Die Aktivitit der STR wirkte nicht limitierend auf die
Gesamtreaktion. Es konnte gezeigt werden, dass in der Kaskade bei der hochsten untersuchten
STR-Konzentration von 500 nM, die hochste Konzentration des Zielproduktes erreicht wurde.
Mogliche Limitierungen der Synthese von Strictosidin durch andere Bestandteile der
Kaskadenreaktion als die K CYP72A1 sind schwierig zu untersuchen, da mdogliche
Auswirkungen auf die Ziel- und Zwischenprodukte durch die im Vergleich geringe Aktivitét
der K CYP72A1 abgeschwiécht werden. Zur Optimerung der Kaskade wurde eine Reihe von
Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, RP) mit dem Ziel getestet, den aktiven Zeitraum
der K CYP72A1 bestmoglich auszunutzen oder zu verliangern (Kapitel 2.3.7). Anhand der
Endkonzentration des Zielprodukts spiegeln die Ergebnisse der Untersuchung der Kaskade die
gleichen Tendenzen wider, die bereits wéhrend der Charakterisierung der K CYP72A1
beobachtet wurden. Dazu gehort der Einfluss einer Feineinstellung der RP-Konzentrationen
(vgl. Abbildung 2.38, 2 mit Abbildung 2.19), der Einfluss der Reaktionstemperatur
(vgl. Abbildung 2.38, 4 mit Abbildung 2.23) und der Einfluss einer Abweichung vom
pH-Wert-Optimum (vgl. Abbildung 2.38, 3 mit Abbildung 2.26).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die zeitliche Abfolge, in der die Katalysatoren auf die
Reaktion wirken, die Konzentration der Reaktionsprodukte beeinflusst (Abbildung 2.39). Bei
verspateter Zugabe von STR wurde weniger Zielprodukt gemessen als bei der
Referenzreaktion. Dies kann wie bei der Untersuchung der STR-Konzentration durch den

Einfluss der Secologanin-Konzentration 1m Reaktionsmedium oder ungiinstige
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Wechselwirkungen der K CYP72A1 mit Secologanin erklért werden. Bei einem moglichen
rationalen Proteindesign der K CYP72A1 sind die an der Dissoziation des
K CYP72A1-Secologanin-Komplexes beteiligten Aminosduren ein vielversprechender
Ansatzpunkt.

Die etwas erhohte Strictosidin-Endkonzentration nach verzogerter Zugabe von K CYP72A1
und STR (Abbildung 2.39, c¢) kann auf Einfliisse zurtickgefiihrt werden, die bereits wihrend der
Untersuchung der zur Kaskade eingesetzten LAMT-Konzentration diskutiert wurden. Ein
dhnliches Ergebnis wurde auch durch Steigerung der eingesetzten LAMT-Konzentration (siche
Abbildung 2.33) erreicht, jedoch bei einem geringeren experimentellen Aufwand. Bei der
Produktion von Strictosidin in S cerevisiae wurde iiber eine Anreicherung von Loganin
(0,8 mg/L Loganin bei 0,5 mg/L Strictosidin) berichtet, welche auch durch Erhéhung der
CYP72A1-Genexpression nicht reduziert werden konnte.” In dieser Arbeit wurde wihrend der
Charakterisierung der K CYP72A1 und bei der Optimierung der Kaskade die grofite Menge
Loganin umgesetzt, wenn die maximal mogliche K CYP72A1-Konzentration in Kombination
mit einer abgestimmten RP-Konzentration eingesetzt wurde. Moglicherweise sind in
S cerevisiae Einfliisse wie Zelltoxizitét zu adressieren, die in vitro keine Rolle spielen.

Unter den besten ermittelten Bedingungen (Kapitel 2.3.8) fiir die in vitro Kaskade wurden bei
einer Verdopplung der eingesetzten K CYP72A1-Konzentration etwa 75 % der vorgelegten
Menge Loganinsdure zu Strictosidin umgesetzt. Dabei wurden Strictosidin-Konzentrationen
von etwa 190 uM erreicht. Diese entsprechen einer Menge von etwa 100 mg Strictosidin in
einem theoretischen Reaktionsvolumen von 1L. Die beobachtete Abhéngigkeit der in vitro
Kaskade von der Aktivitdt der K CYP72A1 untermauert die Einordnung der K CYP72A1 als
einen Engpass der Biosynthese von Strictosidin und — bedingt durch die Priakursor-Rolle von

Strictosidin — auch fiir die TIA-Biosynthese.
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4  Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine in vitro Kaskade etabliert, welche die katalytische
Aktivitdt pflanzlicher und mikrobieller Enzyme aus insgesamt fiinf verschiedenen Organismen
beinhaltet. Zu diesem Zweck wurde durch Modifikation des N-Terminus eine heterologe
Herstellung der pflanzlichen CYP72A1 in E. coli in katalytisch aktiver und l6slicher Form
erreicht. Die katalytische Aktivitit der K CYP72A1 konnte mit geeigneten RP rekonstituiert
werden. E. coli als Wirt erlaubte dabei ohne eine vorherige Proteinreinigung eine selektive und
zuverlédssige Konzentrationsbestimmung der K CYP72A1. Fiir die in vitro Durchfithrung der
Umsetzung von Loganin und die biochemische Charakterisierung der K CYP72A1 war dies
ein entscheidendes Befdhigungskriterium. Aus der biochemischen Charakterisierung der
K CYP72A1 ging unter anderem hervor, dass die K CYP72A1 eine niedrige und
zeitabhédngige Aktivitdt aufweist, welche die Synthese von Strictosidin in der Kaskade
limitieren kann. Die niedrige Aktivitit der K CYP72A1 konnte auch auf eine geringe
Kopplungseffizienz zuriickgefiihrt werden.

Als Teil einer Kaskade und in Form von einstufigen Umsetzungen wurde die synthetisch
nutzbare katalytische Aktivitdt der auf die beschriebene Weise hergestellten LAMT,
K CYP72A1 und STR untersucht und angewendet. Durch die Modularitit, Flexibilidt und
Kontrolle, die eine in vitro Reaktionsfithrung bietet, konnte sowohl in der Kaskade als auch bet
einstufigen Umsetzungen eine zeiteffektive Feineinstellung der Reaktionsparameter
vorgenommen und eine fokussierte Optimierung demonstriert werden.

Es st nicht selten, dass eine niedrige katalytische Aktivitit die industriellen
Anwendungsmoglichkeiten einer P450 limitiert. Neben einer Steigerung der katalytischen
Aktivitait  wird eine  wichtige  Herausforderung  fiir die  Nutzbarkeit  von
Cytochrom-P450-Monooxygenasen aus Pflanzen zur Biokatalyse auch zukiinftig die
heterologe Herstellung und Handhabung der Enzyme darstellen. Bei der Bewiltigung dieser
Problematik kann die vorliegende Arbeit als ein fundiertes Modell zur Expression,
Charakterisierung und Optimierung weiterer P450 aus dem Sekundirstoffwechsel von
C. roseus dienen.

Losliche Préparationen der K CYP72A1 sind insbesondere fiir eine Erzeugung von
Pharmazeutika von potenziellem Wert. Zum Beispiel um Produktausbeuten existierender und
zukiinftiger Ansitze zur Synthese von TIA mittels Biokatalyse zu optimieren. Der Grund dafiir
ist auch die Sonderstellung der CYP72A1 innerhalb der TIA-Biosynthese. Nicht nur katalysiert
CYP72A1 mit der oxidativen Ring6ffnung von Loganin eine ungewohnliche Reaktion, sondern

das Enzym i1st die letzte P450 und der letzte Engpass vor Strictosidin. Nach der
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Deglycosylierung von Strictosidin divergiert die TIA-Biosynthese stark und folgt nicht mehr
einem einzelnen Pfad. Eine hohere Effizienz der Umwandlung von Loganin hat also nicht nur
Auswirkungen auf die Synthese von Strictosidin sondern potenziell auf sédmtliche
Reaktionszweige, die zu unterschiedlichen TIA fithren. Nach demselben Prinzip konnte ein
verbreitertes Substratspektrum zu einer Vielzahl von TIA-Wirkstoffderivaten fiihren.
K CYP72A1 bietet hier eine wertvolle Ausgangsplattform, um durch ein zukiinftiges Protein-
Engineering Mutanten mit erhohter Aktivitdt, Stabilitdt und einem breiteren Substratspektrum
Zu erzeugen.

Die hier etablierte in vitro Kaskaden kann dabei als Werkzeug zur Untersuchung moglicher
K CYP72A1-Mutanten mit verbesserten katalytischen Eigenschaften verwendet werden.
Darauf aufbauend ist auch eine upstream-Erweiterung und Optimierung der in vitro Kaskade
denkbar. Ein naheliegendes Ziel wire die Ankopplung an kostengiinstige Vorstufen wie
Geraniol oder S-Citronellal. Die gesamte optimierte Reaktionsfolge konnte in einem spéteren
Arbeitsschritt in Form einer Ganzzellkatalyse in vivo oder — in Anbetracht der Toxizitdt einiger

374 _ als zellfreier Ansatz

Zwischenstufen, wie Strictosidin-Aglykon!®” und Monoterpenen
realisiert werden. Als solches konnte sie als ein Build module der synthetischen Biochemie
verwendet werden und als Teil enzymatischer oder auch chemo-enzymatischer Synthesen
Anwendung finden, um neue Syntheserouten zur Erzeugung von Secoiridoid-Derivaten oder
TIA-Derivaten zu entwickeln.

Die vorliegende Arbeit und die resultierenden Erkenntnisse konnen einen wichtigen Beitrag fiir
zukiinftige Arbeiten an der pharmakologisch relevanten TIA-Biosynthese leisten. Die etablierte
Kaskade ist ein wertvolles Werkzeug zur Erforschung und Optimierung biokatalytischer

TIA-Synthesen und kann als Basis zur ErschlieBung alternativer Syntheserouten herangezogen

werden.
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5 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien dieser Arbeit wurden, insofern nicht anders deklariert, von
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, U. S. A), Merck (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland), VWR International (Radnor, Pennsylvania, U. S. A.) oder
Extrasynthese (Genay, Frankreich) bezogen.

5.1 Puffer und Losungen
1 M Tris-Puffer (pH 7,5)

3l1g Tris(hydroxymethyl)aminomethan

ad 250 mL ddH20, pH 7,5 mit HCI

50 mM Tris-Puffer, pH 7,5

6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan

ad 1000 mL ddH20, pH 7,5 mit HCI

1M Tris-Puffer, pH 6,8

6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan

ad 50 mL ddH20, pH 6,8 mit HCI
TAE-Puffer(50x)

242 ¢ Tris(hydroxymethyl)aminomethan

100 mL 0,5 mol/L Ethylendiamintetraacetat, pH 8,0
57 mL Essigsdure

ad 1000 mL ddH20

Agarosegel in TAE-Puffer (0,8 %)

56¢g Agarose (molekularbiologische Qualitét)

694,4 mL TAE-Puffer (1x)

S5x DNA-Probenpuffer

2g Saccharose

10 mg Orange G

ad 5 mL ddH20

5x Probenpuffer (SDS-PAGE)

4,5 mL Glycerin

4,5 mL IM Tris-Puffer (pH 6,8)

2g Natriumdodecylsulfat

0,77g DL-Dithiothreitol

0,475 ¢g Magnesiumchlorid

4,5 mg Bromphenolblau

ad 20 mL ddH20
Lower-Tris-Puffer

45,6 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
25¢g Natriumdodecylsulfat

ad 250 mL dH20, pH 8,5 mit HCI

Upper-Tris-Puffer
I5¢g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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lg Natriumdodecylsulfat
ad 250 mL dH20, pH 6,8 mit HCI

Sammelgel (4 %)
2,47 mL ddH20

I mL Upper-Tris-Puffer

0,52 mL Rotiphorese® Gel 30¢ (Art. Nr. 3029, Carl Roth)
40 uL 10 Gew.-% Ammoniumperoxodisulfat in ddH20
4 uL Tetramethylethylendiamin zur Polymerisation
Trenngel (12,5 %)

3,33 mL Rotiphorese® Gel 30! (Art. Nr. 3029, Carl Roth)
2,67 mL ddH20

2 mL Lower-Tris-Puffer
40 uL 10 Gew.-% Ammoniumperoxodisulfat in ddH20
4 uL Tetramethylethylendiamin zur Polymerisation

5x Elektrophoresepuffer (SDS-PAGE)

30g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
144 g Glycin

10g Natriumdodecylsulfat

ad 2000 mL dH20

Firbelosung (SDS-PAGE)
300 mL Methanol

100 mL Essigsdure
25¢g Coomassie Brilliant Blue R-250
ad 1000 mL dH20

Entfirbelosung (SDS-PAGE)
300 mL Methanol

100 mL Essigsdure

ad 1000 mL dH20

IMAC-Puffer A

6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan

8,77 g Natriumchlorid

ad 1000 mL ddH20, pH 7,5 HCI, Sterilfiltration
IMAC-Puffer B

6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan

8,77 g Natriumchlorid

34,04 ¢ Imidazol

ad 1000 mL ddH20, pH 7,5 mit HCI, Sterilfiltration
Lagerpuffer

1,52 ¢ Tris(hydroxymethyl)aminomethan

2,19¢ Natriumchlorid

5 Vol.-% Glycerin

4 wissrige Losung von Acrylamid und Bisacrylamid im Verhiltnis 37,5:1
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ad 250 mL ddH20, pH 7,5 mit HCI, Sterilfiltration
TBS-Puffer

6,06 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan
8,77 g Natriumchlorid

ad 1000 mL ddH20, pH mit 7,5 HC1
TBST-Puffer

I mL Tween 20

ad 1000 mL ddH20

Blockier-Puffer

0,5¢g Magermilchpulver

ad 50 TBST-Puffer

Transfer-Puffer

3,03¢ Tris(hydroxymethyl)aminomethan

11,25 ¢ Glycin

100 mL Methanol

ad 1000 mL dH20, pH 8,3 mit HCI

Antikorper-Losung

5l Anti-His6-Korper

4U Anti-Hise-Peroxidase, M. musculus 1gG1 (Roche Diagnostics International AG,
Rotkreuz, Schweiz)

50 ml Blocking-Puffer

5x Natriumacetat Puffer (pH 3,7)

1 mL 1 mol/L Natriumacetat in ddH2O

9 mL 1 mol/L Essigséure in ddH20

Waschpuffer (StageTips)

7,5 mL Wasser (LC/MS-Qualitét)

2,5 mL Methanol (LC/MS-Qualitit)

FSME-Stammlésung (1 mol/L, Stammlésung fiir den internen Standard)
0,792 g Methanol (LC/MS-Qualitit)
208,2 mg Ferulasdure Methylester

FSME-Losung (0,005 mol/L, interner Standard)

5uL FSME-Stammlosung

995 uL Wasser (LC/MS-Qualitét)
DNPH-Losung

15 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin
SmL Acetonitril (LC/MS-Qualitét)
Tfbl-Losung

329¢ Glycerin

242 ¢ Rubidiumchlorid

2g Mangan(II)-chlorid Tetrahydrat

0,59 ¢ Kaliumacetat
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ad 200 mL ddH20, pH 5,8 mit Essigsdure, Sterilfiltration

TtbII-Losung

19,7¢ Glycerin

I,1g Calciumchlorid

021 ¢g 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure

0,12 ¢ Rubidiumchlorid

ad 100 mL ddH20, pH 6,6 mit NaOH, Sterilfiltration

0,2 M Phosphatpuffer (pH 6-8)

Tabelle 5.1 — Phosphatpuffer von pH 6 bis 8.
Puffer* m(KH,POy4) m(Na,HPO4*7 H,0)
0,2 M Phosphatpuffer pH 6 1050 mg 330 mg
0,2 M Phosphatpuffer pH 6,5 822 mg 845 mg
0,2 M Phosphatpufter pH 7 468 mg 1630 mg
0,2 M Phosphatpuffer pH 7,5 194 mg 2250 mg
0,2 M Phosphatpuffer pH 8 64 mg 2540 mg

*jeweils ad 50

mL ddH»0

5.2 Antibiotika und Nihrmedien

5.2.1 Antibiotika

Die aufgefiihrten Antibiotika wurden zur Préparation der jeweiligen Stammlosung in ddH20

gelost und durch Filtration sterilisiert.

Tabelle 5.2 — Antibiotikakonzentrationen zur Kultivierung mikrobieller Stamme.

Antibiotikum Endkonzentration [pg/mL] Stammlosung [mg/mL]
Streptomycinsulfat 50 50
Kanamycinsulfat 50 50
Ampicillin Natriumsalz 100 100

5.2.2 Nihrmedien

4000x Trace elements Losung

2,7¢g
02¢g
02¢g
02¢g
02¢g
0,1g
0,05¢g
10 mL
ad

FeCls x 6 H20

ZnCl2 x 4 H2O

CoCl2 x 6 H2O

Na:MoOs4 x 2 H20

CaClz2 x 2H20

CuCl

H3BO:3

HCI

10 mL ddH20, Sterilfiltration
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LB-Medium

S5¢g NacCl

10g Trypton

S5¢g Hefeextrakt

ad 1000 mL dH20, Autoklavieren

LB- Agarplatten

35¢g NaCl

Tg Trypton

35¢g Hefeextrakt

10,5¢ Agar

ad 700 mL dH20
Phosphatpuffer(x10)

236 ¢ Kaliumdihydrogenphosphat
1643 ¢ Dikaliumhydrogenphosphat
ad 1000 mL dH20, pH 7, Autoklavieren
TB-Medium

12¢g Trypton

24 g Hefeextrakt

4 ml Glycerin

ad 900 mL dH20, Autoklavieren

Vor der Verwendung als Ndhrmedium wurden unter sterilen Bedingungen 100 mL
Phosphatpuffer(x10) zu 900 mL TB-Medium zugegeben.

5.3 Verwendete Enzyme, Kits und Geriite

Verwendungsfertige, kommerzielle Enzyme, Puffer, Kits und Primer sind im folgenden
Abschnitt aufgelistet. Alle fiir die Erzeugung der verwendeten Vektoren bendtigten Materialien
wurden, wenn nicht anders deklariert, von Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
U.S.A.), New England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, U.S.A), Macherey-Nagel (Diiren,
Deutschland), Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland), Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) und Zymo Research (Irvine, Californien, U.S.A.) bezogen. Verwendete

molekularbiologische Enzyme, und Préparationen.

Tabelle 5.3 — Auflistung verwendeter, gebrauchsfertiger Enzyme und Prdparationen.

Enzym Hersteller Art.-Nr./Kat.-Nr.
Phusion High-Fidelity DNA- | Thermo Fisher Scientific F530N
Polymerase

Fast AP Thermo Fisher Scientific EF0654

Dpnl Thermo Fisher Scientific ER1701
FastDigest Ncol Thermo Fisher Scientific FDO0573
FastDigest HindIII Thermo Fisher Scientific FDO0504
FastDigest Ndel Thermo Fisher Scientific FDO0583
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Pmel

T5 Exonuklease

Taq DNA-Ligase

T4 DNA-Ligase

Generuler 1kb Plus DNA Ladder

PageRuler™  Prestained  Protein
Ladder
PageRuler™  Unstained  Protein
Ladder

BM Blue POD-Substrate, soluble

Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Roche Diagnostics

ER1341

MO0363S
MO0208S
EL0014

SM1331
26616

26614

11484 281 001

Tabelle 5.4 — Auflistung molekularbiologischer kommerzieller Puffer.

Puffer Hersteller Art.-Nr./Kat.-Nr.
Phusion HF Buffer Pack Thermo Fisher Scientific F518L

Phusion GC Buffer Pack Thermo Fisher Scientific F519L

Buffer B (10X) Thermo Fisher Scientific BB5
T4-DNA-Ligase-Buffer Thermo Fisher Scientific B69

FastDigest Buffer Thermo Fisher Scientific B64

5.3.1 Kits, Sidulen und Zubehor

Tabelle 5.5 — Auflistung verwendeter Kits, Sdulen und Zubehor.

Kit

Hersteller

Art.-Nr./Kat.-Nr.

GeneJET Gel-Extraktionskit
ZR Plasmid Miniprep - Classic
Protino® Columns 14 mL
Vivaspin® Turbo 15

PD MidiTrap G-25
DC-Fertigfolie Polygram®

Sil G

Amylose Resin

Protino® Ni-NTA Agarose
Roti®-Quant (5x)

Thermo Fisher Scientific
Zymo Research

Macherey-Nagel

Sartorius AG (Gottingen, Deutschland)
GE Healthcare (Chicago, Illinois, U.S.A)

Carl Roth

New England Biolabs
Macherey-Nagel
Carl Roth

K0691
D4054
745250.10
VS15T41
28918008
N735.1

E8021S
745400.25
K015.1

5.3.2 Verwendete Geriite und Apparaturen

Tabelle 5.6 — Auflistung verwendeter Gerate und Apparaturen.

Verwendete Bezeichnung

Herstellerbezeichnung

Hersteller

Thermocycler

Elektrophoresekammer

UV-Transilluminator

Einstrahlphotometer

TProfessional basic

Mini-Sub® Cell GT Cell

G Box Chemi HR 16
Ultrospec® 10

Biometra (Goéttingen, Deutschland)
Bio Rad Laboratories Inc. Hercules
(Kalifornien, U.S.A.)

Syngene (Cambridge, UK)
Amersham  Biosciences

Chalfont, UK)

(Little
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Orbitalschiittler-Inkubator

Ultraschall Homogenisator

Sonotrode

Mikrotiterplatten-Lesegerit

Western Blot - Kammer

Zweistrahlphotometer

Thermomixer

Lyophille

Hochdruck Homogenisator

Multitron
Sonifier 250

Branson Ultrasonics™ Microtips

SpectraMax 384  Microplate
Reader

Fastblot B33

Lambda 35 UV/Vis
Spektrophotometer

Eppendorf ThermoMixer® C
Gefriertrocknungsanlage Alpha
2-4 LDplus mit Trockenrechen
fiir Weithalsflaschen

CF1

Infors AG (Basel, Schweiz)

Branson  (Danbury, Conneticut,
U.S.A)
Branson  (Danbury, Conneticut,
U.S.A)
Molecular Devices (San Jose,

Kalifornien, U.S.A)

Biometra (Goéttingen, Deutschland)
Perkin Elmer (Waltham,
Massachusetts, U.S.A.)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Christ
GmbH
(Osterode am Harz, Deutschland)

Martin

Gefriertrocknungsanlagen

Constant Systems Ltd, (Daventry,

UK)

5.4 Verwendete Plasmide, Primer und Stimme

Die in dieser Arbeit verwendeten Polynukleotide, wie Primer und synthetisierte Gene, wurden
von Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) erworben. Die Gene der C. roseus
CYP76A26, C. roseus CYP72A224, C. roseus LAMT, C. roseus CYP72A1 und R. serpentina
STR wurden in codon-optimierter Form erhalten und durch Eurofins Genomics synthetisiert.
Das Konstrukt pET28a_ MBP_EmrE_ApoAI* wurde von Mizrachi et al. dankend erhalten. Das
Konstrukt pET22b ATR2 wurde von Dr. S. Kranz-Finger dankend erhalten und die Erzeugung
Stelle®? Die
pET22b76A26V1, pET22b76A26V 1, pET22b76A26V 1 wurden von Dr. O. Mahmoud dankend
Die Konstrukte pET16b(+) YkuN wund pETI16b(+) FpR entstammen der

der rekombinanten DNA ist an anderer beschrieben. Konstrukte

erhalten.
Plasmidsammlung der Arbeitsgruppe und die Konstruktion ist an anderer Stelle beschrieben.*?’
Die Richtigkeit der Sequenzen erzeugter und erhaltener Konstrukte wurde jeweils durch

Sequenzierungen (GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland) verifiziert.

5.4.1 Plasmide

Tabelle 5.7 — Auflistung kommerzieller Plasmide.

Plasmid Nr. Herkunft Eigenschaften

pET-28a(+) El Novagen 5369 bp; T7 Promotor; T7 Terminator; Hexahistidin-Tag

kodierende Sequenz; T7-Tag kodierende Sequenz; lacl
pBR322

kodierende Sequenz; Kanamycin Resistenz;

Replikationsursprung; fl Replikationsursprung
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pET-22b(+) E2 Novagen 5493 bp; T7 Promotor; T7 Terminator; pelB kodierende
Sequenz; bla kodierende Sequenz; Hexahistidin-Tag
kodierende Sequenz; pBR322 Replikationsursprung; lacl
kodierende Sequenz; fl Replikationsursprung; Ampicillin
Resistenz
pET-16b(+) E3 Novagen 5711 bp; T7 Promotor; T7 Terminator; bla kodierende
Sequenz; Hexahistidin-Tag kodierende Sequenz; pBR322
Replikationsursprung; /acl kodierende Sequenz; Ampicillin
Resistenz
pEX-K4 E4 Eurofins Genomics 2507 bp; lac Promotor, pUC Replikationsursprung;
Kanamycin-Resistenz
pCDFDuet-1 ES Novagen 3781 bp; CDF Replikationsursprung; T7 Promotor-1,
MCS1; T7 Promotor-2, MCS2; T7 Terminator;
Hexahistidin-Tag kodierende Sequenz; S-Tag kodierende
Sequenz; lacl kodierende Sequenz;
Streptomicin/Spectinomycin Resistenz
Tabelle 5.8 — Auflistung verwendeter Plasmide mit Verénderungen.
Plasmid Nr. Herkunft/Kapitel Eigenschaften
pEX-K4 CYP72A1 optimized P1 Eurofins Genomics pEX-K4 :: cyp72A21
pEx-K4-CPR_CR optimized P2 Eurofins Genomics pEX-K4 :: cpr
pEX-K4-STR_Rs optimized P3 Eurofins Genomics pEX-K4 :: str
pEX-K4-CYP72A224 optimized P4 Eurofins Genomics pEX-K4 :: cyp72A224
pEX-K4-LAMT _optimized PS5 Eurofins Genomics pEX-K4 :: lamt
pEX-K4 CYP76A26Crcopt P6 Eurofins Genomics pEX-K4 :: cyp76A26
pET28a_A CYP72Al P7 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a B CYP72Al1 P8 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a C CYP72Al P9 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241-
pET28a D CYP72A1 P10 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a E CYP72Al P11 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a F CYP72A1 P12 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a G _CYP72A1 P13 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a H CYP72Al P14 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a 1 CYP72A1 P15 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a J CYP72A1 P16 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a K CYP72A1 P17 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a L CYP72Al P18 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a M CYP72Al P19 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
pET28a N CYP72A1 P20 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a O _CYP72A1 P21 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°
pET28a P_CYP72A1 P22 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241
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pET28a Q CYP72A1 P23 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241

pET28a R CYP72Al P24 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°

pET28a T CYP72Al P25 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241°

pET22b ATR2 P26 Dr. S. Kranz-Finger’®”®  pET-22b(+) :: atr2-

pET22b76A26V1 P27 Dr. O. Mahmoud pET-22b(+) :: cyp76A426

pET22b76A26V2 P28 Dr. O. Mahmoud pET-22b(+) :: cyp76A426

pET22b76A26V3 P29 Dr. O. Mahmoud pET-22b(+) :: cyp76A426

pCDFDuet-1 CYP72A224 V1 P30 6.1.9 pCDFDuet-1 :: cyp724224

pCDFDuet-1 CYP72A224 V2 P31 6.1.9 pCDFDuet-1 :: cyp724224

pCDFDuet-1 CYP72A224 V3 P32 6.1.9 pCDFDuet-1 :: cyp724224

pCDFDuet-1 CYP72A224 V4 P33 6.1.9 pCDFDuet-1 :: cyp724224

pCDFDuetl GST d72CPR P34 6.1.9 pCDFDuet-1 :: cyp724224

pCDFDuetl 17A1d25CYP72A1 P35 6.1.9 pCDFDuet-1 GST d72CPR ::

GST d72CPR Cyp72A1

pET28a_STR N6His P36 6.1.9 pET-28a(+) :: str

pET28a N6His LAMT P37 6.1.9 pET-28a(+) :: lamt

pET16b(+) YkuN P38 327 YkuN liegt zwischen Xhol und
BamHI

pET16b(+) FpR P39 327 FpR liegt zwischen Ncol und
BamHI

pET28a K CYP72A1 C6His P40 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241

pET28a K CYP72A1 hiC6His P41 6.1.9 pET-28a(+) :: cyp7241

pET28a MBP_EmrE ApoAl* P42 D. Mizrachi**® pET-28a(+) :: cyp7241

pET28a MBP EmrE ApoAl* QPCR#2 | P43 6.1.9 pET-28a(+)
malE:EmrE:ApoAT,

pET28a_ MBP_WT CYP72A1 ApoAl* P44 6.1.9 pET-28a(+) :: malE:cyp72A41
:ApoAT

pET28a MBP C CYP72A1 ApoAl* P45 6.1.9 pET-28a(+) :: malE:cyp7241
:ApoAT

pET28a MBP K CYP72A1 ApoAI* P46 6.1.9 pET-28a(+) :: malE:cyp7241
:ApoATl

pET28a MBP D9 CYP72A1 ApoAl* P47 6.1.9 pET-28a(+) :: malE:cyp7241
:ApoArl

5.4.2 Primer
Tabelle 5.9 — Auflistung verwendeter Primer.

Bezeichnung Nr.  Sequenz

FWpCDFDuetl Ndel | #1 | GGAATTCCATATGTTTAAACGGATCCACCAGCAG

Pmel GST CPR CGGCAGCGGCAAAAAAG

BWpCDFDuetl CPR_ | #2 | CCGCTCGAGTTACCACACATCGCGCAGATAACGG
Xhol
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CPRint FW #3 | GCCTGCATGCGGATAAAG

CPRint BW #4 | CTTTATCCGCATGCAGGC

FWd25 17A1CYP72A1 | #5 | TATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGG
CCATCCTCGCGGCGATCTTCGCGCTCGTCGTAGCTA
CCGCTACCCGTGTGCTGGATTGGGCCTG

BW72A1Cor #6 | CTCAACCACTTTTTTGCCGCTGCCGCTGCTGGTGGA
TCCGCTTTCCAGTTTTTTGTAGATCACATGGCTACC

a CWI28WT #7 | CATGCCATGGAAATGGATATGGATACGATTCGCAAAGCC

b CWI28WTEIA #8 | CATGCCATGGCAATGGATATGGATACGATTCGCAAAGCC

¢ CWI13l1 trc #9 | CATGCCATGGCAACCCCGAAACGCATTGAGAAACG

d CWO0131 17A1d5s #10 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGACGATTC
GCAAAGCCATTGCCG

e CWI12817A1d11s #11 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGGCCGCGA
CGATTTTCGCGCTGGTTAT

f CW0131 17A1d16s #12 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGGCGCTGG
TTATGGCGTGGGCGTGGC

g CWO0131 17A1d21s #13 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGTGGGCGT
GGCGTGTGCTGGATTGGG

h CWO0131 17A1d26s #14 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGCTGGATT
GGGCCTGGTTCACCCCGA

1 CWO0131 17A1d29s #15 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGGCCTGGTT
CACCCCGAAACGCATTG

j_ CWI12817A1d32s #16 | CATGCCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGGGCCTATC
ATGCCTCCTACTGCTTTCGCTTTGGACCCCGAAACGCATTG
AGAAACGCC

k CWI12817A1d9sG #17 | CATGCCATGGCTCTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGGGCGCCAT
TGCCGCGACGATTTTCGCGC

n CWO0131 2C3d32s #18 | CATGCCATGGCAAAGAAAACGAGCTCTAAAGGGAAGACC
CCGAAACGCATTGAGAAACGCC

p_CWI1282C3d32 #19 | CATGCCATGGCAAAGAAAACGAGCTCTAAAGGGAAGCTC

CCACCTGGCCCGACCCCGAAACGCATTGAGAAACGCC

q_ CW01282C3d41S #20 | CATGCCATGGCAAAGAAAACGAGCTCTAAAGGGAAGCTC

CCACCTGGCCCGAGTCTGCGTCAGCAAGGCTTCCGTGGCA
r CW0131 2C3d50+S #21 | CATGCCATGGCAAAGAAAACGAGCTCTAAAGGGAAGCTC

CCACCTGGCCCGAGTCCGTACCGCTTCCTGGTGGGCGATG

t CW1282C3d29s #22 | CATGCCATGGCACATCATCACCATCACCACGCCATTGCCG
CGACGATTTTCGCGCTGGTT
L1 CWO0131 52A13 #18 | GTACCACTCGCTTTGATTGCTTATAGAGTCCTCGACTACTT

CTATACCCCGAAACGCATTGAGAAACGCC
M1 CWO0131 52A17 #19 | GTGCCAGTGTTGTACATCATCAAACAACTCCTTGCATACAC
AAAGACCCCGAAACGCATTGAGAAACGCC
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L2 CWO0131 52A13 #25 | CATGCCATGGCAACTGTACACGATATTATCGCCACATACTT
CACCAAATGGTACGTGATAGTACCACTCGCTTTGATTGCTT
ATAGAGTCCT

M2 CWO0131 52A17 #26 | CATGCCATGGCAATTGAACAACTCCTAGAATATTGGTATGT
CGTTGTGCCAGTGTTGTACATCATCAAACAACTC
BWCYP72A1 #27 | CCCAAGCTTTTAGCTTTCCAGTTTTTTGTAGATCACATGGCT
AC

BWCYP72A1 GSTC6H | #28 | CCCAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGATGATGGGTGCTTCCGC
TTTCCAGTTTTTTGTAGATCACATGGCTA

K C72A1 P9G #29 | AAAACCATGGCTCTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGGGCGCCAT
TGCCGCGACGATTTTCGCG

BWCYP72A1 28aC6H | #30 | CCCAAGCTTGCTTTCCAGTTTTTTGTAGATCACATGGCTA

F NHi LAMT Ndel #31 | GGAATTCCATATGGTGGCGACGATT

B NHi LAMT Xhol #32 | CCGCTCGAGTTAATTGCCTTTGCGT

FWSTRNdel #33 | GGAATTCCATATGCCGATTCTGAAAGAGATCCTGATTGA

BWSTRHindIII #34 | CCCAAGCTTAGTGGCTGCTCACGAAGCTATTG

QC HindIIIFW #35 | ATTGTCACGAAGCACACCACATGAAAGCTTCCATACGCTGA
AACTGCTGGATA

QC_HindIIIBW #36 | TATCCAGCAGTTTCAGCGTATGGAAGCTTTCATGTGGTGTGC
TTCGTGACAAT

WT FW_SMPx #37 | GCAATTCCATATGGAAATGGATATGGATACGATTCG

K FW_SMPx #38 | GCAATTCCATATGGCTCTGCTCCTGGCTG

C FW_SMPx #39 | GGCAATTCCATATGGCAACCCCGAAACGCATTGAGAAACG

D9 FW_SMPx #40 | GCAATTCCATATGGCCATTGCCGCGACGATTTT

72A1 BW SMPx #41 | CCCAAGCTTTCGCTTTCCAGTTTTTTGTAGATCACATG

SimplexSeq1 #42 | ATCTCGACGCTCTCCCTTATG

SimplexSeq?2 #43 | AAGTCACCGTTGAGCATCC

SimplexSeq3 #44 | ACCGATTACTCCATCGCAG

SimplexSeq4 #45 | ATTGAGAAACGCCTGCGTC

SimplexSeq5 #46 | ACAGGGTAGCCATGAAGTG

SimplexSeq6 #47 | ATTCTGTACGAGGTGCTGC

SimplexSeq7 #48 | TTCCAGAAGAAGTGGCAGG

SimplexSeq8 #49 | ATGTCCGCTTTCTGGTATGC

pET-RP* #50 | CTAGTTATTGCTCAGCGG

T7 #51 | TAATACGACTCACTATAGGG

FWC72A224 V1 #52 | AAAAACCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCATTATCTTCCTG
GTGTTCGTGAGCC

FWC72A224 V2 #53 | AAAAACCATGGCACTGCTCCTGGCTGTCTTTCTGTTCCTG

GTGTTCGTGAGCCTGACCCTG
FWC72A2242C3 V3 #54 | AAAAACCATGGCTAAGAAAACGAGCTCTAAAGGCAAGGA
CTGGGTGTGGTTCAAACCGAA
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FWC72A2242C3 V4

BWC72A224

DuetDOWNI1
ACYCDuetUP1
DuetUP1

T7 Rev

o CW1282C3d29s

#55 | AAAAACCATGGCTAAGAAAACGAGCTCTAAAGGCAAGCC
GAAAAAACTGGAGAAATGTCTGC

#56 | TTTTTAAGCTTTTACAGTTTGTGCAGAATCAGATGCGCGCC
A

#57 | GATTATGCGGCCGTGTACAA

#58 | GGATCTCGACGCTCTCCCT

#59 | TTGTACACGGCCGCATAATC

#60 | GCTAGTTATTGCTCAGCGG

#61 | CATGCCATGGCAAAGAAAACGAGCTCTAAAGGGAAGGCC
TGGTTCACCCCGAAACGCATTG

5.4.3 Stimme
Tabelle 5.10 — Auflistung verwendeter Stamme.
Stamm Herkunft Genotyp
E. coli DH5a Clontech (Heidelberg, F~ 980lacZAM1S A(lacZY A-argF)U169 recAl
Deutschland) endAl hsdR17(rx", mx") phoA supE44 L\~ thi-1
gyrA96 relAl

E. coli BL21(DE3)

E. coli C41(DE3)*%

E. coli C43(DE3)}

Novagen (San Diego, F ompT hsdSg (rs—, ms—) gal dem (DE3)
Californien, U.S.A)

Lucigen (Middleton, Wisconsin, F~ompT hsdSB (rB- mB’) gal dem (DE3)
U.S.A)

Lucigen (Middleton, Wisconsin, F~ ompT hsdSB (rB- mB’) gal decm (DE3)
U.S.A)
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6 Methoden
6.1 Molekularbiologische Methoden

6.1.1 Auftrennung, Isolierung wund Quantifizierung von DNA  mittels
Agarosegelektrophorese

DNA-Strange wurden bei der Agarosegelektrophorese unter Einfluss eines elektrischen Feldes
anhand ihrer Grof3e aufgetrennt. Dazu wurde ein Volumen Agarosegel in TAE-Puffer (0,8 %),
mit einer 1 Vol.-% Ethidiumbromidlosung versetzt. Anschlieend wurde das Agarosegel in die
vorgesehene Elektrophoresekammer (Tabelle 5.6) gegossen und fiir etwa 30 Minuten bei
Raumtemperatur ausgehirtet. Als GroBBenreferenz diente ein Komigrationsstandard (GeneRuler
1kb Plus DNA Ladder), der in eine separate Tasche aufgetragen wurde. Vor dem Auftragen der
Proben wurden diese im Verhiltnis vier zu eins mit fiinffach DNA-Probenpuffer vermischt.
Nach Auffiillen der Elektrophoresekammer mit einfach TAE-Puffer erfolgte die
elektrophoretische Trennung der DNA durch Anlegen einer Spannung von 120 Volt tiber
35 Minuten. Die aufgetrennte DNA wurde durch einen UV-Transilluminator (Tabelle 5.6)
visualisiert. DNA-Stringe konnen selektiv aus einem priparativen Agarosegel gereinigt
werden. Dazu wurde das kommerzielle GeneJET Gel-Extraktionskit (Tabelle 5.5) nach
Herstellerangaben verwendet. Unter analytischen Bedingungen wurde eine definierte Menge
der DNA-GroBenreferenz hinzugegeben und als Referenz zur densitometrischen
Quantifizierung der aufgetrennten DNA mit Hilfe der Software GeneTools (Syngene,
Cambridge, UK) verwendet.

6.1.2 Isolierung plasmidischer DNA mittels alkalischer Lyse
Aus einer Vorkultur von E. coli DH50-Zellen wurde die Plasmid-DNA nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse unter Zuhilfenahme eines kommerziellen Kits Plasmid Miniprep™ Classic

(Tabelle 5.5) nach Herstellerangaben isoliert.

6.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) wurde ein
Temperaturzyklus mehrfach durchlaufen. Der Temperaturwechsel wurde durch einen
Thermocycler (Tabelle 5.6) generiert. In dieser Arbeit wurde die PCR, insofern nicht anders
angegeben, wie in Tabelle 6.1 angesetzt und der Temperaturzyklus nach Tabelle 6.2

durchgefiihrt.
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Tabelle 6.1 — Reaktionsansatz einer PCR.

Komponente Endkonzentration oder Menge
Vorlage-DNA 10-50 ng Plasmid

5x Phusion HF oder GC Puffer 10 uL

Forward- und Reverse Primer Je 10-25 pmol

dNTPs je 200 uM

DMSO 0-3 Vol.-%

Phusion DNA-Polymerase 0,02 U/uL

ddH,0 ad 50 uL

Tabelle 6.2 — Temperaturzyklus einer PCR.

Schritt Temperatur Dauer # Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 120 s 1
Denaturierung 98 °C 10s 30-35
Hybridisierung Tm*+3 °C 30s 30-35
Elongation 72 °C 30sje 103bp 30-35
Elongation 72 °C 300 1
Kiihlen 16 °C © 1

*Tm = geringste Schmelztemperatur beider Primer

6.1.4 Restriktionsverdau von DNA-Stringen mittels Restriktionsendonukleasen

Bei der Restriktion werden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, um  einen
DNA-Doppelstrang an spezifischen palindromischen Erkennungssequenzen meist selektiv zu
spalten. Wenn durch PCR zwei endstindige Restriktionsstellen eingefiihrt wurden, dann
wurden — wenn moglich — beide in einem einzelnen Arbeitsgang verdaut. Dabei wurden die
Herstellerangaben fiir den mehrfachen Restriktionsverdau befolgt. Falls im Anschluss eine
Ligation durchgefiihrt werden sollte, wurde die verdaute plasmidische DNA durch Zugabe von
1 U FastAP nach Herstellerangaben dephosphoryliert. Nach Uberpriifung des Erfolgs der
Restriktion mittels Agarose-Gelelektrophorese wurde das DNA-Fragment wie beschrieben

gereinigt (Kapitel 6.1.1).

6.1.5 Ligation von Nukleinsiuren

Bei der Ligation werden doppelstrangige DNA-Fragmente mit kompatiblen Enden, durch eine
Ligase verkniipft. In Rahmen dieser Arbeit wurde zu diesem Zweck die T4 Ligase verwendet.
Dazu wurden 100 ng Vector-DNA und PCR-Fragment in fiinffachem molarem Uberschuss
eingesetzt (Tabelle 6.3).
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Tabelle 6.3 — Reaktionsansatz fiir die Ligation von Vector-DNA und PCR-Fragment.

Komponente Menge

Linearisierte Vector-DNA 20-100 ng

Insert DNA fiinffacher molarer Uberschuss zur Vector-DNA
10X T4-DNA-Ligase-Buffer 2 ulL

T4 DNA-Ligase 5U

ddH,O ad 20 uL

Der Ligationsansatz wurde fiir eine Stunde bei 22 °C inkubiert und im Anschluss einer

Hitzeinaktivierung bei 65 °C fiir 10 Minuten unterzogen. Nach der Ligation wurde das erzeugte

Konstrukt wie beschrieben in E. coli DH5a Zellen transformiert (Kapitel 6.2.4).

6.1.6 Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese mittels PCR wurde nach dem Prinzip der QuikChange®-PCR

durchgefiihrt. Nach einem abgewandelten Protokoll wurden die Forward- oder Reverse-Primer

(Tabelle 6.4) jeweils in getrennten PCR-Reaktionsansdtzen vorgelegt und in einem

Thermocycler inkubiert (Tabelle 6.5)

Tabelle 6.4 — Reaktionsansatz einer QC-PCR.

Komponente Endkonzentration oder Gesamtmenge
Vorlage-DNA 10-50 ng Plasmid-DNA
5X Phusion HF Puffer einfache Pufferkonzentration
Forward-Primer oder Reverse-Primer 10 pmol
dNTPs 7€ 200 uM
DMSO 2 Vol.-%
Phusion DNA-Polymerase 0,02 U/uL
ddH,O ad 50 pL

Tabelle 6.5 — Temperaturzyklus einer QC-PCR.
Schritt Temperatur Dauer #Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 30s 1
Denaturierung 98 °C 10s 5
Primerhybridisierung Tm* 20s 5
Elongation 72 °C 30sje 103bp 5
Zusammenfiihrung Tm* Pause |
Denaturierung 98 °C 10s 18
Primerhybridisierung Tm* 20's 18
Elongation 72 °C 30sje 103bp 18
Elongation 72 °C 600 s 1
Kiihlen 16 °C (4]

*Tm = Schmelztemperatur des Primers
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Nach Hitzeinaktivierung wurden 100 pL chemisch kompetente E. coli DHS5a-Zellen mit 10 pL
QC-PCR-Ansatz transformiert. Die plasmidische DNA stichprobenartig ausgewdihlter
Einzelkolonien wurde aus Ubernachtkulturen isoliert und der Erfolg der QC-PCR durch
Restriktionsverdau und analytische Agarose-Gelelektrophorese und mittels Sanger-

Sequenzierung verifiziert.

6.1.7 Isothermale Verkniipfung von DNA-Fragmenten mittels Gibson Assembly®

Als Gibson Assembly®”5 wird eine Methode zur Verkniipfung von endstindig
komplementiren DNA-Fragmenten bezeichnet. Der Zielvektor wurde vorbreitet, indem dieser
durch eine Restriktionsendonuklease wie beispielsweise Pmel linearisiert wurde. Die
Vorbereitung der endstindig komplementdren DNA-Fragmente erfolgte im Vorfeld mittels
PCR unter Verwendung iiberhdngender Primer und anschlielende Reinigung durch préparative
Agarose Gelelektrophorese. Bei der Assemblierungsreaktion wird durch die Aktivitét einer
5¢-Exonuklease, einer Polymerase und einer Ligase die Assemblierung von fast beliebig vielen
DNA-Fragmenten in einem Reaktionsgefdll ermoglicht. Die Reaktion wurde dazu wie durch
Gibson et al. 2009 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 15 uL Gibson-Assembly-Mischung
und ein Volumen von 5 pL, welches die zusammenzufiigende DNA-Fragmente enthilt,
vorgelegt. Es wurden jeweils 10 bis 100 ng linearisierter Vektor und ein zwei- bis fiinffacher
molarer Uberschuss von PCR-Fragmenten eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde bei 50 °C fiir
60 Minuten inkubiert und 10 pL zur Transformation chemisch kompetenter E. coli

DH5a-Zellen (Kapitel 6.2.4) verwendet.

6.1.8 Sanger Sequenzierung

Die Verifizierung der DNA-Sequenzen erfolgte durch Sanger Sequenzierung, welche durch die
Firma GATC Biotech AG (Konstanz, Deutschland) durchgefiihrt wurde. Dabei wurden zur
Verifikation von Konstrukten auf pET-Vektoren, die beim Anbieter erhiltlichen
Standardprimer T7 und pET-RP* oder individuelle Sequenzierungsprimer verwendet (Tabelle
5.9). Zur Auswertung der Sequenzen wurde das Auswertungsprogramm ApE — A plasmid
editor (Version 2.0.48 bis 2.0.54, http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/, letzter Zugriff
am 16.08.2019) verwendet.

6.1.9 Konstruktion der rekombinanten Plasmide zur Herstellung der C. roseus
CYP72A1, CYP72A224, LAMT und R. serpentina STR in E. coli

Mittels PCR wurden zur Erzeugung der verwendeten rekombinanten Plasmide im ersten Schritt
lineare DNA-Fragmente von Plasmid-DNA (Tabelle 6.6) amplifiziert, welche das jeweilige
Zielgen tragt. Durch Einsatz geeigneter Primer (Tabelle 6.6) wurden PCR-Produkte erzeugt,
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welche — wenn nicht anders beschrieben — das Zielgen inklusive der benétigten
Restriktionststellen enthielten. Alle PCR-Produkte wurden jeweils aus horizontaler
Agarose-Gelelektrophorese isoliert und die DNA-Konzentration ermittelt (Kapitel 6.1.1). Im
Folgenden wurde die Restriktionsspaltung (Kapitel 6.1.4) der DNA-Fragmente oder Plasmid-
DNA mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen (Tabelle 6.6) durchgefiihrt. Die Ligation
(Kapitel 6.1.5) der DNA-Fragmente und der linearisierten dephosphorylierten Vektoren
(pET-28a(+), pCDFDuet-1, pCDFDuet-1 GST_d72CPR,
pET28a MBP _EmrE ApoAl* QPCR#2) erfolgte unter Verwendung einer T4-Ligase. Das
Ligationsprodukt wurde zur Transformation (Kapitel 6.2.4) von E. coli DH5o-Zellen
verwendet. Die Plasmid-DNA wurde aus der Ubernachtkultur (Kapitel 6.2.2) einer
Einzelkolonie isoliert und die Sequenzidentitidt durch Sanger-Sequenzierung (Kapitel 6.1.8)
verifiziert.

Da die fiir EcoRI codierende Sequenz (GAATTC) auf pET28a MBP_EmrE ApoAI* auch auf
dem CYP72AI1-Gen liegt, wurde die Restriktionssschnittstelle durch Insertion von drei
Nukleotiden (AGC) mittels ortsgerichteter Mutagenese (Kapitel 6.1.6) in Hindlll
(GAAAGCTTC) umgewandelt. Um pET28a MBP_EmrE_ApoAI* QPCR#2 mit der HindIII
Schnittstelle zu erhalten, wurden bei der PCR die Primer #35 und #36 (Tabelle 5.9) und
pET28a MBP_EmrE ApoAI* (Tabelle 5.8, P42) als Matrize eingesetzt.

Um das rekombinante Plasmid pCDFDuetl 17A1d25CYP72A1_ GST _d72CPR mit dem
Fusionsgen der Gene der CYP72A1 und CPR zu erhalten, wurde ein DNA-Frament mit dem
CYP72A1-Gen unter Verwendung der Primer #5 und #6 (Tabelle 5.9) und der Matrize
pEX-K4 CYP72A1 optimized amplifiziert. Dieses wurde mittels Gibson Assembly® (Kapitel
6.1.7) mit dem linearisierten Plasmid pCDFDuetl GST d72CPR (Tabelle 5.8, P34) verknlipft,

um zirkuldre DNA zu erhalten.

Tabelle 6.6 — Auflistung zur Konstruktion der rekombinanten Plasmide verwendeteter Plasmid-DNA mit dem
Zielgen als Matrize, Primer und Restriktionsendonukleasen.

Rekombinantes Plasmid Matrize Primer Restriktions-
(PCR) endonukleasen

pCDFDuet-1 GST d72CPR P2 #1, #2 Ndel, Xhol
pET28a A CYP72A1° P1 #7, #27 Ncol, HindIIl
pET28a B CYP72Al1 P1 #8, #27 Ncol, HindIIl
pET28a C CYP72Al1 P1 #9, #27 Ncol, HindIIl
pET28a D CYP72A1 P1 #10, #27 Ncol, HindIIl
pET28a E CYP72Al P1 #11, #27 Ncol, HindIIl
pET28a F CYP72A1 P1 #12, #27 Ncol, HindIIl
pET28a G CYP72A1 P1 #13, #27 Ncol, HindIIl
pET28a H CYP72A1 P1 #14, #27 Ncol, HindlIIl
pET28a 1 CYP72A1 P1 #15, #27 Ncol, HindIIl
pET28a J CYP72A1 P1 #16, #27 Ncol, HindIIl
pET28a K CYP72A1 P1 #17, #27 Ncol, HindIIl
pET28a N CYP72A1 P1 #18, #27 Ncol, HindIIl
pET28a O CYP72Al1 P1 #61, #27 Ncol, HindIIl
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pET28a P_CYP72Al Pl #19, #27 Neol, HindIII
pET28a Q CYP72Al Pl #20, #27 Neol, HindIII
pET28a R_CYP72Al Pl #21, #27 Neol, HindIII
pET28a T CYP72Al Pl #22, #27 Neol, HindlII
pET28a L _CYP72Al Pl PCRI: #23, #27

PCRI® | PCR2: #25, #27 Neol, HindlII
pET28a M_CYP72A1 Pl PCRI: #24, #27

PCRI* | PCR2:#26, #27 Ncol, HindlIl
pET28a K CYP72A1 C6His Pl #17, #28 Ncol, HindlIl
pET28a K CYP72A1 hiC6His Pl #29, #30 Ncol, HindlIl
pET28a N6His LAMT P5 #31, #32 Ndel, Xhol
pET28a_STR_N6His P3 #33, #34 Ndel, HindIII
pCDFDuet-1_CYP72A224 V1 P4 #52, #56 Neol, HindIII
pCDFDuet-1_CYP72A224 V2 P4 #53, #56 Neol, HindIII
pCDFDuet-1_CYP72A224 V3 P4 #54, #56 Ncol, HindlII
pCDFDuet-1_CYP72A224 V4 P4 #55, #56 Ncol, HindlII
pET28a MBP_WT _CYP72A1 ApoAl* | Pl #37, #41 Ndel, HindlIl
pET28a MBP C CYP72A1 ApoAl* Pl #39, #41 Ndel, Hindlll
pET28a MBP K _CYP72A1 ApoAl* P17 #38, #41 Ndel, HindlIl
pET28a MBP D9 CYP72A1 ApoAl* Pl #40, #41 Ndel, Hindlll

2 gereinigtes Amplifikat aus PCRI1 ist Matrize bei PCR2;>WT CYP72A1; °: Ligation mit P43

6.2 Mikrobiologische Methoden

6.2.1 Stammhaltung

Die Lagerung der verwendeten Stimme wurde in Form von Glycerin-Dauerkulturen bei -80 °C
oder auf LB-Agarplatten bei 4 °C gewihrleistet. Zur Erzeugung von Dauerkulturen wurden
500 pL einer sterilen 50 Vol.-% Glycerin-Lésung mit 500 pL Bakteriensuspension aus
Ubernachtkulturen in ein steriles Kryo-GefiB iiberfiihrt. Eine selektierte Einzelkolonie von
einer LB-Agarplatte oder ein Abstrich aus einer Glycerin-Dauerkultur wurde zur Beimpfung

von Anzuchtkulturen verwendet.

6.2.2 Anzuchtkulturen

Anzuchtkulturen oder auch Ubernachtkulturen dienen zur Vorbereitung der Kultivierung von
E. coli-Zellen. Dazu wurden 5 mL LB-Medium mit entsprechendem Selektionsmedium versetzt
und (Tabelle 5.2) aus einer Lagerkultur (Kapitel 6.2.1) angeimpft. Die Zellsuspension wurde
tiber Nacht bei 37 °C und 180 RPM in einem Orbitalschiittler-Inkubator (Tabelle 5.6) inkubiert.

6.2.3 Erzeugung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Zur Erzeugung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurde eine Anzuchtkultur des jeweiligen
Stammes erzeugt. Am Folgetag wurden 50 mL LB-Medium in einem sterilen 500 mL
Erlenmeyerkolben mit 500 uL Zellsuspension aus der Ubernachtkultur inokuliert und bei 37 °C
und 180 RPM bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo) (siche Kapitel 6.2.5) von 0,5
inkubiert. Im Anschluss wurde die Losung fiir 15 Minuten auf Eis gekiihlt. Die Zellsuspension
wurde in sterile Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 3200 xg zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 20 mL TfbI-Losung resuspendiert und fiir 15 Minuten auf Eis gekiihlt.
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Danach wurde die Suspension bei 3200 xg fiir 10 Minuten zentrifugiert und das Pellet in 2 mL
TfblI-Losung resuspendiert. Nach Inkubation fiir 15 Minuten auf Eis wurden die chemisch

kompetenten Zellen aliquotiert und bei -80 °C bis zur Weiterverwendung gelagert.

6.2.4 Transformation mittels Hitzeschock

Die Transformation mittels Hitzeschock dient zur Einbringung von Fremd-DNA in kompetente
Bakterienzellen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hitzeschock-Transformation verwendet,
um plasmidische DNA in chemisch kompetente E. coli Zellen einzuschleusen.

Bei der Methode wurden 20 bis 100 ng plasmidischer DNA in sterilen
Mikrozentrifugenrohrchen auf Eis vorgelegt. Zur DNA wurden 50 bis 100 pL einer Suspension
kompetenter Zellen gegeben. Der Ansatz wurde fiir 25 Minuten auf Eis inkubiert. Danach
wurde fiir etwa 60 Sekunden auf 42 °C erhitzt und eine Minute auf Eis gekiihlt. Im Anschluss
wurde 1 mL LB-Medium zur Zellsuspension gegeben und fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Der Transformationsansatz wurde fiir eine Minute bei 2500 RPM zentrifugiert und das
Zellpellet in 100 pL LB-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde unter
Selektionsbedingungen auf LB-Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

6.2.5 Bestimmung der Optischen Dichte bei 600 nm

Uber die Bestimmung der Optische Dichte bei 600 nm (ODsoo) kann die Zellkonzentration von
Mikroorganismen in einem Kulturmedium abgeschitzt werden. Um den Wert zu bestimmen
wurde ein Einstrahlphotometer (Tabelle 5.6) verwendet. Dazu wurden Proben in Kiivetten
vorgelegt und vermessen. Zur Berechnung der optische Dichte einer Probe wurde die Differenz
des Messwertes der Probe und einer unmittelbar zuvor bestimmten Hintergrundmessung mit

sterilem Medium gebildet.

6.2.6 Zellernte

Im Anschluss an eine heterologe Genexpression wurden alle Folgeschritte, insofern moglich,
auf Eis durchgefiihrt. Zur Ernte der E. coli-Zellen aus einer Bakterienkultur wurde die
Zellsuspension in fiir das jeweilige Volumen geeignete Gefille zur Zentrifugation iiberfiihrt.
Die Zellsuspension wurde fiir 20 Minuten bei 3000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in einem gleichen Volumen 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5)
resuspendiert. Die Zentrifugation wurde zur Reinigung wiederholt. Der Uberstand wurde

entfernt und verworfen.

6.2.7 Zellhomogenisierung und Gewinnung von léslichem Zellextrakt
Das aus der Zellernte erhaltene Pellet wurde gewogen und in 5 mL 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5)

pro Gramm Feuchtgewicht resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit einem
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Proteasehemmer, Phenylmethylsulfonylfluorid (Endkonzentration 0,1 bis 0,5 mM) versetzt.
Fiir Volumina unterhalb von 500 mL (bis 30 mL Zellsuspension) wurden die Zellen mittels
Ultraschall Homogenisator (Tabelle 5.6) homogenisiert. Kavitationskrifte bewirken ein
Aufbrechen der Zellmembranen. Dazu wurde die Spitze der Sonotrode mittig bis zum unteren
Drittel der in Zentrifugenrohrchen befindlichen Zellsuspension eingetaucht. Die Zellen wurden
fiir mindestens drei und maximal fiinf Zyklen (1 Zyklus: je 60 s Ultraschall, 40 % Tastgrad,
30-40 % Intensitdt gefolgt von 30 s Unterbrechung) mit Ultraschall behandelt, bis eine optische
Klarung der Probe sichtbar wurde. Die Zellen wurden wihrend des gesamten Vorgangs auf Eis
gekiihlt. Die Intensitdt der Ultraschall-Pulse wurde gegebenenfalls zur Reduktion der
Schaumbildung angepasst. Fiir groflere Kulturvolumina ab 500 mL Kulturmedium wurde die
Zellhomogenisierung mittels Hochdruck-Homogenisator (Tabelle 5.6) durchgefiihrt. Dabei
werden Scherkrifte erzeugt, indem eine Zellsuspension unter Hochdruck durch einen
Mikrokanal gepresst wird. Falls das erhaltene Homogenat im Folgeschritt fiir eine Reinigung
mittels IMAC vorgesehen war, wurde das Volumen der Bakteriensuspension vor der Reinigung
durch Zugabe von 50 mM Tris-Puffer verdoppelt. Die Zellsuspension wurde bei 4 °C auf einen
Druck von 1200 bar (cytosolisches Zielprotein) oder 1800 bar (membransténdiges Zielprotein)
komprimiert. Unabhéngig vom Verfahren zum Zellaufschluss wurden die erhaltenen
Homogenate bei 25000 xg und 4 °C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Der resultierende Uberstand
— das Zell-Lysat — wurde entweder aliquotiert und bei -20 °C gelagert oder im Anschluss fiir

weitere Schritte verwendet.

Tabelle 6.7 — Detergenzien.

Detergens Molare Masse CMC* Zugabe je 5 mL**
Fos-Choline-14 379,5 (1) 0,12 mM 0,8 mg

Triton X-100 647 (1) 0,23 mM 1,5 uL

CHAPS 614 (s) & mM 90 mg

Igepal CO-520 441 () 2,5 mM 13,5 mg

Emulgen 120 362,5 (s) 0,58 mM 1,23 mg

*CMC: kritische Mizellenkonzentration; **3,5-fache CMC

Um den Einfluss von Detergenzien bei der Homogenisierung und Reinigung zu testen, wurde
das Zellpellet nach der Zellernte in 5 mL 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5) je g Feuchtgewicht
resuspendiert. Die Suspension wurde in sechs gleiche Volumina (je 4mL) geteilt. Die Masse an
jeweiligem Detergens, die fiir das Erreichen der dreieinhalbfachen kritischen
Mizellenkonzentration (3,5-fach CMC) benétigt wird, wurde jeweils in ImL 50 mM Tris-Puffer
(pH 7,5) vorgelegt (Tabelle 6.7).
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AnschlieBend wurde jeweils eine Priparation der Detergenzien in Tris-Puffer und je ein
Volumen Zellsuspension vereinigt. Die Zellsuspensionen mit Detergenzien wurden fiir eine
Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden alle Suspensionen jeweils, wie beschrieben,
durch Ultraschall homogenisiert und die 16sliche Proteinfraktion von der unloslichen Fraktion

durch Zentrifugation getrennt.

6.2.8 Heterologe Genexpression in E. coli

In diesem Abschnitt ist die allgemeine Vorgehensweise bei der heterologen Genexpression
beschrieben. Es folgt jeweils eine Beschreibung der spezifischen Expressionsbedingungen zur
Herstellung der einzelnen verwendeten Enzyme.

Zur Vorbereitung der Hauptkulturen wurde, ein Volumen TB-Medium in einem sterilen
Erlenmeyerkolben mit mindestens einem fiinffachen Fassungsvolumen vorgelegt. Die
Kultivierung wurde jeweils unter Selektionsbedingungen durchgefiihrt (Tabelle 5.2). Das
Néhrmedium wurde aus einer zuvor erzeugten Anzuchtkultur des jeweiligen
E. coli-Expressionsstammes, welcher mit dem Expressionsplasmid transformiert worden war,
im Verhéltnis 1:200 beimpft. Die Hauptkultur wurde bei 37 °C und 140 RPM in einem
Orbitalschiittler-Inkubator unter kontinuierlicher Uberwachung der optischen Dichte bei
600 nm bis zu einem definierten ODgoo-Wertebereich inkubiert. Die Induktion der Expression
erfolgte nach Erreichen der gewliinschten Zelldichte durch Zugabe eines Induktors wie
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Gegebenenfalls wurden weitere Néhrstoffe
zugesetzt, um die Bildung des Zielproteins zu unterstiitzen. Mit dem Zeitpunkt der Induktion
erfolgte  tiblicherweise eine Reduktion der Inkubationstemperatur und  der
Rotationsgeschwindigkeit fiir die Dauer der Inkubationszeit. In diesem Zeitraum erfolgte in
regelméfBigen Intervallen eine Entnahme von Proben zur Analyse der Expression und

Bestimmung der ODeo0.

6.2.8.1 CYP72A1-CPR Fusion 17A1d25CYP72A1_ GST_d72CPR

Die heterologe Produktion der mit einer CPR aus C. roseus fusionierten CYP72A1 wurde unter
Verwendung des  Expressionsstammes E. coli C43(DE3), ausgehend von
pCDFDuetl 17A1CYP72A1 _d72CPR (Tabelle 5.8, P35) durchgefiihrt.

Es wurde eine Hauptkultur mit 400 mL TB-Medium in einem 2,0 L Erlenmeyer-Kolben mit
5 mL Anzuchtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 140 RPM in einem
Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte, als ein ODgoo-Wert
von 0,6-0,8 erreicht war, durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM),
5-Aminolévulinsdure  (5-Ala)  (Endkonzentration 1 mM) und Eisen(Il)-Sulfat
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(Endkonzentration 0,1 mM). Nach der Induktion der Genexpression wurden die Kulturen fiir

72 Stunden bei 120 RPM und 20 °C in einem Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert.

6.2.8.2 CYP72A1-Varianten mit N-terminalen Modifikationen

Die heterologe Expression zur Untersuchung aller erzeugten Varianten der CYP72A1 (Kapitel
6.1.9) wurde unter Verwendung des Expressionsstammes E. coli C43(DE3), ausgehend vom
Expressionsplasmid pET-28a(+) (Tabelle 5.8, P7 bis 25) durchgefiihrt.

Es wurde eine Hauptkultur mit 50 mL TB-Medium in einem 500 mL Erlenmeyer-Kolben mit
Anzuchtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 120 RPM in einem
Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte, als ein
OD600-Wert von 0,8-1,0 erreicht war, durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM),
5-Aminoldvulinsdure  (5-Ala) (Endkonzentration 1 mM) und Eisen(II)-Sulfat
(Endkonzentration 0,1 mM). Nach der Induktion der Genexpression wurden die Kulturen fiir

48 Stunden bei 120 RPM und 20 °C in einem Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert.

6.2.8.3 K_CYP72A1, K_CYP72A1_C6His und K_CYP72A1_hiC6His

Nachdem K CYP72A1 als beste Variante der CYP72A1 identifiziert worden war, fand die
heterologe Produktion der K CYP72A1 im Weiteren unter optimierten Bedingungen statt.
Dazu wurden auf empirischem Wege optimale Expressionsbedingungen fiir die K CYP72A1-
Variante (Tabelle 5.8, P17) ermittelt. Die heterologe Produktion der Variante K CYP72A1 und
die Varianten mit Hexahistidin-Tag (Tabelle 5.8, P17, P40 und P41) wurde unter Verwendung
des Expressionsstammes E. coli C43(DE3), ausgehend vom Expressionsplasmid pET-28a(+)
(Tabelle 5.7, E1) durchgefiihrt. Es wurde eine Hauptkultur mit 50 mL TB-Medium in einem
500 mL Erlenmeyer-Kolben mit Anzuchtkultur angeimpft. Zur Erzeugung groflerer Mengen
Proteins wurde die Anzahl Hauptkulturen erhoht. Die Kulturen wurden bei 30 °C und 160 RPM
in einem Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer
ODe00 von 0,8—1,0 durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM), 5-Aminoldvulinséure
(5-Ala) (Endkonzentration 1 mM), Thiamin-Lésung (Endkonzentration 0,25 mM) und
Trace elements Losung (Endkonzentration einfach). Nach der Induktion der Genexpression
wurden die Kulturen fiir 40 Stunden beir 140 RPM und 20 °C in einem
Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert.

6.2.8.4 MBP-CYP72A1-ApoAl1*-Fusionen

Die heterologe Produktion der (Kapitel 6.1.9) MBP-CYP72A1-ApoAl*-Fusionen (Tabelle 5.8,
P44 bis P47) wurden unter Verwendung des Expressionsstammes E. coli C43(DE3), ausgehend
vom Expressionsplasmid pET-28a(+) (Tabelle 5.7, E1) durchgefiihrt.
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Es wurde eine Hauptkultur mit 50 mL TB-Medium in einem 0,5 L Erlenmeyer-Kolben mit
Anzuchtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden unter Selektionsbedingungen bei 37 °C und
140 RPM in einem Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte,
als ein ODgoo-Wert von 0,8-1,0 erreicht war, durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
0,5 mM), 5-Aminoldvulinsédure (5-Ala) (Endkonzentration 1 mM), Thiamin (Endkonzentration
0,33 mM) und Eisensulfat (Endkonzentration 0,1 mM). Nach der Induktion der Genexpression
wurden die Kulturen fiir 24 oder 48 Stunden bei 160 RPM und 20 °C in einem Orbitalschiittler-

Inkubator inkubiert.

6.2.8.5 CYP76A26

Die heterologe Produktion Varianten der CYP76A26 (Tabelle 5.8, P27 bis 29) wurde unter
Verwendung des Expressionsstammes £. coli C43(DE3), ausgehend vom Expressionsplasmid
pET-22b(+) (Tabelle 5.7, E2) durchgefiihrt.

Es wurde eine Hauptkultur mit 100 bis 400 mL TB-Medium in einem 0,5 bis 2,0 L
Erlenmeyer-Kolben mit Anzuchtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und
180 RPM in einem Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte,
als ein ODeoo-Wert von 0,8-1,0 erreicht war, durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
0,5 mM), 5-Aminolévulinsdure (5-Ala) (Endkonzentration 0,6 mM) und und Thiamin-Losung
(Endkonzentration 1 mM). Nach der Induktion der Genexpression wurden die Kulturen fiir

40 Stunden bei 140 RPM und 20 °C in einem Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert.

6.2.8.6 CYP72A224

Die heterologe Produktion der erzeugten (Kapitel 6.1.9) Varianten der CYP72A224 (Tabelle
5.8, P30 bis 33) wurde unter Verwendung des Expressionsstammes FE. coli C43(DE3),
ausgehend vom Expressionsplasmid pCDFDuet-1 (Tabelle 5.7, ES) durchgefiihrt.

Es wurde eine Hauptkultur mit 50 mL TB-Medium in einem 0,5 L Erlenmeyer-Kolben mit
Anzuchtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 180 RPM in einem
Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte, als ein ODgoo-Wert
von 0,6-0,8 erreicht war, durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM),
5-Aminolédvulinsdure (5-Ala) (Endkonzentration 1 mM), Thiamin-Losung (Endkonzentration
I mM) und Trace elements Losung (Endkonzentration einfach). Nach der Induktion der
Genexpression wurden die Kulturen fiir 40 Stunden bei 160 RPM und 20 °C in einem
Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert.
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6.2.8.7 LAMT und STR

Die heterologe Produktion von LAMT (Tabelle 5.8, ausgehend von Expressionsplasmid P37)
und STR (Tabelle 5.8, Expressionsplasmid P36) wurde jeweils unter identischen
Expressionsbedingungen durchgefiihrt.

Es wurde eine Hauptkultur mit 500 mL TB-Medium in einem 2,0 L Erlenmeyer-Kolben mit
Anzuchtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C und 160 RPM in einem
Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert. Die Induktion der Expression erfolgte, als ein ODgoo-Wert
von 0,6-0,8 erreicht war, durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM). Nach der
Induktion der Genexpression wurden die Kulturen tiber Nacht bei 160 RPM und 24 °C in einem

Orbitalschiittler-Inkubator inkubiert.

6.2.8.8 YkuN, FpR, ATR2 und YR-P5

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme FpR und YkuN3?" (Tabelle 5.8, ausgehend von
Expressionsplasmid P38 und P39) sowie ATR2** (Tabelle 5.8, ausgehend von
Expressionsplasmid P26) wurden wie in den genannten Publikationen beschrieben, hergestellt
und tiber IMAC (Kapitel 6.3.4) gereinigt. Die Bestimmung der Enzymkonzentrationen erfolgte

photometrisch. Priparationen von YR-P5 wurden von Dr. P. Bakkes erhalten.?*°

6.3 Proteinbiochemische Methoden

6.3.1 Bradford-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration.

Proteine werden durch den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 gebunden und dadurch
wird das Absorptionsmaximum des gebundenen Farbstoffs von 465 zu 595 nm verschoben.
Diese zur Proteinkonzentration proportionale Absorptionsianderung bei 595 nm kann dazu
ausgenutzt werden, um die Gesamtproteinkonzentration einer Probe zu bestimmen.*

Es wurde eine Standardverdiinnungsreihe mit Rinderserumalbumin (BSA) (0-100 pg/mL BSA)
in ddH20 hergestellt. Ein Volumen der zu analysierenden Probe wurde in ddH20 so verdiinnt,
dass die Konzentration etwa im Bereich von 0 bis 100 pg/mL Protein lag. Nach
Herstellerprotokoll wurden 50 pL der Probe und die Kalibrierlosungen in jeweils mehrfacher
Ausfithrung in unterschiedlichen Kavitdten einer Mikrotiterplatte vorgelegt. AnschlieBend
wurden 200 pL Roti® -Quant (1x) zugegeben und die Probe fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm mittels Mikrotiterplatten-Lesegerét

(Tabelle 5.6) bestimmt. Die Proteinkonzentration der Probe wurde anhand der gemessenen

Kalibriergerade ermittelt.
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6.3.2 SDS-PAGE

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  (sodium  dodecyl  sulfate
polyacrylamide  gel  electrophoresis, ~SDS-PAGE) erlaubt eine Analyse der
Proteinzusammensetzung einer Probe.>”’ Die Methode bewirkt die groBenmiBige Auftrennung
von Peptiden entlang eines elektrischen Feldes. Als Matrix wurde ein SDS-Polyacrylamidgel,
bestehend aus einem Trenngel (12,5 %) und Sammelgel (4 %), verwendet (Kapitel 5.1). Bei der
Methode wurde jeweils eine definierte Gesamtmenge Protein je Probe analysiert. Bei Analyse
von Zellhomogenaten oder Fraktionen aus Zellhomogenaten wurde der Proteingehalt durch
Bradford-Test ermittelt (Kapitel 6.3.1). Auf Basis der ermittelten Proteinkonzentration wurde
die Konzentration so verdiinnt, dass nach Zugabe von 10 pL fiinffacher Probenpuffer (SDS-
PAGE) eine Endkonzentration von 1 pg/pL in einem Volumen von 50 pL erreicht wurde. Bei
Zellsuspensionen wurde die Proteinkonzentration tiber den ODesoo-Wert abgeschétzt. Eine
Proteinkonzentration von 1 pg/pL Protein wurde in guter Ndherung erreicht, indem 1 mL einer
Zellsuspension mit einer ODeoo = 0,25 zentrifugiert (3500 xg fiir 2 Minuten) und das Pellet in
50 pL einfach Probenpuffer (SDS-PAGE) resuspendiert wurde. Die Proben in
SDS-Probenpuffer wurden fiir 10 Minuten auf 95 °C erhitzt. Die Taschen im Sammelgel
wurden mit jeweils 10 pL  Probe beladen. Zum GroBenvergleich wurde ein
Komigrationsstandard (PageRuler™ Unstained Protein Ladder bei SDS-PAGE; PageRuler™
Prestained Protein Ladder bei Western-Blot) aufgetragen. Das Polyacrylamid Gel wurde in
einer Elektrophoresekammer (Tabelle 5.6) vollstandig in Elektrophoresepuffer getaucht und ein
elektrisches Feld angelegt. Die Feldstiarke wurde so eingestellt, dass jeweils fiir 25 Minuten
eine elektrische Stromstédrke von 15 mA und folgend fiir 45-60 Minuten eine Stromstédrke von
25 mA erreicht wurden. AnschlieSend wurde das SDS-Polyacrylamidgel etwa eine Stunde mit
Férbelosung und danach mit Entfiarbelosung inkubiert, bis die Proteinbanden sichtbar waren.
Wenn im Anschluss ein Western-Blot durchgefiihrt werden soll, wurde die SDS-PAGE in

zweifacher Ausfithrung durchgefiihrt und nur eines der Duplikate mit Farbelosung behandelt.

6.3.3 Western Blot und Immunodetektion

Bei einem Western-Blot werden die wihrend der SDS-PAGE nach Gréfe aufgetrennten
Proteine — hier im Semi-Dry-Verfahren — aus der Polyacrylamid-Matrix auf eine
Nitrozellulosemembran {iibertragen (geblottet). Die auf der Membranoberfliche fixierten
Proteine konnen selektiv von entsprechenden Antikorpern gebunden werden. Die in situ
Visualisierung des Zielproteins erfolgt durch Farb- oder Chemolumineszenzreaktion. Zur
Vorbereitung der Western Blot-Kammer (Tabelle 5.6) wurden zehn Blitter 0,34 mm
Whatman-Filterpapier (Whatman, Buckinghamshire, UK) auf die Grofle des zu blottenden
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SDS-Polyacrylamidgels zurechtgeschnitten. AnschlieBend wurden die Filterpapier-Zuschnitte,
das ungefirbte SDS-Polyacrylamidgel und ein Zuschnitt aus Nitrocellulose Membran (Roti®-
NC 0,2uM, Carl Roth GmbH & co. KG Karlsruhe, Deutschland) fiinf Minuten in Transferpuffer
dquilibriert. Fiinf Zuschnitte wurden auf der Kathode der Western Blot-Kammer gestapelt. Auf
diese wurde die Nitrozellulosemembran, das SDS-Polyacrylamidgel und zuletzt die
verbleibenden Filterpapierzuschnitte platziert. Nach dem SchlieBen der Western-Blot-Kammer
wurden die Proteine durch Anlegen einer Spannung auf die Nitrozellulosemembran transferiert.
Die Spannung wurde dafiir so gewihlt, dass ein Stromfluss von 2 mA pro cm? fiir 30 Minuten
erreicht wurde. AnschlieBend wurde die Nitrocellulosemembran fiir eine Stunde in Blockier-
Puffer inkubiert. Im néchsten Schritt wurde die Membran fiir 90 Minuten in Antikérper-Losung
inkubiert. Darauthin folgten drei Waschschritte fiir jeweils fiinf Minuten in TBST-Puffer. Das
auf der Nitrozellulosemembran gebundene Zielprotein wurde durch Auftragen von 2 mL BM

Blue POD-Substrat visualisiert.

6.3.4 Reinigung von Proteinen

Bei der Reinigung mittels Immobilized Metal Affinity Chromatography wird ein Protein selektiv
aus einer wissrigen Losung extrahiert. Dazu wird das Protein durch Wechselwirkung des
Affinitdtsmarkers (hier Hexahistidin-Tag) mit dem Sdulenmaterial (hier Nickel-NTA Agarose)
immobilisiert und beispielsweise von Verunreinigungen getrennt.

Fiir die Reinigung wurde das E. coli Zell-Pellet in 5 mL IMAC-Puffer A pro g Zellpellet
resuspendiert und homogenisiert. In Vorbereitung der Reinigung wurden die 16slichen und
unloslichen Bestandteile des Zellextrakts durch Zentrifugation bei 20000 xg fiir 45-60 Minuten
getrennt. Der Uberstand der Zentrifugation wurde dekantiert und durch einen
Spritzenvorsatzfilter (0,45 pM) filtriert. In Vorbereitung der Reinigung der ATR2 wurde das
filtrierte Lysat jeweils mit 1 pL pro mL einer 10 mM FAD- und FMN-Lo6sung versetzt und fiir
45 Minuten auf Eis inkubiert.

Durch Mischen von IMAC-Puffer A und IMAC-Puffer B wurden Losungen erzeugt, die
Imidazol-Konzentrationen von 20 mM, 50 mM und 200 mM zum Waschen und zur Elution
enthalten. Alle im Folgenden verwendeten und erzeugten Losungen wurden vor und wéhrend
der Reinigung auf Eis gekiihlt. Eine Polypropylen-Séule mit Fritte (Protino® Columns 14 mL)
wurde mit 2,5 bis 3,5 mL Protino® Ni-NTA-Agarose-S/urry beladen. AnschlieSend wurde das
Saulenmaterial mit 3—5 Sdulenvolumen IMAC-Puffer A gespiilt. Zur Bindung des Proteins
wurde die filtrierte Proteinlosung auf die Sdule aufgetragen. Der Sdulendurchfluss wurde
aufgefangen und der Vorgang wiederholt. Zum Herausspiilen von Verunreinigungen wurde die

Saule mit je 3—5 Sdulenvolumen der zuvor Hergestellten Losungen mit 20 mM Imidazol und



Methoden | 135

50 mM Imidazol durchspiilt. Bei der Reinigung der ATR2 wurde nur ein einzelner Waschschritt
mit 10 mM Imidazol durchgefiihrt. Zur Elution des Zielproteins wurden 7,5 mL IMAC-Puffer
A in einem 50 mL Falcon-Tube vorgelegt. Das Protein wurde durch Zugabe von 7,5 mL der
Losung mit 200 mM Imidazol (150 mM fiir Reinigungen von P450) eluiert. Das Volumen des
Eluats wurde mit Hilfe einer Ultrazentrifugationseinheit (Vivaspin® Turbo 15,
Ausschlussgrofle je nach Zielprotein 10-50 MWCO) bei 3000 xg und 4 °C auf 1 mL reduziert.
Die konzentrierte Losung wurde mittels Entsalzungssédule (PD Miditrap G25, Tabelle 5.5) nach
Herstellerangaben durch GroBenausschlusschromatographie entsalzt und mit Lagerpuffer
eluiert. Das gereinigte Protein wurde aliquotiert und in 1,5 mL Zentrifugenréhrchen bei -20 °C

gelagert.

6.3.5 Reinigung von Proteinen im Batch-Verfahren

Ein Ni-NTA Slurry mit einem Volumen von 1,5 mL wurde dquilibriert, indem er in einem 2 mL
Zentrifugenrohrchen zundchst mit ImL ddH20 und anschlieBend zwei Mal mit je 1 mL 50 mM
Tris-Puffer (pH 7,5) gewaschen wurde. Dazu wurde die Suspension jeweils 30 s bei 3000 xg
zentrifugiert und der Uberstand durch Pipettieren entfernt. Es wurde eine Suspension der Beads
in 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5) erzeugt, in gleiche Volumina aufgeteilt und jeweils in 1,5 mL
Zentrifugenrohrchen iberfithrt. Nach Entfernen des Puffers durch Zentrifugation und
Pipettieren wurden jeweils 750 pL Lysat aus Zellen einer Expression K CYP72A1 C6His in
E. coli C43(DE3), die vor der Homogenisierung mit Detergenzien behandelt wurden, in die
vorbereiteten Zentrifugenrohrchen mit Ni-NTA-Beads gegeben. Es wurden Suspensionen
erzeugt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur bei 300 RPM in einem Termomixer inkubiert.
Die Suspensionen wurden jeweils 30 s bei 3000 xg zentrifugiert und jeweils der Uberstand
durch Pipettieren in ein weiteres Zentrifugenrohrchen tiberfithrt. Es wurden 250 pL 50 mM
Tris-Puffer (pH 7,5) mit 500 mM Imidazol zugegeben und das Eluat durch Zentrifugation bei
3000 xg und Pipettieren in ein 1,5 mL Zentrifugenréhrchen gewonnen. Die Proben der
Expression, die Lysate, der Durchfluss und die Eluate wurden bis zur Analyse bei -20 °C

gelagert.

6.3.6 Konzentrationsbestimmung von LAMT und STR

Die Konzentration der Stammlosung gereinigter LAMT oder STR wurde densitometrisch
bestimmt. Die Gesamtproteinkonzentration der Proteinlosung wurde im ersten Schritt per
Bradford Test ermittelt und dann eine SDS-PAGE-Analyse einer bekannten Proteinmenge
durchgefiihrt. Mit Hilfe des Programms zur Bildanalyse, Image J*’%, wurden die

Signalintensititen aller Proteinbanden auf einer Bahn dem SDS-Polyacrylamidgel (12,5%)
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bestimmt. Die Konzentration des Zielproteins wurde iiber das Verhéltnis der Bandenintensitét

des Zielproteins und der Gesamtintensitit aller Banden berechnet.

6.3.7 Konzentrationsbestimmung von Cytochrom-P450-Monooxygenasen

Die Konzentrationsbestimmung von P450-haltigen Losungen wurde mit Hilfe von
CO-Differenzspektren  durchgefiihrt.!¥”322  Bei  dieser =~ Methode  werden  die
Absorptionseigenschaften einer Probe gegen eine Referenz mit einem Zweistrahlphotometer
(Tabelle 5.6) analysiert.

Ausgehend von einer verdiinnten P450-haltigen Losung wurden jeweils identische Volumen
von 950 pL in zwei Kiivetten tiberfiihrt (Probe und Referenz). Im Anschluss wurde die Probe
mit Kohlenmonoxid begast und mittels Zweistrahlphotometer ein Nullabgleich von Probe und
Referenz durchgefiihrt. Zu jeder Kiivette wurden zur Reduktion des Hdm-Eisens 50 pL einer
Natriumdithionit-Losung (Endkonzentration 50 mM) zugegeben. Es wurden zeitnah
mindestens fiinf aufeinanderfolgende Differenzspektren im Wellenlédngenbereich von 400 bis
500 nm aufgenommen.

Fiir den Fall, dass wihrend einer Umsetzung der P450-Gehalt im Reaktionsansatz bestimmt
werden sollte, wurden die beschriebenen Schritte in einem reduzierten Volumen von 200 pL in
geeigneten Kiivetten (UV-Kiivetten, Kat. Nr. 7592 10, BRAND GmbH, Wertheim,
Deutschland) durchgefiihrt. In diesem Fall wurden zur Messung 150 pL. 50 mM Tris-Puffer
(pH 7,5), 40 pL Probe und Referenz und je 10 uL. 1M NaS204 vorgelegt.

Die Konzentration P450-Konzentration [P450] wurde jeweils mit Hilfe der aus dem
Lambert-Beer’schen Gesetz abgeleiteten Formel (1) errechnet.

Die Konzentration inaktiver P450 (K420) wurde wunter Verwendung des

379,380

Extinktionskoeffizienten bei 420 nm nach Formel (2) berechnet.

[P4-50] = AAssonm—-490nm’V (1)

£450°d

[P4‘50] — AAgz0nm—490nm’V (2)

€420'd

AA4500m-490nm Absorptionsdifferenz zwischen 450 und 490 nm
AA420nm-490nm Absorptionsdifferenz zwischen 420 und 490 nm
\Y Verdiinnungsfaktor

d Schicktdicke der Kiivette (hier 1 cm)

€450 Extinktionskoeffizient (g450 = 91cm™ ! *mM™1)

€420 Extinktionskoeffizient (g420 = 175,6 cm™*mM™")
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6.3.8 Konzentrationsbestimmung von ATR2, YkuN und FpR
Die Konzentration der flavinhaltigen RP wurden spektralphotometrisch anhand publizierter

Exktinktionskoeffizienten bestimmt (Tabelle 6.8).

Tabelle 6.8 — Extinktionskoeffizienten

Protein Extinktionskoeffizient Referenz
FpR €4560m = 7,1 mM'ecm’! 381
YkuN €461nm = 10 mM'em’! 382,383
ATR2 €453nm = 13,7 mMcm’! 329

€381nm = 12,6 mM'lcm"

YR-P5 € 456nm = 16,9 mMlem! 330

6.3.9 Einfluss der Ammoniumsulfat-Konzentration auf die Loslichkeit der K CYP72A1
Um die optimale Sattigungskonzentration zur Fallung der K CYP72A1 mit Ammoniumsulfat-
zu bestimmen, wurde zu einem Volumen von 1 mL Lysat einer Expression schrittweise
Ammoniumsulfat zugegeben (Tabelle 6.9) (20 %, 40 %, 60 %, 80 %, bezogen auf die
Sattigungskonzentration).

Tabelle 6.9 - Ammoniumsulfat Fallung.

Masse Ammoniumsulfat zur Erhéhung der Ammoniumsulfat-Konzentration bezogen auf 100 %
Sattigungskonzentration.

Ammoniumsulfat Anteil Zugabe (NH4)2SO4 Ausgangsvolumen Endvolumen

Von 0 % auf 20 % 0,11g 1000 pL 1060 pL
Von 20 % auf 40 % 0,12 g 1060 pL 1120 pL
Von 40 % auf 60 % 0,14 g 1120 pL 1190 pL
Von 60 % auf 80 % 0,16 g 1190 uL 1270 uL

Nach jeder Erhéhung der Konzentration wurde die Probe fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBend der gebildete Niederschlag durch Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 20000 xg
getrennt. Der Uberstand wurde dekantiert und das Sediment durch Zugabe von 200 puL 50 mM
Tris-Puffer (pH=7,5 bei 4 °C) gelost. Der Proteingehalt der Losungen wurde mittels Bradford-
Test quantifiziert.

6.4 Analytische Methoden

6.4.1 Derivatisierung von Secologanin mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin

Eine Derivatisierung von Secologanin mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (2,4-DNPH) bewirkt eine
Verbesserung der Extrahierbarkeit aus wissrigen Medien und des Trennverhaltens. Es wurde
der pH-Wert jeder Probe mittels Zugabe von 25 pL 5x Natriumacetat Puffer je 100 pL

Probenvolumen auf einen pH-Wert von 3,7 eingestellt. AnschlieBend wurden 5 pL
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FSME-L6sung und 25 nLL DNPH-Lo6sung zugegeben. Die Proben wurden fiir zwei Stunden bei
40 °C und 300 RPM in einem Thermomixer inkubiert.

6.4.2 Festphasenextraktion mit StageTips

Diese Methode der Probenpriparation bietet im Vergleich zur alternativ verwendeten
Gefriertrocknung dann Vorteile, wenn eine groBe Anzahl von Proben vorliegt. Mit den
verfiigbaren Materialien konnen die hydrophilen Analyten Loganinsédure und Loganin nicht
extrahiert werden.

Zur Festphasenextraktion von Proben mittels StageTips wurden Pipettenspitzen mit 5 Scheiben
C18 Material, das aus aus 3M™ Empore™ C18 Extraktionsscheiben (Katalog-Nr. 66883-U,
3M Deutschland GmbH, Neuss, Deutschland) ausgestanzt wurde, beladen.’®**% Das
Ausstanzen des Extraktions-Materials und das Beladen der Pipettenspitzen wurde mit einer
Vorrichtung erreicht, die aus einer geschirften Hamilton™ Kaniile (Katalog-Nr. 90516,
Hamilton, Nevada, U.S.A.), einem Draht (@ = Imm, Linge ca. 10 bis 12 cm), einer 5 mL
Einmalspritze mit Luer-Lock Anschluss (Katalog-Nr. 309649, Becton Dickinson, New Jersey,
U.S.A.) sowie einer Metallfeder (AuBBendurchmesser 0,9 cm, Lange 4 cm) zusammengesetzt
war. Die Extraktionsschritte zur Probenvorbereitung wurden mit Hilfe einer Zentrifuge und
2 mL Mikrozentrifugenr6hrchen durchgefiihrt, in denen jeweils der Durchfluss gesammelt
wurde. Zur Vorbereitung der StageTips wurden diese mit 100 pL. Methanol (LC/MS Qualitit)
und anschlieBend 100 pL Probenpuffer gewaschen, indem mit 5200 xg zentrifugiert wurde.
Zur Extraktion der Probe, zum Spiilen und zur Elution wurde bei 6200-6500 xg zentrifugiert.
Vor dem Beladen der StageTips wurden die zu extrahierenden Proben fiir fiinf Minuten bei
20000 xg zentrifugiert und 100 pL des Uberstandes mittels StageTips extrahiert. Nach der
Extraktion wurde mit 100 pL 25 % Methanol in Wasser (jeweils LC/MS-Qualitét) gewaschen
und mit 65 pL Methanol eluiert. Das Eluat wurde mittels LC/MS analysiert (Kapitel 6.4.4).

6.4.3 Probenvorbereitung durch Gefriertrocknung

Bei der Probenvorbereitung mittels Gefriertrocknung wurden die wissrigen Proben bis zur
Trockene eingeeingt und die Analyten in Methanol gelost. Diese Methode ist dazu geeignet,
salzhaltige Proben hydrophiler Substanzen wie hier Loganinsidure und Loganin auf die Analyse
mittels LC/MS vorzubereiten.

Die Proben wurden nach der Derivatisierung fiir fiinf Minuten bei 20000 xg zentrifugiert und
100 pL des Uberstandes in ein 2 mL ReaktionsgefiB iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Proben iiber Nacht bei -20 °C gefroren und am Folgetag mit Hilfe einer Lyphille (Tabelle 5.6)
gefriergetrocknet. Die Analyten wurden durch Zugabe von 100 pL Methanol (LC/MS-Qualitét)
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und Schiitteln geldst. Die Proben wurden zehn Minuten bei 20000 xg zentrifugiert und 65 pL
des Uberstandes per LC/MS analysiert.

6.4.4 LC/MS-Analyse

Die Probenanalyse wurde auf einer LC/MS-2020 (Shimadzu, Duisburg, Germany) mit einer
Chromolith® Performance RP-18e Siule (100 % 4.6 mm, Merck, Darmstadt, Germany)
durchgefiihrt. Alle Losungsmittel wurden in LC/MS-Qualitit eingesetzt. Zur Trennung der
Analyten wurde ein Gradient von Methanol in Wasser mit 0.1 % Ameisensdure mit einer
Flussrate 0.5 mL/min angewendet. Die Sdulentemperatur betrug 30 °C. Der Methanol-Anteil
wurde in zwei Stufen, von anfinglich 5 % auf 30 % iiber 6 Minuten, und von 30 % auf 95 %
tiber 11,2 Minuten, erhoht. Im néchsten Schritt folgte eine isokratische Elution mit 95 %
Methanol fiir 3 Minuten. Zur Reédquilibrierung der Séule wurde nach jeder Analyse fiir
6 Minuten bei 5 % Methanol gespiilt. Die Ionisierung erfolgte im dualen lonisierungsmodus
(DUIS) nach dem Prinzip der Elektrospray-lonisierung (ESI) und chemischer lonisierung bei
Atmosphédrendruck (APCI). Die Flussrate des Zerstidubergases betrug 1,5 L/min und die des
Trocknungsgases 15 L/min. Die Heizblocktemperatur der ESI-Quelle betrug 400 °C und die
Temperatur der desolvation line 250 °C. Die Interface-Spannung betrug 4,5 kV bei einer
Temperatur von 300 °C. Sowohl im positiven als auch im negativen Scan-Modus wurden

Teilchen mit einem Masse-zu-Ladungs Verhiltnis von 160 bis 700 m/z detektiert.

6.4.5 Quantifizierung von Loganinsiure, Secologanin, Loganin und Strictosidin

Zur Quantifizierung der Analyten Loganinsdure, Loganin und Secologanin wurden
Referenzsubstanzen in einem bekannten Konzentrationsbereich von 0 bis 600 uM vorgelegt.
Da Secologanin von STR unter den beschriebenen Bedingungen (Abbildung 2.32) quantitativ
umgesetzt wird, wurden die Losungen fiir die Quantifizierung von Strictosidin aus einer
Umsetzung von Secologanin durch STR durchgefiihrt. Dazu wurden 0 bis 300 pM Secologanin
und 1 mM Tryptamin vorgelegt und durch STR in Strictosidin umgewandelt. Fiir alle Proben
wurden Kalibrierungen fiir die beschriebenen Prozeduren zur Probenvorbereitung durchgefiihrt
und die Proben per LC/MS analysiert. Die Kalibrierung wurde durchgefiihrt, indem die
Quotienten der Peakfldche der jeweiligen Analyten und der Peakfldche des internen Standards
im Selected ion monitoring Modus (SIM(+), siche Tabelle Tabelle 6.10) mit der eingesetzten
Konzentration korreliert wurden. Es ergab sich jeweils ein linearer Zusammenhang zwischen
den ermittelten Quotienten und der eingesetzten Analytkonzentration. Uber diesen
Zusammenhang wurden die Konzentrationen der Analyten, beispielsweise nach Umsetzungen,

bestimmt.
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Tabelle 6.10 — typische Parameter einer Kalibrierung.
Die Tabelle zeigt reprisentative Werte einer Kalibrierung der Analyten und die resultierenden R2-Werte

Substanz SIM(+)-Addukte und m/z R2-Wert der
Kalibriergeraden
Loganinsiure [M+NH4]"; m/z = 394 [M+Na]*; m/z =399 0,996
Loganin [M+NH4]"; m/z =308 [M+Na]"; m/z =413 0,996
Secologanin-DNPH | [M+Na]"; m/z = 591 0,995
Strictosidin [M+H]"; m/z = 531 0,989

6.5 Invitro Umsetzungen

Im folgenden Kapitel wird die Durchfithrung der biokatalytischen Transformationen
beschrieben. Zur Regeneration der Reduktionsdquivalente wird Glucose-Dehydrogenase in
Form von Lysat verwendet. Ebenso wurde K CYP72A1 in Form von E. coli -Lysat eingesetzt.
Die Enzyme ATR2, YkuN, FpR, LAMT und STR wurden jeweils in gereinigter Form
verwendet. Es wurden jeweils Negativkontrollen mitgefiihrt, deren Daten teilweise aus
illustrativen Griinden nicht abgebildet sind. Die Negativkontrollen wurden unter identischer
Behandlung und Zusammensetzung angesetzt, wobei die Biokatalysatoren durch identische

Volumina Leervektor-Lysat oder Puffer ersetzt wurden.

6.5.1 Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1

Alle Reaktionen wurden in 2 mL Reaktionsgeféflen in einem Reaktionsvolumen von 100 pL
angesetzt. Insofern nicht anders beschrieben wurde 50 mM Tris-Puffer mit pH 7,5 (bei 4 °C)
als Puffer verwendet. Wenn keine abweichenden Angaben vorhanden sind, wurden Substanzen
und Proteine iiblicherweise in Endkonzentrationen von 250 uM Loganin, | mM NADPH,
10 mM Glucose, 2 U GDH, 1 uM K _CYP72A1, 10 uM YkuN und 10 uM FpR vorgelegt. Die
Reaktionen wurden, insofern nicht anders beschrieben, fiir 20 Stunden bei 25 °C inkubiert. Die
Reaktionen wurden durch zeitgleiche Zugabe von Natriumacetat-Puffer gestoppt und durch
2,4-DNPH derivatisiert (Kapitel 6.4.1). Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Proben
gefriergetrocknet (Kapitel 6.4.3) und die Konzentration der Analyten per LC/MS-Analyse
quantifiziert (Kapitel 6.4.5). Alle Abweichungen von diesem Standardprotokoll sind im
Folgenden aufgefiihrt.

Zur Rekonstitution der Aktivitit der K CYP72A1 (Kapitel 2.2.1) wurden Umsetzungen von
500 uM Loganin durch jeweils 1 pM, 4uM und 10 puM ATR2, YR-P5 und FpR & YkuN
durchgefiihrt. Die Reaktionsansidtze wurden fiir 2 Stunden oder 20 Stunden inkubiert. Die

Préparation der Proben fiir die anschlieBende LC/MS-Analyse erfolgte durch Extraktion mit
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StageTips. Die Evaluation der Reaktionen erfolgte tiber die aus den LC/MS Chromatogrammen
ermittelten Integrale der Secologanin-DNPH Signalflachen (m/z=591) im SIM(+)-Modus. Alle
Werte sind jeweils auf (10):10:1 ATR2 nach 2h normiert.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs der Absorptionsdifferenz in CO-Differenzsprektren
und der katalytischen Aktivitit der K CYP72A1 (Kapitel 2.2.3) wurden 500 pM Loganin und
10 uM ATR2 eingesetzt. Die Reaktionen wurden fiir iiber einen Zeitraum von 2 Stunden
bei 25°C inkubiert und mit StageTips extrahiert.

Fiir die Untersuchung der Stabilitdt der K CYP72A1 wihrend einer Umsetzung (Kapitel 2.2.6)
von 300 pM Loganin wurden als Referenzproben Ansétze unter identischen Bedingungen
mitgefiihrt, die 1uM K_CYP72A1 in 50 mM Tris-Puffer enthielten. Die Reaktionen wurden
tiber einen Zeitraum von 0 bis 1200 Minuten bei 25 °C inkubiert. Fiir die Aufnahme der
CO-Differenzspektren wurden die Reaktionen nach Ablauf der gewiinschten Zeit auf Eis
gekiihlt und der K CYP72A1-Gehalt nach der Methode in einem reduzierten Probenvolumen
sofort bestimmt. Die dargestellten Werte fiir Secologanin und Loganin sind aus
Ilustrationsgriinden normierte Mittelwerte aus mindestens drei Experimenten.

Fiir die Untersuchung des pH-Wert-Einflusses auf die Umsetzung von Loganin (Kapitel 2.2.7)
wurde der pH-Wert durch Zugabe von 50 uL 0,2 M Phosphatpuffer (Tabelle 5.1)
(Endkonzentration von 100 mM) auf pH-Werte von 6 bis pH 8 angepasst. Die
Vergleichsreaktion wurde wie iiblich mit 50 pL. 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5 bei 4 °C) auf das
Reaktionsvolumen von 100 pL aufgefiillt. Alle pH-Werte der Reaktionsansitze wurden nach
Zugabe des Phosphatpuffers durch Auftragen von 2 uLL der Reaktionslosung auf Indikatorpapier
kontrolliert.

Zur Bestimmung kinetischer Parameter der K CYP72A1 (Kapitel 2.2.9) wurden Reaktionen
mit 0 bis 1000 uM Loganin, | mM NADPH, 10 mM Glucose, 2U GDH, 1 uM K _CYP72A1
und jeweils 20 uM FpR und 10 uM YkuN angesetzt. Alle Reaktionen wurden gleichzeitig
gestartet und fiir 45 Minuten bei 25 °C inkubiert. Die Reaktionsdauer wurde moglichst
sekundengenau dokumentiert. Nach der Quantifizierung der Produktbildung mittels
LC/MS-Analyse wurde die Produktbildungsgeschwindigkeit aus dem Quotienten der
Produktkonzentration und der Reaktionszeit in Sekunden errechnet. Um die kinetischen
Parameter zu  ermitteln, wurde  Produktbildungsgeschwindigkeit  gegen  die
Substratkonzentration aufgetragen und die Daten mittels nichtlinearer Regression basierend auf
der Michaelis-Menten-Gleichung Formel (3) ausgewertet. Fiir die nichtlineare Regression und
die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde das Programm Prism (GraphPad Software,

San Diego, Californien, U.S.A., Version 5.00) verwendet.
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__ Umax*[S]
YT Kt 18] ©)
Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Km Michaelis-Menten-Konstante
[S] Substratkonzentration
v Produktbildungsgeschwindigkeit

Zur Ermittlung der Kopplungseffizienz der K CYP72A1 und unterschiedlichen Redoxpartnern
(Kapitel 2.2.10) wurde die gebildete Secologanin Stoffmenge bei Verbrauch einer bekannten
NADPH-Stoffmenge bestimmt. Bei der Umsetzung Loganin durch K CYP72A1 wurde dazu
eine bekannte Menge NADPH eingesetzt. Alle Umsetzungen wurden in einem
Reaktionsvolumen von 100 pL in 96-Well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Es wurden 250 uM
Loganin, 1000 pM NADPH, 1 pM K _CYP72A1 jeweils entweder 0 bis 40 uM FpR und YkuN
oder 10 pM ATR2 oder 10 pM YR-P5 ohne Kofaktor-Regeneration vorgelegt. Der
NADPH-Verbrauch wihrend der Umsetzung wurde durch ein Mikrotiterplatten-Lesegerét
(Tabelle 5.6) verfolgt, indem jeweils in 10 s Abstidnden die Absorption bei 340 nm ermittelt
wurde. Die NADPH-Verbrauchsgeschwindigkeit wurde in einem linearen Bereich des Graphen
der NADPH-Absorption ermittelt. Der Endpunkt der Reaktion wurde als der Zeitpunkt
festgelegt, ab dem mindestens fiinf Minuten keine Absorptionsédnderung bei 340 nm detektiert
werden konnte. Die Kopplungseffizienz wurde aus dem Quotienten der eingesetzten
NADPH-Stoffmenge und der mittels LC/MS-Analyse quantifizierten Stoffmenge Secologanin-
DNPH errechnet. NADPH-Konzentrationen zur Berechnung der Anfangskonzentration und der

Verbrauchsgeschwindigkeit wurden spektralphotometrisch  unter Verwendung des
Extinktionskoeffizienten (€340 = 6,22 cm'*mM™!) gem#B dem Lambert-Beer’schen Gesetz

berechnet.

6.5.2 Mehrstufige Umsetzung von Loganinsiure zu Strictosidin

Alle Reaktionen wurden in 2 mL Reaktionsgefédflen in einem Reaktionsvolumen von 100 pL
angesetzt. Alle Konzentrationsangaben sind Endkonzentrationen und auf das
Reaktionsvolumen von 100 pL bezogen. Insofern nicht anders beschrieben, wurde 50 mM
Tris-Puffer mit pH 7,5 (bei 4 °C) als Puffer verwendet. Wenn keine abweichenden Angaben
vorhanden sind, wurden Substanzen und Enzyme {iblicherweise in Endkonzentrationen von
250 pM Loganinsdure, | mM SAM, 500 uM Tryptamin, 1 mM NADPH, 10 mM Glucose,
2UGDH, 1 pM K CYP72A1, 5 uM LAMT, 500 nM STR und jeweils 10 uM FpR und
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10 uM YkuN eingesetzt und die Reaktionen fiir 20 Stunden bei 25 °C inkubiert. Die Reaktionen
wurden durch zeitgleiche Zugabe von Natriumacetat-Puffer gestoppt und durch 2,4-DNPH
derivatisiert (Kapitel 6.4.1). Wenn nicht anders beschrieben, wurden die Proben
gefriergetrocknet (Kapitel 6.4.3) und die Konzentration der Analyten per LC/MS-Analyse
quantifiziert (Kapitel 6.4.5). Bei der Etablierung der Umsetzung von Loganinséure zu
Strictosidin Kapitel (2.3.1) wurden, 0-2 pM K CYP72A1 mit FpR und YkuN in jeweils
zehnfachem molarem Uberschuss eingesetzt. Die im Sim(+)-Modus aufgezeichneten
Chromatogramme wurden zur Evaluation verwendet. Fiir die Untersuchung der mehrstufigen
Synthese von Strictosidin unter optimierten Bedingungen (Kapitel 2.3.8) wurden 250 pM
Loganinsdure, | mM SAM, 0,5 mM Tryptamin, | mM NADPH, 10 mM Glucose, 2U GDH,
2 uM K CYP72A1, 5 uM LAMT, 0,5 uM STR und jeweils 40 pM FpR und 20 uM YkuN
eingesetzt und die Reaktionen bei 5 °C oder 25 °C fiir 3 bis 40 Stunden inkubiert.

6.5.3 Umsetzungen von Loganinsiure mit LAMT

Die Reaktionsansdtze wurden in 2 mL Reaktionsgefiflen in einem Reaktionsvolumen von
100 pL vorgelegt. Fiir die Untersuchung des LAMT-Einflusses wurden 150 bis 300 uM
Loganinséure, 0 bis 4 uM LAMT und 1 mM SAM eingesetzt. Alle Reaktionen wurden jeweils
zugleich gestartet und fiir 20 Stunden bei 25 °C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch
zeitgleiche Zugabe von Natriumacetat-Puffer gestoppt und durch 2,4-DNPH derivatisiert
(Kapitel 6.4.1) obgleich keine Synthese von Secologanin zu erwarten war. Die Proben wurden
gefriergetrocknet (Kapitel 6.4.3) und die Konzentration der Analyten per LC/MS-Analyse
quantifiziert (Kapitel 6.4.5).

6.5.4 Umsetzungen von Secologanin durch STR

Die Reaktionsansidtze wurden in 2 mL Reaktionsgefdflen in einem Reaktionsvolumen von
100 puL vorgelegt. Fiir die Untersuchung des STR-Einflusses wurden Konzentrationen von
250 uM Secologanin, 1 mM Tryptamin und 25 bis 500 nM STR eingesetzt. Fiir die
Untersuchung des Secologanin-Einflusses wurden Konzentrationen von 125 bis 1000 pM
Secologanin, 1 mM Tryptamin und 250 nM STR eingesetzt. Die Reaktionen wurden jeweils
zugleich gestartet und fiir zwei Stunden bei 25 °C inkubiert. Die Reaktionen wurden durch
zeitgleiche Zugabe von Natriumacetat-Puffer gestoppt und durch 2,4-DNPH derivatisiert
(Kapitel 6.4.1) obgleich keine Synthese von Secologanin zu erwarten war. Die Proben wurden
gefriergetrocknet (Kapitel 6.4.3) und per LC/MS-Analyse untersucht (Kapitel 6.4.5). Zur
Evaluation des FEinflusses der Secologanin-Konzentration wurde die Signalintensitit der
Analyten als das Verhiltnis der Signalfliche des Strictosidin-Peaks zur Signalfliche des

internen  Standards im SIM(+)-Modus ausgewertet. Bei der Untersuchung der
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STR-Konzentration wurde die Konzentration der Analyten per LC/MS-Analyse quantifiziert
(Kapitel 6.4.5). Proben, welche mehr als 300 uM Strictosidin enthalten, wurden vor der Analyse
so mit Methanol (LC/MS-Qualitét) verdiinnt, dass eine Konzentration 300 uM Strictosidin

nicht tiberschritten wurde. Bei der Auswertung wurde der Verdiinnungsfaktor berticksichtigt.

6.5.5 Biokatalytische Synthese von Strictosidin

Strictosidin wurde auf biochemischem Wege aus der Kondensationsreaktion von Secologanin
und Tryptamin durch die Strictosidin-Synthase hergestellt. Die Synthese von Strictosidin wurde
in bis zu zehn Ansdtzen mit einem Reaktionsvolumen von je 0,875 mL in 2 mL
ReaktionsgefaBBen durchgefiihrt. Jeder Ansatz enthielt jeweils Endkonzentrationen von 3 mM
Secologanin, 6 mM Tryptamin und eine Endkonzentration von 0,3 uM (2 pg) STR. Die
Reaktionsansétze wurden bei 30 °C und bei 300 RPM fiir 20 Stunden inkubiert. Zum Beenden
der Umsetzung wurden die Ansitze jeweils drei Mal mit je 1 mL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dann durch einen Rotationsverdampfer eingeengt. Die
préaparative Reinigung von Strictosidin erfolgte tiber Diinnschichtchromatographie (DC). Dazu
wurden die eingeengten Extrakte linienformig auf einem Zuschnitt einer DC-Platte (Kieselgel
auf Aluminium) iiber eine Lénge von etwa 7 cm aufgetupft. Zur chromatographischen
Trennung wurde eine mobilen Phase, bestehend aus Ethylacetat, Methanol und Wasser in einem
Mischungsverhiltnis von 38,5:7,5:4°% und einem Tropfen Triethylamin pro 20 mL Laufmittel
eingesetzt. Das Ergebnis der chromatographischen Separation auf der DC-Platte wurde mit
UV-Licht (256 nm) visualisiert. Das Kieselgel im Bereich des Strictosidin-Flecks wurde mit
einem Spatel vom Aluminium-Tragermaterial gelost und in ein 2 mL Reaktionsgefal tiberfiihrt.
Durch Zugabe von Methanol, Schiitteln und Zentrifugation bei 3000 xg fiir zehn Minuten wurde
das Produkt eluiert. AnschlieBend erfolgte die Verifikation der exakten Masse und
Summenformel durch Hochauflosende ESI Massenspektrometrie (UHR-QTOF maXis 4G,
Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, U.S.A.) durch die Abteilung fiir
Massenspektrometrie der Wissenschaftichen Einrichtung Chemie der Heinrich-Heine-

Universitdt Dusseldorf (HHUCeMSA). Die Produktausbeute wurde mittels LC/MS-Analyse
quantifiziert (Kapitel 6.4.4).
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8  Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

5-ALA
7-DLGT
A. annua
AS

A. thaliana

B. megaterium

BM3
BSA

B. subtilis
B. taurus
cDNA
CMC
CPR
CrPrx1

C. roseus

C. tropicalis

Cytbs
DC
ddH20
dH20
DNA
DNPH
ER
ESI
FAD
Fdx
Fld
FMN
FpR
FSME
FPLC
GDH
HIC
HIV
HPLC
IMAC
IPTG
IPAP
LAMT
LC/MS
MBP
MIA
NAD(P)H
ODse0o
P450
PCR
plc

5-Aminolédvulinséure
7-Deoxyloganetinsdure-Glykosyltransfease
Artemisia annua

Aminoséure

Arabidopsis thaliana

Bacillus megaterium

CYP102A1 aus Bacillus megaterium
Rinderserumalbumin

Bacillus subtilis

Bos taurus

complementary DNA

kritische Mizellenkonzentration
NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase
C. roseus Peroxidase

Catharanthus roseus

Candida tropicalis

Cytochrom b5
Diinnschichtchromatographie

doppelt destilliertes Wasser

destilliertes Wasser
Desoxyribonukleinsédure
2,4-Dinitrophenylhydrazin
Endoplasmatisches Retikulum
Electrospray ionization
Flavin-Adenin-Dinukleotid

Ferredoxin

Flavodoxin

Flavin-Adenin-Mononukleotid
NADPH-Flavodoxin Reduktase aus E. coli
Ferulasduremethylester

Fast protein liquid chromatography
Glucose-Dehydrogenase

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Human immunodeficiency virus
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
Immobilisierte-Metallionen-Affinitdtschromatographie
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
interne Phloem-assoziierte Parenchymzellen
O-Methyltransferase
Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
Maltose-binding protein
Monoterpen-Indolalkaloide
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Optischen Dichte bei 600 nm
Cytochrom-P450-Monooxygenase
Polymerase-Kettenreaktion

berechneter Isoelektrischer Punkt
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PMSF
RNA

RP

RPM

R. serpentina
SAMT
SDG
SDS-PAGE
SIM

SPE

SPME

STR

TDC

TIA

TIC

UDP

uv

VIGS
YkuN

Phenylmethylsulfonylfluorid
Ribonukleinséure
Redoxpartner

Umdrehungen pro Minute
Rauvolfia serpentina
Salicylsdure-Methyltransferase
Strictosidin-Deglykosylase
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
selected ion monitoring
Festphasenextraktion
Festphasenmikroextraktion
Strictosidin-Synthase
Tryptophan-Decarboxylase
Terpenindolalkaloide

total ion current
Uridindiphosphat

Ultraviolett

virus induced gene silencing
Flavodoxin aus B. subtilis

Abkiirzungen fiir verwendete Einheiten

m/z Masse-zu-Ladungs Verhéltnis
aU arbitrary Units

L Liter

M Molar, 1 Mol pro L
h Stunde

S Sekunde

K Kelvin

°C Grad Celsius

mol Mol, Stoffmenge

g Gramm

Da Dalton

U Unit

Verwendete Priifixe fiir SI-Einheiten

M Mega, x10°
k Kilo, x10°

m Milli, x1073
T Mikro, x10°¢
n Nano, x10”°

Abkiirzungen fiir Aminosiuren

Ala  Alanin

Cys  Cystein

Asp  Asparaginsdure
Glu  Glutaminséure
Phe  Phenylalanin

mm g Q>
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Gly
His
Ile

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

KEa<HRIOTZZIOARATIO

8.2 Zusitzliche Informationen

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin

8.2.1 Heterologe Herstellung der C. roseus LAMT in E. coli und Reinigung

Abbildung 8.1

kDa
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20

SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der A) Expression E. coli BL21(DE3)
pPET28a_NG6His_LAMT und B) Reinigung mittels IMAC. Gezeigt ist das SDS-Polyacrylamidgel der A) Expression
und der B) Reinigung mittels IMAC. Folgende Proben wurden aufgetragen: Komigrationsstandard, PageRuler™
Unstained Protein Ladder (M), pET28a(+) in BL21(DE3) nach 24h (1), vor Induktion der Expression (2), 3 h (3),24 h
(4) nach Induktion der Expression, Lysat nach 24 h (5), unlésliche Bestandteile nach 24 h (6), Durchfluss nach
Auftrag des filtrierten Lysats auf die Ni-NTA beladene Saule (7), Waschen mit 20 mM (8) oder 50 mM (9) Imidazol
haltigem in IMAC-Puffer A, Eluat (10). Die Hohe der Banden des Zielproteins ist mit Pfeilen markiert.
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8.2.2 Heterologe Produktion der R. serpentina STR in E. coli BL21(DE3) und Reinigung
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Abbildung 8.2 SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der Expression E. coli BL21(DE3) pET28a_STR_NG6His
und Reinigung mittels IMAC. Gezeigt ist das SDS-Polyacrylamidgel der A) Expression und der B) Reinigung mittels
IMAC. Folgende Proben wurden aufgetragen: Komigrationsstandard, PageRuler™ Unstained Protein Ladder (M),
Leervektorkontrolle nach 24h (1), vor Induktion der Expression (2), 3h (3) und 24h (4) nach Induktion der
Expression, Lysat nach 24 Stunden (5), unlésliche Bestandteile der Zellextrakte nach 24h (6), Durchfluss nach
Auftrag des filtrierten Lysats auf die Ni-NTA beladene Saule (7), Waschen mit 20 mM (8) und 50 mM (9) Imidazol
haltigem in IMAC-Puffer A, Eluat (10). Die Hohe der Banden des Zielproteins ist mit Pfeilen markiert.

8.2.3 Stabilitit von Loganinsiure, Loganin und Ferulasiuremethylester

x10° 3 Loganinsiure
15- [ Loganin
EE3 Ferulasauremethylester

—
<

ettt

=

2

e

b

ik
el

=

£

SIM(+)-Signalfldche der Analyten, cts
S

=

[=]
1

[A] 8] [C]

Abbildung 8.3 Stabilitdt von Loganinsdure, Loganin und Ferulasduremethylester. Gezeigt sind die integrierten
Signalflachen aus der LC/MS-Analyse von Proben von 250 uM Loganinsaure, 250 uM Loganin 150 pM
Ferulasduremethylester mit Natriumacetat-Puffer, 2,4-DNPH und Acetonitril nach A) Lagerung bei -20 °C bis zur
Gefriertrocknung und Analyse, B) Inkubation fiir 2 h bei 40 °C und Lagerung bei -20 °C bis zur Gefriertrocknung
und Analyse und C) Inkubation fiir 2 h bei 40 °C, Inkubation fur 72 h bei RT und Lagerung bei -20 °C bis zur
Gefriertrocknung und LC/MS-Analyse. Die Signalflachen der jeweiligen Analyten wurden aus den
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Chromatogrammen der LC/MS-Analyse im SIM(+)-Modus durch Integration erhalten. Die abgebildeten
Ergebnisse stammen aus drei unabhdngigen Experimenten und die Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichungen.

8.2.4 Derivatisierung von Secologanin mittels 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH)

TIC (+) ohne 2,4-Dinitrophenylhydrazin
TIC (+) Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin

:’3 1 - Loganinsaure

o 2 - Loganin

B 2 3 3 - Secologanin 4
§ 4 - Secologanin-DNPH

E 1 r\
5 \

[ )

mﬂﬂﬂﬁ
L
|

&
= |

Zeit, min

Abbildung 8.4 —Evaluation der Derivatisierung von Secologanin durch 2,4-Dinitrophenylhydrazin mittels
LC/MS-Analyse. Gezeigt sind LC/MS-Chromatogramme (TIC(+)-Modus) von Proben mit je 500 uM Loganinsaure,
Loganin und Secologanin mit (griin) und ohne (rot) Derivatisierung mittels 2,4-DNPH. Fir den Versuch wurde
eine Stammldsung in 6 identische Volumina geteilt und je 3 Proben mit Acetonitril oder Acetonitril und 2,4-DNPH
versetzt. Alle Proben wurden anschliefend 120 Minuten bei 40°C und 300 RPM inkubiert, zentrifugiert und der
Uberstand ohne weitere Extraktionsschritte per LC/MS analysiert.

8.2.5 Priparation von K CYP72A1 mittels fraktionierter Féllung durch

Ammoniumsulfat
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Abbildung 8.5 — SDS-Polyacrylamidgel (12,5 %) zur Analyse der fraktionierten Fallung von K_CYP72A1 im
praparativen MaBstab. K_CYP72A1 wurde aus Zell-Lysat mittels 40 % Ammoniumsulfat ausgefallt. Es wurden
folgende Proben per SDS-PAGEanalysiert: Ganzzellprobe vor Induktion der Expression E. coli C43(DE3)
pET28a_K_CYP72A1 (1), Ganzzellprobe 3 h nach Induktion der Expression (2), 16sliche Fraktion (3) und unlésliche
Fraktion (4) des Zellhomogenats jeweils 40 h nach Induktion der Expression, unlésliche Fraktion (9) und Zell-Lysat
(5) nach zusétzlicher Zentrifugation fiir 120 min bei 55000 xg, Uberstand (6) und in Tris-Puffer geldster
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Niederschlag (7) nach Ammoniumsulfat-Zugabe und Zentrifugation, Eluat nach hydrophober
Interaktionschromatographie (8) Komigrationsstandard PageRuler™ Unstained Protein Ladder (M). Die Hohe der
Banden des Zielproteins ist mit Pfeilen markiert.

8.2.6 Umwandlung von Loganin durch K CYP72A1 unter Einfluss von

Ammoniumsulfat
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Abbildung 8.6 — Umsetzung von Loganin durch K_CYP72A1 unter Einfluss von Ammoniumsulfat. Es sind die
ermittelten Loganin- und Secologanin-Konzentrationen nach Umsetzungen von Loganin durch 1 bis 4 puM
K_CYP72A1 bei unterschiedlichem Ammoniumsulfat-Gehalt im Reaktionsansatz gezeigt. Nach einer Fallung mit
40 % Ammoniumsulfat wurde K_CYP72A1 in Tris-Puffer gelst, der P450 Gehalt bestimmt und ohne weitere
Entsalzungsschritte zur Umsetzung von 125 oder 250 pM Loganin eingesetzt. Der Volumenanteil dieser
Ammoniumsulfat-haltigen Losung im Reaktionsansatz betrug 8 — 32 %. Es wurden jeweils 1 uM, 2 uM oder 4 uM
K_CYP72A1 (K1, K2 K4) mit 10 uM FpR und 10 uM YkuN (F10 | Y10) eingesetzt. Die Proben wurden nach der
Reaktion derivatisiert, gefriergetrocknet und per LC/MS analysiert. Die abgebildeten Ergebnisse stammen aus
drei unabhdngigen Experimenten und die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen.
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8.2.7 Reinigung von K_CYP72A1 _C6His mit IMAC unter Einfluss von Harnstoff

Lysat Uberstand

Abbildung 8.7 - SDS-Polyacrylamidgel (12,5%) einer Reinigung von K_CYP72A1_C6His mit IMAC im Batch-
Verfahren und unter Zugabe von Harnstoff. Gezeigt ist der Einfluss von Harnstoff auf die Bindung von
K_CYP72A1 _C6His an Ni-NTA-Beads. K_CYP72A1_GST_C6His-haltiges Lysat wurde mit Harnstoff in
Endkonzentrationen von 0 (a), 0,25 (b), 0,5 (c), 1 (d), 2,5 (e) und 5 (f) mol/L versetzt und anschlieRend fir
3 Stunden rotierend an Ni-NTA-Perlen inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 50 mM Tris-Puffer und Elution
durch Zugabe von Puffer mit 150 mM Imidazol. Das Lysat nach Zugabe von Harnstoff und der Uberstand aller
Proben wurde vor dem jeweils ndchsten Schritt durch Zentrifugieren und Pipettieren entfernt. Alle Proben
wurden per SDS-PAGE analysiert. Komigrationsstandard PageRuler™ Unstained Protein Ladder (M), 16sliche
Fraktion nach Homogenisierung der Zellen nach 40 h (1), unlésliche Fraktion nach Homogenisierung der Zellen
nach 40 h (2). Die Hohe der Banden des Zielproteins ist mit Pfeilen markiert.
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