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Zusammenfassung

Strictosidin ist der gemeinsame Vorlaufer vieler medizinisch relevanter, pflanzlicher
Monoterpenindolalkaloide, deren Produktion in der Pflanze haufig nicht ausreicht, um
den steigenden Marktbedarf zu decken. Die Produktion dieser Alkaloide bzw. ihres
Vorlaufers Strictosidin in einem mikrobiellen heterologen System kdnnte eine Alterna-
tive zur Synthese/Produktion in der Pflanze bieten.

In dieser Arbeit wurde daher ein System zur Co-Expression von drei Schliisselgenen
der Catharanthus roseus Monoterpenindolalkaloid-Biosynthese entwickelt, das die
gleichzeitige funktionelle Expression der Tryptophandecarboxylase (TDC), der Stricto-
sidinsynthase (STR) und der Strictosidinglucosidase (SGD) in Escherichia coli ermog-
licht.

Um dies zu erreichen, wurden zunachst zwei unterschiedliche Expressionssysteme auf
ihre Eignung hin untersucht. Zum einen wurde mit Pichia pastoris, ein eukaryotes Sys-
tem getestet, zum anderen mit Escherichia coli, ein prokaryotes. Fiir beide Systeme
wurden verschiedene Vektorkonstrukte zur Einzelexpression der Catharanthus-Gene
hergestellt und deren Funktionalitdt im jeweiligen System/Organismus tiberpriift. Die
Gene der STR und SGD wurden fiir die Expression in E. coli Codon-optimiert. Bei der
STR, fiir die bekannt ist, dass sie in E. coli vermehrt in Form von unloslichen Inclusion
Bodies produziert wird, wurde zusatzlich der Einfluss des Vektors (Kopienzahl) und
verschiedener Tag-Sequenzen auf die Expression loslicher, enzymatisch aktiver En-
zyme untersucht. Die Aktivitdt der unterschiedlichen Konstrukte wurde tiber in vivo
Enzymassays in E. coli und anschlieflendem Nachweis des enzymatischen Produkts
Strictosidin mittels HPLC verglichen.

Da sich die TDC im P. pastoris System trotz vielfaltiger Optimierungsversuche nicht ex-
primieren lief3, und die STR trotz nachgewiesener funktioneller Expression nicht aus
dem Expressionsmedium gereinigt werden konnte, wurden die Arbeiten mit diesem
System eingestellt. Alle Arbeiten zur Produktion der drei Catharanthus-Enzyme erfolg-
ten von nun an im E. coli System, in dem sich alle drei Enzyme in 16slicher, aktiver Form
exprimieren und reinigen lief3en. Die gereinigten Enzyme wurden hinsichtlich pH- und
Temperaturoptima, kinetischer Parameter Km und Vmax und des Einflusses verschie-
dener Aktivatoren und Hemmstoffe charakterisiert.

Flur die Co-Expression aller drei Gene wurden Doppeltransformanten hergestellt, die
zum einen den Vektor pET45b(+)_TDC_C-His und zum anderen den Vektor
pCDFDuet1_SGD_STR enthielten. Der Erfolg der Expression wurde iiber SDS-PAGE, die
Funktionalitat der gebildeten Enzyme tber in vivo Enzymassays mit Tryptophan und
Secologanin als Substrate und anschliefendem Nachweis der Edukte bzw. Produkte
tiber HPLC bzw. LC-MS iiberpriift. Als kostengiinstigere Alternative wurden auch En-
zymassays durchgefiihrt, bei denen anstelle des reinen Secologanin ein Methanol-Ex-
trakt von Symphoricarpos albus Beeren verwendet wurde.

Zusatzlich zu den in vivo Klonierungs- und Expressionsarbeiten wurde ein saulenba-
siertes System zur in vitro Produktion von Strictosidin mittels rekombinanter STR
etabliert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen ersten Beitrag zur heterologen Produktion
pharmazeutisch wichtiger Monoterpenindolalkaloide in einem E. coli System.



Abstract

Strictosidine is the central precursor of various medically important monoterpene in-
dole alkaloids. Some of these alkaloids are extracted in very low amounts from planta-
tion grown plants. To meet the increasing market demands, the production of these
alkaloids in a heterologous system could be an alternative to their synthesis/produc-
tion in plants.

In this study, a system for co-expression of three key genes of the monoterpene indole
alkaloid biosynthesis from Catharanthus roseus was developed, which allows the sim-
ultaneous functional expression of tryptophan decarboxylase (TDC), strictosidine syn-
thase (STR) and strictosidine glucosidase (SGD) in Escherichia coli.

To achieve this, two different expression systems were originally tested, the eukaryotic
yeast Pichia pastoris and the prokaryotic bacterium Escherichia coli. For both systems,
vectors for single gene expression were constructed and tested for functionality in the
respective host. The genes of STR and SGD where codon optimized for expression in
E. coli. For the STR, which often forms insoluble inclusion bodies when expressed in
E. coli, the influence of different vectors (copy number) and tag sequences on soluble
expression was tested. The activity of the different vector constructs was then com-
pared by in vivo enzyme assays and subsequent HPLC detection of the enzymatic prod-
uct strictosidine.

Despite of various optimization efforts, no TDC expression could be detected in the
P. pastoris system, and while the STR was functionally expressed in this system, its pu-
rification from the expression media was not successful. The E. coli system, on the other
hand, allowed the soluble, functional expression and purification of all three
Catharanthus enzymes. Therefore, all following experiments were conducted using the
E. coli system. The purified enzymes were characterized regarding pH- and tempera-
ture optima, the kinetic parameters Km and Vmax and the susceptibility to known en-
zyme activators and inhibitors.

For co-expression of all three Catharanthus genes E. coli harboring both, the vector
pET45b(+)_TDC_C-His and pCDFDuet1_SGD_STR were created. Expression and func-
tionality of the enzymes was analyzed using SDS-PAGE and in vivo enzyme assays, re-
spectively. For the in vivo assays tryptophan and secologanin were used as substrates
and enzymatic activity was proven by HPLC and LC-MS detection of the enzymatic
products. Additionally a more cost-effective enzyme assay using a methanol extract of
secologanin containing Symphoricarpos albus berries instead of pure secologanin was
tested.

Beside the in vivo cloning and expression work, a column-based system for in vitro pro-
duction of strictosidine was established using purified, recombinant STR.

The results of this work present a first step to the heterologous production of stric-
tosidine-derived medically important alkaloids in an E. coli system.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Sekundirstoffe /Sekundarmetaboliten SM

Pflanzen produzieren eine grofie Anzahl an strukturell sehr vielfaltigen niedermoleku-
laren Naturstoffen. Da diese Substanzen meist keine Rolle im Primarstoffwechsel der
Pflanzen spielen, werden sie auch als Sekundarstoffe oder Sekunddarmetabolite (SM)
bezeichnet (Wink, 2016d). Lange Zeit hielt sich die Ansicht, dass es sich hierbei ledig-
lich um funktionslose Abfallprodukte handelt, die spontan oder durch unspezifische
Enzyme gebildet werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass diese Stoffe von grofier
Bedeutung fiir das Uberleben der Pflanzen sind, die sie produzieren und dass ihre Bio-
synthese streng reguliert und durch hoch spezifische Enzyme katalysiert wird
(Hartmann, 2007). Im Laufe der Evolution der Pflanzen wurden SM anscheinend vor-
wiegend als Abwehrstoffe gegen Herbivore oder den Befall mit Bakterien, Pilzen oder
Viren entwickelt, aber auch gegen andere Pflanzen, mit denen um Licht, Wasser und
Nahrstoffe konkurriert werden musste. Dariiber hinaus werden einige SM als Signal-
stoffe zum Anlocken von Tieren, als Antioxidantien oder zum UV-Schutz der Pflanze
produziert (Wink, 2016c). Die verschiedenen Funktionen von Sekundarstoffen sind in
Abbildung 1 zusammengefasst.

Funktionen UV-Schutz
/ \_f N-Speicher
Abwehr Anlockung

/N |

Konkurrierende Tiere:
Pflanzen e Samenverbreitung
e Pollenverbreitung

e Bakterien
e Viren
e Pilze

Herbivore:
o Insekten
e Mollusken
e Vertebraten

Abbildung 1: Darstellung der verschiedenen Funktionen von Sekundarstoffen in der Pflanze
(modifiziert nach Wink, 2010b).

Die biochemischen und physiologischen Eigenschaften unterschiedlicher SM korrelie-
ren stark mit ihrer Funktion in der Pflanze. Viele SM, die als Abwehrstoffe produziert
werden, interagieren z. B. mit zellularen Zielstrukturen von Herbivoren oder Pathoge-
nen, wie Proteinen, Biomembranen und/oder DNA und RNA (Wink, 2015).

Sekundarstoffe konnen grob in zwei grof3e Gruppen unterteilt werden, die stickstoff-
haltigen und die stickstofffreien SM (Tabelle 1). Zur Gruppe der stickstoffhaltigen SM
zdhlen unter anderem die Alkaloide, die nicht-proteinogenen Aminosduren, die
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Cyanglucoside und die Lektine. In dieser Gruppe bilden die Alkaloide mit mehr als
27000 bekannten Strukturen die grofdte Klasse. In der Gruppe der strickstofffreien SM,
zu der die Terpene, die Polyphenole und die Kohlenhydrate gezahlt werden, stellen die
Terpene die grofdte Klasse (Wink, 2015).

Tabelle 1: Darstellung der Hauptklassen pflanzlicher SM (modifiziert nach Wink, 2015).

Sekundirstoffe Anzahl
Mit Stickstoff

Alkaloide 27000
Nicht-proteinogene Aminosauren 700
Cyanglucoside 60
Glucosinolate 150
Amine 100
Lektine, Peptide, AMPs 2000
Ohne Stickstoff

Terpene

Monoterpene (und Iridoidglucoside) 3000
Sesquiterpene 5000
Diterpene 2500
Triterpene, Steroide, Saponine (und Herzglycoside) 5000
Tetraterpene 500
Phenole

Flavonoide, Anthocyane, Tannine 4000
Phenylpropanoide, Cumarine, Lignane 2000
Polyketide (Anthrachinone) 800
Andere

Polyacetylene 1500
Kohlenhydrate, organische Sauren 600

Besonders in der Gruppe der Alkaloide findet man viele wichtige Arzneistoffe, wie z. B.
das aus Papaver somniferum gewonnene Schmerzmittel Morphin oder die aus Camp-
totheca acuminata (Camptothecin) oder Catharanthus roseus (Vinblastin und Vincris-
tin) isolierten Chemotherapeutika (Wink, 2016b).

1.2 Vinca-Alkaloide aus Catharanthus roseus (L.) G. DON

Ein Grofdteil der strukturell sehr diversen Alkaloide wird aus Aminosadurevorlaufern
gebildet. Zum Beispiel werden die Pyrrolizidin- und Tropanalkaloide aus Ornithin syn-
thetisiert, Isochinolinalkaloide aus Tyrosin und Indolalkaloide aus Tryptophan (Wink,
2010a). Zusatzlich konnen Teile des Grundgertists von anderen Biosynthesewegen ab-
stammen, wie zum Beispiel bei den Terpenindolalkaloiden vom Terpenoidweg (Wink,
2016a).
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Die Chemotherapeutika Vinblastin und Vincristin sowie die von Vinblastin abstam-
menden semi-synthetischen Stoffe Vindesin und Vinorelbin zdhlen zu den dimeren In-
dolalkaloiden. Sie wirken als Spindelgifte, indem sie an Tubulin binden und die Poly-
merisation der Mikrotubuli inhibieren. Sie verhindern dadurch die Ausbildung des
Spindelapparats wahrend der Zellteilung und fithren zur Apoptoseinduktion (Sertel et
al,, 2011, van Wyk und Wink, 2015). Trotz ihrer starken strukturellen Ahnlichkeit zei-
gen sie abweichende Wirkungen gegeniiber unterschiedlichen Krebsarten. Vincristin
zum Beispiel ist effektiver bei der Behandlung von non-Hodgkin’s Lymphomen, Ho-
dgkin’s Lymphomen und soliden Tumoren bei Kindern, wohingegen Vinblastin neben
der Behandlung von non-Hodgkin’s Lymphomen auch bei Hoden- und Brustkrebs ein-
gesetzt wird. Vinorelbin wiederum zeigt eine bessere Wirkung bei Brust- und Lungen-
krebs (Hait et al,, 2007).

Die einzige Quelle dieser wichtigen Chemotherapeutika ist die Pflanze Catharanthus
roseus (L.) G.DON (Apocynaceae) auch bekannt als Madagaskar-Immergriin oder frither
als Vinca rosea. Die urspriinglich aus Madagaskar stammende, mehrjahrige Pflanze mit
glanzenden dunkelgriinen Blattern und rosafarbenen oder weif3en Bliiten ist Namens-
geber der auch als Vinca-Alkaloide bezeichneten Substanzen (van Wyk und Wink,
2015). In C. roseus finden sich nahezu 200 verschiedene Alkaloide, von denen die meis-
ten zur Gruppe der Monoterpenindolalkaloide (MIAs) gehoren (De Luca et al., 2014).
Bisher ist keine andere Pflanze bekannt, die ein so breites Spektrum an Alkaloiden pro-
duzieren kann (Blasko und Cordell, 1990). Neben Vinblastin und Vincristin findet man
auch das als Antihypertensivum genutzte Ajmalicin und das als Beruhigungsmittel ver-
wendete Serpentin, sowie Vindolin und Catharanthin, die blutzuckersenkende Wir-
kung zeigen (Pan et al., 2016, van Wyk und Wink, 2015, Wink, 2010b). In der traditio-
nellen Medizin wurden Wurzeln und Blatter von C. roseus zur Behandlung von Diabetes
und Rheuma verwendet. Heute nutzt man hauptsachlich die aus den oberirdischen
Pflanzenteilen extrahierten Reinalkaloide zur Behandlung von verschiedenen Krebs-
erkrankungen (van Wyk und Wink, 2015).

Da die Ausbeute an Reinalkaloiden durch das geringe Vorkommen in der Pflanze, sowie
die aufwendige Extraktion und Reinigung sehr gering ist, wird deren Marktpreis sehr
hoch gehandelt. Nur 0,01 % und 0,003 % Vinblastin bzw. Vincristin kénnen aus einem
Gramm trockenem Blattmaterial gewonnen werden, wobei die Ausbeute stark von den
herrschenden Wachstumsbedingungen abhangt (Glenn et al,, 2013). Aus diesem Grund
wird seit langem nach alternativen Methoden zur wirtschaftlichen/industriellen Pro-
duktion dieser Alkaloide gesucht.

Die komplexe Struktur von Vincristin und Vinblastin macht ihre chemische Synthese
sehr aufwendig und kostenintensiv, wodurch sie keine Alternative zur Isolation aus der
Pflanze bietet. Der Versuch der Produktionssteigerung in der Pflanze selbst durch In-
duktion der Expression beteiligter Biosynthesegene oder Fiitterung kostengiinstiger
Vorlaufersubstanzen (Facchini, 2001), sowie die in vitro Produktion in undifferenzier-
ten C. roseus Pflanzenzell- oder Wurzelhaarkulturen bot nicht den erhofften Erfolg. In
den in vitro Systemen konnten im besten Fall monomere Indolalkaloide wie Ajmalicin



Einleitung

detektiert werden. Jedoch keine bzw. sehr geringe Mengen an dimeren Indolalkaloiden
(Wink et al., 2005). Es zeigte sich, dass undifferenzierte Zellkulturen nicht zur Bildung
von Vindolin im Stande waren, einem der beiden monomeren Vorldufer von Vinblastin
und Vincristin (Pan et al., 2016). Bisher ist es noch nicht gelungen ein erfolgreiches in
vitro Produktionssystem fiir Vinblastin und Vincristin in Pflanzenzellkulturen zu etab-
lieren (van Wyk und Wink, 2015).

Um eine Erhéhung der Produktion, sei es in der Pflanze selbst oder, wie dies schon bei
anderen Sekundarstoffen der Fall ist, in rekombinanten Mikroorganismen zu errei-
chen, ist die vollstandige Aufklarung des Biosynthesewegs hin zu den dimeren Indolal-
kaloiden Vinblastin und Vincristin noétig. Erste Schritte in diese Richtung wurden be-
reits unternommen, werden jedoch aufgrund des komplexen Synthesewegs der MIAs
in C. roseus erschwert, dessen Enzyme in verschiedenen Zelltypen und subzelluldaren
Kompartimenten lokalisiert sind (Courdavault et al., Miettinen et al., 2014). Insgesamt
sind mindestens vier verschiedene Zelltypen und fiinf unterschiedliche subzelluldre
Kompartimente beteiligt (Pan et al., 2016). Die gesamte MIA-Synthese umfasst mehr
als 50 Biosyntheseereignisse, ausgefiihrt von verschiedenen Enzymen, Regulatoren
und Transportern (Zhu et al. 2014).

In den letzten Jahren haben sich durch die Entwicklung von Next-Generation-Sequen-
cing-Methoden neue Moglichkeiten der Aufklarung von pflanzlichen Biosynthesewe-
gen eroffnet. Der Vergleich von, unter unterschiedlichen Bedingungen gewonnenen
Transkriptom-, Proteom- und Metabolomdaten, erméglichte die Entdeckung von Kan-
didatengenen und die Analyse der zugehorigen Enzyme (Diamond und Desgagne-
Penix, 2016, Miettinen et al., 2014). Eine weitere Methode, die die Entdeckung und Cha-
rakterisierung neuer Gene erleichtert, ist das Virus induzierte Gen Silencing (VIGS), bei
der ausgewadhlte Gene in der Pflanze ausgeschaltet werden, um tliber die Analyse der
gebildeten Intermediate, einen Riickschluss auf die Genfunktion zu ziehen (Liscombe
und O'Connor, 2011, Qu et al., 2015).

Bis heute konnten bereits 30 Biosynthese- und einige regulatorische Gene der MIA-
Biosynthese identifiziert und kloniert werden; aber einige Abschnitte des Biosynthe-
sewegs sind noch immer nicht vollstandig aufgeklart (Pan et al.,, 2016).

1.3 Strictosidin als zentraler Vorlaufer der MIA-Biosynthese in C. roseus

Ein zentraler Punkt in der MIA-Biosynthese ist die Bildung von 3a(S)-Strictosidin
durch die Verkniipfung des Indols Tryptamin mit dem Glykoiridoid Secologanin. Diese
stereospezifische Kondensationsreaktion, wird durch die in der Vakuole, einem eher
uniiblichen Ort fir die Biosynthese von SM, lokalisierte Strictosidinsynthase (STR: EC
4.3.3.2.) katalysiert. Die anschlief3ende Deglucosylierung des Strictosidins durch die
Strictosidin-f-D-glucosidase (SGD: EC 3.2.1.105), findet, nach neusten Erkenntnissen
im Zellkern statt und fiihrt zur Bildung eines instabilen, reaktiven Strictosidin-Agly-
cons (Facchini und De Luca, 2008, Stavrinides et al., 2015).
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Es wird angenommen, dass die SGD zusatzlich zu ihrer Rolle in der MIA-Biosynthese,
auch Teil eines biochemischen Schutzmechanismus’ der Pflanze ist. Unter ,normalen“
Bedingungen, werden aus dem Aglycon eine Reihe wichtiger Alkaloide aus der Gruppe
der Monoterpenindolalkaloide gebildet. Wird die Pflanze jedoch beschadigt, kommt es
zum Transport des gesamten Strictosidins zum Kern, wo eine Massendeglucosylierung
stattfindet. Das gebildete reaktive Aglycon, dem antimikrobielle Aktivitdt nachgewie-
sen wurde, scheint dazu in der Lage zu sein, Proteine quer zu vernetzen und als Ab-
wehrstoff zu dienen (Glenn et al., 2013, Guirimand et al., 2010).

Das fiir die Synthese von Strictosidin benoétigte Tryptamin entsteht durch eine einzige
enzymatische Reaktion: Die Decarboxylierung der im Shikimat-Weg gebildeten Ami-
nosaure L-Tryptophan (Abbildung 2). Katalysiert wird diese Reaktion durch die im Cy-
tosol lokalisierte Tryptophandecarboxylase (TDC: EC 4.1.1.28) (Facchini und De Luca,
2008).

Im Gegensatz dazu benétigt die Bildung des Secologanin, dessen Biosynthese erst vor
kurzem vollstiandig aufgeklart wurde, eine Reihe von Reaktionsschritten (Duge de
Bernonville et al,, 2015, Miettinen et al., 2014). Insgesamt werden zehn Enzyme beno-
tigt um aus den aus dem MEP-Weg stammenden Isoprenvorlaufern Isopentenyldiphos-
phat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) Secologanin herzustellen. Die ersten
acht enzymatischen Schritte bis hin zur Loganinsdure finden in unterschiedlichen
Kompartimenten der spezialisierten Zellen des internen Phloem-assoziierten Pa-
renchyms (IPAP) statt (Qu et al., 2015).

Zunachst wird ein Molekiil [PP mit einem Molekiil DMAPP zu Geranyldiphosphat kon-
densiert. Diese, durch die in den Plastiden lokalisierte Geranyldiphosphatsynthase
(GPPS) katalysierte Reaktion ist ein Schliisselschritt hin zur Biosynthese der Monoter-
peneinheit der MIAs. Das entstandene Geranyldiphosphat wird durch die im Stroma
der Plastiden lokalisierte Geraniolsynthase (GS) zu Geraniol umgewandelt, welches
wiederum durch die im ER lokalisierte 8-Hydroxylase (G80 oder CYP76B6) zu 8-Hyd-
roxygeraniol hydroxyliert wird. Die G80 ist abhdngig von einer Cytochrom P450 Re-
duktase (CPR), die Elektronen von NADPH auf G8O iibertragt. Das entstandene 8-Hyd-
roxygeraniol wird weiter oxidiert zu 8-Oxogeranial, durch die im Cytosol lokalisierte
8-HGO. Das 8-Oxogeranial wird dann durch die ebenfalls im Cytosol lokalisierte
Iridoidsynthase (IS) zu Iridodial umgewandelt, welches im ER zu 7-Deoxyloganetin-
sdure weiter oxidiert wird durch die Iridoidoxidase (10).

Im nachsten Schritt wird, durch die sowohl im Cytosol als auch im Kern lokalisierte 7-
Deoxyloganetinsaureglucosyltransferase (7DLGT) 7-Deoxyloganinsdure produziert,
die im ER zu Loganinsdure hydroxyliert wird (7-Deoxyloganinsdure-7-hydroxylase
(7DLH) oder CYP72A224). Loganinsdure wird von den IPAP Zellen in die Zellen der
Epidermis transportiert, wo es durch die im Cytosol lokalisierte Loganinsdure-0-me-
thyltransferase (LAMT) zu Loganin umgewandelt wird. Aus Loganin entsteht schlief3-
lich, durch die im ER der Epidermiszellen lokalisierte Secologaninsynthase (SLS oder
CYP72A1), Secologanin (Miettinen et al., 2014, Pan et al,, 2016, Zhu et al., 2014b).
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Auch die weiteren Schritte vom Strictosidin-Aglycon hin zu den jeweiligen Alkaloiden
bendtigt meist eine Vielzahl an Reaktionsschritten, deren Aufklarung durch den kom-
plexen Syntheseweg der MIAs mit seiner starken Kompartimentierung erschwert wird.
Das Strictosidin-Aglycon kann in mehreren isomeren Formen vorliegen, wobei es sich
bei Cathenamin wohl um die dominante Form handelt (Gerasimenko et al., 2002,
Stockigt und Zenk, 1977). Ausgehend von Cathenamin kommt es zur Bildung unter-
schiedlicher monomerer MIAs, wie z. B. Ajmalicin, Vindolin, Tabersonin und Catharan-
thin. Ajmalicin entsteht durch Reduktion von Cathenamin durch die Cathenaminreduk-
tase (CR). Catharanthin, Vindolin und Tabersonin hingegen werden durch reversible
Umwandlung zu 4,21-Dehydrogeissoschizin und Bildung von Stemmadenin syntheti-
siert (Pan etal., 2016). Das Enzym, das Cathenamin zu Tetrahydroalstonin umwandelt,
wurde erst vor kurzem identifiziert und kloniert. Die Tetrahydroalstoninsynthase
(THAS) (Stavrinides et al., 2015). Bisher konnten keine Enzyme oder Gene identifiziert
werden, die an der Biosynthese von Catharanthin beteiligt sind (El-Sayed und
Verpoorte, 2007) und auch der Weg hin zu Tabersonin ist bisher nicht bekannt. Der
sieben Enzyme umfassende Biosyntheseweg vom Tabersonin hin zum Vindolin hinge-
gen wurde vor kurzem aufgeklart (Besseau et al., 2013, Qu et al., 2015).

Tabersonin wird zundchst durch die Tabersonin-16-hydroxylase (T16H), einem Cy-
tochrom P450, zu 16-Hydroxytabersonin umgewandelt (Abbildung 4). 16-Hydro-
xytabersonin wird anschlief3end durch die 16-Hydroxytabersonin-16-0-methyltrans-
ferase (160MT) zu 16-Methoxytabersonin methyliert und durch die Tabersonin-3-
oxygenase (T30) und Tabersonin-3-reduktase (T3R), zu 3-Hydroxy-16-methoxy-2,3-
dihydrotabersonin umgewandelt. Die 16-Methoxy-2,3-dihydrotabersonin-N-methyl-
transferase (NMT) katalysiert die Methylierung zu Desacetoxyvindolin, welches dann
zunachst durch die Desacetoxyvindolin-4-hydroxylase (D4H) hydroxyliert und an-
schliefRend durch die Deacetylvindolin-4-0-acetyltransferase (DAT) acetyliert wird um
Vindolin zu bilden (Duge de Bernonville et al., 2015, Qu et al., 2015).

Die dimeren Inolalkaloide Vinblastin und Vincristin entstehen schlief3lich durch die
Kopplung der monomeren MIAs Catharanthin und Vindolin durch eine in der Vakuole
lokalisierte Peroxidase (CrPrx1). Durch diese Kopplungsreaktion entsteht zundchst
Anhydrovinblastin, aus dem Vinblastin und schliefdlich Vincristin gebildet werden
kann (Costa et al., 2008, Verpoorte et al., 1997).

1.4 Strictosidin und sein Aglycon als Vorlaufer wichtiger Pharmazeutika

Strictosidin spielt nicht nur eine wichtige Rolle in der Biosynthese von Vinblastin und
Vincristin, sondern ist die Vorldufersubstanz von tiber 2500 Indolalkaloiden (Szabo,
2008). Unter diesen aus Strictosidin gebildeten Alkaloiden findet man viele medizi-
nisch wertvolle Substanzen, wie z. B. das Antimalariamittel Chinin, den Topoisomerase
[- Hemmer Camptothecin, das Antiarrhythmikum Ajmalin, den Vasodilatator Vincamin
und das Antihypertensivum Ajmalicin (Abbildung 3) (Stockigt et al.,, 2011).
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Abbildung 3: Darstellung einiger aus Strictosidin bzw. seiner deglucosylierten Form gebildeter
Arzneistoffe. Modifiziert nach (Stockigt et al,, 2011).

Vincamin (Monoterpenindolalkaloid) wurde in den 50er Jahren aus den Blattern von
Vinca minor (Apocynaceae) isoliert (Schlittler und Furlenmeier, 1953). Das Reinalka-
loid und sein Derivat Vinpocetin bewirken eine Erhohung der Durchblutung und des
Metabolismus des Gehirns (Wink, 2010b). Die Wirkung wird zum einen auf die Inhi-
bierung von spannungsgesteuerten Natriumkanalen zurtickgefiihrt, zum anderen auf
die antioxidativen Eigenschaften (Ma et al., 2016, Vas und Gulyas, 2005).

Ajmalin (Monoterpenindolalkaloid) wurde zum ersten Mal 1931 von Salimuzzaman
Siddiqui und Rafar Hussein Siddiqui aus den Wurzeln von Rauwolfia serpentina isoliert
(Sneader, 2005). Ajmalin wirkt am Herzen als Natriumkanalblocker und wird als Anti-
arrhythmikum der Klasse 1 bei Herzrhythmusstorungen eingesetzt (Hansel und Sti-
cher, 2010). Dartiber hinaus wird es zur Diagnose des Brugada Syndroms, einer ange-
borenen Herzerkrankung verwendet, die die lonenkanadle betrifft und zu plétzlichem
Herzstillstand fithren kann (Arnalsteen-Dassonvalle et al.,, 2010).

Ajmalicin/Raubasin (Monoterpenindolalkaloid) wurde 1931 ebenfalls von Salimuz-
zaman Siddiqui aus den Wurzeln von Rauwolfia serpentina isoliert, wo es als Nebenal-
kaloid vorkommt (Kroneberg, 1958). Heute wird es meist aus den Wurzeln von C. ro-
seus extrahiert oder durch Partialsynthese aus Serpentin hergestellt. Ajmalicin zeigt
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blutdrucksenkende und gefafserweiternde Eigenschaften und wird daher vor allem bei
der Behandlung von zerebralen und peripheren Durchblutungsstérungen eingesetzt
(Hansel und Holzl, 1996). Dartiber hinaus wird eine Kombinationstherapie von Rauba-
sin und Almitrin bei der Behandlung von Demenzpatienten untersucht (Yang et al,,
2011).

Chinin (Chinolinalkaloid) wurde 1820 zum ersten Mal von Pierre Joseph Pelletier und
Joseph Bienaimé Caventou in nahezu reiner Form aus der Rinde von Chinchona-Bau-
men isoliert (Achan et al,, 2011). Chinin war das Mittel der Wahl zur Behandlung von
Malaria bis es in den 1920er Jahren durch das Aufkommen besser wirksamer, synthe-
tischer Mittel ersetzt wurde. Auf Grund zunehmender Resistenzentwicklungen wird
Chinin heute von der WHO als Wirkstoff der zweiten Wahl bei der Behandlung unkom-
plizierter Malaria in Kombinationstherapie mit Doxycyclin, Tetracyclin oder
Clindamycin empfohlen, sollte die erste Therapie (meist Artemisinin-basierte Kombi-
nationstherapie) nicht anschlagen (Achan et al.,, 2011, Paddon und Keasling, 2014).

Camptothecin (Chinolinalkaloid) wurde 1966 aus der Rinde von Camptotheca acumi-
nata (Cornaceae) isoliert (Wall et al,, 1966). Es zeigt zytostatische und antitumor Akti-
vitat, die auf der Hemmung der DNA-Topoisomerase I beruht und der daraus resultie-
renden Storung der Replikation und Transkription von Tumorzellen (van Wyk und
Wink, 2015). Auf Grund der starken Nebenwirkungen von Camptothecin wurden teil-
synthetische Derivate wie Topotecan und Irinotecan entwickelt, die heute zur Behand-
lung von Darm-, Lungen- und Eierstockkrebs verwendet werden (Cui et al., 2015, Wang
etal, 2014).

1.5 Biotechnologische Herstellung von Sekundarstoffen

Die biotechnologische Herstellung von seltenen, medizinisch wichtigen SM wie z. B. des
Antimalariamittels Artemisinin, der Chemotherapeutika Vinblastin und Vincristin oder
des Schmerzmittels Morphin, steht seit Jahrzehnten im Fokus vieler Forschungsgrup-
pen. Um diese Stoffe in Mikroorganismen herstellen zu kénnen, miissen jedoch zu-
nachst die jeweiligen Biosynthesewege mit den verantwortlichen Genen und Enzymen
aufgeklart werden. Hierbei handelt es sich haufig um einen jahrzehntelangen Prozess
(Schafer und Wink, 2009).

Bei den MIAs wurde bereits 1979 eine STR aus dem léslichen Proteinextrakt einer
C. roseus Zellsuspensionskultur isoliert und charakterisiert. Das Enzym zeigte eine
Masse von 34 kDa und scheint fiir seine katalytische Aktivitit keinen Cofaktor zu be-
notigen (Treimer und Zenk, 1979). Einige Jahre spater folgte die Isolation einer weite-
ren STR (STR1) aus R. serpentina (Hampp und Zenk, 1988). Es stellte sich heraus, dass
die C. roseus STR im Gegensatz zu der STR1 aus R. serpentina, in der Pflanze in vier
verschiedenen Isoformen vorliegt, wohingegen die STR1 nur eine Proteinform bildet
(Pfitzner und Zenk, 1989). Die cDNA-Sequenz der STR1 wurde 1988 von Kutchan et al.
ermittelt und 1989 wurde die STR1 als erstes Enzym aus dem pflanzlichen Sekundar-
metabolismus funktionell in einem Mikroorganismus (E. coli) exprimiert (Kutchan,
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1989). 1990 folgte die cDNA-Sequenz der C. roseus STR (McKnight et al., 1990) und
1992 ihre funktionelle Expression und Reinigung in E. coli (Roessner et al., 1992).

Die TDC war das zweite Enzym, das aus C. roseus Zellsuspensionskulturen isoliert und
charakterisiert wurde. Das Enzym besteht aus zwei 54 kDa Untereinheiten, von denen
jede ein kovalent gebundenes Pyrrolochinolinchinon und ein Pyridoxalphosphat als
Cofaktor tragt (Noe et al., 1984, Pennings et al., 1989). Auch die TDC konnte funktionell
in E. coli exprimiert werden (De Luca et al., 1989) und wurde 2011 von Park et al. ver-
wendet, um durch duale Expression zusammen mit einer Tryptamin 5-Hydroxylase
(T5H) aus Reis Serotonin in E. coli zu produzieren (Park et al.,, 2011).

Ein weiteres zentrales Enzym aus der Biosynthese der MIAs, die SGD, wurde 1998 aus
C. roseus Zellsuspensionskulturen isoliert und charakterisiert. Das Enzym bildet Aggre-
gate, die aus vier, acht oder zwolf Untereinheiten von 63 kDa bestehen. Alle diese Ag-
gregate sind enzymatisch aktiv (Luijendijk et al., 1998). Die Ermittlung der cDNA-Se-
quenz der SGD und deren heterologe Expression in S. cerevisiae folgte (Geerlings et al.,
2000).

Nur ein Jahr nach der erfolgreichen Einzelexpression der SGD in S. cerevisiae gelang
Geerlings et al. die Produktion von Strictosidin und Cathenamin durch duale Expres-
sion der SGD zusammen mit der STR (Geerlings et al.,, 2001). Durch Fiitterung von
Tryptamin und Secologanin konnten 3 g/L Strictosidin in 3 Tagen produziert werden.
Ein Problem dieses Systems lag jedoch darin, dass die STR hauptsachlich ins Medium
sekretiert wurde, wohingegen die SGD in der Zelle vorlag. Zur Bildung von Cathenamin
war es daher notig, die Zellen aufzuschliefen damit das gebildete Strictosidin in die
Zelle gelangen konnte.

In den folgenden Jahren wurden viele Fortschritte bei der Aufklarung der MIA-Biosyn-
these und vieler anderer pflanzlicher SM-Biosynthesewege gemacht. Mehrere Arbeits-
gruppen berichteten tliber die erfolgreiche partielle oder vollstindige Rekonstruktion
von SM-Biosynthesewegen in Mikroorganismen.
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Bei den MIAs wurde 2015 die erste Totalsynthese von Strictosidin in S. cerevisiae be-
richtet, mit Ausbeuten an Strictosidin von bis zu 0,5 mg/L (Brown et al., 2015). Der
bisher bekannte Biosyntheseweg der MIAs, sowie die heterolog in Mikroorganismen
exprimierten Teilabschnitte konnen Abbildung 4 entnommen werden.
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Abbildung 4: Biosyntheseweg der MIAs. Bereits heterolog in Mikroorganismen exprimierte Ab-
schnitte sind farbig unterlegt (aus Dziggel et al., 2016).

Auf dem Gebiet der Benzylisochinolinalkaloide (BIAs) (Abbildung 5), wurde 2008 zum
ersten Mal die Produktion von Alkaloiden in einem mikrobiellen System berichtet: Die
Produktion von (S)-Reticulin und weiteren einfachen Alkaloiden (Magnoflorin, Scoule-
rin) aus Dopamin. Als Produktionssystem fiir (S)-Reticulin diente E. coli wohingegen
fiir die Herstellung von Magnoflorin und Scoulerin Mischkulturen aus den (S)-Reticulin
produzierenden E. coli und rekombinanten S. cerevisiae verwendet wurden, die die ent-
sprechenden Enzyme, wie z. B. das Berberine Bridge Enzyme (BBE) fiir die Scoulerin
Synthese, exprimierten (Minami et al., 2008).
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Abbildung 5: Biosyntheseweg der BIAs. Bereits heterolog in Mikroorganismen exprimierte Ab-
schnitte sind farbig unterlegt (aus Dziggel et al., 2016).

Im selben Jahr gelang auch die Synthese von (S)-Scoulerin, (S)-Tetrahydrocolumbamin
und (S)-Tetrahydroberberin aus (S)-Reticulin in S. cerevisiae (Hawkins und Smolke,
2008). Dariiber hinaus wurde die Produktion von Sanguinarin (Trenchard und Smolke,
2015) und Noscapin (Li und Smolke, 2016), nach Fiitterung von (R/S)-Norlaudanoso-
lin, in einem Hefesystem erreicht. Die vollstandige Aufklarung der Morphin-Biosyn-
these ermoglichte 2015 die ersten Totalsynthesen von Opiaten aus einfachen Kohlen-
stoffquellen. Die Synthese von Thebain und Hydrocodon wurde zuerst in einem
S. cerevisiae System (Galanie et al., 2015) berichtet und kurz darauf auch in einem E.
coli System, wobei das E. coli System mit Ausbeuten von etwa 2,1 mg/L Thebain eine
etwa 300-fache Steigerung zum Hefesystem zeigte (Nakagawa et al., 2016). Abbildung
5 gibt einen Uberblick iiber den Biosyntheseweg der BIAs und zeigt die Abschnitte auf,
die bereits erfolgreich in Mikroorganismen tiberfiihrt werden konnten.
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Neben den Alkaloiden wurden auch auf dem Gebiet der Terpene und der Phenylpro-
panoide grofde Fortschritte gemacht. Abbildung 6 zeigt den vermuteten Biosynthese-
weg der Terpene Artemisinin und Paclitaxel. Die bereits heterolog in Mikroorganismen
exprimierten Abschnitte der Biosynthese sind farbig unterlegt.
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Abbildung 6: Biosyntheseweg der Terpene Paclitaxel und Artemisinin. Bereits heterolog in Mikro-
organismen exprimierte Abschnitte sind farbig unterlegt (aus Dziggel et al., 2016).

Auf dem Gebiet der Terpene wurde die Totalsynthese von Artemisininsdure, dem Vor-
laufer des Antimalariamittels Artemisinin, in Mengen von 25 g/L in S. cerevisiae publi-
ziert, sowie eine neue chemische Methode zur Umwandlung der gebildeten Artemi-
sininsdure zu Artemisinin (Paddon et al., 2013). Dartiber hinaus wird an der heterolo-
gen Produktion des Antikrebsmittels Paclitaxel (Taxol®) gearbeitet. Hier ist es gelun-
gen, frithe Abschnitte der Biosynthese in mikrobielle Systeme zu liberfiihren, wodurch
die Produktion der Paclitaxel-Vorlaufer Taxadien und Taxadien-5a-ol in S. cerevisiae
und E. coli ermdglicht wurde. Wie schon bei der Totalsynthese von Opiaten zeigte auch
hier das E. coli System eine deutlich hohere Ausbeute als das Hefesystem (1 g/L Taxa-
dien und 58 mg/L Taxadien-5a-ol im Gegensatz zu 1 mg/L Taxadien und 25 pg/L Ta-
xadien-5a-ol).
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Im Bereich der Phenylpropanoiden (Abbildung 7) wurde bereits 2003 die heterologe
Produktion des Flavonoids Naringenin und seines Downstream-Metabolits Pinocemb-
rin aus zugefiitterten Aminosaurevorlaufern in einem E. coli System verwirklicht.
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Abbildung 7: Biosyntheseweg verschiedener Phenylpropanoide. Bereits heterolog in Mikroorga-
nismen exprimierte Abschnitte sind farbig unterlegt (aus Dziggel et al., 2016).

Die Ausbeuten an Naringenin betrugen etwa 450 - 750 pg/L (Hwang et al., 2003). Seit-
her ist es gelungen, die Ausbeute an Naringenin deutlich zu steigern. Das momentan
beste System liefert eine Ausbeute von 421 mg/L Naringenin aus Glucose (Wu et al.,
2015). Dariiber hinaus ist es gelungen, weitere Downstream-Metabilite des Naringenin
heterolog in E. coli herzustellen, wie Eriodyctiol (5 mg/L) (Zhu et al.,, 2014a), Ka-
empferol 3-O-rhamnosid (57 mg/L) (Yang et al.,, 2014) oder Ponciretin (42,5 mg/L)
und Sakuranetin (401 mg/L) (Kim et al., 2013).

Neben den aus Naringenin gebildeten Flavonoiden ist es auch gelungen das Stilben
Resveratrol sowol in S. cerevisiae als auch in E. coli rekombinant herzustellen (Li et al.,
2015, Liu et al., 2016), sowie modifizierte Formen mit besserer Stabilitat und Biover-
fligbarkeit (Choi et al., 2014, Kang et al., 2014). Eine genauere Darstellung der Biosyn-
thesewege der besprochenen Phenylpropanoide kann Abbildung 7 entnommen wer-
den.
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1.6 Zielsetzung

Im Fokus dieser Arbeit steht die heterologe Produktion von Strictosidin und seinem
Aglycon, zweier zentraler Molekiile der Monoterpenindolalkaloide.

Zu diesem Zweck sollten drei Schliisselenzyme der MIA-Biosynthese aus Catharanthus
roseus, die Tryptophandecarboxylase, die Strictosidinsynthase und die Strictosidin-(3-
D-glucosidase, funktionell in einem Mikroorganismus (Pichia pastoris bzw. Escherichia
coli) co-exprimiert werden, so dass sie nach Fltterung mit den entsprechenden Subs-
traten die enzymatischen Produkte herstellen.

Zur Realisierung dieses Ziels wurden folgende Arbeiten durchgefiihrt:

¢ Klonierung der C. roseus Gene in P. pastoris und E. coli Expressionsvektoren
e Einzelexpression der rekombinanten Enzyme und Expressionsoptimierung
e Reinigung liber Affinitdtschromatografie

e Charakterisierung der gereinigten Enzyme (pH, Temperatur, Km, Vmax)

e Co-Expression aller drei Gene in einem einzigen Mikroorganismus
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2 Material

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Lésungsmittel

Acetonitril Sigma-Aldrich
Acrylamid Mix: Bisacrylamid (30 : 1) Carl Roth

Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, D
Ameisensdure Th. Geyer GmbH und Co. KG
Ammoniumpersulfat (APS) GE Healthcare
Ammoniumsulfat AppliChem

Bacto Agar Becton, Dickinson

Bacto Trypton Becton, Dickinson

Bacto Hefeextrakt Becton, Dickinson
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Fulka Chemi

Coomassie Brilliant Blue R250/G250 Sigma bzw. Fulka Chemi
EDTA AppliChem

Essigsaure Merck

Ethanol 99 % und 96 % Zentralbereich Neuenheimer Feld
Ethidiumbromid Serva

Formaldehyd Riedel-de Haén
Glycerin Sigma-Aldrich

Glycin Sigma-Aldrich

HC1 232 % Fluka

HPLC-H;0 AppliChem

Imidazol AppliChem

Isopropanol Zentralbereich Neuenheimer Feld
IPTG AppliChem

K;HPO, trihydrat Merck

KH>PO4 Sigma-Aldrich

- Mercaptoethanol Carl Roth

Methanol ].T.Baker

Na;HPO, dihydrat Merck
NaH,PO4monohydrat Merck

NaCl Sigma-Aldrich

NaOH Sigma-Aldrich
Natriumcarbonat Riedel-de Haén
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck
Natriumthiosulfat J.T.Baker

Pepton Merck

Phosphorsaure = 85 % Sigma-Aldrich
Pyridoxal-5-phosphat Merck

Secologanin Sigma-Aldrich
Silbernitrat AppliChem

Sorbitol Th. Geyer GmbH und Co.
Tryptamin Sigma-Aldrich
L-Tryptophan Merck
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‘ Yeast Nitrogen Base ‘ Becton, Dickinson ‘

2.2 Enzyme, Marker und Antibiotika

Tabelle 3: Verwendete Enzyme, Marker und Antibiotika

Ampicillin Carl Roth

Spectinomycin AppliChem

Zeocin Invitrogen

A-Pstl-Marker: Herstellung in der AG Wink

A-DNA Thermo Fisher Scientific Inc.
Pstl New England Biolabs
Restriktionsendonukleasen und Puffer New England Biolabs

T4 DNA Ligase Promega

Taq DNA Polymerase Sigma-Aldrich

Antarctic Phosphatase New England Biolabs
Lysozym AppliChem

Spectra ™ Multicolor Broad Range Protein Ladder Thermo Fisher Scientific Inc.
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific Inc.
Unstained Protein Molecular Weight Marker Thermo Fisher Scientific Inc.
DNase Fermentas

2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins
MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die jeweiligen Sequenzen kon-
nen Tabelle 4 entnommen werden.

Tabelle 4: Verwendete Primer und ihre Sequenzen. Die Oligonukleotide sind nach ihrer Verwendung
in den beiden Wirtssystemen P. pastoris und E. coli geordnet aufgefiihrt.

Bezeichnung Sequenz

P. pastoris

STR_Xhol_Fw TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGATGGCAGTTTTCTTC

STR_Notl_His_Rev TATGCGGCCGCTCAGTGGTGATGATGGTGATGATTAATGACTAGCTGAG

TDC_Xhol_Fw2 GCACTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTATGGGCAGCATTGATTCAACA

TDC_Notl_Rev2 GACTGCGGCCGCGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGCTTCTTTGACAAATCATC

AOX1 Fw GACTGGTTCCAATTGACAAGC

AOX1 Rev GCAAATGGCATTCTGACATCC

E. coli

TDC_Notl_Fw TTAGCGGCCGCTATGGGCAGCATTGAT

TDC_Xhol_Rev TGTCTCGAGTCAAGCTTCTTTGAGCAA

TDC_Mut_Fw GCGTCATCCAAAACACCACTAG

TDC_Mut_Rev CGCCACCGGTACCTGAAAACATGAAAGATTTGGGGAG-
TTTAAGGATCTGAGCCAACCAATC

STR_Notl_Fw ATTGCGGCCGCTATGATGGCAGTTTTC

STR_Xhol_Rev TCGCTCGAGTCAATTAATGACTAGCTG

Mut_STR_pCDF_Fw ATCACCACTAAGCAGATCTCAATTGGA

Mut_STR_pCDF_Rev GATGGTGATGATTAATGACCAGCT

Mut_STR_N-His_Fw CATCACCACAGCCCGATCCTG
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Mut_STR_N-His_Rev ATGGTGATGCATGAGATCTGC

STR opti_Kpnl_Fw GATCGGTACCAGCCCGATCCTGAG

STR opti_Xhol_Rev GATCCTCGAGCCAATTGGATCTGC
pET32_STR_N-His_Fw ATGCATCACCATCATCACCACAGCCCGATC
pET32_STR_Rev AGAACCAGAACCGGCCAGGTTAGCGTC
pET_Fw TAATACGACTCACTATA

pET_Rev CCGCTGAGCAATAACTAG
pCDFDuetl_Fwl GGATCTCGACGCTCTCCCT
pCDFDuetl_Revl GATTATGCGGCCGTGTACAA
pCDFDuetl_Fw2 TTGTACACGGCCGCATAATC

2.4 Gene und Plasmidvektoren

In dieser Arbeit wurden Plasmide fiir die Expression in P. pastoris GS115 und KM71,
sowie fiir die Expression in E. coli BI121(DE3) verwendet (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verwendete Plasmidvektoren. *Catl= STR aus Catharanthus roseus

Vektor Herkunft

PCR-Template und Expression in P. pasto-

ris

pPIC9_Cat1* Bachelorarbeit Severin Uebbing (2009)
pPIC9_TDC Bachelorarbeit Daniel Kriiger (2011)
pPICZoA Invitrogen

Expression in E. coli

pET45b(+) Novagen

pET32¢c(+) Novagen

pCDFDuetl_SGD GenScript HK Limited
pCDFDuetl_SGD_STR GenScript HK Limited

Zur Expression in P. pastoris wurden die Plasmide pPIC9 und pPICZaA verwendet, die
den AOX1-Promotor besitzen. Dieser Promotor lasst sich iiber Methanol induzieren
und ermoglicht dadurch die kontrollierte Expression heterologer Gene. Zur Expression
in E. coli wurden Plasmide des pET- und pCDF-Typs verwendet, die den T7-Promotor
enthielten. In Kombination mit einem E. coli Stamm, der eine chromosomale Kopie des
T7-RNA-Polymerase-Gens unter Kontrolle des IPTG induzierbaren lacUV5-Promotors
besitzt, kann bei diesen Vektoren die Expression heterologer Gene tiber IPTG gesteuert
werden.

Die verwendeten Catharanthus-Gene der TDC, STR und SGD entstammten fritheren Ba-
chelorarbeiten (Tabelle 5) bzw. wurden fiir die Expression in E. coli Codon-optimiert
synthetisiert (GenScript HK Limited).

2.5 Bakterien- und Hefestimme

Bakterien: E. coli DH5a und E. coli BL21(DE3)

Hefen: P. pastoris GS115 und P. pastoris KM71
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2.6.1 Puffer und Medien fiir molekularbiologische Arbeiten

Tabelle 6: Fiir molekularbiologische Arbeiten verwendete Puffer und Medien.*Fir die Herstellung
von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren zusétzlich 2 % Agar zugefigt.

MM-Medium* Wasser autoklavieren und nach Abkiihlen auf
ca.60°C 1,34 % YNB, 4 x 10-5 9% Biotin, 0,5 %
Methanol, alle Losungen sterilfiltriert, zuge-
ben

MD-Medium* Wasser autoklavieren und nach Abkiihlen auf

ca. 60°C 1,34 % YNB, 4 x 10-5 % Biotin, 2 %
Dextrose, alle Losungen sterilfiltriert, zugeben

YPD-Medium*

1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton,
nach dem Autoklavieren 2 % sterile Dextrose
zugeben, Lagerung bei 4 °C

YPG-Medium*

1 % (w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Pepton,
nach dem Autoklavieren 1 % steriles Glycerin
zugeben, Lagerung bei 4 °C

LB-Medium* 1% (w/v) Trypton, 1 % (w/v) NaCl, 0,5 %
(w/v) Hefeextrakt, autoklavieren

10x PCR Puffer 15 mM MgCl;, 100 mM Tris, 500 mM KCl, 5 %
Triton X-100

Blaumarker 50 % Glycerin (v/v), 0,0025 g Bromphenol
Blau, 50 % Wasser (v/v)

Nukleotidmix 2,5 mM je dNTP

Agarosegellosung 0,6-1% (w/v)in TAE

0,00001 % Ethidiumbromid

2.6.2 Puffer und Losungen fiir proteinbiochemische Arbeiten

Tabelle 7: Fiir proteinbiochemische Arbeiten verwendete Puffer und Lésungen

Proteinreinigung:

1x LEW-Puffer: 50 mM NaH;P04, 300 mM NacCl
NaOH (pH 8)

1x Elutionspuffer: 50 mM NaH;P04, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol
NaOH (pH 8)

10x Tris-Glycin Laufpuffer: 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS

H-0

5x Bradford-Reagenz: Coomassie Brilliant Blue G250 0,05g
(100 ml) Ethanol (99,8 %ig) 24 ml
Phosphorsaure (85 %ig) 50 ml

26 ml
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SDS-PAGE:
Gellosungen: 12 % 5%
Trenngel Sammelgel

H,0 3,3 mL 3,40 mL
30 % Acrylamidmix (v/v) 4,0 mL 0,83 mL
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 2,5 mL
1,0 M Tris-HCl (pH 6,8) 0,63 mL
10 % SDS (v/v) 0,1 mL 0,05 mL
10 % APS (v/v) 0,1 mL 0,05 mL
TEMED 0,005 mL 0,005 mL

4x Lammli-Puffer: 1 M Tris (pH 6,8) 5 ml
10 % SDS (v/v) 20 ml
Bromphenolblau 0,5% (w/v)
Glycerin 10 ml
HzO 5ml
B-Mecaptoethanol 10 % (v/v)

0,25 % Coomassie Brilliant Blue R250, 10 % Essigsaure,
40 % Ethanol, 50 % H,0

Coomassie-Farbelosug:

Coomassie-Entfarbelosung: | 10 % Essigsdure, 20 % Ethanol, 70 % H-0

Losungen zur Losung A: 50 % Ethanol, 12 % Essigsaure, 1,85 % Formal-

Silberfarbung: dehyd
Losung B: 50 % Ethanol
Losung C: 0,1 g/L Natriumthiosulfat
Losung D: 1 g/L Silbernitrat
Losung E: 30 g/L Natriumcarbonat, 1,85 % Formaldehyd,
2%C
Losung F: 25 mM EDTA
Transferpuffer 25 mM Tris, 196 mM Glycin, 20 % Methanol
Enzymassays: pH- 1 M Puffer 1 1 M Puffer 2
Wert
0,1M 6 12,0 mL Nap;HPO, 88,0 mL NaH2PO4
Natriumphosphatpuffer 7 57,7 mL Na,HPO, 42,3 mL NaH;PO,
(1:10 mit H>0 verdiinnt) 8 93,2 mL Na;HPO, 06,8 mL NaH,PO,
0,1M 6 13,2 mL K;HPO4 86,8 mL KH,PO,
Kaliumphosphatpuffer 7 61,5 mL K;HPO, 38,5 mL KH;PO4
(1:10 mit Hz0 verdiinnt) 8 94,0 mL K;HPO, 06,0 mL KH;PO4
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pH-Wert 0,2 M Puffer 1 0,1 M Puffer 2
0,1M 3 20,6 mL Na,HPO, 79,4 mL Zitronensaure
Citratpuffer 4 38,6 mL Na;HPO, 61,4 mL Zitronensaure
5 51,5 mL Na;HPO, 48,5 mL Zitronensaure
6 63,2 mL Na;HPO, 36,8 mL Zitronensaure
7 82,4 mL Na,HPO, 17,6 mL Zitronensaure
pH-Wert 1 M Puffer 1 1 M Puffer 2
0,1M 9 10 mL Na,COs 90 mL NaHCO3
Carbonatpuffer 10 60 mL Na;COs3 40 mL NaHCO3
(1:10 mit H,0 verdiinnt) 11 90 mL Na.CO3 10 mL NaHCO3

2.7 Kits und Chromatographie-Siulen

Tabelle 8: Verwendete Kits und Saulen

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

Gene]ET Extraction and DNA Clean up Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

TransformAid™ Bacterial Transformation Kit

Thermo Fisher Scientific Inc.

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit New England BioLabs
PD-10 Desalting Columns GE Healthcare
Protino® Ni-TED/Ni-IDA 2000 Packed Columns Macharey-Nagel
Bio-Scale ™ Mini Profinity IMAC Cartriges (1mL) BioRad
S-Protein-Agarose (2 mL) Novagen

2.8 Gerate und Software

Tabelle 9: Verwendete Gerite und Software

Zentrifugen

Fresco17 Heraeus Centrifuge (Eppis) Thermo Fisher Scientific Inc.
Rotina 380R (Falcons) Hettich Lab Technology
Ultraschall

Omni Sonic Ruptor 4000 Omni International, Inc.

PCR-Maschienen

T Gradient Thermocycler

Biometra GmbH

Inkubatoren und Schiittelinkubatoren

Thermoshaker bioSan TS-100 Peqlab
Incubator Shaker G25 New Brunswick Scientific Co. Inc.
HettCube 400R Hettich Lab Technology

Wasserbiader und Autoklaven

Buchi Heating Bath B-490

Bichi Labortechnik

Certoclav Tisch Autoklav

Certoclav Sterilizer GmbH

pH-Meter und Photometer

MP120 Basic Portable pH/mV/°C Meter

Mettler-Toledo International Inc.

WPA Biowave Il Spectrophotometer

Biochrom Ltd.




HPLC und LC-MS

YL9100 HPLC System: Vacuum Degasser,
Quaternary Pump, PDA Detector

YL Instrument Co.

Marathon Autosampler

Spark Holland

Finnigan Surveyor HPLC System:
MS Pumpe+, Autosampler und PDA-Detek-
tor+

Thermo Fisher Scientific Inc.

Finnigan LCQ-Duo lon Trap Massenspektro-
meter mit APCI Quelle

Thermo Quest

AKTA start GE Healthcare life Sciences
Gelelektrophorese

Microcomputer Electrophoresis Power Sup- | CONSORT nv

ply

Electrophoresis Power Supply EV243 Peqglab
Agarose-Gelelektrophoresekammern Werkstatt Uni Heidelberg
PerfectBlue™ Doppel-Gelsystem TwinS VWR/Peglab

BioDoc-It™ Imaging System

Ultra-Violet Products Ltd.

Westernblot

Sartoblot®II Sartorius
Desatronic 500/100 Powersupply Desaga
ChemiDoc XRS+ BioRad

Software

Clone Manager

Scientific & Educational Software

Chromas

Technelysium Pty Ltd.

YL-Clarity Software

YL Instrument Co.

XcaliburTM2.0.7 Software

Thermo Fisher Scientific Inc.

SigmaPlot

Systat Software GmbH
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3 Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

Zur Herstellung von Vektorkonstrukten fiir die spatere Expression der TDC, STR und
SGD in P. pastoris GS115 und KM71 bzw. E. coli BI21(DE3) wurden verschiedene mole-
kularbiologische Methoden verwendet, die im Folgenden naher erklart werden. Ta-
belle 10 gibt einen Uberblick dariiber, welche Konstrukte in dieser Arbeit durch welche
Methoden hergestellt wurden.

Tabelle 10: Ubersicht iiber alle hergestellten Expressionskonstrukte. RE= Restriktionsenzyme;
* = Flir die Expression in E. coli Codon-optimierte Gene.

Konstrukt (+Tag) RE Ausgangsvektor Gen

P. pastoris

Klassische Klonierungen:

1) pPIC9_STR_C-His Xhol, Notl pPIC9_Catl STR
C. roseus
2) pPICZaA_STR_C-His Xhol, Notl pPICZaA STR
C. roseus
3) pPICZaA_TDC_C-His Xhol, Notl pPICZaA TDC
C. roseus
E. coli
Klassische Klonierungen:
1) pET45b(+)_TDC_N-His Notl, Xhol pET45b(+) TDC
C. roseus
2) pET45b(+)_STR_N-His Notl, Xhol pET45b(+) STR
C. roseus
3) pET45b(+)_STR_opti Kpnl, Bglll pET45b(+) *STR
aus 10)
4) pET32c(+)_STR_Trx Notl, Xhol pET32c(+) *STR
aus 10)
Bestellte Konstrukte:
5) pCDFDuet1_SGD_STR Ascl, Bglll pCDFDuet1_SGD *STR u. SGD
6) pCDFDuet1_SGD Ascl pCDFDuet1 *SGD
Entfernen der SGD:
7) pCDFDuet1 Ascl pCDFDuet1_SGD -
(Kontrolle)

8) pCDFDuet1_STR_S-tag Ascl pCDFDuetl_SGD_STR *STR
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Mutagenese:
9) pCDFDuet1_STR_C-His - pCDFDuet1_STR_S-tag *STR
10) pCDFDuet1_STR_N-/C-His - pCDFDuet1_STR_C-His *STR

3.1.1 Anzucht von Mikroorganismen

Zur Klonierung und Expression der Gene der TDC, STR und SGD wurden zwei unter-
schiedliche Mikroorganismen verwendet: Die eukaryote Hefe Pichia pastoris und das
prokaryote Bakterium Escherichia coli.

3.1.1.1 P. pastoris

Zur Expression der Gene der TDC und STR in der methylotrophen Hefe P. pastoris wur-
den die Stamme GS115 und KM71 verwendet. In Kombination mit Vektoren, die den
mit Methanol induzierbaren AOX1-Promotor enthalten, ldsst sich die Expression von
heterologen Genen tiber die Zugabe von Methanol regulieren.

Beide Stamme wurden bei 28 °C fiir 2 - 3 Tage unter Schiitteln in YPD- bzw. YPG-Me-
dium angezogen.

3.1.1.2 E. coli

Zur Klonierung der Gene der TDC, STR und SGD sowie zur Aufbewahrung von Plasmi-
den wurde der E. coli Stamm DH5a verwendet. Dieser Stamm besitzt eine hohe Trans-
for-mationseffizienz und Plasmidausbeute.

Zur Expression der Gene der TDC, STR und SGD wurde der E. coli Stamm BL21(DE3)
verwendet. Dieser Stamm enthélt eine chromosomale Kopie des T7-RNA-Polymerase-
Gens, welches unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors steht und mit IPTG induziert
werden kann. In Kombination mit Vektoren, die den T7-Promotor besitzen (z. B. pET
und pCDFDuet1) lasst sich so die Genexpression von heterolog exprimierten Genen re-
gulieren.

Beide E. coli-Stamme wurden bei 37 °C unter Schiitteln uber Nacht in LB-Medium an-
gezogen.

3.1.2 Isolation von Plasmid DNA aus E. coli

Zur Isolation von Plasmid DNA aus E. coli Zellen wurden die Bakterien in 5 mL LB-Me-
dium mit entsprechendem Antibiotikum iiber Nacht bei 37 °C schiittelnd angezogen
und das Gene]ET Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher) nach Herstellerangaben ver-
wendet. [solierte Plasmide wurden tliber Restriktionsverdau und ggf. Sequenzierung
auf ihre Identitat hin tiberpriift und bei -20 °C gelagert.
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3.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von Genen fiir Klonierungen, sowie zur Uberpriifung des Erfolgs von
Transformations- und Ligationsreaktionen wurde die Methode der PCR (Mullis et al,,
1986) angewendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschlief3end zur Uberprii-
fung ihrer Grofie und Reinheit in 1 % igen Agarosegelen aufgetrennt.

3.1.3.1 Standard PCR

Zur Amplifikation der Gene der TDC, STR und SGD mit entsprechenden Restriktions-
enzymschnittstellen fiir deren folgende Klonierung wurden Standard PCRs (Sambrook
und Russell, 2006) durchgefiihrt. Die Sequenzen, der zu diesem Zweck designten Pri-
mer, konnen Tabelle 4 entnommen werden. Ein typisches Temperaturprofil einer
Amplifikationsreaktion sowie die Zusammensetzung eines typischen PCR-Ansatzes
sind Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: Temperaturprofil einer typischen PCR-Reaktion und Zusammensetzung eines typi-
schen PCR-Ansatzes.

Temperaturprofil PCR-Ansatz
Denaturierung 95°C | 5min DNA 50-100 ng
Denaturierung 95°C | 30s 10x Puffer 1x
Anlagerung 56°C |30s 28 x Vorwarts Primer 5 pmol
Extension 72°C | 60s Riickwarts Primer 5 pmol
Finale Elongation 72°C | 5min dNTPs 250 uM
Pause 4°C o0 Taq 1 Unit
H20 ad. 50 uL

3.1.3.2 Kolonie PCR

Zur Uberpriifung des Erfolgs von Ligations- bzw. Transformationsreaktionen wurde
die Methode der Kolonie PCR verwendet. Hierfiir wurden nach Transformation auf Se-
lektionsplatten gewachsene Kolonien mit Hilfe einer Pipettenspitze gepickt und in
50 pl Wasser resuspendiert.
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3.1.3.2.1 P. pastoris

Zur Analyse von P. pastoris-Zellen wurde diese Zellsuspension zum Zellaufschluss zu-
nachst 2 min mit Glasperlen (0,17 - 0,18 mm) gevortext, fiir 15 min bei -80 °C tiefge-
froren und anschlieféend 5 min bei 100 °C inkubiert. Dieser Ablauf wurde wiederholt
und die Ansatze anschliefRend fiir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. 5 pL - 10 pL des
Uberstands wurden als Template in eine PCR eingesetzt. Als Primer wurden AOX1-
bzw. Gen-spezifische Primer (Tabelle 4) verwendet.

3.1.3.2.2 E. coli

Zur Analyse von E. coli-Zellen wurden 4 pL der Zellsuspension direkt als Template in
eine PCR eingesetzt. Als Primer wurden pET- und pCDFDuet1- bzw. AOX1-spezifische
Primer und Gen-spezifische Primer (Tabelle 4) verwendet.

3.1.4 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von PCR-Produkten und Restriktionsverdauen, zur Bestimmung ihrer
Grofde und Reinheit, wurde die Methode der Agarosegelelektrophorese verwendet. Zu
diesem Zweck wurden 1 %ige Agarosegele hergestellt, die zur Sichtbarmachung der
DNA 0,00001 % Ethidiumbromid enthielten. Als DNA-Grofdenstandard wurde der A-
Pstl-Marker (Eigenproduktion der Arbeitsgruppe) verwendet.

3.1.5 Reinigung von PCR-Produkten und Extraktion aus dem Agarosegel

Zur Reinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansdtzen wurde das Gene]ET
Extraction and DNA Clean up Kit (ThermoFisher) nach Herstellerangaben verwendet.
Zur Extraktion aus dem Agarosegel wurden, anstelle der sonst verwendeten 1 %igen
Gele, 0,6 %ige Agarosegele hergestellt.

3.1.6 Gehaltsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Konzentrationsbestimmung von isolierter Plasmid-DNA wurde die Absorption der
DNA bei 260 nm photometrisch gemessen (WPA Biowave Il Spectrophotometer; Bio-
chrom Ltd.).

3.1.7 Restriktion von DNA

Zur endonukleolytischen Restriktion von PCR-Amplifikaten und Plasmid-DNA wurden
Enzyme und Puffer der Firma New England Biolabs (siehe Tabelle 3) nach Hersteller-
angaben verwendet. Die Dauer der Restriktionen variierte zwischen zwei und sech-
zehn Stunden. Zur Kontrolle der geschnittenen Fragmente wurden diese in einem 1 %i-
gen Agarosegel aufgetrennt.
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3.1.8 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Zur Verhinderung der Re-Ligation von Plasmid-DNA nach endonukleolytischer Rest-
riktion wurde der geschnittene Vektor anschlief3end mit Hilfe der Antarctic Phospha-
tase (New England Biolabs) dephosphoryliert. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstel-
lerangaben.

3.1.9 Ligation von DNA

Zur Verkniipfung zweier zuvor durch Restriktionsverdau geschnittener DNA-Frag-
mente wurde die T4-DNA-Ligase nach Herstellerangaben verwendet. Die Inkubation
erfolgte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 16 °C. Anschlief3end
wurde die Ligase flir 10 min bei 65 °C inaktiviert.

Die Konzentrationsbestimmung der zu ligierenden DNA-Fragmente erfolgte mittels
Agarosegelelektrophorese durch Vergeich der Bandenintensitidt. In den Ligationsan-
satz wurden dann Vektor und Insert in einem Verhaltnis von 1:3 bzw. 1:5 eingesetzt.

3.1.10 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation
3.1.10.1 P. pastoris

Zur Herstellung von kompetenten P. pastoris GS115- bzw. KM71-Zellen wurden diese
auf YPG-Platten frisch ausgestrichen und 2 x 50 mL YPG-Medium mit einer einzelnen
Kolonie angeimpft. Die Kulturen wurden bei 28 °C {iber Nacht im Schiittelinkubator
angezogen und am nachsten Tag fiir 10 min bei 700 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Die
Pellets wurden zweimal mit 50 mL sterilem, eiskaltem Wasser gewaschen und einmal
mit 25 mL sterilem, eiskaltem 1 M Sorbitol. Nach diesen Waschschritten wurde das
Pellet in 0,5 - 1 mL 1 M Sorbitol resuspendiert und tiber Elektroporation mit 5 - 10 ug
des Bglll bzw. Sacl linearisierten, gereinigten Vektors transformiert. Nach der Elektro-
poration wurden die Zellen fiir 1 h bei 28 °Cin 1 M Sorbitol inkubiert und anschliefsend
auf Selektionsplatten ausplattiert.

Mit dem Vektor pPIC9 transformierte Zellen wurden auf MD-Platten (ohne Histidin)
ausplattiert, Zellen mit dem Vektor pPICZaA auf YPD-Platten (mit 100 - 500 pg/mL Ze-
ocin). Nach 2 - 3 Tagen Inkubation bei 28 °C gewachsene Transformanten wurden auf
frische MD- bzw. YPD-Platten tuberfiihrt. Die Integration des gewtinschten Gens (STR
bzw. TDC) ins Pichia-Genom wurde liber Kolonie-PCR (AOX1-Primer und Gen-spezifi-
sche Primer) der gewachsenen Kolonien tiberpriift.

3.1.10.2 E. coli

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen und deren Transformation wurde das
TransformAid™ Bacterial Transformation Kit von ThermoFisher nach Herstelleranga-
ben verwendet.
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Flr die Herstellung von Doppeltransformanten wurden bereits mit einem Plasmid
transformierte Bakterienstimme nochmals mit Hilfe des TransformAid™ Bacterial
Transformation Kit kompetent gemacht. Anschlief3end wurde das zweite Plasmid, wel-
ches eine andere Antibiotikaresistenz und einen kompatiblen Replikationsursprung
enthielt, zusatzlich transformiert. Die Selektion auf Doppeltransformanten erfolgte
durch Ausplattieren auf LB-Platten, die beide entsprechenden Antibiotika enthielten.

3.1.11 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Analyse der hergestellten Plasmidkonstrukte wurden deren Gensequenzen durch
Sequenzierung iiberpriift. Die Sequenzierungen wurden von der Firma StarSEQ®GmbH
(Mainz, Deutschland) durchgefiihrt. Alle Sequenzierungsansatze wurden nach deren
Vorgaben zusammenpipettiert.

3.1.12 Mutagenesen

Zur Entfernung des vorzeitigen Stopp-Codons in der Gensequenz der TDC sowie zum
Einfiigen des N- und C-terminalen His-Tags bei der STR im Vektor pCDFDuet1 wurde
das Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit von New England BioLabs nach Herstelleran-
gaben verwendet. Die fiir die Mutagenesen entworfenen Primer sind in Tabelle 4 auf-
gefiihrt.

3.2 Proteinbiochemische Arbeiten und Analytik
3.2.1 Heterologe Expression in P. pastoris

Zur heterologen Expression in P. pastoris GS115 und KM71 wurde eine Kolonie tiber
Nacht bei 28 °C in 50 - 500 mL YPG-Medium bis zu einer ODesoo = 2 herangezogen und
fir 5 min bei 2100 rpm und 20 °C abzentrifugiert. Anschlief3end wurden die Zellen zur
Induktion der Proteinexpression in %2 Volumen YPM-Medium tiberfiihrt und 4 - 7 Tage
bei 28 °C schiittelnd inkubiert. Alle 24 h wurde frisches Methanol (0,125 % - 2 %) supp-
lementiert, um die Proteinexpression aufrecht zu erhalten. Der Erfolg der Expression
wurde durch Analyse des Kulturtiberstands und der Pellets iiber SDS-Page, Western-
blot und/oder Enzymassays untersucht.

Zur Uberpriifung der Expressionsbedingungen wurde zusitzlich der Kontrollstamm
GS115/His*Muts HSA untersucht, der das Gen fiir Humanes Serum Albumin (HSA) ent-
halt und rekombinantes HSA (67 kDa) ins Medium abgibt.

3.2.1.1 ,Pilotexperiment”: Proteinanalyse des Mediums und der Pellets
Zur ersten Analyse der P. pastoris Kulturen auf die heterolog exprimierten Enzyme

wurden 50 mL Kulturen angesetzt und wie unter 3.2.1 beschrieben behandelt. Die Ex-
pression wurde liber einen Zeitraum von 7 Tagen aufrechterhalten. Alle 24 h wurden
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2 mL Hefekultur entnommen um die optimale Dauer fiir die Proteinexpression zu er-
mitteln. Die genommenen Proben wurden zentrifugiert und die Uberstinde und Pellets
bis zur Analyse tiber SDS-PAGE und anschliefdende Coomassie- und Silberfarbung bei
- 80 °C aufbewahrt.

3.2.1.2 Optimierug der Expressionsbedingungen der TDC und STR

Zur Erhohung der Ausbeute an heterolog exprimiertem Protein wurden verschiedene
Expressionsbedingungen untersucht. Hierzu wurde die Expressionstemperatur (23 °C
- 28 °C), sowie die zur Induktion verwendete Menge an Methanol (0,125 % - 2 %) vari-
iert. Die Analyse der Optimierungsversuche erfolgte iiber SDS-PAGE und anschliefsen-
der Coomassie- und Silberfarbung bzw. Westernblot.

3.2.2 Heterologe Expression in E. coli BL21(DE3)

Zur heterologen Expression der TDC, STR und SGD in E. coli BL21(DE3) wurde zuerst
eine Bakterien-Vorkultur hergestellt. Es wurden 10 mL LB-Medium mit entsprechen-
dem Antibiotikum mit einer einzelnen Kolonie des E. coli Expressionsstammes, der das
gewlinschte Konstrukt enthielt angeimpft und tiber Nacht schiittelnd inkubiert. Die In-
kubationstemperatur variierte zwischen 20 °C und 37 °C. Am nachsten Tag wurde eine
Hauptkultur mit der Vorkultur inokuliert (1:100) und je nach Experiment unterschied-
lich weiter behandelt. Der Erfolg der Expression und die Funktionalitit des jeweiligen
Enzyms wurden anschlief3end tiber SDS-PAGE bzw. in vivo Enzymassays nachgewie-
sen.

3.2.2.1 ,Pilotexperiment”: Gesamtproteinanalyse der TDC, STR und SGD

Zur Analyse des Gesamtproteins einer Expression auf das heterolog exprimierte Pro-
tein hin, wurde eine 25 mL Hauptkultur (LB-Medium mit entsprechendem Antibioti-
kum) mit der Vorkultur inokuliert und bei 37 °C inkubiert. Das Bakterienwachstum
wurde photometrisch verfolgt und die Induktion der Expression bei einer ODesoo von
ca. 0,5 mit IPTG vorgenommen. Die verwendete IPTG-Konzentration lag bei 0,1 mM.
Nach der Induktion erfolgte die weitere Inkubation schiittelnd bei 37 °C. Um den Ver-
lauf der Expression nachvollziehen zu konnen wurden in einem Zeitraum von sechs
Stunden alle zwei Stunden Proben genommen (0 h, 2 h, 4 h, 6 h) und bei 4 °C fiir 1 min
pelletiert. Die Pellets wurden bis zur Analyse liber SDS-PAGE bei -20 °C aufbewahrt.

3.2.2.2 Optimierung der Expressionsbedingungen der TDC und STR

Zur Erhohung der Ausbeute an heterolog exprimiertem loslichem Protein wurde eine
Optimierung der TDC- und STR-Expression vorgenommen, da diese hauptsachlich in
Form von unléslichen Inclusion Bodies produziert wurden. Durch die vorgenommenen
Veranderungen sollte vor allem eine Verlangsamung der Expression erreicht werden,
um eine grofdere Menge an korrekt gefaltetem Protein zu erhalten. Daher wurden zum
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einen geringere IPTG-Konzentrationen, zum anderen niedrigere Expressionstempera-
turen getestet.

3.2.2.2.1 Optimierung der TDC-Expression

Zur Optimierung der TDC-Expression wurde nach Induktion mit 0,2 mM IPTG zunéchst
der Einfluf von niedrigeren Temperaturen (22 °C und 7 °C) getestet. In weiteren Tests
wurde zusdtzlich die IPTG-Konzentration auf 0,01 mM reduziert. Der Erfolg der Opti-
mierungsversuche wurde anschliefdend liber Analyse des gereinigten Proteins (Ni-
ckelaffinitatsreinigung) tiber SDS-PAGE analysiert.

3.2.2.2.2 Optimierung der STR-Expression

Zur Optimierung der STR-Expression wurden aufgrund der vielen zu testenden Kon-
strukte anstelle der Nickelaffinitatsreinigung mit anschlief3ender SDS-PAGE in vivo En-
zymassays aller Konstrukte in E. coli BL21 (DE3) durchgefiihrt. Hierzu wurden Kultu-
ren wie unter 3.2.2 beschrieben hergestellt und die zur Induktion der Expression ver-
wendete [PTG-Konzentration (0,01 mM und 0,1 mM) sowie die Expressionstemperatur
(20°C, 28 °Cund 37 °C) variiert. Die Enzymassays wurden anschliefdend tiber HPLC auf
die Bildung von Strictosidin untersucht.

3.2.2.3 Expression loslicher Proteine in E. coli

Zur Herstellung von l6slichen Proteinen fiir die spatere Reinigung wurden, abhéangig
vom jeweiligen Enzym, Hauptkulturen von 100 - 1000 mL LB-Medium mit entspre-
chendem Antibiotikum mit einer Vorkultur inokuliert (1:100). Die Kulturen wurden
bis zu einer ODsoo von 0,8 - 0,9 bei 37 °C inkubiert und anschliefend mit 0,01 mM IPTG
induziert. Die weitere Inkubation erfolgte liber einen Zeitraum von 20 h bei 20 °C. An-
schliefRend wurden die Kulturen durch 10-miniitige Zentrifugation bei 5000 rpm und
4 °C pelletiert und das Zellpellet sofort weiter verarbeitet oder bei -80 °C aufbewahrt.

3.2.3 Proteinextraktion
3.2.3.1 P. pastoris

Zur einfachen Extraktion der heterolog exprimierten TDC und STR aus P. pastoris wur-
den diese mit einer N-terminalen Signalsequenz (a-Faktor Sekretionssignal von
S. cerevisiae) zur Sekretion ins Kulturmedium versehen. Um die rekombinanten Prote-
ine zu erhalten, wurde die Expressionskultur bei 5000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentri-
fugiert und der Kulturiiberstand entweder direkt zur Proteinreinigung iiber Nickelaf-
finitats-chromatographie verwendet oder zuvor durch Ammoniumsulfatfallung kon-
zentriert.
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3.2.3.2 E. coli

Zur Extraktion loslicher Proteine aus E. coli wurden die aus den Expressionskulturen
erhaltenen Bakterienpellets auf Eis aufgetaut (wenn bei -80 °C gelagert) oder direkt
nach der Zentrifugation weiterverarbeitet. Die Pellets wurden abhdngig von ihrer
Masse (ca. 3 mL pro g Pellet) in 10 - 20 mL kaltem LEW-Puffer resuspendiert und
Lysozym in einer Endkonzentration von 1 mg/mL dazugegeben. Nach 30-miniitiger In-
kubation unter Schiitteln auf Eis, erfolgte eine Ultraschallbehandlung (2x 2 min 50 %
Puls mit je 1 min Kiihlung auf Eis). War die Losung nach der Ultraschallbehandlung
immer noch viskos, wurde zuséatzlich fiir 15 min mit 5 ug/mL DNase schiittelnd auf Eis
inkubiert. Anschlieféend wurde das Zelllysat bei 5000 rpm und 4 °C fiir 30 min zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefif iiberfiihrt und bis zur Proteinreini-
gung auf Eis gelagert.

3.2.4 Ammoniumsulfatfallung und Entsalzung

Zur Konzentrierung der von P. pastoris ins Kulturmedium sekretierten rekombinanten
Enzyme wurde eine Proteinfallung mit 60 % Ammoniumsulfat durchgefiihrt. Dem Kul-
turmedium wurde hierzu unter Riihren schrittweise Ammoniumsulfat zugefiigt, bis
eine Konzentration von 60 % errreicht wurde. Die Fallung erfolgte tiber Nacht bei 4 °C.
Anschlief3end wurde der Ansatz bei 4 °C und 5000 rpm fiir 20 min zentrifugiert und
das Pellet mit den Proteinen in ca. 3 mL LEW-Puffer resuspendiert. Nach einer weite-
ren 5-miniitigen Zentrifugation wurde der Uberstand durch PD-10 Desalting Columns
(GE Healthcare) vom restlichen Ammoniumsulfat gereinigt. Die Durchfiihrung erfolgte
nach Hersteller-angaben, es wurden 16 Fraktionen von 500 uL gesammelt und der Pro-
teingehalt der einzelnen Fraktionen tiber Bradford bestimmt.

3.2.5 Proteinreinigung

Zur spateren Reinigung der heterolog exprimierten Proteine wurden alle Vektorkon-
strukte, mit Ausnahme von pCDFDuet1_STR_S-Tag, welches einen C-terminalen S-Tag
besaf3, mit einem N- und/oder C-terminalen 6x Histidin-Tag versehen.

3.2.5.1 S-Tag Proteine

Zur Reinigung der STR mit S-Tag wurde S-Protein-Agarose von Novagen nach Herstel-
lerangaben verwendet. Der l6sliche Proteinextrakt wurde 30 min mit der S-Protein-
Agarose bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefend mehrfach mit 1x Bind/Wash
Buffer gewaschen. Die Elution erfolgte nach 10 mintitiger Inkubation mit 2 - 3 mL 3 M
Magnesiumchlorid in 1x Bind/Wash Buffer.
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3.2.5.2 His-Tag Proteine

Zur Reinigung von His-Tag Proteinen wurden Nickelsdulen (Bio-Scale ™ Mini Profinity
IMAC Cartriges) der Firma BioRad verwendet, die liber die Methode der Metallionen-
affinitditschromatographie (IMAC) wirken. Diese Methode basiert auf der Interaktion
des Histidin-Tags des rekombinanten Proteins mit an einer Tragermatrix immobilisier-
ten Ni2*-lonen. Fiir die Reinigung von Proteinen zur spateren Charakterisierung wur-
den die Bio-Scale ™ Mini Profinity IMAC Cartriges mit dem Akta-Start System (GE
Healthcare) verbunden und nach Herstellerangaben verwendet. Ein typisches Pro-
gramm einer Nickelaffinitatsreinigung ist in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Programm einer Nickelaffinititsreinigung mit dem Akta-Start System.

Reinigungsschritt Volumen (mL) Puffer (pH 8)
Spiilen/Aquilibrieren 15 LEW-Puffer
Probenbeladung 10-25 Zellaufschlufd in LEW
Waschen 10-15 LEW-Puffer

Eluieren 15 Elutionspuffer
Spiilen/Aquilibrieren 15 LEW-Puffer

Die erhaltenen Proteinfraktionen wurden auf Eis gehalten und ihre Konzentration und
Reinheit bestimmt. Anschlieféend wurden die Proben entweder sofort fiir Enzymassays
verwendet oder nach Zugabe von 20 - 50 % Glycerin bis zur weiteren Verwendung bei
-20 °C gelagert.

3.2.6 Proteingehaltsbestimmung

Zur Gehaltsbestimmung von Proteinlosungen wurde der Bradford-Assay (Bradford,
1976) angewandt. Die Zusammensetzung des verwendeten Bradford-Reagenz kann
Tabelle 7 entnommen werden. Alle Ansatze wurden im 1 mL Mafdstab in Kiivetten mit
dem WPA Biowave Il Spectrophotometer (Biochrom Ltd.) durchgefiihrt. Die Protein-
konzentrationen wurden anhand von BSA-Standardgeraden (0,01 - 0,25 mg) ermittelt.

3.2.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse der heterolog exprimierten Enzyme wurde die Methode der SDS-PAGE
verwendet. Die Zusammensetzung von Sammel- und Trenngelen sowie des Laufpuffers
kann Tabelle 7 entnommen werden. Bei der Probenvorbereitung zur Analyse von Ge-
samtprotein wurden die Zellpellets von 0,5 - 2 mL Aliquots zunachst in 500 pL. LEW-
Puffer oder Wasser resuspendiert. 90 uL. davon wurden anschliefend mit 30 pL
4x Lammli-Puffer (Tabelle 7) gemischt. Bei der Analyse von gereinigtem Protein wur-
den 90 pL Proteinlésung direkt mit 30 pL 4x Lammli-Puffer gemischt. Die vorbereite-
ten Proben wurden fiir 5 min bei ca. 100 °C aufgekocht und anschlieféend 10 - 90 pL
aufs Gel aufgetragen.
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Als Grofdenstandards wurden die PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, die
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder oder der Unstained Protein
Molecular Weight Marker von ThermoFisher verwendet. Die Gele wurden bei 200 V
und 60 maA fiir ca. 2 h laufen gelassen, bis die Ladepufferfront vollstindig aus dem Gel
hinausdiffundiert war. Die Sichtbarmachung der Proteine im SDS-Gel erfolgte anschlie-
3end tiber Farbung mit Coomassie Brilliant Blue.

3.2.8 Farbung von SDS-Gelen
3.2.8.1 Coomassie Farbung

Zur Analyse von SDS-Gelen auf das Vorhandensein und die Reinheit der exprimierten
Proteine wurden diese 10 - 30 min schiittelnd mit Coomassie-Farbeldsung (Tabelle 7)
inkubiert. Anschlief3end wurde die Farbelosung abgegossen und durch Coomassie-Ent-
farbelosung (Tabelle 7) ersetzt. Die Entfarbelosung wurde nach einigen Sekunden
durch frische Losung ersetzt und das Gel anschliefiend bis zur vollstandigen Entfar-
bung, bis der Hintergrund klar war, schiittelnd inkubiert.

3.2.8.2 Silberfirbung

Zur Analyse von SDS-Gelen auf das Vorhandensein geringer Mengen an Protein wurde
die Methode der Silberfarbung angewandt. Alle Inkubationen erfolgten unter Schiitteln
bei Raumtemperatur. Als erstes erfolgte die Fixierung der Proteine im Gel durch eine
16- bis 20-stiindige Inkubation in Losung A. Anschliefdend wurde das Gel 2x 30 min in
Losung B und 1x 1 min in Lésung C inkubiert. Als nachstes wurde das Gel 3x 20 sek mit
Wasser gewaschen und anschlief3end fiir 30 min mit Losung D behandelt. Nach Entfer-
nen von Losung D wurde das Gel erneut 3x mit Wasser gewaschen bevor Losung E zu-
gegeben wurde. Sobald klare Banden zu erkennen waren wurde die Reaktion durch
Zugabe von Losung F beendet (20 min Inkubation). Die Zusammensetzungen der ein-
zelnen Losungen kann Tabelle 7 entnommen werden.

3.2.9 Westernblot

Zur Analyse der Hefeexpressionen wurde zusatzlich zur Methode der SDS-PAGE die
Methode des Westernblots verwendet, um spezifisch die heterolog exprimierten Pro-
teinen nachzuweisen. Hierzu wurden die Proteine zunachst auf eine PVDF-Membran
(Immobilon™ Transfer Membranes, Millipore) geblottet und anschlief3end liber das
SuperSignal®West HisProbe™ Kit (Thermo Scientific) nachgewiesen. Der Nachweis er-
folgte hierbei iiber eine Meerrettichperoxidase (HSR) gekoppelte Probe, die mit dem
His-Tag der rekombinanten Proteine interagiert und tiber Chemilumineszenz nachge-
wiesen werden kann (ChemiDoc XRS+; BioRad). Die Durchfiihrung erfolgte nach Her-
stellerangaben.
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3.2.10 Untersuchung der pH-Stabilitidt von Strictosidin

Zur Untersuchung der pH-Stabilitit von Strictosidin wurden pH-Werte von pH 3 bis pH
9 bzw. pH 12 getestet (Puffer siehe Tabelle 7). Die Tests wurden in 1 mL Ansédtzen in
Triplikaten durchgefiihrt, wobei Strictosidin jeweils einzeln zupipettiert wurde. Die
Ansédtze wurden flir 20 h bei 28 °C inkubiert und anschlief¢end tiber HPLC bzw. LC-MS
analysiert.

3.2.11 Produktion von Strictosidin durch immobilisierte STR

Zur Herstellung von Strictosidin als Substrat fiir die SGD wurde eine modifizierte Form
der Methode von Pfitzner und Zenk (1982) etabliert. Die zur Reinigung mit einem C-
und einem N-terminalen His-Tag versehene STR (Konstrukt pCDFDuet1_STR_N-/C-
His) wurde hierbei an einer Nickelsdule (Protino® Ni-TED oder Ni-IDA 2000 Packed
Columns, Macharey-Nagel) immobilisiert. Durch Zugabe der beiden Substrate konnte
Strictosidin direkt an der Sdule gebildet und anschlief}end ohne Verunreinigung mit
Proteinen eluiert werden.

Expression und Zellaufschluss erfolgten bei dieser Methode wie unter 3.2.2.3 und
3.2.3.2 beschrieben. Der 16sliche Zellaufschluss wurde iliber eine Nickelsaule gegeben
und die Sdule mit 10 - 15 mL LEW-Puffer (pH 8) gewaschen um unspezifisch gebun-
dene Proteine zu entfernen. Anschlieflend wurden die in 1 mL 0,1 M Natrium- oder
Kaliumphosphat-puffer (pH 6) geldsten Substrate Tryptamin und Secologanin (je
10 mM) aufs Saulenbett gegeben und die Saule verschlossen. Nach einer Inkubations-
zeit von etwa vier Stunden bei 28 °C wurde der Puffer mit 1 mL 0,1 M Natrium- oder
Kaliumphosphatpuffer von der Saule eluiert und die Bildung von Strictosidin liber
HPLC und LC-MS tberprift. Abbildung 8 zeigt eine schematische Darstellung des Ab-

N2

E. coli STR Ll ey s Elution von
Zellaufschluss i Strictosidin
o 3-4 hbei 28 °C
STR T;'QS;(
Ni®* STR STR

Strictosidin

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Strictosidin-Produktion durch immobilisierte STR.
Der E. coli Zellaufschluss wird auf die Nickelsaule gegeben und unspezifisch gebundenen Proteine durch
waschen mit LEW-Puffer (pH 8) entfernt. AnschliefRend werden die beiden in Puffer (pH 6) geldsten
Substrate der STR (Tryptamin und Secologanin je 10 mM) auf die Sdule gegeben. Nach 3-4 stiindiger
Inkubation bei 28 °C wird der Puffer wieder von der Sdule eluiert und mittels LC-MS-Analyse auf die
Bildung von Strictosidin hin untersucht.
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3.2.12 Herstellung von Standardgeraden

Zur Quantifizierung der hergestellten enzymatischen Produkte der TDC (Tryptamin)
und STR (Strictosidin) wurden Standardgeraden mittels HPLC erstellt.

3.2.12.1 Tryptamin

Zur Quantifizierung von Tryptamin wurden Konzentrationen von 50 - 500 pM (in H20)
vermessen und anschlieféend graphisch gegen die jeweils ermittelten Peak-Areas auf-
getragen. Die hieraus bestimmte Geradengleichung wurde fiir die Berechnung der Kon-
zentration des enzymatisch hergestellten Tryptamin verwendet.

3.2.12.2 Strictosidin

Zur Quantifizierung von Strictosidin wurde, da sich der Standard nicht kduflich erwer-
ben lief3, Strictosidin aus eigener enzymatischer Produktion (siehe 3.2.11) verwendet.
Im Laufe dieser Arbeit wurden zwei Methoden zur Herstellung von Strictosidin-Stan-
dardgeraden angewendet.

Bei der ersten Methode wurde Strictosidin iiber einen Zeitraum von bis zu 7,5 h en-
zymatisch gebildet und stiindlich Aliquots genommen. Anschlief3end wurde fiir jedes
Aliquot tiber HPLC der Tryptaminverbrauch bestimmt und diese Konzentration der
entsprechenden Strictosidin-Peak-Area zugeordnet. Eine Voraussetzung fiir diese Me-
thode war, dass die Abnahme des Tryptamin ausschliefdlich durch die enzymatische
Herstellung von Strictosidin erfolgte, ohne die Bildung von Neben- oder Abbauproduk-
ten. Alle hierzu herangezogenen Enzymtests wurden mit am Tag des Enzymtests frisch
gereinigter STR aus 400 mL Kulturen durchgefiihrt. Es wurde mit dquimolaren Ver-
haltnissen von Tryptamin und Secolganin (200 uM) in LEW-Puffer (pH 6,5) gearbeitet
und die Ansatze bei 37 °C inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0 h - 7,5 h) wurden
500 pL Proben (Doppelproben) genommen und die Reaktion mit 500 pL. MeOH ge-
stoppt. Die Proben wurden anschliefiend tiber HPLC analysiert und die Strictosidin-
konzentration anhand der Abnahme der Tryptaminkonzentration iiber die Peak-Areas
bestimmt. Der Versuch wurde zweimal durchgefiihrt.

Bei der zweiten Methode wurde die Standardgerade direkt aus enzymatisch produzier-
tem Strictosidin (siehe 3.2.11) gebildet. Hierzu wurde das von der Nickelsaule eluierte
Strictosidin zunachst gefriergetrocknet und anschliefiend gewogen. Da das Strictosidin
in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer gelost vorlag, wurden zur Bestimmung der Masse des
Puffers zusatzlich zwei Kontrollansatze mit 0,1 M Kaliumphosphatpuffer ohne Stricto-
sidin mitgefiihrt. Die ermittelte Masse der Kontrollansiatze wurde anschlief3end von
der Masse des Ansatzes mit Strictosidin subtrahiert. Bei der ermittelten Masse handelt
es sich um Strictosidin bzw. Reste der beiden Substrate Tryptamin und Secologanin.
Um die Masse an reinem Strictosidin bestimmen zu konne wurde die noch im Ansatz
enthaltene Tryptaminkonzentration tiber HPLC-Analyse bestimmt und die entspre-
chende Masse von der Gesamtmasse subtrahiert. Da Tryptamin und Secologanin in
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aquimolaren Mengen in den Enzymassay eingesetzt wurden und durch die STR im Ver-
héltnis 1:1 zu Strictosidin kondensiert werden, wurde angenommen, dass Secologanin
in der gleichen Konzentration im Ansatz vorlag. Die fiir Secologanin ermittelte Masse
wurde ebenfalls von der Gesamtmasse subtrahiert. Mit der so erhaltenen Masse von
reinem Strictosidin wurde eine Standardgerade tiber HPLC hergestellt. Es wurden Kon-
zentrationen von 0,1 uM - 500 uM Strictosidin verwendet.

3.2.13 Charakterisierung von Enzymen

Zur Charakterisierung der Enzyme wurden diese loslich exprimiert, gereinigt und ihre
Konzentration und Reinheit nach Bradford bzw. iber SDS-PAGE analysiert. Anschlie-
3end wurde ihre Aktivitat bei unterschiedlichen Bedingungen (Kofaktorkonzentra-
tion, pH-Wert, Temperatur) analysiert und ihre kinetischen Parameter (Km-Wert,
Vmax) bestimmt.

3.2.13.1 Bestimmung der optimalen Kofaktorkonzentration der TDC

Zur Bestimmung der Kofaktorkonzentration, die zur héchsten TDC-Aktivitat fiihrt,
wurden Enzymtests des gereinigten Proteins mit unterschiedlichen Konzentrationen
seines Kofaktors Pyridoxal-5-phosphat durchgefiihrt. Es wurden 500 pL Ansitze in
0,1 M Natriumphosphatpuffer pH 7,5 angesetzt, die das Substrat Tryptophan in einer
Konzentration von 100 pM enthielten, sowie Pyridoxal-5-phosphatkonzentrationen
von 0 mM- 1 mM. Die Ansdtze wurden 10 min bei 30 °C inkubiert und anschlief3end die
Reaktion durch Zugabe der TDC gestartet. Nach weiteren 15 Minuten wurde der En-
zymtest durch Zugabe von 500 pL. Methanol gestoppt. Um sicherzugehen, dass es sich
um eine rein enzymatische Umsetzung des Tryptophan zu Tryptamin handelt wurden
zusatzlich Ansatze ohne Enzym durchgefiihrt. Alle Ansatze wurden in Doppelproben
vorgenommen und fiir jede Pyridoxal-5-phosphatkonzentration wurde ein gemeinsa-
mer Mastermix hergestellt.

Die Aktivitat der TDC bei den unterschiedlichen Pyridoxalphosphatkonzentrationen
wurde tiber den Nachweis ihres enzymatischen Produktes Tryptamin mittels HPLC be-
stimmt.

3.2.13.2 Temperatur-Optima

Zur Bestimmung der Temperatur-Optima der gereinigten TDC und STR wurden En-
zymtests bei Temperaturen von 10 °C - 60 °C durchgefiihrt, bei der SGD von 10 °C -
80 °C. Alle Anséatze wurden in 0,1 M Natriumphosphatpuffer durchgefiihrt und vor Zu-
gabe des Enzyms 15 Minuten bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Die ge-
nauen Reaktionsbedingungen fiir jedes Enzym kénnen Tabelle 13 entnommen werden.
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Tabelle 13: Reaktionsbedingungen fiir die Bestimmung der Temperatur-Optima. * Die TDC ben6-

tigt flr ihre optimale Funktion den Kofaktor Pyridoxal-5-phosphat.

Enzym Ansatzvolumen pH-Wert Substrat *Kofaktor Inkubation
(D) (uM) (uM) (min)
TDC 500 7,5 100 100 10
STR 300 6 100 - 30
SGD 500 6 20 - 1

Die Enzymreaktionen wurden durch Zugabe von Methanol (1:1) gestoppt und die Bil-
dung der enzymatischen Produkte (TDC, STR) bzw. die Abnahme des Substrates (SGD)
mittels HPLC iiberpriift. Die Proben der STR wurden vor der HPLC-Analyse zusatzlich
mit 300 pL. Wasser verdiinnt. Alle Ansatze wurden in Dreifach- bzw. Doppelproben
durchgefiihrt.

3.2.13.3 pH-Optima

Zur Bestimmung der pH-Optima der gereinigten Enzyme wurden Enzymtests in Puf-
fern mit pH-Werten zwischen pH 3 und pH 10 durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer
kénnen Tabelle 7 entnommen werden. Alle Ansitze wurden vor Zugabe des Enzyms
10 min bei 30 °C vorinkubiert. Die genauen Reaktionsbedingungen kénnen Tabelle 14
entnommen werden.

Tabelle 14: Reaktionsansatze fiir die Bestimmung der pH-Optima. * Die TDC benotigt fiir ihre opti-
male Funktion den Kofaktor Pyridoxal-5-phosphat.

Enzym Ansatzvolumen Substrat *Kofaktor Inkubation
(u) (uM) (M) (min)
TDC 500 100 100 10
STR 300 100 - 15
SGD 500 20 - 1

Die enzymatischen Reaktionen wurden durch Zugabe von Methanol (1:1) gestoppt und
die Bildung der enzymatischen Produkte (bei TDC, STR) bzw. die Abnahme des Sub-
strates (bei der SGD) tiber HPLC analysiert. Die Proben der STR wurden vor der HPLC-
Analyse zusatzlich mit 300 pL Wasser verdiinnt. Alle Ansatze wurden in Dreifach- bzw.
Doppelproben durchgefiihrt.

3.2.13.4 Bestimmung von Km und Vmax

Zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten (Km) sowie der maximalen Reaktionsge-
schwindigkeit (Vmax)
Zeitabhangigkeitskurven mit variierenden Inkubationszeiten (0 min - 60 min) bei
gleichbleibenden Substratkonzentrationen aufgenommen. Nach Auswertung dieser
Kurven wurden fir alle weiteren Tests zur Bestimmung der Km-Werte Inkubations-
zeiten verwendet, bei denen sich die Reaktion im linearen Bereich dieser Kurve befand.

der gereinigten Enzyme wurde zundchst eine
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3.2.13.4.1 TDC (Ein-Substrat-Reaktion)

Zur Ermittlung des Km-Wertes von Tryptophan, wurde die Methode von (Lineweaver
und Burk, 1934) verwendet. Hierbei erfolgte die Auftragung der experimentell ermit-
telten Reaktionsgeschwindigkeit v gegen die eingesetzte Substratkonzentration (S) in
rezipro-ker Form (1/v gegen 1/(S)). Aus der entstandenen Geraden konnte der rezip-
roke, negative Km-Wert (-1/Km) sowie der reziproke Vmax-Wert (1/Vmax) direkt ab-
gelesen werden (Schnittpunkt mit der X- bzw. der Y-Achse). Es wurden Tryptophan-
Konzentrationen von 10 pM - 1000 uM getestet. Die Tests wurden fiinf Mal durchge-
fithrt, mit Enzym (0,01 mg - 0,015 mg TDC) aus drei unterschiedlichen Expressionen.

3.2.13.4.2 STR (Zwei-Substrat-Reaktion)

Zur Ermittlung der Km-Werte fiir Tryptamin und Secologanin wurde die Methode von
(Florini und Vestling, 1957) verwendet. Diese Methode wird eingesetzt, wenn eines der
beiden Substrate (hier Secologanin) nicht in den fiir eine Substratsattigung bendtigten
hohen Konzentrationen eingesetzt werden kann. Bei dieser Methode wird ein Substrat
(S1= Tryptamin) konstant gehalten, wahrend das andere Substrat (S2= Secologanin)
variiert wird.

Die Auftragung der ermittelten Reaktionsgeschwindigkeit v gegen die eingesetzte
Substratkonzentration von Secologanin erfolgte reziprok nach Lineweaver-Burk. Der
hierbei ermittelte Y-Achsenabschnitt entspricht jedoch nicht 1/Vmax, sondern ist von
der eingesetzten konstanten Substratkonzentration von Tryptamin abhangig (= rela-
tive maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vmaxgr). Zur Bestimmung des Km-Werts
mussten mehrere Messungen mit unterschiedlichen konstanten Konzentrationen von
Tryptamin durchgefiihrt werden. Die hierbei ermittelten reziproken relativen
maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden anschlief3end in Abhdngigkeit von
den zugehorigen reziproken Substrat-konzentrationen 1/(Tryptamin) aufgetragen.
Aus der entstandenen Geraden konnte dann der reziproke Km-Wert fiir das Substrat
Tryptamin bestimmt werden (= Schnitt-punkt mit der X-Achse). Die Bestimmung des
Km- und Vmaxr-Wertes von Secologanin erfolgte analog.

Es wurden Konzentrationen von 50 uM - 1000 pM Tryptamin und 50 pM - 3000 puM
Secologanin eingesetzt. Die Tests wurden drei Mal durchgefiihrt, mit Enzym (0,1 mg -
0,13 mg STR) aus drei unterschiedlichen Expressionen.

3.2.13.4.3 SGD (Ein-Substrat-Reaktion)

Zur Bestimmung des Km- und Vmax-Wertes von Strictosidin wurden zunachst die Me-
thoden nach (Michaelis und Menten, 1913) sowie von Lineweaver und Burk (1934)
angewendet. Da die Auftragung nach Michaelis-Menten zu einer eher sigmoidalen Kur-
venform fiihrte, was haufig bei oligomeren Enzymen wie der SGD beobachtet werden
kann, wurde zusatzlich die Methode nach (Hill, 1910) verwendet. Die Berechnung nach



Methoden

Lineweaver-Burk erfolgte wie bereits fiir die TDC beschrieben iiber die Geradenglei-
chung der reziproken Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Substrat-
konzentration. Die Berechnung nach Michaelis-Menten und Hill erfolgte tiber die Glei-
chung:

_ Vmax * (5)
~ Km+(S)

_ Vmax * (S)N
bzw. = m
Der Hill-Koeffizient (h) entspricht hierbei dem Ausmaf$ an Kooperativitit. Ein Hill-Ko-
effizeient > 1 spricht fiir positive Kooperativitat, ein Koeffizient < 1 spricht fiir negative
Kooperativitat. Zur Ermittlung des Km- und Vmax-Werts wurden Konzentrationen von
7 uM - 1750 pM Strictosidin getestet. Die Tests wurden vier Mal durchgefiihrt, mit En-
zym (0,001 mg SGD) aus zwei unterschiedlichen Expressionen.

3.2.13.5 Auswirkung verschiedener Substanzen auf die Enzymaktivitit

Zur weiteren Charakterisierung der Enzyme wurde der Einfluss einiger Substanzen un-
tersucht, von denen bekannt ist, dass sie hemmend bzw. férdernd auf die Enzymakti-
vitdt wirken konnen. Zu diesem Zweck wurden die Enzyme jeweils 15 min bei 30 °C
mit verschiedenen Konzentrationen (0,03 mM; 0,3 mM; 3 mM) der entsprechenden
Substanz inkubiert und die Reaktion dann erst durch Zugabe der jeweiligen Substrate
(ggf. Kofaktor) gestartet. Nach weiterer 10-miniitiger Inkubation wurde die Reaktion
durch Zugabe von Methanol (1:1) gestoppt und tiber HPLC analysiert. Genaue Angaben
fiir das jeweilige Enzym koénnen Tabelle 15 entnommen werden.

Tabelle 15: Reaktionsansitze zur Bestimmung der Auswirkung verschiedener Substanzen auf
die Enzymaktivitit. *Pyridoxal-5-phosphat; ** Die Substrate Tryptamin und Secologanin wurden im
Verhalt-nis 1:2 eingesetzt.

Enzym | Ansatzvolumen | pH-Wert Substrat *Kofaktor | Inkubation
(nl) (1M) (1M) (min)
TDC 500 7,5 200 100 15
STR 500 6,0 100 bzw. 200 ** - 60
SGD 500 6,0 10 - 1

Reaktionsansatze, bei denen die Enzyme mit Wasser anstelle der zu untersuchenden
Substanzen vorinkubiert wurden, dienten als Referenzen. Die in diesen Ansitzen ge-
messenen Aktivitaten wurden als 100 % angesehen und die Hemmung der Enzymak-
tivitat daran berechnet.

Um sicher zu stellen, dass die getesteten Substanzen keinen Einflufd (durch rein chemi-
sche Reaktionen) auf die jeweiligen Substrate haben, wurden zusatzlich Tests mit den
hochsten verwendeten Konzentrationen (3 mM) ohne Enzym durchgefiihrt.



Methoden

3.2.14 In vivo Enzymassays in E. coli BL21(DE3)

Zur Analyse der Expressionsoptimierung der STR und zum Aktivitatsvergleich der ver-
schiedenen STR-Konstrukte sowie zur Analyse von Dreifachexpressionen wurden En-
zymtests direkt in E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt. Die Kulturen (20 mL - 50 mL) zur in
vivo Expression wurden wie unter 3.2.2 beschrieben zunachst mit einer Vorkultur in-
okuliert und anschliefdend bis zu einer ODsoo von 0,5 - 0,7 bei 37 °C inkubiert. Sowohl
fiir die TDC (Park et al., 2011), als auch fiir die STR (Kutchan, 1989) wurde bereits ge-
zeigt, dass ein in vivo Ansatz fiir Enzymassays in E. coli moglich ist. E. coli scheint dazu
in der Lage zu sein, die zugefiitterten Substrate in die Zelle aufzunehmen, wo sie von
den heterolog exprimierten Enzymen umgewandelt werden konnen. Die in der Zelle
angesammelten enzymatischen Produkte werden anschliefend wieder ins Medium
ausschleust, wo sie leicht detektiert werden konnen.

3.2.14.1 Analyse der Expressionsoptimierung der STR und Vergleich der Aktivi-
tit verschiedener STR-Konstrukte

Zur Analyse der Expressionsoptimierung der STR und zur Ermittlung des STR-Kon-
strukts, das zur hochsten Ausbeute an Strictosidin fithrt, wurden die unter 3.2.2.2.2 be-
schriebenen Expressionskulturen iiber in vivo Enzymassays auf die Bildung von Stric-
tosidin hin untersucht. Hierzu wurden pro Testansatz 2 mL Bakterienkultur bei 4 °C
und 10.000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert und das Medium entfernt. Das Zellpellet
wurde in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 6) resuspendiert, der die beiden Substrate
Tryptamin (100 pM) und Secologanin (200 uM) enthielt. Die Bakterien wurden dann
fiir 3 h bei 37 °C inkubiert und der Uberstand nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C und
10.000 rpm fiir 5 min abgenommen. Der Uberstand wurde fiir die HPLC bzw. LC-MS
Analyse 1:1 mit HPLC-Wasser verdiinnt und auf die enzymatischen Produkte hin un-
tersucht.

3.2.14.2 Dreifachexpressionen

Zur gemeinsamen funktionellen Expression aller drei Enzyme in einem E. coli wurde
der Vektor pCDFDuet1_SGD_STR zusammen mit dem Vektor pET45b(+)_TDC_N-His in
E. coli B121 (DE3) transformiert. Die Expression erfolgte nach Induktion mit 0,01 mM
IPTG bei 20 °C fiir 20 h. Anschliefend wurden pro Testansatz 2 mL Bakterienkultur bei
4 °C und 10.000 rpm fiir eine Minute zentrifugiert und das Medium entfernt. Das Bak-
terienpellet wurde in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 6) resuspendiert. Als Sub-
strate wurden Tryptophan und Secologanin in einer Konzentration von 100 uM -
500 uM eingesetzt. Die Bakterien wurden dann fiir 3 h bei 28 °C bzw. 37 °C inkubiert
und der Uberstand nach erneuter Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 rpm fiir 5 min
abgenommen. Der Uberstand wurde fiir die HPLC bzw. LC-MS Analyse 1:1 mit HPLC-
Wasser verdiinnt und auf die enzymatischen Produkte hin untersucht.
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3.2.14.2.1 Symphoricarpos albus Beeren als Secologanin Quelle

Als kostengiinstigere Alternative fiir das kduflich erworbene Substrat Secologanin
(Sigma-Aldrich) wurde ein Methanol-Extrakt aus den Beeren von Symphoricarpos al-
bus hergestellt und in in vivo Assays eingesetzt. Die Herstellung des Extrakts wurde
nach einer modifizierten Methode von Kim et al. durchgefiihrt (Kim et al., 2004). 10 g
der gefrorenen Beeren wurden in 10 mL eiskaltem Methanol auf Eis gemorsert und
anschlief3end 30 min mit Ultraschall behandelt. Der filtrierte Extrakt wurde bis zu sei-
ner Verwendung bei -20 °C gelagert. Es wurden 100 uL des Extrakts in den Enzymtest
(1 mL Ansatz) eingesetzt, sowie 500 uM Tryptophan. Der Enzymassay wurde einmal
bei pH 6 durchgefiihrt und einmal bei pH 4 (Negativkontrolle).

3.2.15 Chromatographische und spektroskopische Methoden (HPLC/LC-MS)

Zur Analyse von Enzymtests auf die Bildung der enzymatischen Produkte wurden die
Methoden der HPLC und LC-MS verwendet.

3.2.15.1 HPLC-Analysen

Zur Detektion mittels HPLC wurde das YL9100 HPLC System (Vacuum Degasser, Qua-
ternary Pump, PDA Detector von YL Instrument Co.) zusammen mit dem Marathon Au-
tosampler (Spark Holland) verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 200 pL. Bei der
verwendeten Sdule handelte es sich um eine 5 pm LiChrospher®100 RP-18 Saule von
Merck Millipore mit einer Lange von 25 cm und einem Durchmesser von 4 mm. Es
wurde ein Gradient von 100 % HPLC-Wasser (mit 1 % Ameisensaure) zu 100 % Ace-
tonitril (mit 1% Ameisensdure) in 20 min durchgefiihrt, bei einer Flussrate von
1 mL/min. Zur Datenanalyse wurde die YL-Clarity Software verwendet.

3.2.15.2 LC-MS-Analysen

Zur Detektion und Identifizierung mittels MS wurde das Finnigan LCQ-Duo lon Trap
Massenspektrometer mit APCI Quelle (Thermo Quest) verwendet. Fiir LC-MS Analysen
wurde das Massenspektrometer an das Finnigan Surveyor HPLC System (MS Pumpe
Plus, Autosampler und PDA-Detektor Plus) gekoppelt. Bei der Verwendeten Saule han-
delte es sich um eine EC150/3 NUCLEODUR 100-3 C18ec Saule (Marcherey-Nagel). Es
wurde ein Gradient von 100 % Wasser zu 100 % Acetonitril (mit 1 % Ameisensdure)
in 20 min bei 30 °C durchgefiihrt, mit einer Flufsrate von 0,5 mL/min. Die MS-Analysen
erfolgten im Positiv-Modus bei einer Kapillarspannung von 18 V, einer Kapillar-tempe-
ratur von 150 °C und einer Quellentemperatur von 450 °C. Stickstoff hoher Reinheit
diente als Hiill- und Hilfsgas, die Flussrate betrug 80 bzw. 60 (Arbitrary Units). Ionen
einer Massenspanne von 50 - 2000 m/z wurden detektiert. Fiir die MS/MS-Fragmen-
tierung wurde eine Kollisionsenergie von 35 % verwendet. Die Datenanalyse erfolgte
mit der XcaliburTM2.0.7 Software (Thermo Scientific).
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4 Ergebnisse

4.1 Gene und Vektorkonstrukte

In dieser Arbeit wurden sowohl Vektorkonstrukte fiir die Expression der TDC und STR
in Pichia pastoris, als auch fiir die Expression der TDC, STR und SGD in Escherichia coli
hergestellt. Die verwendeten Gene stammten zum einen aus Bachelorarbeiten (STR:
Konstrukt pPIC9_Catl aus Uebbing, 2009; TDC: Konstrukt pPICO_TDC aus Krtiger,
2011) und enthielten die Originalcodonsatze aus C. roseus, zum anderen wurden Codon
optimierte Gene der STR und SGD fiir die Expression in E. coli bei der Firma GenScript
HK Limited in Auftrag gegeben. Alle Vektorkonstrukte wurden vor ihrer Verwendung
durch DNA-Sequenzierung iiberpriift. Eine Ubersicht iiber die in dieser Arbeit herge-
stellten Vektorkonstrukte, sowie der darin enthaltenen Gene kann Tabelle 16 entnom-
men werden.

Tabelle 16: Ubersicht iiber die hergestellten Expressionskonstrukte. * Fiir die Expression in E. coli
Codon-optimierte Gene. Die chemische Synthese und Klonierung in den Expressionsvektor pCDFDuet1
wurde von der Firma GenScript HK Limited durchgefiihrt.

Konstrukt Tag Ori (Kopienzahl) Gen
P. pastoris
pPIC9_STR_C-His C-terminaler Integration in STR
His-Tag P. pastoris Genom (C. roseus)
pPICZaA_TDC_C-His C-terminaler Integration in TDC
His-Tag P. pastoris Genom (C. roseus)
pPICZaA_STR_C-His C-terminaler Integration in STR
His-Tag P. pastoris Genom (C. roseus)
E. coli
pET45b(+)_TDC_N-His N-terminaler ColE1 (pBR322) TDC
His-Tag (~40) (C. roseus)
pET45b(+)_STR_N-His N-terminaler ColE1 (pBR322) STR
His-Tag (~40) (C. roseus)
pET45b(+)_STR _opti N- und C-terminaler ColE1 (pBR322) *STR
His-Tag (~40)
pET32¢c(+)_STR_Trx N-und C-terminaler ColE1 (pBR322) *STR
His-Tag, Trx-Tag (~40)
pCDFDuet1_STR_S-tag C-terminaler CloDF13 (CDF) *STR
S-Tag (20-40)
pCDFDuet1_STR_C-His C-terminaler CloDF13 (CDF) *STR
His-Tag (20-40)
pCDFDuet1_STR_N-/C-His N-und C-terminaler CloDF13 (CDF) *STR
His-Tag (20-40)
pCDFDuet1_SGD_N-His N-terminaler CloDF13 (CDF) *SGD
His-Tag (20-40)
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4.1.1 Korrektur des TDC-Gens durch Oligonukleotid vermittelte Mutagenese

Da das TDC-Gen sowohl im P. pastoris Vektor pPICZaA als auch im E. coli Vektor
pET45b(+) eine Punktmutation (C - T) an Position 433 aufwies (Abbildung 9), die zu
einem frithzeitigen Stopp-Codon (TAG) fiihrte, musste diese Mutation zunachst durch
Oligonukleotid vermittelte Mutagenese entfernt werden.

TDC GenBank:M25151 1 atgggcagcattgattcaacaaatgtagccatgtccaattctccagttgg
PET45b (+)—TDC—STOPP 8 ..................................................
PPICZGA_TDC_STOPP 2 4 ..................................................
TDC GenBank:M25151 51 agaatttaagccacttgaagctgaggaattccgaaaacaagcccatcgta
PET45b (+)—TDC—STOPP 58 ..................................................
PPICZGA_TDC_STOPP '7 4 ..................................................

TDC GenBank:M25151 101 tggtagatttcatagccgattattacaaaaatgtggaaacatatccggtc
PET45b (+)_TDC_STOPP 108 ..................................................
PPICZ“A_TDC_STOPP 12 4 ..................................................

TDC GenBank:M25151 151 cttagcgaagtcgaacctggatatctccgaaaacgtatccccgaaaccge
PET45b (+)_TDC_STOPP 158 ..................................................
PPICZ“A_TDC_STOPP 17 4 ..................................................

TDC GenBank:M25151 201 tccttacctccccgaaccacttgacgacatcatgaaagatattcagaagg
PET45b (+)_TDC_STOPP 208 ..................................................
PPICZ“A_TDC_STOPP 22 4 ..................................................

TDC GenBank:M25151 251 atattatcccaggaatgacaaattggatgagccctaatttttatgcattt
PET45b (+)_TDC_STOPP 258 ..................................................
PPICZGA_TDC_STOPP 2'7 4 ..................................................

TDC GenBank:M25151 301 tttcctgccactgttagttcagctgectttttaggagaaatgttgtctac
PET45b (+)_TDC_STOPP 308 ..................................................
PPICZGA_TDC_STOPP 32 4 ..................................................

TDC GenBank:M25151 351 tgccctaaattcagtaggctttacttgggtttcttcaccagecgecaccg
PET45b (+)_TDC_STOPP 358 ..................................................
pPICZqA_TDC_STOPP 37 4 ..................................................

v
TDC GenBank:M25151 401 aattagaaatgattgttatggattggttggctcagatec..
pET45b (+)_TDC_STOPP PN o < T I T R R R R te-o---
pPICZaA_TDC_STOPP 424 ................................ t .....

Abbildung 9: Vergleich eines Sequenzausschnitts der klonierten TDC-Gene mit Basenaustausch
mit der Datenbanksequenz (Gen Bank: M25151). Die Position der Punktmutation ist durch einen
Pfeil gekennzeichnet. Das durch die Mutation entstandene Stopp-Codon ist grau unterlegt.

Es wurde ein Mutagenese-Primer entworfen, der an Position 433 anstelle der Mutation
(T) die richtige Base (C) enthilt. Uber das Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England BioLabs) wurde mithilfe dieses TDC_Mutageneseprimers und eines gewdhnli-
chen TDC_Fw-Primers das gesamte Plasmid pET45b(+)_TDC_N-His amplifiziert. Die
PCR-Amplifikate wurden anschliefdend nach Kit-Herstellerangaben weiter bearbeitet
um die linearen Vektoren zu zirkularisieren und das in die PCR eingesetzte Template
zu entfernen. Anschlief3end wurde der Ansatz in chemisch kompetente E. coli (NEB 5-
alpha Competent Cells) transformiert und auf Selektionsplatten (LB-Amp) ausplattiert.
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Einige der gewachsenen Transformanten wurden fiir eine Plasmidisolation herange-
zogen und der Erfolg der Mutagenese durch erneute Sequenzierung tiberpriift. Die Se-
quenzierungs-ergebnisse zeigten, dass das frithzeitige Stopp-Codon erfolgreich ent-
fernt werden konnte (siehe Anhang).

Das korrigierte Konstrukt pET45b(+)_TDC_N-His diente anschliefend als Template fiir
die erneute Klonierung der TDC in den Hefe-Vektor pPICZaA.

4.2 Pichia pastoris als Wirtssystem

Zur Expression der Catharanthus-Gene wurde mit P. pastoris zundchst ein eukaryotes
Hefe-Wirtssystem verwendet, das dazu in der Lage ist, viele der in h6herern Eukaryo-
ten durchgefiihrten post-translationale Modifikationen vorzunehmen, wie z. B. kor-
rekte Proteinfaltung, Glycosylierungen und Prozessierung von Signalsequenzen. Ein
weiterer Vorteil dieses Systems ist die Regulierbarkeit der Expression tiber den mit
Methanol induzierbaren AOX1-Promotor. Dariiber hinaus ermoéglicht P. pastoris das
Ausschleusen heterolog exprimierter Proteine ins Kulturmedium. Da P. pastoris selbst
kaum endogene Proteine ins Medium sekretiert, liegen die rekombinanten Proteine
dort in relativ reiner Form vor, wodurch die spatere Proteinreinigung erleichtert wird.

4.2.1 Klonierungen in P. pastoris Expressionsvektoren

Flr die Expression der TDC und STR in P. pastoris wurden die Vektoren pPIC9 und
pPICZaA verwendet, die den mit Methanol induzierbaren AOX1-Promotor enthalten
und die Integration der enthaltenen Gene ins Hefegenom ermdéglichen. Zur leichteren
I[solation und Reinigung der rekombinanten Enzyme wurden diese mit einer N-termi-
nalen Siganlsequenzen (a-Faktor Sekretionssignal von S. cerevisiae) zur Sekretion ins
Kulturmedium und einem C-terminalen His-Tag versehen.

4.2.1.1 Klonierung der TDC mit C-terminalem His-Tag in pPICZaA

Zur Klonierung der TDC in den Vektor pPICZaA wurde das Gen mit Primern, die die
Sequenz der Restriktionsenzymschnittstellen Xhol und Notl enthielten (Tabelle 4)
tiber PCR amplifiziert. Als Template diente der Vektor pPIC9_TDC (Kriiger, 2011). Das
Gen wurde anschliefdend mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten
und in den ebenfalls geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pPICZaA (Abbildung
10A) ligiert. Nach Transformation in chemisch kompetente E. coli wurden die auf Se-
lektionsplatten (LB-Zeocin) gewachsenen Transformanten mittels Kolonie PCR mit
Vektor spezifischen AOX1-Primern auf das Insert hin untersucht.
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Xhol

pPICZaA TDC M

pPICZaA_TDC_C-His

Notl

Abbildung 10: Klonierung des Vektors pPICZaA_TDC_C-His. A: Agarosegelelektrophorese des Xhol
und Notl geschnittenen PCR-Amplifikats des TDC-Gens mit His-Tag und des geschnittenen Vektors
pPICZaA. M=A Pstl Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pPICZaA_TDC_C-His. AOX_P=A0OX1-Promotor,
a-Faktor=a-Faktor Signalsequenz aus S. cerevisiae, AOX_T=A0X1-Terminator, Sh ble=Sh ble-Gen zur Se-
lektion in E. coli und P. pastoris, pUC ori=E. coli Replikationsursprung

Ausgewahlte Klone, die das TDC-Gen im Vektor pPICZaA enthielten, wurden fiir eine
Plasmidisolation herangezogen und die Gensequenz durch Sequenzierung uberprift.
Da alle untersuchten Klone eine Punktmutation an Position 433 des TDC-Gens aufwie-
sen, wurde die Klonierung nach erfolgter Oligonukleotid vermittelter Mutagenese mit
pET45b(+)_TDC_N-His als Template wiederholt. Die Vektorkarte des fertigen Kon-
strukts ist in Abbildung 10B dargestellt.

Nach erneuter Sequenziiberpriifung wurde das Konstrukt fiir die effektive Transfor-
mation in P. pastoris KM71 mit dem Restriktionsenzym Sacl linearisiert und anschlie-
3end der Erfolg der Restriktion durch Auftrennung im Agarosegel tiberpriift. Nach Auf-
reinigung des Restriktionsansatzes erfolgte die Transformation in frisch hergestellte
elektrokompetente P. pastoris Zellen, die dann auf YPD-Platten ausplattiert wurden.
Gewachsene Transformanten wurden auf frische YPD-Platten tiberfiihrt und die In-
tegration des TDC-Gens liber Kolonie PCR mit vektorspezifischen AOX1- und genspezi-
fischen TDC-Primern tiberprift. Klone, die bei beiden Primerpaaren Banden im Agaro-
segel zeigten, wurden fiir spateren Expressionsversuche herangezogen.

4.2.1.2 Klonierung der STR mit C-terminalem His-Tag in pPIC9

Da das STR-Gen aus der Bachelorarbeit von Uebbing (2009) ohne His-Tag im Vektor
pPIC9 vorlag (pPIC9_Catl) und daher keine Reinigung des Proteins tiber Nickelaffini-
tats-chromatografie moglich war, wurde das STR-Gen zur Expression in P. pastoris zu-
satzlich mit einem C-terminalem His-Tag in den Vektor pPIC9 kloniert. Hierzu wurde
das Gen mit Primern, die die Sequenz der Restriktionsenzymschnittstellen Xhol und
Notl sowie die Sequenz fiir einen C-terminalen His-Tag enthielten (Tabelle 4), mittels
PCR amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzy-
men geschnitten und mit dem ebenfalls geschnittenen, Phosphatase behandelten Vek-
tor liber Agarose-gelelektrophorese analysiert (Abbildung 11A).
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Abbildung 11: Klonierung des Vektors pPIC9_STR_C-His. A: Agarosegelelektrophorese des Xhol und
Not I geschnittenen PCR-Amplifikats des STR-Gens mit His-Tag und des geschnittenen Vektors pPICO.
M=A Pstl Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pPIC9_STR_C-His. bla=Bla-Gen, vermittelt Ampicillin-
Resistenz zur Selektion in E. coli, AOX_P= AOX1-Promotor, a-Faktor= o-Faktor Signalsequenz aus
S. cerevisiae, AOX_T=A0X1-Terminator, HIS4=Histidinoldehydrogenase-Gen zur Selektion in P. pastoris,
pBR322=E. coli Replikationsursprung

1087 Bp

Anschliefdend erfolgte die Ligation und Transformation in chemisch kompetente E. coli
DH5a. Die auf Selektionsplatten (LB-Amp) gewachsenen Tarnsformanten wurden iiber
Kolonie PCR mit vektorspezifischen Primern (AOX1-Primer) auf das Insert hin unter-
sucht. Ausgewdhlte Klone wurden fiir eine Plasmidisolation herangezogen und die
Gensequenz durch Sequenzierung tiberpriift. Klone, deren Sequenz mit der Datenbank-
sequenz der STR (Gen Bank: X53602) iiberein stimmten, wurden fiir die Transforma-
tion in P. pastoris (GS115) herangezogen. Die Vektorkarte des fertigen Konstrukts kann
Abbildung 11B entnommen werden.

Flr eine effektive Transformation in P. pastoris wurde das Konstrukt mit dem Restrik-
tionsenzym Bglll linearisiert und das Ergebnis der Restriktion durch Auftrennung im
Agarosegel liberpriift. Nach Aufreinigung des Restriktionsansatzes erfolgte die Trans-
formation in frisch hergestellte elektrokompetente P. pastoris Zellen, die anschliefsend
auf MD-Platten ausplattiert wurden. Auf MD-Platten gewachsene Transformanten
wurden erneut auf MD-Platten tiberfiihrt und die Integration des STR-Gens liber Kolo-
nie PCR mit vektorspezifischen AOX1- und genspezifischen STR-Primern tberprift
(Abbildung 12).

AOX1-Primer STR-Primer
2 3 4 5 6 7 M 1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 12: Agarosegelelektrophorese einer Kolonie PCR der mit dem Vektor pPIC9_STR_C-
His transformierten P. pastoris-Klone. 1-7=getestete Pichia-Klone, M=A Pstl Marker.
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Die Klone 1 - 4, die sowohl mit den AOX1- als auch mit den genspezifischen Primern
eine Bande im Agarosegel zeigten, wurden fiir Expressionsversuche herangezogen.

4.2.1.3 Klonierung der STR mit C-terminalem His-Tag in pPICZaA

Zur Klonierung des STR-Gens in den Vektor pPICZaA wurde das Gen mit den Schnitt-
stellen Xhol und Notl iiber PCR amplifiziert und geschnitten. Als Template diente der
Vektor pPIC9_Catl (Uebbing, 2009). Anschliefdend wurde das geschnittene STR-Gen
zusammen mit dem ebenfalls geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pPICZaA tiber
Agarosegelelektrophorese analysiert (Abbildung 13A), ligiert und in chemisch kompe-
tente E. coli transformiert. Die auf Selektionsplatten (LB-Zeocin) gewachsenen Trans-
formanten wurden mittels Kolonie PCR mit Vektor spezifischen Primern (AOX1- Pri-
mer) auf das Insert hin untersucht.

A B

Xhol

pPICZaA STR M

AOX_P

3519Bp—> Qg

pPICZaA_STR_C-His His-Tag

AOX_T

1087 Bp = pUC ori

Abbildung 13: Klonierung des Vektors pPICZaA_STR_C-His. A: Agarosegelelektrophorese des Xhol
und Notl geschnittenen PCR_Amplifikats des STR-Gens mit His-Tag und des geschnittenen Vektors
pPICZaA. M=A Pstl Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pPICZaA_STR_C-His. AOX_P= AOX1-Promo-
tor, a-Faktor= a-Faktor Signalsequenz aus S. cerevisiae, AOX_T=A0X1-Terminator, Sh ble=Sh ble-Gen zur
Selek-tion in E. coli und P. pastoris, pUC ori=E. coli Replikationsursprung

Ausgewahlte Transformanten wurden fiir eine Plasmidisolation herangezogen und
durch Sequenzierung iberpriift. Klone, deren Sequenz mit der Datenbanksequenz (Gen
Bank: X53602) iiberein stimmten, wurden fiir die folgenden Transformation in
P. pastoris KM71 weiterverwendet. Die Vektorkarte des fertigen Konstrukts kann Ab-

bildung 13B entnommen werden.

Flir die Transformation in P. pastoris KM71 wurden die Konstrukte mit dem Restrikti-
onsenzym Sacl linearisiert und der Erfolg der Restriktion durch Auftrennung im Aga-
rosegel liberpriift. Nach Aufreinigung des Restriktionsansatzes erfolgte die Transfor-
mation in elektrokompetente P. pastoris Zellen, die anschlieféend auf YPD-Platten aus-
plattiert wurden. Gewachsene Transformanten wurden auf frische YPD-Platten iiber-
filhrt und die Integration des STR-Gens iliber Kolonie PCR mit vektorspezifischen
AOX1- und genspezifischen STR-Primern tberprift (Abbildung 14).



Ergebnisse

AOX1-Primer STR-Primer
M 1 2 3 1 2 3

Abbildung 14: Agarosegelelektrophorese einer Kolonie PCR der mit dem Vektor pPICZaA_STR_C-
His transformierten P. pastoris-Klone. 1-3=getestete Pichia-Klone, M=A Pstl Marker

Klon 1, der sowohl mit den AOX1- als auch mit den genspezifischen Primern eine deut-
liche Bande im Agarosegel zeigte, wurde fiir die spateren Expressionsversuche heran-
gezogen.

4.2.2 Heterologe Expression in P. pastoris

Alle Hefe-Konstrukte wurden fiir die heterologe Expression in P. pastoris in den Ex-
pressionsstamm GS115 bzw. KM71 transformiert. Nach Uberpriifung der Integration
ins Pichia-Genom wurden Glycerolstocks hergestellt und zur langerfristigen Aufbe-
wahrung bei -80 °C gelagert.

4.2.2.1 ,Pilotexperiment”

Die Expressionen der TDC und STR im Vektor pPIC9 sowie die der TDC im Vektor
pPICZaA zeigten nach Coomassie- und Silberfarbung weder im Kulturiiberstand, noch
im Pellet Banden der erwarteten Groféen im SDS-Gel. Auch Verdnderungen der
Expressionsbedingungen (Erniedrigung der Expressionstemperatur, Variation der zur
Induktion eingesetzten Methanolkonzentration und Variation der Inkubationsdauer)
zeigten keinen Erfolg. Es konnten weder tiber Silberfarbung, noch iiber Westernblot
Banden der rekombinanten Proteine detektiert werden. Der mitgefiihrte
Kontrollstamm GS115/His*Muts_Albumin, der Albumin ins Medium sekretiert, zeigte
hingegen in allen durchgefiihrten Expressionen die erwartete Bande bei etwa 67 kDa.

Die STR im Vektor pPICZaA (pICZaA_STR_C-His) zeigte als einziges Hefekonstrukt
nach 7-tagiger Inkubation bei 22 °C und taglicher Supplementation von 0,5 % Methanol
schwache Banden im Westernblot (Abbildung 15). Der Nachweis der STR erfolgte
hierbei Uber eine Meerrettichperoxidase (HSR) gekoppelte HisProbe (Thermo
Scientific), die mit dem His-Tag der STR interagiert und iiber Chemilumineszenz
nachgewiesen werden kann. Der Kulturiiberstand von drei STR-Klonen (1 - 3) wurde
getestet, als Negativkontrolle diente eine KM71-Kultur ohne STR.
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1 2 3 KM71

STR =

Abbildung 15: Westernblotanalyse des Kulturmediums einer Pichia-KM71 Expression mit dem
Konstrukt pPICZaA_STR_C-His.1-3=getestete Pichia-Klone mit STR-Gen; KM71= Pichia-Stamm ohne
STR-Gen. Der Nachweis der STR erfolgte iiber eine Meerrettichperoxidase (HSR) gekoppelte HisProbe
(Thermo Scientific), die mit dem His-Tag der rekombinanten STR interagiert und iber
Chemilumineszenz nachgewiesen wurde.

Der Westernblot zeigte, neben einer schwachen Bande, die auch in etwas starkerer
Form in der Kontrollkultur ohne STR vorkam, fiir alle drei Klone, die das STR-Gen ent-
hielten, eine Bande bei den fiir die STR erwarteten 35 - 38 kDa. Diese Bande wurde in
der Kontrollkultur nicht detektiert.

4.2.3 Enzymassays der in P. pastoris exprimierten Proteine

Die Enzymaktivitiat der in P. pastoris exprimierten TDC und STR wurde durch den
Nachweis des jeweiligen enzymatischen Produkts (Tryptamin bzw. Strictosidin) tiber
HPLC uberpriift.

4.2.3.1 Tryptophandecarboxylase (TDC)

Obwohl die TDC weder nach Silberfarbung im SDS-Gel, noch nach Westernblot-Analyse
mittels SuperSignal®West HisProbe™ Kit (Thermo Scientific) detektiert werden
konnte, wurden Enzymassays mit Pichia-Kulturiiberstand durchgefiihrt. Hierzu wurde
die Expression der TDC (Konstrukt: pPICZaA_TDC_C-His) in P. pastoris wie unter
(3.2.1) beschrieben durchgefiihrt, jedoch wurde nach der anfanglichen Biomassenpro-
duktion anstelle des Hefe-Vollmediums (YPM) ein auf pH 7,5 gepuffertes Minimalme-
dium mit Methanol verwendet.

Nach Zentrifugation der Kulturen wurden die erhaltenen Uberstinde direkt fiir die En-
zymtests verwendet. Es wurden 100 pM Tryptophan und 100 puM Pyridoxalphosphat
zu 100 pL Kulturiiberstand gegeben und bei 30 °C fiir 1 h inkubiert. AnschliefRend
wurde der Enzymtest direkt per HPLC analysiert. Als Negativkontrolle diente ein Kul-
turiiberstand der sofort nach Zugabe des Substrates Tryptophan durch Methanolzu-
gabe gestoppt wurde. Die Ergebnisse der HPLC-Analysen sind in Abbildung 16 darge-
stellt.

Die HPLC-Analysen der beiden Ansatze zeigen eine Abfolge nahezu identischer Peaks,
von denen nur der Peak mit der Retentionszeit von 14,2 min eindeutg einer bekannten
Substanz, dem Substrat Tryptophan, zugeordnet werden kann. Die Peak-Area dieses
Substratpeaks zeigt keine Abnahme wahrend der ein-stiindigen Inkubationszeit und es
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konnte auch kein Peak detektiert werden, der dem enzymatischen Produkt der TDC,
dem Tryptamin entspricht. Diese Beobachtung konnte in weiteren Enzymassays mit
der TDC aus P. pastoris bestatigt werden.
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Abbildung 16: HPLC-Analyse eines TDC-Enzymassays der Kulturiiberstinde einer P. pastoris Ex-
pressionskultur, die das Konstrukt pPICZaA_TDC_C-His enthilt. A: Enzymtest des TDC-Kulturiiber-
standes zum Zeitpunkt 0 h, B: Der gleiche Enzymtest nach 1 h Inkubation bei 30 °C.

4.2.3.2 Strictosidinsynthase

Zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit der STR (Konstrukt: pPICZaA_STR_C-
His) in P. pastoris wurde wie unter (3.2.1) fiir die Expression beschrieben verfahren,
nur wurde nach der anfanglichen Biomasseproduktion anstelle des Hefe-Vollmediums
(YPM) ein auf pH 7 gepuffertes Minimalmedium mit Methanol verwendet. Die nach
Zentrifugation der Kulturen erhaltenen Uberstinde wurden direkt fiir die Enzymtests
verwendet. Es wurden je 1 mM Secologanin und Tryptamin zu 100 pL Kulturiiberstand
gegeben und bei 30 °C fir 3 h inkubiert. Anschlief3end wurde der Enzymtest direkt per
HPLC analysiert. Als Negativkontrolle wurde ein Kulturiiberstand verwendet, der
15 min bei 95 °C inkubiert wurde. Die HPLC-Analyse des Enzymtests zeigte einen pro-
minenten Peak bei 17,2 min (Abbildung 17A). Dieser Peak ist bei der hitzeinaktivierten
Probe um etwa einen Faktor 100 kleiner und gerade noch detektierbar (Abbildung
17B).
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Abbildung 17: HPLC-Analyse eines STR-Enzymassays der Kulturiiberstande einer P. pastoris Ex-
pressionskultur, die das Konstrukt pPICZaA_STR_C-His enthélt. A: Enzymtest einer STR-Expressi-
onskultur, B: Enzymtest der gleichen STR-Expressionskulturultur nach Hitzeinaktivierung.

4.2.3.3 Ammoniumsulfatfiallung und Proteinreinigung

Die Konzentrierung und Isolation der ins Kulturmedium sekretierten rekombinanten
TDC und STR iiber Ammoniumsulfatfallung und die anschlief}ende Reinigung tiber Ni-
ckelaffinitatschromatografie, sowie die direkte Reinigung aus dem Kulturmedium zeig-
ten keinen Erfolg. Nach Silberfairbung bzw. Westernblot konnte keine Bande der TDC
oder STR detektiert werden.

4.3 Escherichia coli als Wirtssystem

Zusatzlich zum Hefe-System wurde mit Escherichia coli ein prokaryotes System zur Ex-
pression der drei Catharanthus-Gene untersucht. Im Gegensatz zum Hefe-System ist
E. colinicht dazu in der Lage post-translationale Modifikationen an den rekombinanten
Proteinen durchzufiihren, aber das E. coli-System ermoglicht, ebenso wie das Pichia-
System, eine Regulation der heterologen Genexpression liber einen induzierbaren Pro-
motor (IPTG induzierbarer lacUV5-Promotor). Dariiber hinaus, stehen eine Vielzahl an
Vektoren mit unterschiedlichen Replikationsurspriingen, Tags und Fusionsproteinen
zur Auswahl um eine optimale Expression des gewilinschten Proteins zu erreichen.
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4.3.1 Klonierungen in E. coli Expressionsvektoren

Fiir die Expression der TDC, STR und SGD in E. coli wurden IPTG induzierbare Vektoren
des pET- und pCDF-Typs verwendet. Alle Gene wurden fiir eine spatere Reinigung der
rekombinanten Proteine mit N- und/oder C-terminalen His-Tags kloniert.

4.3.1.1 Klonierung der TDC mit N-terminalem His-Tag in pET45b(+)

Zur Expression der Tryptophandecarboxylase in E. coli wurde das TDC-Gen mit N-ter-
minalem His-Tag in den Vektor pET45b(+) kloniert. Hierzu wurde das TDC-Gen mit
Primern, die die Sequenz der Restriktionsenzymschnittstelle Notl bzw. Xhol enthielten,
mittels PCR amplifiziert. Als Template diente der Vektor pPIC9_TDC (Kriiger, 2011).
Das PCR-Produkt wurde mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten
und zusammen mit dem ebenfalls geschnittenen, dephosphorylierten Vektor
pET45b(+) liber Agarosegelelektrophorese analysiert (Abbildung 18A).

Anschliefdend erfolgte die Ligation und Transformation in chemisch kompetente E. coli
DH5a. Die auf Selektionsplatten (LB-Amp) gewachsenen Transformanten wurden tiber
Kolonie PCR mit pET-Vektor spezifischen Primern (Tabelle 4) auf das Insert hin unter-
sucht. Ausgewahlte Klone, wurden fiir eine Plasmidisolation herangezogen und die
Gensequenz durch Sequenzierung iiberprift.

Die Ergebnisse der Sequenzierung des TDC-Gens zeigten, wie schon beim P. pastoris
Konstrukt pPICZaA_TDC_C-His, in allen Klonen eine Punktmutation (C = T) an Position
433, die zu einem friihzeitigen Stopp-Codon (TAG) im TDC-Gen fiihrte. Die Mutation
wurde tiber Oligonukleotid vermittelte Mutagenese entfernt, die Vektorkarte des ferti-
gen Konstrukts ist in Abbildung 18B dargestellt.

A B

Notl

T7_P )
His-Tag
lacl
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T45b(+)_TDC_N-His

pET45 TDC M
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1511Bp -
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Abbildung 18: Klonierung des Vektors pET45b(+)_TDC_N-His. A: Agarosegelelektrophorese des
Notl und Xhol geschnittenen Vektors pET45b(+) und des geschnittenen PCR-Amplifikats der TDC. M=
A Pstl Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pET45b(+)_TDC_N-His. lacl=lacl-Gen, T7_P=T7 Promotor,
T7_T=T7 Terminator, bla= bla Gen zur Selektion in E. coli, pBR322 ori=Replikationsursprung.
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4.3.1.2 Klonierung der STR mit N-terminalem His-Tag in pET45b(+)

Zur Expression der Strictosidinsynthase in E. coli wurde das STR-Gen mit N-termina-
lem His-Tag mit den Schnittstellen Notl und Xhol iiber PCR amplifiziert, geschnitten
und in den geschnittenen, dephosphorylierten Vektoren pET45b(+) ligiert (Abbildung
194A).

Als Template diente der Vektor pPIC9_Catl (Uebbing, 2009). Anschliefend wurden,
die Ligationsansatze in chemisch kompetente E. coli DH5a transformiert und die auf
Selektionsplatten (LB-Amp) gewachsenen Transformanten mittels Kolonie-PCR (pET-
Vektor spezifische Primer) auf das Insert hin untersucht.

Ausgewadhlte Transformanten wurden fiir eine Plasmidisolation herangezogen und
durch Sequenzierung tiberpriift. Klone, deren Sequenz mit der Datenbanksequenz
liberein stimmten, wurden fiir die folgenden Expressionsversuche weiterverwendet.
Die Vektorkarte des fertigen Konstrukts kann Abbildung 19B entnommen werden.
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Abbildung 19: Klonierung des Vektors pET45b(+)_STR_N-His. A: Agarosegelelektrophorese des NotI
und Xhol geschnittenen Vektors pET45b(+) und des geschnittenen PCR-Amplifikats der STR, M= A Pstl
Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pET45b(+)_STR_N-His. lacl=lacl-Gen, T7_P=T7 Promotor, T7_T=
T7 Terminator, bla= bla Gen zur Selektion in E. coli, pBR322 ori=Replikationsursprung

4.3.1.3 Codon-Optimierung der Gensequenzen der STR und SGD fiir E. coli

Da die Expression der STR mit dem Originalcodonsatz aus C. roseus in E. coli zu einer
sehr geringen Proteinausbeute fiihrte, die im SDS-Gel nicht detektiert werden konnte,
wurde zusatzlich die Synthese eines fiir die Expression in E. coli Codon-optimierten
STR-Gens in Auftrag gegeben (GenScript HK Limited). Im Hinblick auf zukiinftig ge-
plante Arbeiten wurde ein Vektor konstruiert, der die gleichzeitige Expression des
STR-Gens zusammen mit dem SGD-Gen erméglicht.

Die Vektorkarte dieses Konstrukts (pCDFDuet1_SGD_STR) ist in Abbildung 20 darge-
stellt. Die Sequenzdaten sind im Anhang zu finden.
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Abbildung 20: Vektorkarte des Konstrukts pCDFDuet1_SGD_STR. Beide Gene wurden so in den Vek-
tor pCDFDuet1 eingebracht, dass man sie leicht iiber Restriktionsverdau mit nur einem Restriktions-
enzym und anschliefiender Ligation wieder aus dem Vektor entfernen kann. Das STR-Gen wurde zu die-
sem Zweck mit flankierenden Erkennungsstellen fiir das Restriktionsenzym Bglll versehen und in die
multiple Klonierungsstelle 2 (mit C-terminalem S-Tag) des Duet-Vektors kloniert. Das Gen fiir die SGD
mit Erkennungsstellen fiir Ascl wurde in die multiple Klonierungsstelle 1 (mit N-terminalem His-Tag)
kloniert. lacl=lacl-Gen, T7_P=T7 Promotor, T7_T=T7 Terminator, aadA=aadA-Gen zur Selektion in E. coli,
CDF ori=Replikationsursprung

4.3.1.3.1 Klonierung von pCDFDuet1_STR_S-Tag und pCDFDuet1

Um den Vektor pCDFDuet1 nur mit dem Codon-optimierten STR-Gen bzw. ohne Insert
zu erhalten, wurde das Gen der SGD durch Restriktionsverdau mit Ascl aus den Vekto-
ren pCDFDuet1l_SGD_STR und pCDFDuet1_SGD entfernt (Abbildung 21A) und die aus
dem Gel gereinigten Vektoren wieder ligiert. Die Vektorkarte des Konstrukts
pCDFDuet1_STR_S-Tag ist in Abbildung 21B dargestellt.

A B
pCDFDuet1
SGD/STR SGD M

pCDFDuet1_STR =
pCDFDuetl —»

SGD =

lacl

S_
pCDFDuet1_STR_S-Tag

Abbildung 21: Klonierung des Vektors pCDFDuet1_STR_S-Tag. A: Agarosegelelektrophorese der mit
Ascl geschnittenen Vektoren pCDFDuet1_SGD_STR und pCDFDuet1_SGD. M=A Pstl Marker; B: Vektorkarte
des Konstrukts pCDFDuetl STR_S-Tag. lacl=lacl-Gen, T7_P=T7 Promotor, T7_T=T7 Terminator,
aadA=aadA-Gen zur Selektion in E. coli, CDF ori=Replikationsursprung

4.3.1.3.2 Klonierung von pCDFDuet1_STR_C-His und pCDFDuet1_STR_N-/C-His

Neben dem STR-Konstrukt mit C-teminalem S-tag wurden weitere Konstrukte der Co-
don-optimierten STR im Vektor pCDFDuet1 zur Expression in E. coli hergestellt. Zum
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einen wurde der C-terminale S-Tag liber Oligonukleotid vermittelte Mutagenese (Q5®
Site-Directed Mutagenesis Kit) durch einen C-terminalem His-Tag ersetzt, zum ande-
ren wurde diser bereits mit einem C-terminalen His-tag versehenen STR durch eine
weitere Oligonukleotid vermittelte Mutagenese (Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit)
ein zusatzlicher N-terminalen His-tag angefiigt. Die verwendeten Primer konnen Ta-
belle 4 entnommen werden.

Der Erfolg der Mutagenesen wurde tiber Sequenzierung des N- (pCDF_Fw2) bzw. C-
Terminus (pET_Rev) tiberpriift. Die Sequenzanalysen der beiden Konstrukte zeigten,
dass sowohl der C-terminale (pCDFDuet1_STR_C-His) als auch der N-terminale His-Tag
(pCDFDuet1_STR_N-/C-His) erfolgreich eingefiigt wurden Abbildung 22.

A
STR_S-Tag 1 atg---—-=-======——————- agcccgatcctgaagaaaatctttattgaa
STR_C-His 1 atg----——==-———=—-——-- agcccgatcctgaagaaaatctttattgaa
STR_C—/N—His 1 atgcatcaccatcatcaccacagcccgatcctgaagaaaatctttattgaa
B N-terminaler His-Tag
STR_S-Tag 958 gttagccagctggtcattaatgcagatctcaattggatatcggeccgge
STR _C-His 958 gttagccagctggtcattaat------------ - - - - - - - - ---~-——-
STR_C-/N-His 976 gttagccagctggtcattaat----------------------————-
STR_S-Tag 1006 cacgcgatcgctgacgtcggtaccctcgagtctggtaaagaaaccgcet
STR_C-His 1006 ————————————
STR_C-/N-His 1024 ————m e
STR_S-Tag 1054 gctgcgaaatttgaacgccagcacatggactcgtctactagegcaget
STR C-His 1054 ————mm o
STR_C-/N-His 1072 — e
STR_S-Tag 1102 -\ --——-—-———————————- taa
STR_C-His 1102 catcaccatcatcaccactaa
STR_C-/N-His 1120 catcaccatcatcaccactaa

C-terminaler His-Tag

Abbildung 22: Sequenzvergleich der N- und C-Termini der STR-Konstrukte in pCDFDuet1. A: N-
Terminus der Vektoren pCDFDuet1_STR_S-Tag, pCDFDuet1_STR_C-His, pCDFDuet1_STR_N-/C-His. B: C-
Terminus der Vektoren pCDFDuet1_STR_S-Tag, pCDFDuet1_STR_C-His, pCDFDuetl1_STR_N-/C-His.

4.3.1.3.3 Klonierung des Codon-optimierten STR-Gens in pET45b(+)

Um den Einflusses der Kopienzahl auf die Expression des STR-Gens zu untersuchen
wurde die Codon-optimierte STR zusatzlich in den Vektor pET45b(+) kloniert, der eine
etwas hohere Kopienzahl (~40), als der zuvor verwendete pCDFDuet1 (20 - 40) besitzt.
Die Codon-optimierte STR mit N- und C-terminalem His-Tag wurde mit den Schnitt-
stellen Kpnl und Xhol vom Vektor pCDFDuet1_STR_N-/C-His mittels PCR amplifiziert
(Primer siehe Tabelle 4) und in den ebenfalls geschnittenen, gereinigten Vektor
pET45b(+) kloniert (Abbildung 22A). Der Erfolg der Klonierung wurde anschlief3end
durch Sequenzierung iiberpriift. Die Vektorkarte ist in Abbildung 23B dargestellt.
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Kpnl

T7_P
His-Tag gTR

ET45 STR M

His-Tag

5168 Bp = T7.T

1012 Bp =» pET45b(+)_STR opti

pBR322o0ri

Abbildung 23: Klonierung des Vektors pET45b(+)_STR_opti. A: Agarosegelelektrophorese des Kpnl
und Xhol geschnittenen PCR-Amplifikats des Codon-optimierten STR-Gens und des Vektors
pET45b(+).M= A Pstl Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pET45b(+)_STR_ opti. lacl=lacl-Gen,
T7_P=T7 Promotor, T7_T= T7 Terminator, bla= bla-Gen zur Selektion in E. coli, pBR322 ori=Replikati-
onsursprung

4.3.1.3.4 Klonierung des Codon-optimierten STR-Gens in pET32¢(+)

Daviele Proteine in E. coli als unlésliche Inclusion Bodies produziert werden, wurde das
STR-Gen zusatzlich in den Vektor pET32c(+) kloniert. Dieser Vektor enthalt die Se-
quenz fiir einen N-terminalen Thioredoxin-Tag, der bei einigen Proteinen eine erhohte
Loslichkeit bewirkt. Das Codon-optimierte STR-Gen wurde mit den Restriktionsenzy-
men Notl und Xhol aus dem Vektor pCDFDuet1_STR_N-/C-His ausgeschnitten und aus
dem Gel gereinigt (Abbildung 24A).

Anschliefend wurde es in den ebenfalls mit Notl und Xhol geschnitten Vektor
pET32c(+) ligiert und in chemisch kompetente E. coli (NEB 5-alpha Competent Cells)
transformiert. Auf Selektionsplatten (LB-Amp) gewachsene Transformanten wurden
mittels Kolonie-PCR (pET-Vektor spezifische Primer) auf das Insert hin untersucht und
ihre Sequenz analysiert.

Da nach dieser ersten Klonierung noch die im Vektor enthaltenen Tag-Sequenzen (His-
und S-Tag) zwischen dem Trx-Tag und dem STR-Gen vorlagen (Abbildung 24C), wur-
den diese anschliefiend iiber Oligonukleotid vermittelte Mutagenese (Q5® Site-Direc-
ted Mutagenesis Kit) entfernt. Die Sequenzen der verwendet Primer kénnen Tabelle 4
entnommen werden, die Bindestellen sind in Abbildung 24C dargestellt. Der Erfolg der
Mutagenese wurde anschliefdend iiber Sequenzierung iiberpriift. Die Vektorkarte des
fertigen Konstrukts ist in Abbildung 24B dargestellt.



Ergebnisse

T7_p His-Tag
Trx-Tag STR

STR pET32

His-Tag

5893 Bp - 7T

PET32¢(+)_STR_Trx
1230 Bp =&

pBR322 ori

Primer Primer

<= =

Abbildung 24: Klonierung des Vektors pET32c(+)_STR_Trx. A: Agarosegelelektrophorese des Notl und
Xhol geschnittenen Codon-optimierten STR-Gens aus pCDFDuetl_STR_N-/C-His und des Vektors
pET32c(+). M= A Pstl Marker; B: Vektorkarte des Konstrukts pET32c(+)_STR_Trx nach Mutagenese.
lacl=lacl-Gen, T7_P=T7 Promotor, Trx-Tag= Thioredoxin-Tag, T7_T=T7 Terminator, bla= bla Gen zur Selek-
tion in E. coli, pBR322 ori=Replikationsursprung; C: Schematische Darstellung eines Ausschnitts des durch
Mutagenese veranderten Vektors pET32c(+)_STR_Trx.

4.3.1.3.5 Klonierung des Vektors pCDFDuet1_SGD

Zusatzlich zum Vektor pCDFDuet1_SGD_STR wurde, der Vektor pCDFDuet1_SGD, bei
der Firma GenScript HK Limited in Auftrag gegeben, der die alleinige Expression der
SGD ermoglicht. Die Vektorkarte des Konstrukts ist in Abbildung 25 dargestellt, die Se-
quenzdaten sind im Anhang zu finden.

pCDFDuet1_SGD

Ascl

W

Abbildung 25: Vektorkarte des Konstrukts pCDFDuet1_SGD. Das Gen der SGD wurde mit Erken-
nungsstellen fiir das Restriktionsenzym Ascl so in die multiple Klonierungsstelle 1 des Vektors
pCDFDuet1 kloniert, das es bei der spateren Expression mit einem N-terminalen His-Tag versehen ist.
lacl=lacl-Gen, T7_P=T7 Promotor, T7_T=T7 Terminator, aadA=aadA-Gen zur Selektion in E. coli, CDF
ori= Replikationsursprung
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4.3.2 Heterologe Expression in E. coli

Alle hergestellten Vektorkonstrukte fiir die heterologe Expression in E. coli (siehe Ta-
belle 16) wurden in den Expressionsstamm BL21(DE3) transformiert und zur langer-
fristigen Aufbewahrung als Glycerolstocks bei -80 °C gelagert.

4.3.2.1 ,Pilotexperiment”: Gesamtproteinanalyse der TDC, STR und SGD

Um den Erfolg der heterologen Expression in E. coli zu tiberpriifen, wurden alle Vek-
torkonstrukte bei 37 °C auf die Produktion des jeweiligen rekombinanten Proteins hin
untersucht. Die Expression erfolgte liber einen Zeitraum von sechs Stunden nach IPTG-
Zugabe. Um den Verlauf der Expression nachvollziehen zu kénnen wurden innerhalb
dieser Zeit alle zwei Stunden Proben der Bakterienkultur genommen und pelletiert.
Nach erfolgtem Zellaufschluff wurde das Gesamtprotein iiber SDS-PAGE analysiert
(Abbildung 26).

Das Konstrukt pET45b(+)_TDC_N-His, das die TDC mit N-terminalem His-tag
(59,6 kDa) enthalt, zeigt schon nach zwei stiindiger Expression eine deutliche Bande
etwas oberhalb der 50 kDa Bande des Markers. Diese Bande ist auch in den Proben
nach vier- und sechs-stlindiger Expression zu erkennen, jedoch nicht in der Kontroll-
probe vor Induktion (0 h).

Das Konstrukt pET45b(+)_STR_N-His, welches die Originalcodons aus C. roseus enthilt,
zeigt in keiner der genommenen Proben eine Bande auf der fiir die STR mit His-Tag
(42,8 kDa) erwarteten Hohe. Bei allen anderen Konstrukten der STR sind in Abbildung
26 deutliche Banden im Bereich der erwarteten Grofen zu erkennen.
pCDFDuet1_STR_S-tag zeigt eine Bande bei 41 kDa, pCDFDuetl _STR_C-His bei
36,6 kDa, pCDFDuet1_STR_N-/C-His bei 37,3 kDa, pET32_STR_Trx bei 49,7 kDa und
pET45_STR _optibei 37,7 kDa. Keine derart prominenten Banden sind in den jeweiligen
Proben vor Induktion (0 h) oder in der Kontrollexpression des leeren Vektors
pCDFDuet1 zu erkennen.

Das Konstrukt pCDFDuet1_SGD, das die SGD mit N-terminalem His-Tag enthalt zeigte
in allen Proben, aufier der 0 h Probe, eine deutliche Bande auf der Hohe der erwarteten
63,5 kDa.
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pET45b(+)_TDC_N-His pCDFDuet1_SGD pCDFDuet1
Oh 2h 4h 6h M M Oh2h 3h 4h M Oh 2h 3h 4h
W v—— o 4'63,5 kDa
[ —— <4 59,6 kDa

pCDFDuet1_STR_S-Tag pCDFDuet1_STR_C-His pCDFDuet1_STR_N-/C-His
Oh 2h 4h 6h M Oh 2h 3h 4h M Oh 2h 3h 4h M
e G < 40,5 kDa -y
. S — 4 36,6 kDa — e 37,3 kDa
pET45b(+)_STR_N-His pET45b(+)_STR opti PET32¢(+)_STR_Trx
M Oh 2h 4h 6h Oh 2h 4h 6h M M Oh 2h 4h 6h

W s s € 49,7 kDa

—— e — <« 37,7 kDa

Abbildung 26: Gesamtproteinanalyse der 37 °C Expressionen aller hergestellten Einzelkon-
strukte iiber Coomassie gefirbte SDS-Gele. 0 h=Vor Induktion genommene Proben, 2 h - 6 h= Zwei

bis sechs Stunden nach Induktion genommene Proben, M= Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder

Neben den Einzelexpressionen wurden auch erste Doppel- (pCDFDuet1_SGD_STR) und
Dreifachexpressionen (pET45_TDC_N-His zusammen mit pCDFDuet1_SGD_STR) in ei-
nem E. coli durchgefiihrt. Diese zeigten nach Analyse des Gesamtproteins liber SDS-
PAGE in allen Proben, aufer der 0 h Probe Banden auf den fiir die SGD und STR bzw.
SGD, STR und TDC erwarteten Hohen (Abbildung 27).
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pCDFDuet1_SGD_STR pCDFDuet1_SGD_STR + pET45_TDC_N-His
Oh 2h 3h 4h M M Oh 2h 3h 4h
< <+ SGD
SGD s < The
PO —— <+ STR - s < STR

Abbildung 27: Gesamtproteinanalyse einer Doppel- und einer Dreifachexpression bei 37 °C iiber
Coomassie gefirbte SDS-Gele. 0 h= Vor Induktion genommene Proben, 2 h - 6 h= Zwei bis sechs
Stunden nach Induktion genommene Proben, M= Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder.

4.3.2.2 Expressionsoptimierungen und Reinigung loslicher Proteine

Nachdem die Expressionen aller Enzyme in kleinem Maf3stab bei 37 °C nachgewiesen
werden konnte, wurden grofiere Kulturansatze zur Gewinnung der l6slichen, gereinig-
ten Enzyme verwendet. Es stellte sich heraus, dass besonders die Expression der TDC
und STR bei 37 °C fast ausschliefilich zur Herstellung der Enzyme in Form von unlésli-
chen Inclusion Bodies fliihrte. Um dies zu vermeiden, wurden verschiedene Optimie-
rungs-versuche vorgenommen, die hauptsachlich dazu dienen sollten, die Expression
zu verlangsamen. Dadurch sollte erreicht werden, dass die Ausbeute an korrekt gefal-
tetem, l6slichem Protein zunimmt. Zum einen wurde die zur Induktion der Expression
verwendete IPTG-Konzentration variiert, zum anderen die Expressionstemperatur.

Zur Optimierung der TDC-Expression wurde diese nach Induktion mit 0,2 mM IPTG
zundchst bei kalteren Temperaturen (22 °C und 7 °C) durchgefiihrt. Dariiber hinaus
wurde eine geringere IPTG-Konzentration (0,01 mM) getestet. Anschlieféend wurde
das Protein iiber eine Nickel-TED-Saule gereinigt und die Eluatfraktionen tiber SDS-
PAGE analysiert (Abbildung 28).

0,2 mM IPTG 0,01 mM IPTG
22°C 7°C 22°C
W1 E1 E2 E3 E4 E5 E6 M W1 E1 E2 E3 E4 E5 M W1 E1 E2 E3 E4 E5 E6 M
- - ——

Abbildung 28: Coomassie gefirbte SDS-Gele verschiedener TDC-Expressionen nach Nickelaffini-
tiats-reinigung. Je 1 L Kultur wurde iiber Nickelaffinitatssaulen gereinigt und jeweils der erste Wasch-
schritt (W1) und die Eluatfraktionen (E1 - E6) aufgetragen. Die Induktion erfolgte zum einen mit 0,2 mM
IPTG, wobei eine Kultur bei 22 °C inkubiert wurde, eine ander bei 7 °C. Zum anderen wurde die Induktion
mit 0,01 mM IPTG durchgefiihrt und die Kultur anschlief3end bei 22 °C inkubiert. M= PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder.

Bei der STR wurden, aufgrund der vielen zu testenden Konstrukte, zur Analyse der Ex-
pressionsoptimierung anstelle der Nickelaffinitatsreinigung mit anschliefender SDS-
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PAGE zundichst in vivo Enzymassays aller Konstrukte durchgefiihrt. Es wurden IPTG-
Konzentration von 0,1 und 0,01 mM untersucht und Expressionstemperaturen von
37 °C, 28 °C und 20 °C. Die Enzymassays wurden anschlieféend {iber HPLC auf die Bil-
dung von Strictosidin untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 zusammenge-
fasst.

0,1 mM IPTG
25

20°C m28°C m37°C
20

15

10

Strictosidin (uM)

0 i . [, . | | i
pET45_opti pET32_Trx pCDF_S pCDF_1x His pCDF_2x His

0,01 mM IPTG
25

20°C m28°C m37°C
20

-
15

-+

10

. Ii o | I |

pET45_opti pET32_Trx pCDF_S pCDF_1x His pCDF_2x His

Strictosidin (uM)

Abbildung 29: In vivo Enzymassays verschiedener STR-Konstrukte bei unterschiedlichen Expres-
sionsbedingungen. A 0,1 mM IPTG; B 0,01 mM IPTG. pET45_opti=Codon-optimierte STR mit N- und C-
terminalem His-Tag im Vektor pET45b(+), pET32_Trx= Codon-optimierte STR mit N-terminalem Thio-
redoxin-Tag und N- und C- terminalem His-Tag im Vektor pET32c(+), pCDF_S= Codon-optimierte STR
mit C-terminalem S-Tag im Vektor pCDFDuet1, pCDF_1x His= Codon-optimierte STR mit C-terminalem
His-Tag im Vektor pCDFDuet1, pCDF_2xHis= Codon-optimierte STR mit C- und N-terminalem His-Tag.

Sowohl aus Abbildung 294, als auch Abbildung 29B ist zu erkennen, dass die Erniedri-
gung der Expressionstemperatur auf 20 °C bei allen untersuchten STR-Konstrukten zu
einer Steigerung der Strictosidinkonzentration flihrte. Dariiber hinaus fiihrte die
Erniedrigung der IPTG Konzentration von 0,1 auf 0,01 mM zu einer weiteren
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Steigerung. Bei einzelner Betrachtung der verschiedenen STR-Konstrukte wird
deutlich, das die drei Konstrukte im Vektor pCDFDuetl zu einer deutlich héheren
Ausbeute an Strictosidin fithren, als die beiden anderen Konstrukte. Das Konstrukt mit
C-terminalem His-Tag zeigt eine etwa 20 % hohere Ausbeute als das Konstrukt mit C-
und N-terminalem His-Tag, und eine etwa 30 % hohere Ausbeute als das Konstrukt mit
C-terminalem S-Tag (Abbildung 29B).

Nach Auswertung der Enzymtests wurden die Expressionsbedingungen, die zur hochs-
ten Ausbeute an aktiver STR fiihrten, fiir alle folgenden Expressionen (auch fiir die Ex-
pression der TDC und SGD) zur Gewinnung loslicher Proteine verwendet: Die Induk-
tion der Expression erfolgte mit 0,01 mM IPTG und die Inkubation nach Induktion
wurde bei 20 °C fiir 20 h durchgefiihrt. Die Reinigung der Proteine erfolgte anschlie-
f3end tiber Nickel-IDA Saulen der Firma BioRad (Bio-Scale ™ Mini Profinity IMAC Cart-
riges), die mit dem AKTA Start Chromatography System (GE Healthcare Life Sciences)
verbunden wurden. Ein Coomassie-gefarbtes SDS-Gel der gereinigten Proteine ist in
Abbildung 30 dargestellt.

TDC STR SGD
M1 M: Mz

<4-59,6 kDa w 4 63,5 kDa

W <4 37,3 kDa

Abbildung 30: Coomassie-gefiarbte SDS-Gele der iiber Nickelaffinititschromatografie gereinigten
Enzyme. TDC: Aus pET45b(+)_TDC_N-His, STR: Aus pCDFDuetl STR _N-/C-His, SGD: Aus
pCDFDuet1_SGD; Mi1= PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder; M2= Unstained Protein Molecular
Weight Marker

Obwohl das STR-Konstrukt mit nur einem C-terminalen His-Tag (pCDFDuet1_STR_C-
His) bei den in vivo Tests zur hochsten Ausbeute an Strictosidin fiihrte, wurden alle
spateren Enzymassays mit gereinigter STR mit dem zweitbesten Konstrukt
(pCDFDuet1_STR_N-/C-His) durchgefiihrt, da sich dieses aufgrund des zweiten His-
Tags besser Reinigen lief3.

4.3.3 Enzymassays der in E. coli exprimierten Proteine

Die Enzymaktivitat der TDC und STR wurde durch den Nachweis des jeweiligen en-
zymatischen Produkts (Tryptamin bzw. Strictosidin) tiber HPLC bestimmt. Aufgrund
der Instabilitdt des enzymatischen Produkts der SGD (Strictosidin-Aglykon) wurde de-
ren Aktivitdt anhand der Abnahme ihres Substrats (Strictosidin) ebenfalls tiber HPLC
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analysiert. Zur Quantifizierung der gebildeten Tryptamin- bzw. Strictosidinkonzentra-
tionen wurden Standardgeraden mittels HPLC erstellt und die gebildeten Mengen an-
hand der Geradengleichungen berechnet.

Da die Expression und Reinigung der C. roseus Proteine in P. pastoris deutlich geringe-
ren Erfolg zeigte als im E. coli-System, wurde das P. pastoris-System verworfen und fiir
alle folgenden Arbeiten das E. coli-System verwendet.

4.3.3.1 Herstellung einer Tryptamin Standardgeraden

Zur Herstellung von Tryptamin Standardgeraden wurden Konzentrationen von 50 uM
bis 500 uM verwendet. Die ermittelte Gerade mit Geradengleichung und Be-
stimmtheitsmaf? (R?) ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Tryptamin Standardgerade. Es wurden Tryptaminkonzentrationen zwischen 50 pM
und 500 uM iiber HPLC analysiert und die jeweiligen Konzentrationen gegen die gemessenen Peak-
Areas aufgetragen. Es ergab sich eine Geradengleichung y = 68,882x bei einem R2 von 0,9969.

4.3.3.2 Strictosidin

Das Glycoalkaloid Strictosidin spielt in dieser Arbeit sowohl als enzymatisches Produkt
der STR, als auch als Substrat der SGD eine wichtige Rolle. Da es nicht moglich war,
einen geeigneten Strictosidin-Standard kauflich zu erwerben (das von Wuhan Chem-
Faces Biochemical Co., Ltd erworbene Strictosidin zeigte ein untypisches Fragmentie-
rungsmuster im MS und konnte nicht von der rekombinant hergestellten SGD degluco-
syliert werden) wurden verschiedene Versuche zur Charakterisierung und Produktion
dieses Molekiils durchgefiihrt.
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4.3.3.2.1 pH-Stabilitit von Strictosidin

Als Vorversuch fiir die spateren Enzymkinetiken der STR und SGD sowie fiir die Pro-
duktion von Strictosidin durch immobilisierte STR wurde die Stabilitidt des enzyma-
tisch produzierten Strictosidin bei unterschiedlichen pH-Bedingungen ermittelt.
Hierzu wurde Strictosidin bei pH-Werten zwischen pH 3 und pH 9 fiir 20 h bei 28 °C
inkubiert und anschlief3end die Strictosidinkonzentration tiber HPLC analysiert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: pH-Stabilitit von Strictosidin. Es wurden pH-Bereiche von pH 3 bis pH 9 getestet. Als
Puffer wurden Citratpuffer (pH 3 - 5), Kaliumphosphatpuffer (pH 6 - 8) und Natriumcarbonatpuffer
(pH 9) in einer Konzentration von 0,1 M verwendet (n=3).

Es zeigte sich, dass im alkalischen Bereich eine deutliche Abnahme der Strictosidinkon-
zentration auftritt. Bei pH 8 konnten nur noch etwa 35 % Strictosidin detektiert wer-
den, bei pH 9 waren es nur noch 1,5 %. Im sauren pH-Bereich (pH 3 - 6) hingegen
scheint Strictosidin relativ stabil zu sein. Im neutralen Bereich (pH 7) konnte eine
leichte Abnahme der Konzentration um etwa 15 % beobachtet werden.

Dartiber hinaus konnte hier, sowie im alkalischen Bereich die Bildung einer unbekann-
ten Substanz detektiert werden, die in etwa mit der Abnahme von Strictosidin korre-
liert. Zur Identifizierung dieser Substanz wurde ein bei pH 12 durchgefiihrter Testan-
satz mit Strictosidin tiber LC-MS analysiert (Abbildung 33).

Die LC-MS-Analyse zeigte einen deutlichen Massenpeak nach 14,68 min, mit einer
Masse von 499 (m/z), wohingegen Strictosidin nur noch in Spuren detektiert werden
konnte. Die MS2-Analyse des Peaks zeigte einen Zerfall zu einer Masse von 337 (m/z).
Nach Analyse der MS- und MS2-Daten konnte die unbekannte Substanz als Strictosa-
mid identifiziert werden, welches unter basischen pH-Bedingungen nicht-enzymatisch
durch intramolekulare Zyklisierung aus Strictosidin gebildet wird (Yamazaki et al,,
2003).
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Abbildung 33: LC-MS-Analyse einer Strictosidinprobe in 0,1 M Natriumcarbonatpuffer (pH 12).
A: LC-MS-Chromatogramm der Strictosidinprobe bei pH 12. B: MS- bzw. MS2-Daten des 14,68 min Peaks
aus dem LC-MS-Chromatogramm. MS=Masse des untersuchten Molekiils, MS2=Charakteristischer Zer-
fall des untersuchten Molekiils in Fragmente.

Nach Betrachtung dieser Ergebnisse zur pH-Stabilitit von Strictosidin wurden die fol-
genden Versuche zur Produktion von Strictosidin im leicht sauren pH-Bereich bei pH 6
durchgefiihrt.

4.3.3.2.2 Produktion von Strictosidin durch immobilisierte STR

Da es keine Moglichkeit gab, das fiir die Enzymtests der SGD als Substrat bendétigte
Strictosidin kduflich zu erwerben, wurde ein System zur Eigenproduktion von Stricto-
sidin nach der Methode von Pfitzner und Zenk (1982) entwickelt.

Bei diesem System wurde die STR (pCDFDuet1_STR_N-/C-His) tiber ihre beiden His-
Tags an eine Nickel-Sdule gebunden und gereinigt. Anschliefiend erfolgte die Verkniip-
fung der Substrate Tryptamin und Secologanin (je 10 mM) direkt durch die an die Sau-
lenmatrix gebundene STR. Nach erfolgter Inkubation wurde das gebildete Strictosidin
eluiert, ohne die gebundene STR von der Saule zu 16sen. Das Eluat wurde anschlief3end
mittels LC-MS analysiert (Abbildung 34).
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Abbildung 34: LC-MS-Analyse des Sidulen-Eluats eines Enzymtest zur Produktion von Strictosidin
durch immobilisierte STR. A: LC-MS-Chromatogramme des Sdulen-Eluats, PDA=Photodiodenarray,
TIC=Totaler Ionenfluss; B: MS- und MS2-Daten der beiden Peaks (9,44 min und 13,84 min) des LC-MS-
Chromatogramms. MS= Masse des untersuchten Molekiils, MS2= Charakteristischer Zerfall des unter-
suchten Molekiils in Fragmente.

Die LC-MS-Daten zeigen einen deutlichen Massenpeak nach 13,84 min mit einer Masse
von 531 (m/z), die der erwarteten Masse von einfach protoniertem Strictosidin
(M+H*)* entspricht. Die MS2-Analyse dieses Peaks zeigte das typische Fragmentie-
rungsmuster von Strictosidin. Neben dem Strictosidin Peak ist ein weiterer kleiner
Massenpeak zu erkennen (9,44 min). Dieser Peak zeigt eine Masse von 161 (m/z), was
der Masse von einfach protoniertem Tryptamin (M+H*)* entspricht. Anhand der LC-
MS-Daten konnte festgestellt werden, dass die beiden Substrate Tryptamin und Seco-
loganin fast vollstdandig zu Strictosidin umgewandelt werden konnten. Daher wurde
die Menge an gebildetem Strictosidin zunachst anhand der Abnahme des eingesetzten
Tryptamin berechnet. Zu Beginn der Reaktion wurde fiir Tryptamin bei einer 1:100
Verdiinnung des Sauleneluats eine Peak-Area von 6064 mV.s ermittelt, die der einge-
setzten Tryptaminkonzentration von 10 mM entspricht. Am Ende der Reaktion konnte
nur noch eine Tryptamin-Area von 853 mV.s detektiert werden, was in etwa 1 mM
Tryptamin entspricht. Setzt man voraus, dass die verbrauchten 9 mM Tryptamin aus-
schliefRlich zur Produktion von Strictosidin verwendet wurden, dann muss die Peak-
Area, die flr Strictosidin ermittelt wurde (6058 mV.s) in etwa 9 mM entsprechen. Dies
entspricht der Bildung von etwa 4,8 mg Strictosidin.

Strictosidin_vor#562 RT: 9,44 AV:1F: +
¢ APCI corona Full ms [50,00-2000,00]

Strictosidin_vor#559 RT: 9,41 AV:1F: +
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4.3.3.2.3 Herstellung von Strictosidin-Standardgeraden

Um die genaue Menge des enzymatisch gebildeten Strictosidin zu ermitteln, wurden
zwei Standardgeraden wie unter 0 beschrieben hergestellt.

Eine der Geraden wurde anhand der Abnahme von bekannten Tryptaminkonzentrati-
onen berechnet. Hierzu wurden Enzymtests der STR durchgefiihrt und Proben tiber
einen Zeitraum von 7,5 h mittels HPLC untersucht. Die ermittelte Gerade mit Geraden-
gleichung und R? ist in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: Strictosidin-Standardgerade, ermittelt anhand der Abnahme von bekannten Tryp-
taminkonzentrationen. Es wurden Enzymtests der STR durchgefiihrt, bei denen mit 4quimolaren Ver-
héltnissen von Tryptamin und Secolganin (200 uM) in LEW-Puffer (pH 6,5) gearbeitet wurde. Zu ver-
schiedenen Zeitpunkten (0 h - 7,5 h) wurden Proben genommen und iiber HPLC analysiert.

Die zweite Standardgerade wurde direkt aus enzymatisch produziertem Strictosidin
(3.2.11) ermittelt. Hierzu wurde das hergestellte Strictosidin zunachst gefriergetrock-
net und gewogen. Da das Strictosidin in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer gelost von der
Nickelsaule eluiert wurde, wurden zusatzlich Doppelansatze mit 0,1 M Kaliumphos-
phatpuffer auf die gleiche Weise behandelt. Fiir den Ansatz mit Strictosidin wurde eine
Masse von 21,2 mg bestimmt, fiir die beiden Ansatze mit Puffer 16 mg + 0,3. Berechnet
man die Masse der beiden Pufferbestandtteile KH2P0O4 und K2HPO4 fiir diesen Ansatz
anhand ihrer molaren Massen, kommt man auf 15,6 mg, was in etwa den zuvor be-
stimmten Massen der gefriergetrockneten Pufferansatzen entspricht.

Die Differenz zwischen dem Ansatz mit Strictosidin und den Pufferansatzen betrug
etwa 5,2 mg. Bei diesen 5,2 mg muss es sich um Strictosidin bzw. Reste der beiden Sub-
strate Tryptamin und Secologanin handeln. Wie unter 4.3.2.2 beschrieben wurde war
noch etwa 1 mM Tryptamin (0,16 mg) im Ansatz enthalten. Da dquimolare Mengen an
Tryptamin und Secologanin eingesetzt wurden und Strictosidin aus der Kondensation
von einem Molekil Tryptamin und Secologanin gebildet wird, kann angenommen wer-
den, dass auch noch 1 mM (0,388 mg) Secologanin im Ansatz vorlagt. Subtrahiert man
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diese Werte von den berechneten 5,2 mg, kommt man zu einer Masse von 4,7 mg Stric-
tosidin. Mit diesem Wert fiir Strictosidin wurde eine Standardgerade mittels HPLC her-
gestellt. Es wurden Konzentrationen von 0,1 pM - 500 pM Strictosidin verwendet. Die
ermittelte Gerade mit Geradengleichung und R? ist in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Strictosidin-Standardgerade ermittelt aus enzymatisch produziertem Strictosidin.
Hierzu wurde das produzierte Strictosidin gefriergetrocknet und seine Masse bestimmt. Mit diesem
Wert fir Strictosidin wurde eine Standardgerade mittels HPLC hergestellt. Es wurden Konzentrationen
von 0,1 uM-500 puM Strictosidin verwendet

4.3.3.3 Uberpriifung der enzymatischen Aktivitit und Hitzeinaktivierung

Um sicherzustellen, dass die spater detektierten Produkte Tryptamin, Strictosidin und
Strictosidin-Aglycon ausschliefdlich durch die heterolog produzierten Enzyme gebildet
wurden, wurden Kontrollen mit hitzeinaktiviertem Enzym durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck wurde je ein Aliquot der gereinigten Enzyme 20 min bei 95 °C inkubiert und
anschliefdend in Enzymtests eingesetzt. Als Vergleich wurden Enzymtests mit einem
nicht hitzebehandelten Aliquot durchgefiihrt. Die Ergebnisse der HPLC-Analysen sind
in Abbildung 37 dargestellt.

In Chromatogramm A (aktive TDC) ist nach einer Retentionszeit von 8,86 min ein deut-
licher Peak von Tryptamin, dem enzymatischen Produkt der TDC zu erkennen. In Cho-
matogramm B (hitzeinaktivierte TDC) hingegen konnte nur der Peak des eingesetzten
Substrats Tryptophan mit einer Retentionszeit von 8,44 min detektiert werden. Chro-
matogramm C (aktive STR) zeigt neben dem Peak des Substrats Tryptamin, den Peak
des enzymatischen Produkts der STR, Strictosidin, der nach einer Retentionszeit von
10,78 min von der Saule eluiert. Dieser Peak konnte in Chromatogramm D (hitzeinak-
tivierte STR) nicht detektiert werden. Dariiber hinaus ist in Chromatogramm D ein
deutlich grofderer Tryptaminpeak zu erkennen. In Chromatogramm E (aktive SGD)
wurde ein Peak mit einer Retentionszeit von 11,00 min detektiert, der dem Strictosi-
din-Aglycon entsprechen konnte. In Chromatogramm F (hitzeinaktivierte SGD) konnte
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dieser Peak nicht detektiert werden. Hier ist nur der Peak des eingesetzten Substrats
der SGD, Strictosidin, nach einer Retentionszeit von 10,63 min zu erkennen.
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Abbildung 37: Nachweis der enzymatischen Aktivitit und Hitzeinaktivierung der gereinigten En-
zyme. Dargestellt sind die HPLC-Chromatogramme der einzelnen Enzymtests. A: Enzymtest der TDC, B:
Enzymtest der hitzeinaktivierten TDC, C: Enzymtest der STR, D: Enzymtest der hitzeinaktivierten STR,
E: Enzymtest der SGD, F: Enzymtest der hitzeinaktivierten SGD.

4.3.3.4 Charakterisierung der gereinigten Enzyme

Zur Charakterisierung der gereinigten Enzyme wurde deren Aktivitat unter verschie-
denen pH- und Temperaturbedingungen untersucht sowie nach Inkubation mit ver-
schiedenen bekannten Enzym hemmenden bzw. fordernden Substanzen. Dariiber hin-
aus wurden die Km- und Vmax-Werte bestimmt.

4.3.3.4.1 TDC
4.3.3.4.1.1Bestimmung der optimalen Kofaktorkonzentration

Die TDC benotigt fiir ihre optimale Aktivitdt den Kofaktor Pyridoxal-5-phosphat. Da
dieser jedoch durch den Reinigungsprozess liber die Nickelsdule teilweise verloren
geht, muss er anschliefiend wieder in entsprechender Menge zugefiihrt werden. Um
die optimale Kofaktorkonzentration zu ermitteln, wurden Konzentrationen von 0 uM -
1000 puM Pyridoxalphosphat getestet und die Enzymaktivitat der TDC direkt iiber die
Bildung von Tryptamin aus dem Substrat Tryptophan mittels HPLC-Analyse ermittelt
(Abbildung 38).
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Abbildung 38: TDC-Aktivitit bei unterschiedlichen Pyridoxal-5-phosphatkonzentrationen. Ge-
testet wurden Konzentrationen zwischen 0 uM und 1000 pM Pyridoxal-5-phosphat. Dargestellt sind Mit-
telwerte * Standardabweichung (n=2).

Die HPLC-Daten zeigten, dass eine Pyridoxal-5-phosphate Konzentration zwischen
0,1 uM und 100 uM zu Tryptaminausbeuten zwischen 60 uM und 80 uM fiihrten. Ohne
Kofaktor sank die Ausbeute um fast 50 % auf 40 pM. Zu hohe Kofaktorkonzentrationen
(1000 puM) fiihrten jedoch zu noch geringeren Tryptaminkonzentrationen von 20 pM.

4.3.3.4.1.2Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums

Zur weiteren Charakterisierung der TDC wurde deren Aktivitat unter verschiedenen
Temperatur- und pH-Bedingungen anhand der Bildung ihres enzymatischen Produk-
tes Tryptamin untersucht. Es wurden Temperaturen im Bereich von 10 °C - 60 °C be-
trachtet, sowie pH-Bereiche zwischen pH 3 und pH 10.

Die HPLC-Analysen der Temperatur-Ansatze zeigten ein Optimum der Tryptaminbil-
dung bei Temperaturen von 30 °C - 40 °C (Abbildung 39). Erhéhung der Temperatur
auf 50 °C bzw. Erniedrigung auf 10 °C - 20 °C fiihrten zu einer etwa 20 % bzw. 45 %
geringeren Ausbeute. Bei einer Temperatur von 60 °C konnte kaum noch Tryptamin
detektiert werden.
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Abbildung 39: TDC-Aktivitit in Abhingigkeit zur Temperatur. Es wurden Temperaturen zwischen
10 °Cund 60 °C getestet und die TDC-Aktivitdt anhand der Bildung von Tryptamin iber HPLC bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=3).

Bei der Analyse der pH-Ansatze, zeigte sich ein klares Optimum im leicht alkalischen
Bereich bei pH 8 (Abbildung 40). Im neutralen (pH 7) und leicht sauren (pH 6) Bereich
sank die Tryptaminausbeute auf etwa 80 % bzw. 40 %. Bei starker sauren pH-Werten
(pH 3 - pH 5) konnte keine Tryptaminbildung detektiert werden und auch im starker
alkalischen Bereich (pH 9 - pH 10) zeigte die TDC nur noch geringe Aktivitat.
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Abbildung 40: TDC-Aktivitit in Ahhdngigkeit zum pH-Wert. Es wurden pH-Bereiche zwischen pH 3
und pH 10 getestet und die TDC-Aktivitdt anhand der Bildung von Tryptamin iiber HPLC bestimmt. Die
hochste Tryptaminausbeute wurde 100 % gesetzt und alle anderen Werte daran berechent. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=3).
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4.3.3.4.1.3Bestimmung von Km und Vmax nach Lineweaver und Burk

Die Bestimmung des Km- und Vmax-Wertes von Tryptophan erfolgte nach der
Methode von Lineweaver und Burk (1934). Um sicher zu stellen, dass die spateren
Messungen im linearen Bereich stattfanden, wurde zunachst eine Zeitabhdngigkeits-
kurve mit variierenden Inkubationszeiten (5 min - 60 min) bei konstanter Tryptophan-
konzentration (10 pM) aufgenommen (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Zeitabhangigkeitskurve der Tryptaminbildung. Die Messung erfolgte iiber einen
Zeitraum von 60 min. Die Anfangskonzentration des Substrates Tryptophan betrug 10 uM. Die Analyse
erfolgte iiber HPLC (n=1).

Nach Auswertung der Kurve wurde zur Bestimmung von Km und Vmax (Abbildung 42)
eine Inkubationszeit von 10 min verwendet.

» Km 84,7 uM; Vmax 2,4 nmol/min x Km 136,9 uM; Vmax 2,6 nmol/min
+ Km 158,1 uM; Vmax 3,7 nmol/min * Km 126,7 uM; Vmax 2,9 nmol/min
A Km 102,2 uM; Vmax 2,3 nmol/min
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Abbildung 42: Ermittlung des Km- und Vmax-Wertes fiir Tryptophan nach Lineweaver und Burk
(1934). Es wurden Tryptophan-Konzentrationen von 10 uM - 1000 pM getestet. Die Bestimmung wurde
fiinf Mal durchgefiihrt, mit gereinigtem Enzym (0,01 mg - 0,015 mg TDC) aus drei unterschiedlichen
Expressionen.
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Es wurden Tryptophankonzentrationen von 10 uM - 1000 uM getestet. Die Tests wur-
den fiinf Mal durchgefiihrt, mit Enzym (0,01 mg - 0,015 mg TDC) aus drei unterschied-
lichen Expressionen. Die jeweils ermittelten Geraden und die daraus berechneten Km-
und Vmax-Werte sind in Abbildung 42 dargestellt. Der fiir Tryptophan ermittelte Km-
Wert liegt bei 122 pM * 29 pM, der Vmax-Wert bei 2,8 nmol/min * 0,56 nmol/min.

4.3.3.4.1.4Einfluss verschiedener Substanzen auf die TDC-Aktivitat

Zur weiteren Charakterisierung der TDC wurde unter anderem die Auswirkung ver-
schiedener Konzentrationen bekannter Enzyminhibitoren sowie verschiedener Katio-
nen auf die Enzym-Aktivitdt untersucht. Hierzu wurde die TDC zundchst mit der jewei-
ligen Substanz inkubiert und anschlief3end Substrat und Kofaktor zugefiigt. Nach wei-
terer Inkubation wurden die Ansatze durch Zugabe von Methanol gestoppt und liber
HPLC analysiert. Als Referenz dienten Ansatze, bei denen die TDC mit Wasser anstelle
der untersuchten Substanzen inkubiert wurde. Die Aktivitat dieser Referenz-Ansatze
wurde als 100 % TDC-Aktivitdt angesehen und alle anderen Aktivititen daraus be-
stimmt (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Einfluss verschiedener Substanzen auf die TDC-AKktivitit. Die TDC wurde zunachst
mit den zu testenden Substanzen vorinkubiert und anschliefend Substrat und Kofaktor zugefiigt. Nach
weiterer Inkubation wurden die Ansatze durch Zugabe von Methanol gestoppt und iiber HPLC analy-
siert. Ansitze, bei denen die TDC mit Wasser anstelle der zu untersuchenden Substanzen inkubiert
wurde, dienten als Referenz und wurden als 100 % TDC-Aktivitit angesehen. Alle anderen Aktivitdten
wurden daraus bestimmt. Getestet wurden jeweils drei Konzentrationen: 0,03 mM, 0,3 mM und 3 mM
(n=2).

Aus der Abbildung geht hervor, dass die meisten getesteten Substanzen in keiner der
untersuchten Konzentrationen einen starken Einfluss auf die enzymatische Aktivitat
der TDC haben. Eisensulfat (Fe2(SO04)3) und Eisenchlorid (FeClz) zeigen in der hochsten
eingesetzten Konzentration eine leichte Hemmung auf etwa 80 % TDC-Aktivitat. Kup-
fersulfat (CuSOa4) zeigt als einzige Substanz, eine deutliche Hemmung der TDC-Aktivi-
tat, besonders in den beiden hoheren getesteten Konzentrationen (0,3 mM und 3 mM).
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Hier ist eine Abnahme der TDC Aktivitat auf etwa 20 % zu erkennen. Im Gegensatz dazu
zeigt Magnesiumchlorid (MgClz2) eine leichte Erh6hung der Aktivitat auf bis zu 140 %
(3 mM).

4.3.3.4.2 STR
4.3.3.4.2.1Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums

Zur Charakterisierung der STR wurde deren Aktivitat unter verschiedenen Tempera-
tur und pH-Bedingungen anhand der Bildung ihres Produkts Strictosidin untersucht.
Es wurden Temperaturen im Bereich von 10 °C - 60 °C betrachtet, sowie pH-Bereiche
zwi-schen pH 3 und pH 8. Die Analyse der Temperatur-Ansatze zeigte ein Optimum der
STR-Aktivitat im Bereich von 10 °C - 30 °C (Abbildung 44).
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Abbildung 44: STR-Aktivitit in Abhangigkeit zur Temperatur. Es wurden Temperaturen zwischen
10 °Cund 60 °C getestet und die STR-Aktivitdt anhand der Bildung von Strictosidin iiber HPLC bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=3).

Hohere Temperaturen fithrten zu einer Abnahme der Strictosidinbildung um etwa
30 % bei 40 °C und um etwa 70 % bei 50 °C. Bei einer Temperatur von 60 °C konnte
kaum noch Strictosidin detektiert werden.

Die Analyse der pH-Ansatze zeigte ein klares Optimum im leicht sauren Bereich bei
pH 5 - pH 6 (Abbildung 45).
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Abbildung 45: STR-Aktivitit in Ahhangigkeit zum pH-Wert. Es wurden pH-Bereiche zwischen pH 3
und pH 10 getestet und die STR-Aktivitat anhand der Bildung von Strictosidin iiber HPLC bestimmt. Die
hochste Strictosidinausbeute wurde 100 % gesetzt und alle anderen Werte daran berechent. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=3).

Im neutralen Bereich (pH 7) sank die Strictosidinausbeute auf etwa 40 %. Im schwach
alkalischen Bereich (pH 8) bzw. im sauren Bereich (pH 4) konnten nur noch geringe
Mengen an Strictosidin detektiert werden. Im starker alkalischen Bereich zwischen
pH 9 und pH 11 konnte kein Strictosidin mehr detektiert werden.

4.3.3.4.2.2Bestimmung von Km nach Florini und Vestling

Da sich die benotigten hohen Secologaninkonzentrationen nur schwer erreichen
lief3en, erfolgte die Bestimmung des Km-Wertes von Tryptamin und Secologanin nach
der Methode von Florini und Vestling (1957). Die Ermittlung des Vmax-Wertes ist iiber
diese Methode nicht méglich, da keine Substratsattigung erreicht wird.

Um sicher zu stellen, dass alle spateren Messungen im linearen Bereich stattfanden,
wurde zundchst eine Zeitabhdngigkeitskurve mit variierenden Inkubationszeiten
(5 min - 60 min) bei gleichbleibender Tryptamin- (100 uM) und Secologaninkonzen-
tration (200 pM) aufgenommen. Die Kurve ist in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Zeitabhangigkeitskurve der Strictosidinbildung. Die Messung erfolgte tiber einen
Zeitraum von 60 min. Die Anfangskonzentration der Substrate Tryptamin und Secologanin betrug
100 uM bzw. 200 pM. Die Analyse erfolgte iiber HPLC (n=1).

Nach Auswertung der Kurve wurde fir die weiteren Tests zur Bestimmung des Km-
Werts eine Inkubationszeit von 10 min verwendet. In den ersten Enzymtests wurden
Tryptamin- und Secologaninkonzentrationen von 50 uM - 3000 puM getestet.

Da die Auftragung nach Lineweaver-Burk (Abbildung 47), unabhadngig von der einge-
setzten Secologaninkonzentration, ab einer Konzentration von etwa 1000 uM Trypta-
min eine deutliche Substrathemmung zeigte (Chmiel, 2011), wurden in den folgenden
Tests nur noch Tryptaminkonzentrationen bis 1000 uM verwendet.
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Abbildung 47: Lineweaver-Burk Darstellung der Substrathemmung der STR durch Tryptamin-
konzentrationen >1000 pM. Es wurden Tryptaminkonzentrationen von 50 pM - 3000 pM getestet. Die
Strictosidinkonzentration (100 uM - 1000 uM) wurde jeweils konstant gehalten.
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Zur Ermittlung der Km-Werte wurden Tryptaminkonzentrationen von 50 pyM -
1000 uM und Sekologaninkonzentrationen von 50 uM - 3000 uM getestet. Die Tests
wurden drei Mal durchgefiihrt, mit Enzym (0,1 mg - 0,13 mg STR) aus drei unterschied-
lichen Expressionen.

Die jeweiligen nach Florini und Vestling (1957) ermittelten Geraden und die daraus

berechneten Km-Werte sind in Abbildung 48 dargestellt. Der fiir Tryptamin ermittelte
Km-Wert liegt bei 69 pM * 4,0 uM der fiir Secologanin bei 2096 pM * 579 puM.
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Abbildung 48: Ermittlung der Km-Werte fiir Secologanin (A) und Tryptamin (B) nach Florini und
Vestling (1957). Es wurden Tryptaminkonzentrationen von 50 pM - 1000 uM und Secologaninkonzent-
rationen von 50 uM - 3000 uM getestet. Die Bestimmung wurde drei Mal durchgefiihrt, mit gereinigtem
Enzym (0,1 mg - 0,13 mg STR) aus drei unterschiedlichen Expressionen.
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4.3.3.4.2.3Einfluss verschiedener Substanzen auf die STR-Aktivitait

Zur weiteren Charakterisierung der STR wurden die Auswirkungen verschiedener
Konzentrationen einiger bekannter Enzyminhibitoren und verschiedener Kationen auf
die Enzymaktivitat untersucht. Die STR wurde hierzu zunachst mit der jeweiligen Sub-
stanz inkubiert und anschliefdend die beiden Substrate zugefiigt. Nach weiterer Inku-
bation wurden die Ansatze durch Zugabe von Methanol gestoppt und tiber HPLC ana-
lysiert. Als Referenz dienten Ansitze, bei denen die STR mit Wasser anstelle der unter-
suchten Substanzen inkubiert wurde. Die Aktivitat dieser Referenz-Ansatze wurde als
100 % STR-Aktivitdt angesehen und alle anderen Aktivitaten daraus bestimmt (Abbil-
dung 49).
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Abbildung 49: Einfluss verschiedener Substanzen auf die STR-Aktivitit. Die STR wurde zunachst
mit den zu testenden Substanzen vorinkubiert und anschlieflend die beiden Substrate zugefiigt. Nach
weiterer Inkubation wurden die Ansatze durch Zugabe von Methanol gestoppt und tiber HPLC analy-
siert. Ansitze, bei denen die STR mit Wasser anstelle der zu untersuchenden Substanzen inkubiert
wurde, dienten als Referenz und wurden als 100 % STR-Aktivitat angesehen. Alle anderen Aktivitaten
wurden daraus bestimmt. Getestet wurden jeweils drei Konzentrationen: 0,03 mM, 0,3 mM und 3 mM.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=2).

Aus Abbildung 49 geht hervor, dass die meisten getesteten Substanzen in keiner der
untersuchten Konzentrationen einen grof3eren Einfluss auf die enzymatische Aktivitat
der STR haben. Kupfersulfat (CuSO4) zeigt als einzige getestete Substanz, eine deutliche
Hemmung der Aktivitit. Mit den beiden hoheren eingesetzten Konzentrationen
(0,3 mM und 3 mM) wird eine Hemmung der STR-Aktivitit um etwa 50 % erreicht,
wohingegen die niedrigste Konzentration (0,03 mM) zu keiner Hemmung fiihrt. Im Ge-
gensatz zum Kupfersulfat zeigt Eisen(III)-sulfat (Fez2(S04)3) in der hochsten getesteten
Konzentration (3 mM) eine starke Erhohung der STR-Aktivitat auf fast 300 %.
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4.3.3.4.3 SGD
4.3.3.4.3.1Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums

Zur Charakterisierung der SGD wurde deren Aktivitat unter verschiedenen Tempera-
tur und pH-Bedingungen untersucht. Es wurden Temperaturen im Bereich von 10 °C -
80 °C betrachtet, sowie pH-Bereiche zwischen pH 3 und pH 8.

Die Analyse der Temperatur-Ansatze zeigte ein deutliches Optimum der SGD-Aktivitat
bei 50 °C. Erhéhung der Temperatur auf 55 °C fiihrte zu einem Abfall der Aktivitat auf
etwa 67 %. Ab 60 °C konnte keine SGD-Aktivitdat mehr festgestellt werden. Im Tempe-
raturbereich unter 50 °C nahm die SGD-Aktivitat mit abnehmender Temperatur konti-
nuierlich ab. Bei einer Temperatur von 30 °C zeigte die SGD noch etwa 50 % Aktivitat,
bei 10 °C noch etwa 26 % (Abbildung 50).
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Abbildung 50: SGD-Aktivitat in Abhangigkeit zur Temperatur. Es wurden Temperaturen zwischen
10 °C und 80 °C getestet und die SGD-Aktivitat (Aglyconbildung) anhand der Abnahme von Strictosidin
tiber HPLC bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=2).

Um zu Uberprifen, dass die Glucose ausschliefdlich enzymatisch durch die Aktivitat der
SGD abgespalten wurde, wurden fiir alle Temperaturen auch Tests ohne Enzym durch-
gefiihrt.

Die Analyse der pH-Ansétze zeigte ein Optimum der SGD-Aktivitat bei pH 6 (Abbildung
51), wobei von den drei in diesem Bereich getesteten Puffern Natriumphosphatpuffer
zur hochsten Aktivitat fiihrte. Bei pH 5 und pH 7 zeigt die SGD noch etwa 40 - 65 %
Aktivitat, bei pH 8 nur noch etwa 30 %. Im stark sauren pH-Bereich (pH 3 und pH 4)
ist kaum noch Aktivitat zu erkennen.
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Abbildung 51: SGD-Aktivitit in Ahhdngigkeit zum pH-Wert. Es wurden pH-Bereiche zwischen pH 3
und pH 8 getestet und die SGD-Aktivitdt anhand der Strictosidinabnahme iiber HPLC bestimmt. Die
hochste Strictosidinabnahme wurde 100 % gesetzt und alle anderen Werte daran berechent. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=2).

4.3.3.4.3.2Bestimmung von Km und Vmax

Um sicher zu stellen, dass alle spateren Messungen im linearen Bereich stattfanden,
wurde zundchst eine Zeitabhangigkeitskurve mit variierenden Inkubationszeiten
(5 min - 60 min) bei gleichbleibender Strictosidinkonzentration (37 pM) aufgenom-
men (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Zeitabhingigkeitskurve der Strictosidinaglycon-Bildung. Die Messung erfolgte iiber
einen Zeitraum von 60 min. Die Anfangskonzentration des Substrats Strictosidin betrug 37 uM. Die iber
HPLC-Analyse bestimmte Abnahme des Strictosidin wurde gleichgesetzt mit der Bildung des Strictosi-
din-aglycons, (n=1).

Nach Auswertung der Zeitabhdngigkeitskurve wurde fiir die folgenden Messungen zur
Bestimmung des Km- und Vmax-Wertes eine Inkubationszeit von 30 sek verwendet,
da diese kurze Zeitspanne bereits fiir eine HPLC-Analyse ausreichte.
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Abbildung 53: Ermittlung des Km- und Vmax-Wertes fiir Strictosidin nach Michaelis-Menten und
Lineweaver-Burk. A: Michaelis-Menten Auftragung; B: Lineweaver-Burk Auftragung. Es wurden Stric-
tosidinkonzentrationen von 7 uM - 1750 uM getestet. Die Bestimmung wurde vier Mal durchgefiihrt, mit
gereinigtem Enzym (0,001 mg SGD) aus zwei unterschiedlichen Expressionen. Dargestellt sind Mittel-
werte * Standardabweichung (n=2).

Zur Ermittlung des Km-Werts wurden Konzentrationen von 7 uM - 1750 pM Strictosi-
din getestet. Die Tests wurden vier Mal durchgefiihrt, mit Enzym (0,001 mg SGD) aus
zwei unterschiedlichen Expressionen. In Abbildung 53 sind die Auftragungen der er-
mittelten Werte nach Michaelis und Menten, sowie nach Lineweaver und Burk darge-
stellt. Der fiir Strictosidin ermittelte Km-Wert nach Michaelis-Menten lag bei 426 uM *
178 uM, der Vmax-Wert bei 81 nmol/min * 25 nmol/min. Der nach Lineweaver und
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Burk ermittelte Km-Wert lag bei 193 uM * 143 pM, der Vmax-Wert bei 38 nmol/min *
44 nmol/min.

Da die ermittelte Kurve nicht der klassischen hyperbolischen Sattigungskurve nach Mi-
chaelis-Menten entsprach, sondern eher eine sigmoidale Form zeigte wurden die
Werte fiir Km und Vmax zusatzlich tiber die Hill-Gleichung bestimmt Abbildung 54.
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Abbildung 54: Ermittlung des Km- und Vmax-Wertes sowie des Hill-Koeffizienten (h) fiir Stricto-
sidin nach Hill (1910). Es wurden Strictosidin-Konzentrationen von 7 uM - 1750 uM getestet. Die Be-
stimmung wurde vier Mal durchgefiihrt, mit gereinigtem Enzym (0,001 mg SGD) aus zwei unterschied-
lichen Expressionen. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n=2).

Der nach Hill ermittelte Km-Wert lag bei 245 pM + 104 pM, der Vmax-Wert bei
66 nmol/min * 26 nmol/min. Zusatzlich wurde der Hill-Koeffizient (h) ermittelt, der
das Ausmaf3 der Kooperativitiat wieder gibt. Ist h=1, ldsst sich die Kinetik durch eine
Michaelis-Menten Kurve beschreiben, es gibt keine Kooperativitat. Fiir h>1 entsteht
eine sigmoidale Kurve (positive Kooperativitat), fiir h<1 sinkt die Steigung der Kurve
(negative Kooperativitit). Die ermittelten Hill-Koeffizienten (1,3 - 3,1) lagen alle im Be-
reich h>1.

4.3.3.4.3.3Auswirkung verschiedener Substanzen auf die SGD-Aktivitit
Zur weiteren Charakterisierung der SGD wurde die Auswirkung verschiedener Kon-

zentrationen bekannter Enzyminhibitoren sowie verschiedener Kationen auf die En-
zym-Aktivitat untersucht. Die SGD wurde hierzu zunachst mit der jeweiligen Substanz



Ergebnisse

inkubiert und anschlieféend ihr Substrat Strictosidin zugefiigt. Nach weiterer Inkuba-
tion wurden die Ansdtze durch Zugabe von Methanol gestoppt und iiber HPLC analy-
siert. Als Referenz dienten Ansatze, bei denen die SGD mit Wasser anstelle der unter-
suchten Substanzen inkubiert wurde. Die Aktivitdt dieser Referenz-Ansatze wurde als
100 % SGD-Aktivitat angesehen und alle anderen Aktivitaten daraus bestimmt.
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Abbildung 55: Einfluss verschiedener Substanzen auf die SGD-AKktivitit. Die SGD wurde zunachst
mit den zu testenden Substanzen vorinkubiert und anschlieflend das Substrat zugefiigt. Nach weiterer
Inkubation wurden die Ansitze durch Zugabe von Methanol gestoppt und tiber HPLC analysiert. An-
satze, bei denen die SGD mit Wasser anstelle der zu untersuchenden Substanzen inkubiert wurde, dien-
ten als Referenz und wurden als 100 % SGD-Aktivitat angesehen. Alle anderen Aktivitdten wurden dar-
aus bestimmt. Ge-testet wurden jeweils drei Konzentrationen: 0,03 mM, 0,3 mM und 3 mM (n=2).
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Aus Abbildung 55 ist die starke Hemmung der SGD-Aktivitat durch Kupfersulfat
(CuSO04) zu erkennen, schon die niedrigste Konzentration zeigt eine Hemmung von
etwa 80 %. Von den anderen getesteten Substanzen zeigt nur Eisen(III)-sulfat
(Fe2(S04)3) in der hochsten eingesetzten Konzentration eine hemmende Wirkung von
etwa 40%.

4.3.4 HPLC- und LC-MS-Analysen der Enzymassays von Dreifachexpressionen
Zum Nachweis, der gleichzeitigen funktionellen Expression aller drei Enzyme in einem
E. coli wurden in vivo Enzymassays wie unter 0 beschrieben durchgefiihrt und tiber
HPLC bzw. LC-MS analysiert.

4.3.4.1 HPLC Analysen von in vivo Assays

Um sicher zu stellen, dass die TDC, STR und SGD enzymatisch aktiv im lebenden E. coli
vorlagen, wurden in vivo Enzymtests durchgefiihrt. Bei diesen Tests wurden die E. coli
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3 h bei 37 °C in 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 6) inkubiert, der entweder Tryp-
tophan (A), Tryptophan und Secologanin (B), Tryptophan, Secologanin und Kupfersul-
fat (C) oder Tryptophan, Secologanin und Eisen(IlI)-sulfat (D) enthielt.

Ansatz (A) diente der alleinigen Uberpriifung der TDC-AKktivitit, Ansatz (B) der Uber-
prifung der gemeinsamen Aktivitat der TDC, STR und SGD. In den Anséatzen (C) und
(D) wurden zusatzlich zwei Substanzen eingesetzt, die in vorangegangenen Tests Aus-
wirkungen auf die Enzymaktivitat zeigten: 0,03 mM Kupfersulfat fithrten zur nahezu
vollstandigen Hemmung der SGD-Aktivitat, zeigten jedoch geringere Auswirkung auf
die Aktivitat der TDC und STR. 3 mM Eisen(III)-sulfat hingegen erhohten die Aktivitat
der STR, wohingegen es die Aktivitdt der SGD und TDC leicht hemmte. Die Ergebnisse
der HPLC-Analysen der unterschiedlichen Tests sind in Abbildung 56 dargestellt.

Alle vier HPLC-Chromatogramme (Abbildung 56A-D) zeigten deutliche Peaks nach ei-
ner Retentionszeit von etwa 9 min, die dem durch die TDC gebildeten Tryptamin ent-
sprechen. Die Chromatogramme (B-D) zeigen zusatzliche Peaks nach 10,8 min, die dem
durch die STR produzierten Strictosidin zugeordnet werden kénnen. Die Peaks sowohl
von Strictosidin als auch von Tryptamin zeigen je nach Ansatz unterschiedlich grofe
Areas.

In Ansatz (A), in dem Tryptophan als einziges Substrat eingesetzt wurde, betragt die
Peak-Area von Tryptamin 7348 mV.s + 98. In Ansatz (B) hingegen, in dem zusatzlich
Secologanin als Substrat fiir die STR vorlag, konnte nur noch eine Tryptamin-Area von
5101 mV.s + 319 detektiert werden, da ein Teil des Tryptamin fiir die Produktion von
Strictosidin verwendet wurde. Die Area des Strictosidin-Peaks betragt hier 94 mV.s =
24.In Ansatz (C), in dem zusatzlich zu den beiden Substraten Tryptophan und Secolo-
ganin Kupfersulfat eingesetzt wurde, konnte mit 5121 mV.s #401 eine dhnliche Peak-
Area fiir Tryptamin ermittelt werden, wie in Ansatz (B). Der Strictosidin-Peak zeigt je-
doch mit 1015 mV.s £ 170 mV.s eine deutlich grofiere Area, da das von der STR produ-
zierte Strictosidin nicht mehr durch die SGD umgewandelt werden konnte.

In Ansatz (D), in dem Tryptophan, Secologanin und Eisen(III)-sulfat vorlagen, zeigte
der Tryptamin-Peak mit 5702 mV.s + 377 eine etwas grofiere Peak-Area als in Ansatz
(B) und (C), da dass Eisen(III)-sulfat weniger hemmend auf die TDC wirkt, als Kup-
fersulfat. Die Area des Strictosidin-Peaks hingegen ist mit 458 mV.s * 73 deutlich klei-
ner als in Ansatz (C), aber im Vergleich mit Ansatz (B) sieht man eine deutliche Vergro-
3erung. Dies liegt daran, dass die SGD-Aktivitat in Ansatz (D) durch das Eisen(III)-sul-
fat nicht so stark gechemmt wird, wie durch das Kupfersulfat in Ansatz (C). Zusatzlich
hat man in Ansatz (D) die STR-Aktivitat durch die Zugabe von Eisen(III)-sulfat erhoht.

Zusatzlich zu den Peaks von Tryptamin und Strictosidin konnte ein Peak mit einer Re-
tentionszeit von ca. 11,06 min detektiert werden, bei dem es sich um das Strictosidin-
Aglycon handeln kdnnte. Dieser Peak zeigt in Ansatz (B) (ohne Hemmung der SGD) eine
deutlich grofiere Area, als in Ansatz (C) (Hemmung durch Kupfersulfat) ist jedoch in
Ansatz (D) kaum noch zu detektieren.
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Abbildung 56: HPLC-Chromatogramme der in vivo Enzymassays einer Dreifachexpression. A: Ent-
hilt nur Tryptophan zur Uberpriifung der TDC-Aktivitit; B: Enthilt Tryptophan und Secologanin zur
Uberpriifung der gemeinsamen Aktivitit der TDC, STR und SGD; C: Enthilt Tryptophan, Secologanin und
0,03 mM Kupfersulfat zur Hemmung der SGD-Aktivitat; D: Enthélt Tryptophan, Secologanin und 3 mM
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4.3.4.2 LC-MS-Analysen von in vivo Enzymassays

Da mit Hilfe der HPLC-Analysen keine klare Aussage tliber die Bildung des Strictosidin-
Aglycons gemacht werden konnte, wurden zusatzlich LC-MS-Analysen durchgefiihrt.
Hierbei wurden zum einen Einzel-Enzymassays der SGD analysiert, zum anderen En-
zymassays von Dreifachexpressionen.

4.3.4.2.1 In vivo und in vitro Enzymassays der SGD

Da die enzymatische Aktivitat der SGD bisher nur liber die Abnahme ihres Substrates
Strictosidin nachgewiesen werden konnte, wurden weitere Versuche zur Uberpriifung
der enzymatischen Aktivitat der SGD durchgefiihrt. Zum einen wurden in vivo En-
zymassays in E. coli B121 durchgefiihrt, zum anderen Enzymassays mit der gereinigten
Glukosidase. Bei beiden Assays wurde die SGD mit Strictosidin in Puffer (pH 6,3) fiir
eine Stunde bei 37 °C inkubiert und anschlief3end der Reaktionsansatz iiber LC-MS ana-
lysiert. Die Ergebnisse der Analysen konnen Abbildung 57 entnommen werden.
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Abbildung 57: LC-MS-Analysen verschiedener Enzymtests der SGD. A: Chromatogramme von
zwei in vivo Enzymassays (B121 ohne SGD und B121 mit SGD) und einem Enzymassay mit gereinigter
SGD. B: MS- und MS2-Daten ausgesuchter Massen-Peaks. MS=Masse des untersuchten Molekiils,
MS2=Charakteristischer Zerfall des untersuchten Molekiils in Fragmente.
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Die MS-Daten der Negativkontrolle mit BI21 ohne SGD zeigten einen deutlichen Peak
nach 10, 66 min mit einer Masse von 531 (m/z), der das einfach protonierte Strictosi-
din (M+H*)* darstellt. Dieser Massenpeak zeigt im MS2 das fiir Strictosidin typische
Fragmentierungsmuster. Der in vivo Ansatz mit SGD zeigt im MS keinen Peak zu diesem
Zeitpunkt, jedoch taucht auch kein neuer Peak mit einer fir das Strictosidin-Aglycon
beschriebenen Masse auf. Der Ansatz mit der gereinigten SGD zeigt ebenfalls keinen
Peak mit der Masse von Strictosidin aber es konnte ein Peak nach einer Retentionszeit
von 10,92 min detektiert werden. Dieser Peak besitzt eine Masse von 369 (m/z) und
konnte dem Strictosidin-Aglycon (Dialdehyd) zugeordnet werden

4.3.4.2.2 In vivo Enzymassays von Dreifachexpressionen

Neben den Einzel-Enzymassays der SGD wurden auch in vivo Enzymassays von Dreifa-
chexpressionen iiber LC-MS analysiert. Als Substrat wurde nur Tryptophan bzw. Tryp-
tophan und Secologanin eingesetzt. Um einen Einflufd von E. coli auf den Enzymassay
auszuschliefden, wurden Kontrollen nur mit Bl121 durchgefiihrt. Die Ergebnisse der LC-
MS Analysen sind in Abbildung 58 dargestellt.

Die LC-MS Daten zeigen einen deutlichen Peak nach 8,27 min in der Negativkontrolle
mit Bl21 und Tryptophan (Abbildung 58 A) mit einer Masse von 205 (m/z), was der
Masse von einfach protoniertem Tryptophan (M+H*)* entspricht. Dieser Massenpeak
ist in der Probe der Dreifachexpression mit Tryptophan kaum noch zu detektieren.
Hier tritt ein neuer Peak nach 10,52 min auf, mit einer Masse von 161 (m/z), was der
Masse von einfach protoniertem Tryptamin (M+H*)* entspricht. Das MS2 dieses Mas-
senpeaks zeigt dariiber hinaus das fiir Tryptamin typische Fragmentierungsmuster
(Abbildung 58B).

Die Daten der Negativkontrolle mit BI21 und Tryptophan + Secologanin zeigen neben
dem schon in der Negativkontrolle mit BI21 und Tryptophan beschriebenen Peak des
Tryptophan einen zusatzlichen Peak nach 8,97 min mit einer Masse von 389 (m/z), was
der Masse von einfach protoniertem Secologanin (M+H*)* entspricht. In der Probe der
Dreifachexpression mit Tryptophan + Secologanin kann zusatzlich zum Tryptamin-
peak ein Peak nach 13,45 min detektiert werden, der eine Masse von 531 (m/z) besitzt,
was der Masse von einfach protoniertem Strictosidin (M+H*)* entspricht. Das MS2 die-
ses Massenpeaks zeigt das fiir Strictosidin typische Fragmentierungsmuster. Ein Mas-
senpeak, der dem Strictosidin-Aglycon zugeordnet werden kénnte, wurde nicht detek-
tiert.
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Abbildung 58: LC-MS-Analysen von in vivo Enzymassays einer Dreifachexpression. Als Substrat
wurde einmal nur Tryptophan (Tr) eingesetzt, einmal Tryptophan und Secologanin (Tr+Sec). Bei diesem
Versuch wurden zusatzlich Kontrollen mit Bl21 ohne Insert durchgefiihrt, um einen Einfluf8 von E. coli
auf den Enzymassay auszuschliefden. A: LC-MS-Chromatogramme der Enzymassays, B: MS- und MS2-
Daten ausgesuchter Massen-Peaks. MS=Masse des untersuchten Molekiils, MS2=Charakteristischer Zer-
fall des untersuchten Molekiils in Fragmente.

4.3.4.2.3 Ermittlung der optimalen Bedingungen zur Detektion des Strictosidin-
Aglycons bei in vivo Enzymassays

Da das instabile Strictosidin-Aglycon unter den bisherigen Bedingungen der in vivo En-
zymassays nicht detektiert werden konnte, wurde versucht bessere Bedingungen fiir
die Detektion zu schaffen. Zum einen wurde die Inkubationstemperatur von 37 °C auf
28 °C erniedrigt, um die Umwandlung des Aglycons zu verlangsamen, zum anderen
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wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 30 min, 90 min, 180 min) der drei
stiindigen Inkubation Proben genommen. Dariiber hinaus wurde anstelle des vorher
verwendeten Losungsmittelgradienten von 100 % Wasser zu 100 % Acetonitril, ein
flacherer Gradient von 100 % Wasser zu 60 % Acetonitril verwendet, der eine bessere
Auftrennung ermoglichen sollte. Die LC-MS-Analysen dieser Proben sind in Abbildung

59 dargestellt.
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Abbildung 59: LC-MS-Analysen zum Nachweis des Strictosidin-Aglycons in optimierten in vivo En-
zymassays einer Dreifachexpression. Die Inkubationstemperatur wurde auf 28 °C erniedrigt, um die
Umwandlung des Aglycons zu verlangsamen. Die Messungen wurden nach unterschiedlichen Inkubati-
onszeiten (30 min, 90 min, 180 min) durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurde anstelle des zuvor verwende-
ten Losungsmittelgradienten von 100 % Wasser zu 100 % Acetonitril ein flacherer Gradient von 100 %
Wasser zu 60 % Acetonitril verwendet. A: LC-MS-Chromatogramme der Enzymassays nach einer Inku-
bation von 30 min, 90 min und 180 min; B: MS- und MS2-Daten ausgesuchter Massen-Peaks. MS=Masse
des untersuchten Molekiils, MS2=Charakteristischer Zerfall des untersuchten Molekiils in Fragmente.
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Nach 30 min konnten hauptsachlich die Peaks der Substrate Tryptophan (7,67 min)
und Secologanin (10,33 min) detektiert werden, mit Massen von 205 (M+H*)* bzw
189 (M+H*)*. Dartiber hinaus konnte Tryptamin (7,78 min), das enzymatische Produkt
der TDC, mit einer Masse von 161 (M+H*)* nachgewiesen werden. Da Tryptophan und
Tryptamin nahezu zeitgleich von der Saule eluierten, konnte nur anhand der Massen
unterschieden werden, ob es sich um das Substrat oder das Produkt der TDC handelte.
Strictosidin (11,71 min) war zu diesem Zetpunkt nur in Spuren detektierbar. Nach
90 min Inkubation konnte ein deutlicher Strictosidin-Peak nach 11,70 min detektiert
werden, mit einer Masse von 531 (M+H*)* sowie ein Peak des Strictosidin-Aglycons
von 369 (M+H*)*, das kurz vor Strictosidin von der Sdule eluierte. Eine Langere Inku-
bation von 180 min zeigt keine Veranderung im Vergleich zur 90 min Inkubation.

4.3.4.2.4 Symphoricarpos albus als Secologanin Quelle

Neben den zuvor beschriebenen Enzymassays, bei denen die Substrate Tryptophan
und Secologanin in Reinform verwendet wurden, wurden auch Tests mit einem Metha-
nol-Extrakt aus S. albus Beeren (Abbildung 60) durchgefiihrt.
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Abbildung 60: LC-MS-Analyse eines Methanol-Extrakts aus S. albus Beeren und dem darin ent-
halte-nen Secologanin. A: LC-MS-Chromatogramme des Extrakts. PDA= Photodiodenarray, TIC= Tota-
ler lonenfluss; B: MS- und MS2-Daten des Secologaninpeaks. MS=Masse des untersuchten Molekiils,
MS2=Charakteristischer Zerfall des untersuchten Molekiils in Fragmente.
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Hierbei sollte untersucht werden, ob die in diesem Extrakt enthaltene Menge an Seco-
loganin als Substrat fiir die STR dienen kann. Der S. albus Extrakt zeigte im LC-MS einen
deutlichen Massen-Peak nach 10,12 min mit einer Hauptmasse von 389 (m/z). Dieser
Peak zeigt im MS2 das typische Fragmentierungsmuster von Secologanin.

Mit dem S. albus Extrakt wurden in vivo Enzymassays wie unter 0 beschrieben durch-
gefiihrt. Anstelle des reinen Secologanin wurden 100 pL des Methanol-Extrakts aus S.
albus in den Enzymassay eingesetzt. Nach drei-stiindiger Inkubation bei 28 °C wurde
der Ansatz auf die Bildung von Tryptamin und Strictosidin hin iiber LC-MS untersucht.
Als Negativkontrolle diente ein Enzymtest, der bei pH 4 durchgefiihrt wurde. In diesem
pH-Bereich sollte keine enzymatische Aktivitat der drei untersuchten Enzyme vorlie-
gen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 61 dargestellt.
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Abbildung 61: LC-MS-Analyse von in vivo Enzymassays einer Dreifachexpression bei denen das
Substrat Secologanin durch einen methanolischen Extrakt aus S. albus Beeren ersetzt wurde. Der
Enzymtest wurde einmal in einem pH-Bereich durchgefiihrt, in dem alle drei getesteten Enzyme aktiv
sind (pH 6) und einmal in einem Bereich, wo keines der Enzyme Aktivitat zeigt (pH 4). Es wurden 100
ul des S. albus Extrakts eingesetzt, sowie 500 uM Tryptophan als Substrat fiir die TDC. A: LC-MS-Chro-
matogramm, B: MS- und MS2-Daten ausgesuchter Massen-Peaks. MS=Masse des untersuchten Molekiils,
MS2= Charakteristischer Zerfall des untersuchten Molekiils in Fragmente.

Die LC-MS-Daten des bei pH 6 durchgefiihrten Enzymtests zeigen einen deutlichen
Peak nach einer Retentionszeit von 7,66 min, der eine Masse von 161 (m/z) besitzt,
was der Masse von einfach protoniertem Tryptamin (M+H*)* entspricht. Das MS2 die-
ses Massenpeaks zeigt dartliber hinaus das fiir Tryptamin typische Fragmentierungs-
muster. Neben dem Tryptaminpeak ist ein weiterer deutlicher Peak mit einer Retenti-
onszeit von 10,12 min zu erkennen, der eine Hauptmasse von 389 (m/z) zeigt. Das MS2
des Peaks zeigt das typische Fragmentierungsmuster von Secologanin. Nach einer Re-
tentionszeit von 11,39 min konnte ein weiterer kleiner Peak mit der Masse von einfach
protoniertem Strictosidin (531 (m/z)) detektiert werden, der im MS2 das fiir Stricto-
sidin typische Fragmentierungsmuster zeigt. Die LC-MS-Daten des bei pH 4 durchge-
fiihrten Enzymtests zeigen dhnlich wie bei pH 6 einen deutlichen Peak nach einer Re-
tentionszeit von 7,61 min. Dieser Peak zeigt jedoch eine Masse von 205 (m/z) was der
Masse von einfach protoniertem Tryptophan entspricht und auch die MS2-Daten die-
ses Massenpeaks zeigt das typische Fragmentierungsmuster von Tryptophan. Ein wei-
terer Peak mit einer Retentionszeit von 12,14 min zeigt die schon bei pH 6 beobachtete
Masse von einfach protoniertem Secologanin (389 (m/z)), sowie den entsprechenden
Zerfall. Anders als bei pH 6 konnte in diesem Ansatz kaum Strictosidin detektiert wer-
den. Als weiteren Unterschied zeigt das Chromatogramm einen ausgepragten Peak
nach einer Retentionszeit von 3,21 min, dessen Masse (210 (m/z)) und Fragmentie-
rungsmuster keiner der bisher detektierten Substanzen zugeordnet werden kann.



Diskussion

5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein System zur Co-Expression von drei Schliisselgenen der
C. roseus Monoterpenindolalkaloid Biosynthese entwickelt, das die gleichzeitige funk-
tionelle Expression der TDC, STR und SGD in E. coli erméglicht. Um dies zu erreichen,
wurden zundchst verschiedene Vektorkonstrukte zur Einzelexpression der drei Gene
hergestellt und deren Expression optimiert (Induktion mit unterschiedlichen IPTG-
Konzentra-tionen, Inkubation nach Induktion bei unterschiedlichen Temperaturen).
Die Enzyme wurden anschliefend gereinigt, charakterisiert (hinsichtlich pH- und
Temperaturoptima, Km und Vmax, Hemmstoffe und Aktivatoren) und die besten Be-
dingungen fiir die spatere Co-Expression ermittelt. Die Co-Expression der drei Gene
erfolgte durch die Herstellung von Doppeltransformanten, die zum einen den Vektor
pET45b(+)_TDC_N-His und zum anderen den Vektor pCDFDuet1_SGD_STR enthielten.
Der Erfolg der Expression aller drei Gene wurde tiber SDS-PAGE, die Funktionalitit der
gebildeten Enzyme tiber in vivo Enzymassays und anschlief3endem Nachweis der Edu-
kte bzw. Produkte iiber HPLC und LC-MS tiberpriift. Erste Versuche im Rahmen dieser
Arbeit, die Co-Expression in P. pastoris zu realisieren, zeigten nur geringe Erfolge, wes-
halb dieses System zu Gunsten des E. coli Systems verworfen wurde. Zusatzlich zu den
Klonierungs- und Expressionsarbeiten wurde ein sdulenbasiertes System zur in vitro
Produktion von Strictosidin mittels rekombinanter STR etabliert.

5.1 Herstellung der Expressionskonstrukte, Expressionsoptimierung, Protein-
ausbeuten und Enzymcharakterisierung

Zur Expression der C. roseus-Gene in P. pastoris und E. coli wurden diese in induzier-
bare Vektoren kloniert, die durch Variation der Induktorkonzentration eine Regulation
der Genexpression ermdglichten. Dariiber hinaus erlaubten sie liber ihre multiplen
Klonierungsstellen mit integrierten Tag-Sequenzen die Herstellung von His-Tag Prote-
inen flr die spatere Reinigung tiber Nickelaffinitadtschromatographie.

5.1.1 Tryptophandecarboxylase (TDC)

Fiir die Expression in P. pastoris wurde das TDC-Gen (Gen Bank: M25151) iiber PCR
mit C-terminalem His-Tag vom Vektor pPIC9_TDC (Kriiger, 2011) amplifiziert und in
den Vektor pPICZaA Kloniert. Fiir die Expression in E. coli wurde das TDC-Gen ebenfalls
mittels PCR vom Vektor pPIC9_TDC amplifiziert und anschliefdend mit N-terminalem
His-Tag in den Vektor pET45b(+) kloniert. Die zur Uberpriifung der Gensequenz durch-
gefiihrten Sequenzierungen zeigten sowohl fiir das P. pastoris, als auch das E. coli Kon-
strukt eine Punktmutation an Position 433 im TDC-Gen, die zu einem friihzeitigen
Stopp-Codon fiihrte. Nach Entfernung dieser Mutation durch Oligonukleotid vermit-
telte Mutagenese konnte die TDC trotz vielfaltiger Optimierungsversuche nur in E. coli
erfolgreich exprimiert werden, weshalb die P. pastoris Arbeiten mit der TDC zu diesem
Zeitpunkt eingestellt und alle weiteren Versuche im E. coli-System durchgefiihrt wur-
den.
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Hier zeigte die TDC nach Expression bei 37 °C und Analyse des Gesamtproteins eine
Bande von etwa 60 kDa im SDS-Gel (siehe 4.2.2.1). Diese Masse entspricht in etwa der
von Noe et al. beschriebenen Masse von 55 kDa fiir eine Untereinheit des dimeren En-
zyms (Noe et al.,, 1984). Die etwas grofdere Masse lasst sich durch die Art der Klonie-
rung erkldren. Durch die gewahlten Schnittstellen entstand ein 96 Bp langer Linker
(~3,5 kDa) zwischen dem His-Tag (~1 kDa) und dem TDC-Gen.

Nach Reinigung des l6slichen Proteins tiber Nickelaffinitatschromatographie konnten
zunachst nur schwache Banden der TDC im SDS-Gel detektiert werden, da der Grof3teil
des Proteins in Form von unloslichen Inclusion Bodies im Zellpellet vorlag. Laut Rosano
und Ceccarelli kann ein Herabsetzen der Expressionsrate durch niedrigere Expressi-
onstemperaturen und/oder geringere Mengen an IPTG zu einer vermehrten Produk-
tion an korrekt gefaltetem, l6slichem Protein fithren (Rosano und Ceccarelli, 2014).
Durch Erniedrigung der Expressionstemperatur von 37 °C auf 22 °C und der IPTG-Kon-
zentration von 0,2 mM auf 0,01 mM konnte die Ausbeute an l6slicher TDC deutlich ge-
steigert werden. Die Menge an gereinigter TDC aus 1 L Kultur betrug 0,96 mg *
0,067 mg. Es konnten keine Vergleichswerte zur Ausbeute an rekombinant in E. coli
hergestellter TDC in der Literatur gefunden werden, aber diese Menge an gereinigtem
rekombinantem Protein entspricht, mit einer Aufnahme, den in dieser Arbeitsgruppe
iiblichen Mengen fiir Expressionen in E. coli BI21(DE3): 1 mg/L Ranalexin (Aleinein et
al,, 2013), 3 mg/L Snakin2 (Herbel et al., 2015), 50 mg/L Ib-AMP4 (Fan et al., 2013).

Da es sich bei der TDC aus C. roseus, wie auch bei vielen anderen bisher untersuchten
aromatischen L-Aminosaure-Decarboxylasen, um ein Pyridoxalphosphat abhdngiges
Enzym handelt (Kumar, 2016), wurde zunachst der Einfluss verschiedener Konzentra-
tionen (0 uM - 1000 pM) dieses Kofaktors auf die TDC-Aktivitdt untersucht. Die Zugabe
von 0,1 uM - 100 pM Pyridoxalphosphat fiihrte, im Vergleich zur Probe ohne Kofaktor-
zugabe (0 uM), zu einer deutlichen Steigerung der Tryptaminausbeute um etwa 50 %.
Im Gegensatz dazu fiihrte die Zugabe von 1000 uM Pyridoxalphosphat zu einer Ernied-
rigung der Tryptaminausbeute um 50 %. Der Einfluss von Pyridoxalphosphat auf die
C. roseus TDC-Aktivitat wurde das erste Mal 1984 von Noe et al. publiziert. Die Zugabe
von Pyridoxalphosphat zu einer aus C. roseus isolierten TDC, fiihrte hier, abhdngig von
ihrer Reinheit, zu einer 2 - 3 fachen Steigerung der Aktivitat (Noe et al., 1984). Es wur-
den jedoch keine Angaben zu den eingesetzten Pyridoxalphosphat-Konzentrationen
gemacht. Auch fiir die TDC aus Vinca minor wurde ein Einfluss von Pyridoxalphosphat
auf die Enzymaktivitat beschrieben. Molchan et al. behandelten Kalluskulturen von
Vinca minor mit unterschiedlichen Konzentrationen des Kofaktors (0,25 mM - 2 mM)
und beobachteten eine deutliche Steigerung der TDC-Aktivitat bei Zugabe von 1 mM
Pyridoxalphosphat, gegentiber den niedrigeren Konzentrationen. Hohere Konzentrati-
onen >1 mM fiithrten auch hier zu einer Abnahme der TDC-Aktivitat (Molchan et al,,
2012). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir eine rekombinant in E. coli exprimierte TDC
aus Reis berichtet. Das tliber einen C-terminalen His-Tag gereinigte Enzym zeigte nach
Zugabe von 0,1 mM Pyridoxalphosphat eine etwa 9-fach hohere Aktivitat als ohne Zu-
gabe des Kofaktors (Park et al., 2008).
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Neben dem Einfluss des Kofaktors wurde auch der Einfluss verschiedener anderer Sub-
stanzen auf die Enzymaktivitit der TDC untersucht. Darunter Chelatoren wie EDTA
und DIECA, das Reduktionsmittel DTT, sowie verschiedene Kationen. Von den unter-
suchten Substanzen zeigte nur Kupfersulfat (CuSO4) eine deutliche Hemmung der TDC-
Aktivitat, besonders in den beiden héheren getesteten Konzentrationen (0,3 mM und
3 mM). Hier war eine Abnahme der TDC Aktivitit auf etwa 20 % zu erkennen. Ei-
sen(III)-sulfat (Fe2(S04)3) und Eisen(II)-chlorid (FeClz) zeigten in der héchsten einge-
setzten Konzentration eine leichte Hemmung der TDC-Aktivitat auf etwa 80 % wohin-
gegen Magnesiumchlorid (MgClz) eine leichte Erhéhung der Aktivitat auf bis zu 140 %
(3 mM) zeigte.

Zur weiteren Charakterisierung der TDC wurden die Temperatur- und pH-Bedingun-
gen ermittelt, unter denen das Enzym die hochste Aktivitat zeigte. Hierzu wurden Tem-
peraturen zwischen 10 °C und 60 °C getestet sowie pH-Bereiche zwischen pH 3 und
pH 10. Die Tests ergaben ein Temperaturoptimum der TDC im Bereich von 30 °C - 40 °C
sowie ein pH-Optimum von pH 8. Noe et al. berichteten fiir die TDC aus C. roseus ein
pH-Optimum von pH 8,5 (Noe et al.,, 1984). Fiir die TDC aus Vinca minor wurden mit
einem Temperaturoptimum von 35 °C und einem pH-Optimum von pH 6,5 - pH 7,5
vergleichbare Werte publiziert (Molchan et al.,, 2012). Diese Werte stimmen in etwa
mit den in der Pflanzenzelle herrschenden Bedingungen iiberein, wo die TDC im Cyto-
sol (~pH 7,2) lokalisiert ist.

Nach Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir die TDC-Aktivitat wurden die kineti-
schen Parameter Km und Vmax der TDC fiir das Substrat Tryptophan bestimmt. Der
fur Tryptophan ermittelte Km-Wert lag mit 122 pM * 29 uM im Bereich der bisher fir
die TDC publizierten Km-Werte. Noé et al. publizierten einen etwas geringeren Km-
Wert von 75 pM fiir eine aus C. roseus isolierte TDC (Noe et al., 1984), wohingegen der
von Torrens-Spence et al. beschriebene Km-Wert von 120 uM + 20 uM fiir eine hetero-
log in E. coli exprimierte C. roseus TDC (Torrens-Spence et al., 2013) im gleichen Be-
reich wie der in dieser Arbeit ermittelte Km-Wert liegt. Flir eine TDC aus Vinca minor
wurde ein deutlich héherer Km-Wert von 1300 pM publiziert, was fiir eine geringere
Affinitat dieser TDC fiir ihr Substrat Tryptophan spricht (Molchan et al., 2012). Der in
dieser Arbeit ermittelte Vmax-Wert liefs sich aufgrund der unterschiedlichen Bedin-
gungen, unter denen die Experimente durchgefiihrt wurden, nicht mit den Literatur-
daten vergleichen.

5.1.2 Strictosidinsynthase (STR)

Fir die Expression in P. pastoris wurde das STR-Gen aus C. roseus (Gen Bank: X53602)
tiber PCR mit C-terminalem His-Tag vom Vektor pPIC9_Catl (Uebbing, 2009) amplifi-
ziert und erneut in den Vektor pPIC9 sowie in den Vektor pPICZaA kloniert. Nach Ana-
lyse des Expressionsmediums und der Pellets zeigte nur das Konstrukt im Vektor
pPICZaA schwache STR-spezifische Banden im Westernblot (4.2.1.1), nicht aber nach
Coomassie- oder Silberfarbung.
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Die Funktionalitat der in P. pastoris mit diesem Vektorkonstrukt hergestellten STR
wurde liber einen Aktivitdtstest mit dem Expressionsmedium und anschliefendem
Nachweis des enzymatischen Produkts Strictosidin tiber HPLC tiberpriift. Als Negativ-
kontrolle wurde hitzeinaktiviertes Enzym verwendet. Strictosidin konnte hierbei nur
in der Probe mit aktivem Enzym detektiert werden, nicht aber in der Probe mit hitz-
einaktivierter STR.

Da sich die produzierte STR weder durch Ammoniumsulfatfallung und anschliefender
Nickelaffinititschromatographie noch durch direkte Reinigung iiber eine Nickelsaule
aus dem Pichia-Medium aufreinigen lief3, wurden die Arbeiten mit dem P. pastoris Sys-
tem an dieser Stelle eingestellt und alle weiteren Arbeiten zur STR mit dem E. coli Sys-
tem durchgefiihrt.

Fiir die Expression in E. coli wurde das STR-Gen zunachst ebenfalls tiber PCR vom Vek-
tor pPIC9_Catl amplifiziert und mit einem N-terminalen His-Tag in den Vektor
pET45b(+) kloniert. Da dieses Konstrukt, das die original Gensequenz aus C. roseus ent-
hielt, nach Expression bei 37 °C und Analyse des Gesamtproteins keine Bande im SDS-
Gel zeigte (4.2.2.1), wurde ein fiir E. coli Codon-optimiertes STR-Gen bei der Firma Gen-
Script HK Limited in Auftrag gegeben. Dieses Codon-optimierte Gen wurde ohne die in
E. coli nutzlose N-terminale Signalsequenz fiir den Transport der STR in die Vakuole
synthetisiert. Im Hinblick auf die spater geplante Co-Expression wurde die STR zusam-
men mit der SGD im Vektor pCDFDuet1 in Auftrag gegeben, der durch seine zwei mul-
tiplen Klonierungsstellen die gleichzeitige Expression der beiden Gene ermdéglicht. Um
die beiden Enzyme getrennt voneinander zu reinigen, wurde die SGD mit einem N-ter-
minalen His-Tag kloniert, die STR mit einem C-terminalen S-Tag. Zur Analyse der Ein-
zelexpression der STR wurde der Vektor so konstruiert, dass das SGD-Gen durch Rest-
riktion mit nur einem Restriktionsenzym aus dem Vektor entfernt werden konnte.

Da die erfolgreiche losliche Expression eines Proteins in E. coli von unterschiedlichsten
Faktoren abhangen kann, wie z. B. der Art des angefiigten Tags oder der Kopienzahl
des Vektors (Graslund et al., 2008, Rosano und Ceccarelli, 2014), wurden verschiedene
Konstrukte der STR hergestellt, bei denen diese Faktoren variiert wurden. Der C-ter-
minale S-Tag des Konstrukts in pCDFDuet1 wurde iiber Oligonukleotid vermittelte Mu-
tagenese durch einen His-Tag ersetzt und zusatzlich ein weiteres Konstrukt hergestellt,
das neben diesem C-terminalem His-Tag einen zweiten His-tag am N-Terminus besitzt.
Ein zweiter His-Tag kann sowohl die Stabilitat des Enzyms, als auch die Bindung an die
Nickelsdaule verbessern (Yang et al., 2010). Um den Einfluss der Kopienzahl auf die STR-
Expression zu untersuchen, wurde das Codon-optimierte STR-Gen mit N- und C-termi-
nalem His-Tag in den Vektor pET45b(+) kloniert, der anstelle des in pCDFDuet1 vor-
liegenden Replikationsursprungs (CloDF13) den Replikationsursprung (ColE1) be-
sitzt. Da einige heterolog in E. coli exprimierte Proteine eine verbesserte Loslichkeit
aufweisen, wenn sie mit einem N-terminalen Thioredoxin-Tag exprimiert werden
(LaVallie et al., 1993), wurde die STR dartiber hinaus in den Vektor pET32c(+) kloniert,
der das Anfligen eines N-terminalen Thioredoxin-Tags ermdglicht. Die Funktionalitat
aller hergestellten STR-Konstrukte wurde zunachst tiber Expression bei 37 °C und
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Analyse des Gesamtproteins iiber SDS-PAGE und anschlieféender Coomassie-Farbung
Uberpriift. Hierbei zeigten alle Konstrukte die fiir die STR plus jeweiligem Tag erwar-
teten Banden (4.2.2.1).

Da die STR, wie schon von Roessner et al. publiziert, in E. coli fast ausschliefdlich in
Form von Inclusion Bodies produziert wird (Roessner et al., 1992), wurde versucht, die
Expressionsrate des rekombinanten Proteins zu verringern. Um das zu erreichen
wurde zum einen die zur Induktion der Expression verwendete IPTG-Konzentration
von 0,1 mM auf 0,01 mM reduziert, zum anderen die Inkubations-Temperatur von
37 °Cauf 28 °C und 20 °C herabgesetzt. Zur Analyse der Expressionsoptimierung wur-
den in vivo Enzymassays mit allen Konstrukten durchgefiihrt und tiber HPLC auf die
Bildung von Strictosidin hin untersucht. Es zeigte sich, dass eine geringere Konzentra-
tion (0,01 mM IPTG) im Vergleich zur hoheren Konzentration (0,1 mM) bei allen Kon-
strukten zu einer deutlich hoheren STR-Aktivitat fiihrte. Eine zusatzliche Erniedrigung
der Temperatur nach erfolgter Induktion fithrte zu einer weiteren Steigerung der STR-
Aktivitat. Die hochsten Ausbeuten an Strictosidin wurden bei einer IPTG-Konzentra-
tion von 0,01 mM und einer Temperatur von 20 °C erreicht.

Bei separater Betrachtung der hergestellten STR-Konstrukte sind deutliche Unter-
schiede zu erkennen. Das Konstrukt mit Thioredoxin-Tag zeigte im in vivo Assay kaum
Aktivitat, was daran liegen konnte, dass der Thioredoxin-Tag aufgrund seiner Grofie
(109 AS) die Faltung des Proteins beeintrachtigt. Da der Grofdteil der STR aber auch
mit diesem Tag in Form von Inclusion Bodies produziert wurde (Daten nicht gezeigt),
wurde dieses Konstrukt fiir die weiteren Arbeiten (Reinigung, Charakterisierung)
nicht mehr in Betracht gezogen. Die drei Konstrukte im Vektor pCDFDuet1 fiihrten vor
allem nach Induktion mit 0,01 mM IPTG zu einer deutlich hoheren Ausbeute an
Strictosidin, als das Konstrukt in pET45b(+), was an der geringeren Kopienzahl des
pCDF-Replikationsursprungs (20 - 40 Kopien vs. ~40 Kopien) liegen konnte. Sollte das
der Fall sein, konnte die Expression von l6slicher, aktiver STR in einem Vektor mit noch
geringerer Kopienzahl (z. B. pACYCDuet: P15A-Replikon, 10 - 12 Kopien) weiter
gesteigert werden. Von den Konstrukten in pCDFDuet1 zeigte das STR-Konstrukt mit
C-terminalem His-Tag eine etwa 20 % hohere Strictosidin-Ausbeute als das Konstrukt
mit C- und N-terminalem His-Tag und eine etwa 30 % hohere Ausbeute als das
Konstrukt mit C-terminalem S-Tag. Diese Beobachtung spricht dafiir, dass der S-Tag
durch seine Grofde (15 AS + zusatzliche 24 AS durch Klonierung) einen starkeren
Einfluss auf die Proteinfaltung/Aktivitat der STR hat, als der His-Tag (6 AS). Dariiber
hinaus scheint das Anfiigen eines His-Tags an den N-Terminus die Aktivitat zusatzlich
herabzusetzen, was dafiir spricht, dass die Expression der STR ohne Tag zu einer
weiteren Steigerung der Ausbeute an l6slichem Protein flihren konnte.

Obwohl das STR-Konstrukt mit nur einem C-terminalen His-Tag bei den in vivo Tests
zur hochsten Ausbeute an Strictosidin fiihrte, wurden alle spateren Enzymassays mit
gereinigter STR mit dem zweitbesten Konstrukt (pCDFDuet1_STR_N-/C-His) durchge-
fiihrt, da sich dieses aufgrund des zweiten His-Tags besser reinigen lief3. Mit diesem
Konstrukt wurde eine Ausbeute an l6slicher STR von 0,70 mg + 0,01 mg aus einem Liter
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Expressionskultur erreicht. Ahnliche Ausbeuten von 0,152 - 0,727 mg/L wurden fiir
die gereinigte STR1 aus R. serpentina publiziert, die in unterschiedlichen E. coli Stam-
men mit verschiedenen Chaperonen co-exprimiert wurde (Yang et al., 2010). Fiir die
STR aus C. roseus wurde von Roessner et al. eine Ausbeute an 16slicher STR von weniger
als 1 mg (50 % gereinigtes Enzym) aus acht Litern Expressionskultur berichtet
(Roessner et al., 1992). In beiden Arbeiten wurden deutlich hohere Konzentrationen
an IPTG eingesetzt (0,6 mM bzw. 0,1 mM) und bei hoheren Temperaturen exprimiert
(25 °C bzw. 37 °C).

Zur Charakterisierung der STR wurde zunachst wie bei der TDC der Einfluss verschie-
dener Substanzen auf die Enzymaktivitiat untersucht. Von den untersuchten Substan-
zen zeigte nur Kupfersulfat (CuSO4) eine deutliche Hemmung der STR-Aktivitat. Mit
0,3 mM und 3 mM CuSO4 wurde eine Hemmung der STR-Aktivitat um etwa 50 % er-
reicht, wohingegen die niedrigste Konzentration (0,03 mM) zu keiner Hemmung
fiihrte. Im Gegensatz zum Kupfersulfat zeigte Eisen(III)-sulfat (Fe2(S04)3) in der héchs-
ten getesteten Konzentration (3 mM) eine starke Erh6hung der STR-Aktivitat auf fast
300 %.

Zur weiteren Charakterisierung der STR wurden die Temperatur- und pH-Bedingun-
gen ermittelt, unter denen das Enzym die hochste Aktivitat zeigte. Es wurden Tempe-
raturen zwischen 10 °C und 60 °C getestet sowie pH-Bereiche zwischen pH 3 und
pH 11. Die Tests ergaben ein Temperaturoptimum der STR im Bereich von 10 °C - 30 °C
sowie ein pH-Optimum im leicht sauren Bereich bei pH 5 - pH 6. Diese Werte stimmen
mit den in der Pflanzenzelle herrschenden Bedingungen tiberein, wo die STR in der
Vakuole lokalisiertist (McKnightetal.,, 1991), in der ein leicht saurer pH-Wert von pH 5
- pH 6 herrscht (Carqueijeiro et al., 2013).

Die pH- und Temperaturabhangigkeit der STR wurde bereits von mehreren Gruppen
untersucht, jedoch findet man hauptsachlich Angaben zu aus Zellsuspensionskulturen
isolierten STRs, die zum Teil nur 50 % Reinheit aufwiesen. Fiir die STR aus C. roseus
wurden pH-Optima von pH 6,8 (Treimer und Zenk, 1979), pH 5 - pH 7,5 (Mizukami et
al., 1979) bzw. pH 6 - pH 7,5 (de Waal et al., 1995) ermittelt, sowie ein Temperaturop-
timum von 45 °C (Treimer und Zenk, 1979). Hampp und Zenk publizierten mit einem
pH-Optimum von pH 6,5 und einem Temperaturoptimum von 45 °C dhnliche Werte fiir
die STR aus R. serpentina (Hampp und Zenk, 1988). Beim Vergleich der bisher publi-
zierten Daten mit den in dieser Arbeit ermittelten Werten fallt auf, dass sich die Tem-
peraturoptima stark unterscheiden. In dieser Arbeit wurde ein Optimum von 20 °C fiir
die STR-Aktivitat ermittelt, wohingegen Treimer und Zenk ein Optimum von 45 °C be-
schreiben. Die grof3e Abweichung zwischen den beiden Werten konnte durch die un-
terschiedliche Herkunft (original Enzym aus C. roseus bzw. heterolog in E. coli expri-
miertes Enzym mit His-Tags) und Reinheit der verwendeten STRs erklart werden,
wodurch sich die Temperaturstabilitdat verandert haben kann.

Nach Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir die STR-Aktivitit wurde der Km-Wert
der STR fiir die Substrate Tryptamin und Secolganin bestimmt. Der in dieser Arbeit fiir
Tryptamin ermittelte Km-Wert lag bei 69 uM * 4, pM, der fiir Secologanin bei 2096 uM
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+ 579 uM. In der Literatur gibt es grofde Abweichungen zwischen den fiir die STR von
C. roseus ermittelten Km-Werten. Publizierte Km-Werte fiir Tryptamin reichen von
1,4 uM bis 2300 pM (Bernhardt et al., 2007, de Waal et al., 1995, Maresh et al., 2008,
McCoy et al., 2006, Mizukami et al., 1979, Pfitzner und Zenk, 1982, Treimer und Zenk,
1979). Km-Werte fiir Secologanin liegen zwischen 460 uM und 3400 uM (Maresh et al.,
2008, Mizukami et al., 1979, Pfitzner und Zenk, 1982, Treimer und Zenk, 1979). Die
grofde Diskrepanz kann zum einen dadurch erklart werden, dass die Bestimmung der
Km-Werte bei unterschiedlichen Temperatur- (30 °C - 37 °C) und pH-Bedingungen
(pH 6,5 - pH 7,5) durchgefiihrt wurde, zum anderen kann die Herkunft und Reinheit
der verwendeten STRs eine Rolle spielen. Zum Teil wurde die STR aus C. roseus Zellsu-
spensionskulturen isoliert (de Waal et al., 1995, Mizukami et al., 1979, Pfitzner und
Zenk, 1982, Treimer und Zenk, 1979), zum Teil heterolog in E. coli oder S. cerevisiae
exprimiert und gereinigt (Bernhardt et al., 2007, Maresh et al., 2008, McCoy et al,,
2006).

Bei der Ermittlung der kinetischen Konstanten wurde in dieser Arbeit eine starke Sub-
strathemmung der STR durch Tryptaminkonzentrationen >1 mM festgestellt. Ahnliche
Konzentrationen von >1,2 mM (Treimer und Zenk, 1979) und >0,9 mM (Hampp und
Zenk, 1988) wurden fiir die C. roseus STR bzw. die R. serpentina STR ermittelt. Im Ge-
gensatz dazu publizierten de Waal et al., dass bis zu einer Tryptaminkonzentration von
5 mM keine Hemmung der STR detektiert werden konnte (de Waal et al., 1995)

5.1.3 Strictosidin-Glucosidase (SGD)

Das SGD-Gen aus C. roseus (GenBank: AF112888) wurde fiir E. coli Codon-optimiert mit
N-terminalem His-Tag im Vektor pCDFDuetl bei der Firma GenScript HK Limited in
Auftrag gegeben (pCDFDuet1_SGD). Die SGD zeigt nach Expression bei 37 °C und Ana-
lyse des Gesamtproteins eine Bande von etwa 64 kDa im SDS-Gel (4.2.2.1). Diese Masse
entspricht der von Luijendijk et al. (1998) beschriebenen Masse fiir eine aus einer
C. roseus Zellsuspensionskultur gereinigten SGD von 63 kDa.

Die SGD konnte unter den fiir die TDC und STR optimalen Expressionsbedingungen
(Induktion mit 0,01 mM IPTG und Expression bei 20 °C) in l6slicher Form exprimiert
werden. Die Ausbeute an gereinigtem Enzym betrug 25,8 mg * 4,6 mg pro Liter Expres-
sionskultur und war damit um einen Faktor 27 (TDC) bzw. 37 (STR) grofder als die
Ausbeute der anderen beiden in dieser Arbeit exprimierten Enzyme. Auch im Vergleich
zu anderen heterolog exprimierten SGDs zeigt die in dieser Arbeit exprimierte SGD
eine deutlich hohere Ausbeute: Barleben et al. berichteten die Herstellung von 10 mg
R. serpentina SGD aus 5 L E. coli-Kultur (Barleben et al., 2005).

Zur Charakterisierung der SGD wurde, wie schon fiir die TDC und STR beschrieben,
zunichst der Einfluss verschiedener Substanzen auf die Enzymaktivitat untersucht.
Von den untersuchten Substanzen zeigten nur Eisen(III)-sulfat (Fez2(S04)3) und Kup-
fersulfat (CuSO4) einen Einfluss auf die SGD-Aktivitat. Eisen(IlI)-sulfat zeigte in der
hochsten getesteten Konzentration (3 mM) eine Hemmung der SGD-Aktivitiat auf etwa
60 %. Im Gegensatz dazu bewirkte Kupfersulfat schon in der niedrigsten getesteten
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Konzentration (0,03 mM) eine Hemmung der SGD-Aktivitat von etwa 80 %. Die beiden
hoheren Konzentrationen (0,3 mM und 3 mM) fiihrten zur vollstindigen Hemmung der
SGD. Eine etwas schwachere Inhibierung durch Kupfer (50 % Hemmung durch 1 mM
Cu?*) wurde fiir eine aus einer C. roseus Zellsuspensionskultur isolierten SGD publiziert
(Luijendijk et al, 1998) und auch eine heterolog in E. coli exprimierte SGD aus
R. serpentina wurde in geringem Mafe (8,8 % Hemmung) durch Zugabe von 1 mM Cu?*
inhibiert (Gerasimenko et al., 2002). Die starke Anfalligkeiten der SGD gegeniiber ge-
ringen Konzentrationen an Kupfersulfat wurde in spateren Enzymassays zur Dreifach-
expression ausgenutzt, um die Aktivitdt der STR bzw. ihr enzymatisches Produkt Stric-
tosidin, besser nachweisen zu kénnen.

Zur weiteren Charakterisierung der SGD wurden die Temperatur- und pH-Bedingun-
gen ermittelt, unter denen das Enzym die hochste Aktivitat zeigte. Es wurden Tempe-
raturen zwischen 10 °C und 80 °C getestet sowie pH-Bereiche zwischen pH 3 und pH 8.
Die Tests ergaben ein deutliches Temperaturoptimum bei 50 °C sowie ein pH-Optimum
im leicht sauren Bereich bei pH 6. Dieser Wert liegt etwas niedriger als erwartet, da die
SGD in der Pflanzenzelle normalerweise im Kern lokalisiert ist (Guirimand et al., 2010,
Stavrinides et al., 2015), wo ein eher neutraler pH-Wert von pH 7 herrscht, aber ein
Vergleich mit Literaturdaten zeigt dhnliche Ergebnisse. Fiir aus C. roseus Zellsuspensi-
onskulturen isolierte SGDs wurden pH-Werte von pH 6 - pH 8,5 (Luijendijk et al., 1998)
bzw. pH 6,0 - pH 6,4 (Hemscheidt und Zenk, 1980) berichtet, sowie ein deutlich niedri-
geres Temperaturoptimum (30 °C) als das in dieser Arbeit ermittelte (Hemscheidt und
Zenk, 1980). Luijendijk et al. bemerkten dartiiber hinaus, dass die SGD bis zu einer Tem-
peratur von 50 °C stabil bleibt, was mit den in dieser Arbeit ermittelten Temperaturo-
ptimum von 50 °C und darauf folgenden starken Abfall der SGD-Aktivitat iiberein-
stimmt. Fiir eine heterolog in E. coli exprimierte SGD aus R. serpentina wurde ein pH-
Optimum von pH 5,0 - pH 5,5 publiziert sowie ein Temperaturoptimum von 50 °C
(Gerasimenko et al., 2002).

Nach Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir die SGD-Aktivitdt wurde der Km- und
Vmax-Wert fiir das Substrat Strictosidin bestimmt. Da in der Literatur keine einheitli-
che Meinung dartiber herrscht, ob die Kinetik der SGD eher einer hyperbolischen Mi-
chaelis-Menten- oder einer sigmoidalen Kurvenform folgt (Yerkes et al., 2008), wurden
unterschiedliche Verfahren zur Bestimmung der kinetischen Parameter der SGD ver-
wendet. Zum einen wurde eine Berechnung nach Michaelis-Menten (1913) und Line-
weaver-Burk (1934) durchgefiihrt, zum anderen nach Hill (1910).

Der nach Michaelis-Menten ermittelte Km-Wert fiir Strictosidin lag bei 426 uM *
178 uM, der Vmax-Wert bei 81 nmol/min * 25 nmol/min. Die nach Lineweaver-Burk
ermittelten Werte hingegen lagen bei 193 pM + 143 pM bzw. 38 nmol/min
+ 44 nmol/min. Bei Betrachtung der Werte fallt auf, dass die Auswertung nach Line-
weaver-Burk zu deutlich kleineren Werten fiir Km und Vmax fiihrte, die dariiber hin-
aus eine sehr grofde Standardabweichung besafden. Diese grofsen Unterschiede konn-
ten zum Teil dadurch erklart werden, dass die Auftragung nach Michaelis-Menten in
dieser Arbeit zu einer eher sigmoidalen Kurvenform fiihrte, fiir die die Auswertung
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nach Lineweaver und Burk nicht ausgelegt ist und daher zu fehlerhaften Ergebnissen
fiihrte. Die nach Hill ermittelten Werte lagen mit 245 uM * 104 pM fiir Km und
66 nmol/min * 26 nmol/min fiir Vmax ebenfalls deutlich unterhalb der iiber Micha-
elis-Menten ermittelten Werte. Aber auch hier zeigten sich Schwankungen der einzel-
nen Km- und Vmax-Werte, die zu relativ grofRen Standardabweichungen fiihrten. Eine
Erklarung fiir die grofRen Standardabweichungen bei allen drei verwendeten Metho-
den sind die aus Messung 3 erhaltenen deutlich hoheren Werte, die sich stark von den
drei anderen Messungen unterscheiden.

Ein Vergleich der nach Hill ermittelten Km- und Vmax-Werte mit Literaturdaten zeigt,
dass auch hier starke Schwankungen vorliegen. Die publizierten Km-Werte der C. ro-
seus SGD fiir Strictosidin liegen zwischen 10 uM und 220 pM (Bernhardt et al., 2009,
Brandt et al., 2000, Hemscheidt und Zenk, 1980, Luijendijk et al., 1998, Yerkes et al,,
2008). Wobei nur die von Bernhardt et al. und Yerkes et al. ermittelten Km-Werte von
150 uM £ 30 uM und 220 uM ebenfalls durch heterolog in E. coli exprimiertes, gerei-
nigtes Enzym entstanden sind. Diese Werte stimmen gut mit dem in dieser Arbeit tiber
Hill ermittelten Km-Wert von 245 pM * 104 pM iiberein, jedoch wurde nur der von
Yerkes et al. publizierte Km-Wert ebenfalls iiber die Methode von Hill ermittelt, der
Km-Wert von Bernhardt et al. wurde nach Michaelis-Menten bestimmt (Bernhardt et
al,, 2009, Yerkes et al., 2008). Abschliefsend ldsst sich sagen, dass die Methode nach Hill,
aufgrund des oligomeren Aufbaus der SGD und der in dieser Arbeit sigmoidalen Kur-
venform der SGD-Kinetik, zur Bestimmung von Km und Vmax am geeignetsten scheint.

5.2 Dreifachexpression von TDC, STR und SGD in E. coli

Nachdem die Einzelexpression aller drei Enzyme bei 37 °C iiber die Analyse des Ge-
samtproteins mittels SDS-PAGE tiberpriift worden war, wurde eine Co-Expression der
STR und SGD bzw. aller drei Gene durchgefiihrt. Fiir die Co-Expression der STR und
SGD wurde der Vektor pCDFDuet1_SGD_STR, der zwei multiple Klonierungsstellen so-
wie zwei IPTG induzierbare T7lac-Promotoren besitzt, in E. coli BI21(DE3) transfor-
miert und bei 37 °C exprimiert. Fiir die Dreifachexpression wurde die TDC im Vektor
pET45b(+) zusammen mit der STR und SGD im Vektor pCDFDuet1, in E. coli transfor-
miert und ebenfalls bei 37 °C exprimiert.

Bei der Auswahl der Vektoren wurde darauf geachtet, dass diese unterschiedlichen In-
kompatibilitatsgruppen angehoérten, um ihre Stabilitat und Co-Existenz in E. coli zu ge-
wahrleisten. Dariiber hinaus wurden Vektoren ausgewahlt, die unterschiedliche Anti-
biotikaresistenzen besafden, damit eine gleichzeitige Selektion auf beide Vektoren er-
folgen konnte. Die Analyse des Gesamtproteins der Doppel- bzw. Dreifachexpression
liber SDS-PAGE zeigte, dass die gemeinsame Expression der STR und SGD sowie die Co-
Expression aller drei Gene in E. coli erfolgreich war (4.2.2.1).

Als nachstes wurde liberpriift, ob alle drei Gene auch funktionell in E. coli vorlagen.
Hierzu wurden Expressionen unter den schon fiir die Einzelexpressionen der drei En-
zyme als optimal ermittelten Expressionsbedingungen durchgefiihrt: Induktion mit
0,01 mM IPTG und Inkubation bei 20 °C fiir 20 h. Anschlief3end wurde die Aktivitat der
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Enzyme tiber in vivo Enzymassays untersucht. Da sich die drei Enzyme in ihren pH-
Optima bzw. aktiven pH-Bereichen stark unterscheiden, wurde die STR, die bei den
Einzelexpressionen die geringste Ausbeute an loslichem Enzym lieferte, als Maf3stab
gewahlt und alle Enzymtests in 0,1 M Natrium- oder Kaliumphosphatpuffer bei pH 6
durchgefiihrt. Als Substrate wurden Tryptophan und Secologanin eingesetzt. Nach er-
folgter Inkubation bei 37 °C fiir 3 h wurde der Kulturiiberstand mittels HPLC und LC-
MS auf die enzymatischen Produkte hin untersucht. Um sicher zu stellen, dass E. coli
keinen grofieren Einfluss auf den Enzymtest ausiibte, z. B. durch Verstoffwechslung der
eingesetzten Substrate bzw. der gebildeten Produkte, wurden zusatzliche Tests in
E. coli BI21(DE3) ohne Catharanthus-Gene durchgefiihrt. Alle Tests zeigten hierbei,
dass die eingesetzten Substrate in der fiir den Enzymtest angesetzten Zeit in E. coli
stabil sind und das E. coli ohne die heterologen Gene nicht dazu in der Lage ist, die
entsprechenden enzymatischen Produkte zu produzieren. Im Gegensatz dazu konnten
in den Enzymtests mit Catharantus-Genen alle drei enzymatischen Produkte (Trypta-
min, Strictosidin und Strictosidin-Aglycon) nachgewiesen werden, wobei die direkte
Detektion des Strictosidin-Aglycons aufgrund seiner Reaktivitit nicht in allen Test
moglich war. Die effektivste Methode zur Detektion des Aglycons scheint die Durch-
fiihrung des Enzymtests bei etwas niedrigerer Temperatur (28 °C) fiir 1 - 3 h und die
sofortige Analyse liber LC-MS zu sein. Unter diesen Bedingungen konnten klare Mas-
senpeaks von 369 m/z detektiert werden, die der Masse des Aglycons (368 m/z) plus
einem Proton entsprechen.

In der Literatur zur SGD wurde deren Aktivitat hauptsachlich tiber die Abnahme ihres
Substrats Strictosidin (Barleben et al.,, 2007) oder die Detektion von Cathenamin
(350 m/z) beschrieben (Geerlings et al., 2001). Es konnte jedoch keine Literatur zur
Detektion des Strictosidin-Aglycons in seiner Dialdehyd-Form mit der Masse von
368 m/z gefunden werden. Der Nachweis von Cathenamin gelang in dieser Arbeit aus-
schlief3lich durch Enzymtests mit gereinigter SGD und dem Einsatz von hoheren Kon-
zentrationen an Strictosidin (siehe Anhang), die bei den in vivo Assays nicht erreicht
wurden.

Zusatzlich zu den in vivo Assays, bei denen die Substrate Tryptophan und Secologanin
in Reinform eingesetzt wurden, wurde eine kostengiinstigere Variante untersucht, bei
der anstelle des gekauften Secologanin-Standards ein Methanol-Extrakt aus Symphori-
carpos albus Beeren verwendet wurde. Die Machbarkeit dieses Ansatzes wurde bereits
fiir heterolog in S. cerevisiae exprimierte STR gezeigt (Geerlings et al., 2001). Als Nega-
tivkontrolle diente ein Enzymtest, der in einem pH-Bereich (pH 4) durchgefiihrt wurde,
in dem keines der drei untersuchten Enzyme aktiv ist. Die LC-MS-Analyse der En-
zymassays zeigte wie erwartet nur bei dem bei pH 6 durchgefiihrten Assay die Bildung
der enzymatischen Produkte Tryptamin und Strictosidin. Es konnte jedoch kein Stric-
tosidin-Aglycon detektiert werden.

Es gibt bereits Literatur zur Co-Expression der C. roseus TDC mit einer T5H aus Reis in
E. coli zur Produktion von Serotonin (Park et al., 2011) sowie zur Co-Expression der
STR und SGD in E. coli (Stockigt et al., 2010) und in S. cerevisiae (Geerlings et al., 2001).
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In den letzten Jahren wurde auf dem Gebiet der Co-Expression mehrerer Gene in einem
rekombinanten Wirtsorganismus grofde Fortschritte gemacht. Wahrend der Durchfiih-
rung dieser Arbeit publizierten Brown et al. 2015 die de novo Produktion von 0,5 mg/L
Strictosidin in S. cerevisiae. Um dies zu erreichen, war die integration von 21 Genen,
sowie drei Gendeletionen notig (Brown et al,, 2015). Es gibt jedoch keine Berichte tiber
die gemeinsame funktionelle Expression der TDC, STR und SGD in E. coli. Wahrend die-
ser Arbeit gelang die gemeinsame Expression dieser drei Gene aus der Catharantus ro-
seus Monoterpenindolalkaloid-Biosynthese in E. coli sowie die in vivo Produktion aller
drei enzymatischen Produkte.

5.3 Produktion von Strictosidin

In dieser Arbeit wurde Strictosidin nach einer modifizierten Methode von Pfitzner und
Zenk (1982) hergestellt. Hierzu wurde die mit einem C- und N-terminalen His-Tag ver-
sehene STR an einer Nickel-Sdule immobilisiert und gereinigt. Anschlief3end erfolgte
die Verkniipfung der Substrate Tryptamin und Secologanin durch die an die Sdulen-
matrix gebundene STR. Das gebildete Strictosidin wurde von der Sdule eluiert und tiber
HPLC und LC-MS analysiert. Die Analysen zeigten, dass etwa 90 % der eingesetzten
Substrate zu Strictosidin umgewandelt wurden. Die Ausbeute an reinem Strictosidin
aus 10 mM Tryptamin und Secologanin betrug etwa 4,8 mg in einem 1 mL Ansatz. Pfitz-
ner und Zenk erreichten mit ihrer Methode, bei der die STR an Bromcyan (CNBr)-akti-
vierter Sepharose immobilisiert vorlag, eine Ausbeute von 6 gin 12 Tagen. Bei diesem
System handelte es sich jedoch um ein in gréf3erem Maf3stab betriebenes Durchlaufsys-
tem, bei dem 15 mM Lésungen der beiden Substrate kontinuierlich tber die Saule ge-
pumpt wurden. Ein dhnliches Durchlaufsystem, bei dem die STR1 aus R. serpentina zur
Produktion von 12-Azastrictosidin an einer Nickelsdule immobilisiert vorlag, wurde
von Yang et al. beschrieben. Die Ausbeute bei diesem System lag bei 0,7 g nach iiber
Nacht Inkubation mit 12,42 mM 7-Azatryptamin und 14,18 mM Secologanin (Yang et
al.,, 2010).

5.4 Fazit/Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein System zur Co-Expression von drei Genen der Catharantus
roseus Monoterpenindolalkaloidbiosynthese entwickelt, das die gemeinsame funktio-
nelle Expression der TDC, STR und SGD in E. coli ermdglicht. Bisher ist noch kein sol-
ches System fiir E. coli beschrieben worden. Im Gegensatz dazu wurde erst vor kurzem
ein System zur de novo Synthese von Strictosidin, dem enzymatischen Produkt der STR
in S. cerevisiae publiziert, fiir dessen Verwirklichung die heterologe Expression von 21
Genen notig war.

Die Machbarkeit einer de novo Synthese von pflanzlichen Sekundarstoffen in E. coli
wurde bislang nur fiir wenige andere pflanzliche SM-Biosynthesewege nachgewiesen.
Im Bereich der Benzylisoquinolinalkaloide z. B. wurde die de novo Synthese des Mor-
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phinan-Alkaloids Thebain in E. coli publiziert (Nakagawa et al., 2016). Mit diesem Sys-
tem wurde eine etwa 300-fach hohere Ausbeute an Thebain erreicht, als mit einem zu-
vor entwickelten Hefesystem (Galanie et al., 2015). Dies zeigt, dass E. coli ein geeigne-
tes Wirtssystem fiir die Synthese pflanzlicher Sekundarstoffe sein kann und in einigen
Fallen deutliche Vorteile gegeniiber dem haufig verendeten Hefesystem haben kann.

Es existieren bereits genetisch modifizierte E. coli Stimme zur de novo Produktion von
SM, bei denen bestimmte Primarstoffwechselwege (Shikimat-, MEP oder MVA-Weg)
hochreguliert wurden, um eine ausreichende Menge Substrat (Aminosauren, Isopren-
vorldufer) fiir die Produktion des gewiinschten Sekundarmetabolits zur Verfiigung zu
stellen (Jiang et al,, 2016, Yang et al., 2016). Dartiber hinaus ist es bereits mehrfach
gelungen pflanzliche Cytochrom P450-Enzyme, die haufig an der Biosynthese pflanzli-
cher SM beteiligt sind und die aufgrund ihrer ER-Lokalisation normalerweise bevor-
zugt in S. cerevisiae exprimiert wurden, funktionell in E. coli zu exprimieren (Biggs et
al., 2016, Michener et al., 2012, Staniek et al., 2013). Damit ist es durchaus méglich,
Strictosidin in Zukunft auch in E. coli de novo herzustellen, wozu die heterologe Dreifa-
chexpression der TDC, STR und SGD in der vorliegenden Arbeit einen ersten Beitrag
liefert.
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7.1 Sequenzdaten

Ausschnitt aus pET45b(+)_TDC_N-His:

1 TGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCTATGGGCAGCATTGATTCAACAAAT
51 GTAGCCATGTCCAATTCTCCAGTTGGAGAATTTAAGCCACTTGAAGCTGA
101 GGAATTCCGAAAACAAGCCCATCGTATGGTAGATTTCATAGCCGATTATT
151 ACAAAAATGTGGAAACATATCCGGTCCTTAGCGAAGTCGAACCTGGATAT
201 CTCCGAAAACGTATCCCCGAAACCGCTCCTTACCTCCCCGAACCACTTGA

251 CGACATCATGAAAGATATTCAGAAGGATATTATCCCAGGAATGACAAATT
301 GGATGAGCCCTAATTTTTATGCATTTTTTCCTGCCACTGTTAGTTCAGCT
351 GCCTTTTTAGGAGAAATGTTGTCTACTGCCCTAAATTCAGTAGGCTTTAC
401 TTGGGTTTCTTCACCAGCCGCCACCGAATTAGAAATGATTGTTATGGATT
451 GGTTGGCTCAGATCCTTAAACTCCCCAAATCTTTCATGTTTTCAGGTACC

501 GGTGGCGGCGTCATCCAAAACACCACTAGCGAGTCCATTCTTTGTACAAT
551 CATTGCCGCCCGGGAAAGGGCCCTGGAGAAGCTCGGTCCCGATAGTATTG
601 GAAAACTTGTCTGTTACGGATCCGATCAAACCCATACCATGTTCCCCAAA
651 ACTTGCAAATTGGCGGGAATTTATCCGAATAATATTAGGTTAATACCTAC
701 GACCGTCGAAACGGATTTCGGCATCTCACCTCAAGTTCTACGAAAAATGG
751 TCGAGGATGACGTGGCGGCCGGATATGTACCGCTGTTCTTATGCGCTACC
801 CTGGGTACCACCTCGACCACGGCTACCGATCCTGTGGACTCACTTTCTGA

851 AATCGCTAACGAGTTTGGTATTTGGATCCACGTGGATGCTGCTTATGCGG
901 GAAGCGCCTGTATATGTCCCGAGTTTAGACATTACTTGGATGGAATCGAA
951 CGAGTTGACTCACTGAGTCTGAGTCCACACAAATGGCTACTCGCTTACTT
1001 AGATTGCACTTGCTTGTGGGTCAAGCAACCACATTTGTTACTAAGGGCAC
1051 TCACTACGAATCCTGAGTATTTAAAAAATAAACAGAGTGATTTAGACAAA
1101 GTTGTGGACTTCAAAAATTGGCAAATCGCAACGGGACGAAAATTTCGGTC

1151 GCTGAAACTTTGGCTCATTTTACGTAGCTATGGAGTTGTTAATTTACAGA



1201 GTCATATTCGTTCTGACGTCGCAATGGCGAAAATGTTCGAAGAATGGGTT

1251 AGATCAGACTCCAGATTCGAAATTGTGGTACCGAGAAACTTTTCTCTTGT

1301 TTGTTTTAGATTAAAACCTGACGTTTCGAGTTTACATGTAGAAGAAGTGA

1351 ATAAGAAACTTTTGGACATGCTTAACTCGACGGGACGAGTTTATATGACT

1401 CATACTATTGTGGGAGGCATATACATGCTAAGACTGGCTGTTGGCTCATC

1451 GCTAACTGAAGAACATCATGTACGCCGTGTTTGGGATTTGATTCAAAAAT

1501 TAACCGATGATTTGCTCAAAGAAGCTTGACTCGAGTCTGGTAAAGAAACC

pCDFDuet1_SGD_STR:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

GATCTCATGAGCCCGATCCTGAAGAAAATCTTTATTGAATCCCCGTCCTA
CGCACCGAACGCATTTACGTTTGACTCCACCGACAAAGGCTTCTATACCT
CGGTGCAGGATGGCCGTGTTATTAAATACGAAGGCCCGAACTCGGGTTTT
ACGGACTTCGCGTATGCCAGCCCGTTTTGGAACAAAGCATTCTGCGAAAA
TTCAACCGATCCGGAAAAACGTCCGCTGTGTGGTCGCACGTACGATATCT
CCTACGACTACAAAAACTCACAGATGTACATCGTTGATGGCCATTACCAC
CTGTGCGTGGTTGGTAAAGAAGGCGGTTATGCAACCCAGCTGGCTACGTC
TGTGCAAGGCGTTCCGTTTAAATGGCTGTATGCCGTTACCGTCGATCAAC
GTACGGGTATTGTCTACTTCACCGACGTGAGCTCTATCCATGATGACTCT
CCGGAAGGCGTTGAAGAAATTATGAACACCAGTGATCGTACGGGTCGCCT
GATGAAATATGACCCGAGTACCAAAGAAACCACGCTGCTGCTGAAAGAAC
TGCACGTGCCGGGCGGTGCGGAAATTTCTGCCGATGGCAGTTTTGTCGTG
GTTGCAGAATTCCTGTCCAACCGCATCGTTAAATACTGGCTGGAAGGCCC
GAAAAAAGGTTCAGCTGAATTTCTGGTCACCATTCCGAACCCGGGCAATA
TCAAACGTAATAGCGATGGTCATTTCTGGGTTAGCTCCTCAGAAGAACTG
GACGGCGGTCAGCACGGCTCCGTCGTGTCACGCGGTATCAAATTTGATGG
CTTCGGTAACATTCTGCAAGTGATCCCGCTGCCGCCGCCGTATGAAGGCG
AACATTTTGAACAGATTCAAGAACACGATGGCCTGCTGTACATCGGTTCT
CTGAGTCATTCGAGCGTCGGCATTCTGGTGTATGATGACCACGACAACAA
GGGTAATTCGTACGTTAGCCAGCTGGTCATTAATGCAGATCTCAATTGGA
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1001 TATCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGGTAAA
1051 GAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAG
1101CGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCAT
1151 AACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAACCT
1201 CAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACACTGCTTCCGGTAGTCAATAAACC
1251 GGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTTAACGACCCTGCCCTGAAC
1301 CGACGACCGGGTCATCGTGGCCGGATCTTGCGGCCCCTCGGCTTGAACGA
1351 ATTGTTAGACATTATTTGCCGACTACCTTGGTGATCTCGCCTTTCACGTA
1401 GTGGACAAATTCTTCCAACTGATCTGCGCGCGAGGCCAAGCGATCTTCTT
1451 CTTGTCCAAGATAAGCCTGTCTAGCTTCAAGTATGACGGGCTGATACTGG
1501 GCCGGCAGGCGCTCCATTGCCCAGTCGGCAGCGACATCCTTCGGCGCGAT
1551 TTTGCCGGTTACTGCGCTGTACCAAATGCGGGACAACGTAAGCACTACAT
1601 TTCGCTCATCGCCAGCCCAGTCGGGCGGCGAGTTCCATAGCGTTAAGGTT
1651 TCATTTAGCGCCTCAAATAGATCCTGTTCAGGAACCGGATCAAAGAGTTC
1701 CTCCGCCGCTGGACCTACCAAGGCAACGCTATGTTCTCTTGCTTTTGTCA
1751 GCAAGATAGCCAGATCAATGTCGATCGTGGCTGGCTCGAAGATACCTGCA
1801 AGAATGTCATTGCGCTGCCATTCTCCAAATTGCAGTTCGCGCTTAGCTGG
1851 ATAACGCCACGGAATGATGTCGTCGTGCACAACAATGGTGACTTCTACAG
1901 CGCGGAGAATCTCGCTCTCTCCAGGGGAAGCCGAAGTTTCCAAAAGGTCG
1951 TTGATCAAAGCTCGCCGCGTTGTTTCATCAAGCCTTACGGTCACCGTAAC
2001 CAGCAAATCAATATCACTGTGTGGCTTCAGGCCGCCATCCACTGCGGAGC
2051 CGTACAAATGTACGGCCAGCAACGTCGGTTCGAGATGGCGCTCGATGACG
2101CCAACTACCTCTGATAGTTGAGTCGATACTTCGGCGATCACCGCTTCCCT
2151 CATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTC
2201 TCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGCT
2251 AGCTCACTCGGTCGCTACGCTCCGGGCGTGAGACTGCGGCGGGCGCTGCG
2301 GACACATACAAAGTTACCCACAGATTCCGTGGATAAGCAGGGGACTAACA
2351 TGTGAGGCAAAACAGCAGGGCCGCGCCGGTGGCGTTTTTCCATAGGCTCC
2401 GCCCTCCTGCCAGAGTTCACATAAACAGACGCTTTTCCGGTGCATCTGTG
2451 GGAGCCGTGAGGCTCAACCATGAATCTGACAGTACGGGCGAAACCCGACA



2501 GGACTTAAAGATCCCCACCGTTTCCGGCGGGTCGCTCCCTCTTGCGCTCT

2551 CCTGTTCCGACCCTGCCGTTTACCGGATACCTGTTCCGCCTTTCTCCCTT

2601 ACGGGAAGTGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACACACTGGTATCTCGGCTCG
2651 GTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTAAGCAAGAACTCCCCGTTCA
2701 GCCCGACTGCTGCGCCTTATCCGGTAACTGTTCACTTGAGTCCAACCCGG
2751 AAAAGCACGGTAAAACGCCACTGGCAGCAGCCATTGGTAACTGGGAGTTC
2801 GCAGAGGATTTGTTTAGCTAAACACGCGGTTGCTCTTGAAGTGTGCGCCA
2851 AAGTCCGGCTACACTGGAAGGACAGATTTGGTTGCTGTGCTCTGCGAAAG
2901 CCAGTTACCACGGTTAAGCAGTTCCCCAACTGACTTAACCTTCGATCAAA
2951 CCACCTCCCCAGGTGGTTTTTTCGTTTACAGGGCAAAAGATTACGCGCAG
3001 AAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACTGAACCGCTCT
3051 AGATTTCAGTGCAATTTATCTCTTCAAATGTAGCACCTGAAGTCAGCCCC
3101 ATACGATATAAGTTGTAATTCTCATGTTAGTCATGCCCCGCGCCCACCGG
3151 AAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGG
3201 TGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCG
3251 CTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAA
3301 CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTT
3351 TCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCACCGCCTGGCCCTGA
3401 GAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATC
3451 CTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTAT
3501 CGTCGTATCCCACTACCGAGATGTCCGCACCAACGCGCAGCCCGGACTCG

3551 GTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCAT
3601 CGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATGGTTTGTTGAAAAC
3651 CGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGA
3701 TTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGAC
3751 AGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGACCCAATGCGA
3801 CCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATA
3851 CTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATT
3901 AGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGT
3951 TAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCT
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4001 TTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACACCACCACGCTGGC
4051 ACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCG
4101 CGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTG
4151 CCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCCGCCAT
4201 CGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGT
4251 TCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGCATACTCTGCGACA
4301 TCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTC
4351 CGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGT
4401 CCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAATTAAT
4451 ACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAA
4501 TAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCA
4551 CCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGATGG
4601 GCTCCAAAGATGACCAATCACTGGTCGTGGCTATTTCCCCGGCGGCAGAA
4651 CCGAATGGCAATCACAGCGTCCCGATCCCGTTTGCGTACCCGAGCATTCC
4701 GATCCAGCCGCGTAAACATAACAAACCGATTGTGCACCGTCGCGATTTTC
4751 CGTCGGACTTCATCCTGGGTGCGGGCGGTAGCGCATACCAATGCGAAGGT
4801 GCCTATAACGAAGGCAATCGTGGTCCGAGCATTTGGGATACGTTTACCAA
4851 TCGCTATCCGGCAAAAATTGCTGACGGCTCCAACGGTAATCAGGCAATCA
4901 ACTCATACAACCTGTACAAAGAAGATATCAAAATCATGAAACAAACCGGC
4951 CTGGAATCCTACCGTTTCAGCATCTCTTGGAGTCGTGTGCTGCCGGGCGG
5001 TAACCTGTCAGGCGGTGTGAACAAAGATGGCGTTAAATTCTACCATGATT
5051 TCATCGACGAACTGCTGGCGAACGGTATCAAACCGTTTGCCACGCTGTTC
5101 CACTGGGATCTGCCGCAGGCACTGGAAGACGAATACGGCGGTTTTCTGTC
5151 CGATCGCATTGTTGAAGACTTCACCGAATATGCTGAATTTTGCTTCTGGG
5201 AATTTGGCGATAAAGTGAAATTTTGGACCACGTTCAATGAACCGCATACG
5251 TATGTTGCAAGTGGCTACGCTACCGGTGAATTCGCACCGGGTCGTGGCGG
5301 TGCTGATGGTAAAGGTGAACCGGGTAAAGAACCGTACATTGCGACCCATA
5351 ACCTGCTGCTGTCTCACAAAGCGGCCGTTGAAGTCTACCGCAAAAACTTC
5401 CAGAAATGTCAAGGCGGTGAAATTGGTATCGTTCTGAACAGTATGTGGAT
5451 GGAACCGCTGAATGAAACCAAAGAAGATATTGACGCACGTGAACGCGGCC



5501 TGGATTTTATGCTGGGTTGGTTCATCGAACCGCTGACCACGGGCGAATAT
5551 CCGAAATCTATGCGTGCGCTGGTTGGTAGTCGCCTGCCGGAATTTTCCAC
5601 GGAAGTCTCAGAAAAACTGACCGGCTGCTACGATTTCATTGGTATGAACT
5651 ATTACACCACGACCTATGTGTCTAATGCAGATAAAATCCCGGACACGCCG
5701 GGCTACGAAACCGATGCTCGTATCAACAAAAACATCTTCGTTAAAAAAGT
5751 CGACGGCAAAGAAGTTCGCATTGGTGAACCGTGCTATGGCGGTTGGCAGC
5801 ATGTGGTTCCGTCGGGTCTGTATAACCTGCTGGTCTACACCAAAGAAAAA
5851 TATCACGTGCCGGTTATCTATGTGAGCGAATGTGGCGTCGTGGAAGAAAA
5901 CCGTACGAATATTCTGCTGACGGAAGGTAAAACCAACATCCTGCTGACCG
5951 AAGCCCGTCATGATAAACTGCGCGTCGACTTTCTGCAGTCGCACCTGGCG
6001 AGCGTGCGTGATGCCATTGATGACGGCGTCAATGTGAAAGGCTTTTTCGT
6051 TTGGAGCTTTTTCGACAACTTTGAATGGAATCTGGGCTATATCTGTCGTT
6101 ACGGTATTATCCACGTCGATTACAAAACCTTCCAACGCTATCCGAAAGAC
6151 TCTGCGATCTGGTACAAAAACTTCATCAGTGAAGGTTTCGTGACGAATAC
6201 CGCCAAAAAACGCTTTCGTGAAGAAGATAAACTGGTGGAACTGGTCAAAA
6251 AACAAAAATACTGAGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGCTTGCGGCCGCATA
6301 ATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGCCGCATAATCG
6351 AAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCC
6401 ATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGGCA

pCDFDuet1_SGD:

1 GATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCACGCGATCGCTGACGTCGGTACCCT
51 CGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGCCAGCACATGG
101 ACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAG
151 CAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTT
201 TTTGCTGAAACCTCAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACACTGCTTCCGG
251 TAGTCAATAAACCGGTAAACCAGCAATAGACATAAGCGGCTATTTAACGA
301 CCCTGCCCTGAACCGACGACCGGGTCATCGTGGCCGGATCTTGCGGCCCC
351 TCGGCTTGAACGAATTGTTAGACATTATTTGCCGACTACCTTGGTGATCT
401 CGCCTTTCACGTAGTGGACAAATTCTTCCAACTGATCTGCGCGCGAGGCC
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451 AAGCGATCTTCTTCTTGTCCAAGATAAGCCTGTCTAGCTTCAAGTATGAC
501 GGGCTGATACTGGGCCGGCAGGCGCTCCATTGCCCAGTCGGCAGCGACAT
551 CCTTCGGCGCGATTTTGCCGGTTACTGCGCTGTACCAAATGCGGGACAAC
601 GTAAGCACTACATTTCGCTCATCGCCAGCCCAGTCGGGCGGCGAGTTCCA
651 TAGCGTTAAGGTTTCATTTAGCGCCTCAAATAGATCCTGTTCAGGAACCG
701 GATCAAAGAGTTCCTCCGCCGCTGGACCTACCAAGGCAACGCTATGTTCT
751 CTTGCTTTTGTCAGCAAGATAGCCAGATCAATGTCGATCGTGGCTGGCTC
801 GAAGATACCTGCAAGAATGTCATTGCGCTGCCATTCTCCAAATTGCAGTT
851 CGCGCTTAGCTGGATAACGCCACGGAATGATGTCGTCGTGCACAACAATG
901 GTGACTTCTACAGCGCGGAGAATCTCGCTCTCTCCAGGGGAAGCCGAAGT
951 TTCCAAAAGGTCGTTGATCAAAGCTCGCCGCGTTGTTTCATCAAGCCTTA
1001 CGGTCACCGTAACCAGCAAATCAATATCACTGTGTGGCTTCAGGCCGCCA
1051 TCCACTGCGGAGCCGTACAAATGTACGGCCAGCAACGTCGGTTCGAGATG
1101 GCGCTCGATGACGCCAACTACCTCTGATAGTTGAGTCGATACTTCGGCGA
1151 TCACCGCTTCCCTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTAT

1201 CAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAA
1251 TAAACAAATAGCTAGCTCACTCGGTCGCTACGCTCCGGGCGTGAGACTGC
1301 GGCGGGCGCTGCGGACACATACAAAGTTACCCACAGATTCCGTGGATAAG
1351 CAGGGGACTAACATGTGAGGCAAAACAGCAGGGCCGCGCCGGTGGCGTTT
1401 TTCCATAGGCTCCGCCCTCCTGCCAGAGTTCACATAAACAGACGCTTTTC

1451 CGGTGCATCTGTGGGAGCCGTGAGGCTCAACCATGAATCTGACAGTACGG
1501 GCGAAACCCGACAGGACTTAAAGATCCCCACCGTTTCCGGCGGGTCGCTC

1551 CCTCTTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGTTTACCGGATACCTGTTCC

1601 GCCTTTCTCCCTTACGGGAAGTGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACACACTG

1651 GTATCTCGGCTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTAAGCAAG
1701 AACTCCCCGTTCAGCCCGACTGCTGCGCCTTATCCGGTAACTGTTCACTT

1751 GAGTCCAACCCGGAAAAGCACGGTAAAACGCCACTGGCAGCAGCCATTGG
1801 TAACTGGGAGTTCGCAGAGGATTTGTTTAGCTAAACACGCGGTTGCTCTT
1851 GAAGTGTGCGCCAAAGTCCGGCTACACTGGAAGGACAGATTTGGTTGCTG
1901 TGCTCTGCGAAAGCCAGTTACCACGGTTAAGCAGTTCCCCAACTGACTTA



1951 ACCTTCGATCAAACCACCTCCCCAGGTGGTTTTTTCGTTTACAGGGCAAA
2001 AGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCT
2051 ACTGAACCGCTCTAGATTTCAGTGCAATTTATCTCTTCAAATGTAGCACC
2101 TGAAGTCAGCCCCATACGATATAAGTTGTAATTCTCATGTTAGTCATGCC
2151 CCGCGCCCACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCG
2201 GTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTACATTAATTGCGTTG
2251 CGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTA
2301 ATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGG
2351 GTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTCAC
2401 CGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCA
2451 GCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGTTAACGGCGGGATATAACATGAG
2501 CTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATGTCCGCACCAACGCG
2551 CAGCCCGGACTCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGT
2601 TGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGCATTTGCATG
2651 GTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTAT
2701 CGGCTGAATTTGATTGCGAGTGAGATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCA
2751 GACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGG
2801 TGACCCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATG
2851 GGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAGAGACATCAAGAAATA
2901 ACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCA
2951 TCCAGCGGATAGTTAATGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATT
3001 GTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCGACA
3051 CCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACA
3101 ATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGACTGGAGGTGGCAACGCCAATCAG
3151 CAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAAT
3201 TCAGCTCCGCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACG
3251 TGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATAAGAGACACCGGC
3301 ATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGA
3351 ATTGACTCTCTTCCGGGCGCTATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGC
3401 CATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCA
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3451 TTAGGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
3501 TCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGATATACCATGG
3551 GCAGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCG
3601 GCGCGCCTGATGGGCTCCAAAGATGACCAATCACTGGTCGTGGCTATTTC
3651 CCCGGCGGCAGAACCGAATGGCAATCACAGCGTCCCGATCCCGTTTGCGT
3701 ACCCGAGCATTCCGATCCAGCCGCGTAAACATAACAAACCGATTGTGCAC
3751 CGTCGCGATTTTCCGTCGGACTTCATCCTGGGTGCGGGCGGTAGCGCATA
3801 CCAATGCGAAGGTGCCTATAACGAAGGCAATCGTGGTCCGAGCATTTGGG
3851 ATACGTTTACCAATCGCTATCCGGCAAAAATTGCTGACGGCTCCAACGGT
3901 AATCAGGCAATCAACTCATACAACCTGTACAAAGAAGATATCAAAATCAT
3951 GAAACAAACCGGCCTGGAATCCTACCGTTTCAGCATCTCTTGGAGTCGTG
4001 TGCTGCCGGGCGGTAACCTGTCAGGCGGTGTGAACAAAGATGGCGTTAAA
4051 TTCTACCATGATTTCATCGACGAACTGCTGGCGAACGGTATCAAACCGTT
4101 TGCCACGCTGTTCCACTGGGATCTGCCGCAGGCACTGGAAGACGAATACG
4151 GCGGTTTTCTGTCCGATCGCATTGTTGAAGACTTCACCGAATATGCTGAA
4201 TTTTGCTTCTGGGAATTTGGCGATAAAGTGAAATTTTGGACCACGTTCAA
4251 TGAACCGCATACGTATGTTGCAAGTGGCTACGCTACCGGTGAATTCGCAC
4301 CGGGTCGTGGCGGTGCTGATGGTAAAGGTGAACCGGGTAAAGAACCGTAC
4351 ATTGCGACCCATAACCTGCTGCTGTCTCACAAAGCGGCCGTTGAAGTCTA
4401 CCGCAAAAACTTCCAGAAATGTCAAGGCGGTGAAATTGGTATCGTTCTGA
4451 ACAGTATGTGGATGGAACCGCTGAATGAAACCAAAGAAGATATTGACGCA
4501 CGTGAACGCGGCCTGGATTTTATGCTGGGTTGGTTCATCGAACCGCTGAC
4551 CACGGGCGAATATCCGAAATCTATGCGTGCGCTGGTTGGTAGTCGCCTGC
4601 CGGAATTTTCCACGGAAGTCTCAGAAAAACTGACCGGCTGCTACGATTTC
4651 ATTGGTATGAACTATTACACCACGACCTATGTGTCTAATGCAGATAAAAT
4701 CCCGGACACGCCGGGCTACGAAACCGATGCTCGTATCAACAAAAACATCT
4751 TCGTTAAAAAAGTCGACGGCAAAGAAGTTCGCATTGGTGAACCGTGCTAT
4801 GGCGGTTGGCAGCATGTGGTTCCGTCGGGTCTGTATAACCTGCTGGTCTA
4851 CACCAAAGAAAAATATCACGTGCCGGTTATCTATGTGAGCGAATGTGGCG
4901 TCGTGGAAGAAAACCGTACGAATATTCTGCTGACGGAAGGTAAAACCAAC
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4951 ATCCTGCTGACCGAAGCCCGTCATGATAAACTGCGCGTCGACTTTCTGCA
5001 GTCGCACCTGGCGAGCGTGCGTGATGCCATTGATGACGGCGTCAATGTGA
5051 AAGGCTTTTTCGTTTGGAGCTTTTTCGACAACTTTGAATGGAATCTGGGC
5101 TATATCTGTCGTTACGGTATTATCCACGTCGATTACAAAACCTTCCAACG
5151 CTATCCGAAAGACTCTGCGATCTGGTACAAAAACTTCATCAGTGAAGGTT
5201 TCGTGACGAATACCGCCAAAAAACGCTTTCGTGAAGAAGATAAACTGGTG
5251 GAACTGGTCAAAAAACAAAAATACTGAGGCGCGCCTGCAGGTCGACAAGC
5301 TTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACAC
5351 GGCCGCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGG
5401 ATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATA
5451 CATATGGCA

7.2 LC-MS-Daten

Nachweis des Strictosidin-Aglycons und Cathenamins:
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Analyse des gekauften Strictosidin (Wuhan ChemFaces Biochemical Co., Ltd.):

298.21 532.22 NL: 6.39E8
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