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1 Einleitung

1.1 Pflanzliche Sekundirstoffe als Signale und Toxine

Die uniiberschaubare Vielfalt ihrer Sekundirstoffe ermdglicht pflanzlichen Organismen
zahlreiche spezies-spezifische Anpassungs- und Reaktionsmoglichkeiten in der Auseinander-
setzung mit der Umwelt. Biologisch vorteilhafte Funktionen ergeben sich vor allem auf

folgenden Gebieten:

- Viele Sekundédrstoffe dienen als Signale bei der Kommunikation von Pflanzen mit
tierischen Organismen. Pigmente (Anthocyanine, Carotinoide, Flavonoide) sowie
Geschmacks- und Geruchsstoffe (Monoterpene, Sesquiterpene) ermoglichen die
Anlockung von bestdubenden Insekten oder samenverbreitenden Tieren [Teuscher 1984,
Harborne 1995a, Raguso 2003].

- Einige pflanzliche Sekundirstoffe, z. B. Isoflavonoide, Ecdysone und die u. a. aus
Senecio-Arten bekannten Pyrrolizidin-Alkaloide, wirken im tierischen Organismus als
Signale bzw. werden in solche umgewandelt [Harborne 1995¢, Hartmann und Ober 2000,
Eisner und Meinwald 2003]. Die estrogene Aktivitdt verschiedener Isoflavonoide und die
ausgepriagte Hormonwirkung der Phytoecdysone verursachen Infertilitdt bzw. Wachs-
tumsstorungen in Saugetieren und Insekten und bieten damit einen gewissen Schutz vor
FraBfeinden.

- Pflanzliche Sekundérstoffe haben einen hervorragenden Anteil an der chemischen
Verteidigung gegeniiber Mikroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze) und Herbivoren
(Nematoden, Insekten, Mollusken, Vertebraten) [Harborne 1995b.,d,e; Cowan 1999;
Harborne ef al. 1999; Dorman und Deans 2000; Karioti et al. 2002].

Zu den konstitutiven antimikrobiellen Verbindungen zédhlen u. a. pflanzliche Phenole, z. B.
Lignine und Tannine in Zellwdnden und Vakuolen [Baur und Walkinshaw 1974, Grisebach
1981]. Das Spektrum der konstitutiven Abwehrtoxine wird durch Saponine, cyanogene
Glycoside, Glucosinolate u. a. ergénzt [OBwald 1995, Osbourn 1996].

Induzierbare Abwehrmetabolite sind die Phytoalexine, deren Strukturvielfalt u. a.
Isoflavonoide (Kieviton, Pisatin, Medicarpin), Terpene (Rishitin, Phytuberin, Gossypol),
Polyacetylene (Falcariniol, Safynol, Wyeronsdure) sowie Alkaloide (Sanguinarin,
Chelerythrin) umfafit [OBwald 1995, Schumacher et al. 1987].

Die Wirkung pflanzlicher Sekundérstoffe auf Mikroorganismen und Tiere resultiert aus der

Interaktion mit essentiellen Stoffwechselreaktionen des Angreifers, u. a.:
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- Hemmung der Nucleinsduresynthese: Camptothecin, -Amanitin [Hock 1995];

- Hemmung der Proteinsynthese: Ricin, Abrin [Hock 1995];

- Storung von Membranfunktionen: Rishitin u. a. Isoflavonoide, Saponine [OBwald 1995];

- Hemmung der Kern- und Zellteilung: Colchicin, Podophyllotoxin, Vinca-Alkaloide
[Hock 1995];

- Hemmung der mitochondrialen Atmung: Isoflavonoide, z. B. Rotenon, Glyceollin; Cyanid
[Hock 1995, OBwald 1995].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Benzophenanthridine sind quarternire
Isochinolin-Alkaloide. Die antimikrobielle Aktivitit dieser Verbindungen ist u. a. zuriickzu-
fihren auf amphiphile Wechselwirkungen mit Zellmembranen, die Hemmung von SH-

abhingigen Enzymen und die Interkalation in DNA (Details s. 1.3.3.1).

Die positive Auslese der Phytoalexin-produzierenden Pflanzen in der Evolution setzt voraus,
daBB die Biosynthese und Speicherung dieser Verbindungen ohne eine nennenswerte
Beeintriachtigung der primédren Lebensfunktionen der produzierenden Organismen erfolgen
konnte. Da die meisten pflanzlichen Sekundirstoffe auch analoge Strukturen in der
produzierenden Zelle angreifen, ergab sich daraus u. a. ein Selektionsdruck zur Ausbildung
effektiver Mechanismen zum Schutz vor den eigenen Toxinen. Andererseits haben auch
Mikroorganismen und Herbivore Abwehrmechanismen entwickelt, um Pflanzen als Nahrung

nutzen zu konnen.

1.2 Resistenzmechanismen gegeniiber pflanzlichen Sekundirstoffen

1.2.1 Kompartimentierung in der produzierenden Pflanze

Um eine Autotoxizitdt fiir die produzierenden Pflanzen zu verhindern, werden die gebildeten
Sekundarstoffe haufig durch intrazellulire Kompartimentierung bzw. Exkretion vom Cyto-
plasma getrennt. Dies gewéhrleistet auBerdem die Anreicherung effektiver Konzentrationen an

biologisch aktiven Verbindungen.

- Stark lipophile Sekundirstoffe, u. a. étherische Ole und Kautschuk, akkumulieren als
Lipidtropfchen im Cytosol und bilden damit ein nicht mischbares Zweiphasensystem
[Schnepf 1973, Roos und Luckner 1986]. Die lipophilen Ergolin-Alkaloide werden z. B.
in intrazelluldren Lipidtropfen eingelagert [Neumann et al. 1979].

- Eine Vielzahl an Sekundérstoffen wird in Vakuolen gespeichert, u. a. Phenole (Tannine,
Anthocyanine, Flavonoide), Saponine, cyanogene Glycoside, Glucosinolate, Herzglyco-
side und Alkaloide [Baur und Walkinshaw 1974, Roos und Luckner 1986, Wink 1999].
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- Bausteine der Zellwinde, z. B. Lignine, Cellulose und Pektine, werden aus den Zellen
ausgeschieden und durch extrazelluldre Enzyme polymerisiert [Schnepf 1973, Roos und
Luckner 1986]. Paclitaxel, ein Mitosehemmstoff, wird im Apoplasten von Taxus
cuspidata-Pflanzen gelagert [Russin ef al. 1995]. Eine Exkretion von Paclitaxel konnte
auch in Zellkulturen von Taxus chinensis nachgewiesen werden [Wang et al. 2001].
Sclareolid, ein Terpenoid-Alkaloid, schiitzt Blattoberflichen verschiedener Nicotiana-
Arten vor Pilzbefall. Jasinski und Mitarbeiter [2001] demonstrierten die Ausscheidung von
Sclareolid aus Zellen von Nicotiana plumbaginifolia. In den Papaveraceen werden
Alkaloide hiufig in Milchséfte sezerniert [Neumann 1985, Hauser und Wink 1990, Decker
et al. 2000].

- Eine besondere Art der Kompartimentierung besteht in der Speicherung inaktiver
Vorstufen, die bei Bedarf in toxische Verbindungen umgewandelt werden. Biologisch
inaktive cyanogene Glycoside, Senfolglycoside sowie Glycoside der o-Cumarsdure werden
in Vakuolen gespeichert. Bei Verletzung der Zellen fiihrt der Kontakt mit cytosolischen
bzw. extrazelluliren Glucosidasen zur Bildung von reaktiven Verbindungen wie
Blausiure, Isothiocyanate, Nitrile, Thiocyanate und Cumarin [Oba et al. 1981, Matile
1984, Morrissey und Osbourn 1999].

Die Speicherung der Sekundirstoffe aullerhalb des Cytoplasmas erfordert den Transport der
Verbindungen durch zellulire Membranen, u. a. Tonoplast bzw. Plasmamembran. Der
Transport erfolgt passiv, z. B. in einigen Fillen als Diffusion lipophiler Verbindungen, als
Vesikeltransfer, bei anderen durch aktive Mechanismen unter Beteiligung von Transport-

proteinen.

- Die Speicherung von quarterndren Isochinolin-Alkaloiden (z. B. Berberin und Sangui-
narin) in Vakuolen von Berberis wilsoniae und Papaver somniferum wird durch Vesikel
vermittelt, die vermutlich aus dem endoplasmatischen Reticulum gebildet werden und mit
der Vakuole fusionieren [Amann et al. 1986, Bird und Facchini 2001, Bock et al. 2002].
An der Ausscheidung von Pectinen, Cellulose und Schleimen via Exocytose sind Golgi-
Vesikel beteiligt [Brown et al. 1970, Schnepf 1973].

- Aktive Transportmechanismen sind fiir die spezies-spezifische Akkumulation von
Alkaloiden in Vakuolen verschiedener Pflanzenarten bekannt (u. a. [ Deus-Neumann und
Zenk 1984]). Fiir die stereospezifische Aufnahme von (S)-Reticulin und (S)-Scoulerin,
Precursoren verschiedener Isochinolin-Alkaloide, in Vakuolen von Fumaria capreolata

wurde ein hochspezifisches Transportsystem nachgewiesen, welches durch
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ATP-abhéngigen Protonentransport energetisiert wird [Deus-Neumann und Zenk 1986].
Ein dhnlicher Mechanismus wird fiir die Aufnahme von Lupanin, einem Chinolizidin-
Alkaloid, in Vakuolen von Lupinus polyphyllus vermutet [Mende und Wink 1987].

- FEinige Sekundirstoffe, z. B. Medicarpin [Li et al. 1997], werden als GSH-Konjugate
durch spezifische ABC-Transporter (Glutathion-S-Konjugat-Pumpe, [Rea ez al. 1998]) in
die Vakuole transportiert. Die Konjugation von endogenen Substraten (u. a. Zimtsdure,
Cyanidin-3-glucosid) sowie verschiedenen Xenobiotica mit Glutathion wird durch
Glutathion-S-Transferasen katalysiert [Marrs 1996]. AN9, eine Glutathion-S-Transferase
aus Petunia hybrida, ist z. B. als Flavonoid-bindendes Protein am Export von Antho-
cyaninen aus dem Cytosol in Vakuolen beteiligt. Die Bildung eines Anthocyanin-GSH-
Konjugates konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [Mueller ez al. 2000].

- Fiir die aktive Exkretion der Terpenoid-Alkaloide Sclareol und Sclareolid sind die ABC-
Transporter der Plasmamembran, NpABC1 und SpTUR2, verantwortlich [Jasinski et al.
2001, van den Brile et al. 2002].

- Die Akkumulation von Alkaloiden in Vakuolen wird durch Protonierung (Ionenfalle)
sowie durch Komplexbildung mit Pflanzensduren oder phenolischen Verbindungen
unterstiitzt: Einige Pflanzenarten, z. B. Catharanthus roseus und Macleaya cordata,
entwickelten spezialisierte Alkaloid-Speicherzellen mit einem erniedrigten vakuolaren pH-
Wert (pH 3) im Vergleich zu pH 5 in Vakuolen der synthetisierenden Zellen [Endress
1994]. Zellkulturen von Coptis japonica speichern Berberin (> 70 mM) als gut
wasserlosliches Malat [Sato ef al. 1992]. Morphin und andere Opium-Alkaloide
akkumulieren als Salze der Mekonséure [Teuscher 1997]. Cytotoxische Schollkraut-
Alkaloide (Sanguinarin, Chelerythrin) werden in Vakuolen an Chelidonsidure gebunden
[Matile 1976, Hauser und Wink 1990].

1.2.2 Metabolisierung durch die produzierende Pflanze

Die Halbwertszeiten einiger Sekundérstoffe lassen auf ihre Metabolisierbarkeit innerhalb der
produzierenden Pflanzen schlieBen. So wird in Papaver somniferum gebildetes Morphin
innerhalb von 7,5 h zu 50 % umgewandelt. Die Halbwertszeit von Nicotin in Nicotiana
tabacum betrigt etwa 22 h [Endress 1994].

Untersuchungen an Coffea arabica und Camellia sinensis ergaben eine altersabhéngige
Akkumulation und Metabolisierung von Coffein: Hochste Alkaloidkonzentrationen wurden in
jungen Bléttern und Friichten festgestellt. Der in élteren Pflanzen eintretende Abbau des

Cofteins tiber Theophyllin und Xanthin zu Kohlendioxid und Ammoniak wird limitiert durch
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die Demethylierung von Coffein zu Theophyllin [Ashihara ef al. 1996, 1997].

Besondere Schutzmechanismen sind in Pflanzen erforderlich, welche cyanogene Glycoside
produzieren. Die bei Verletzung aus diesen Glycosiden freigesetzte Blausdure hemmt vor
allem die mitochondriale Cytochrom-Oxidase. Die Produktion von entgiftenden Enzymen,

z. B. B-Cyanoalaninsynthase und Rhodanase [Miller und Conn 1980], ergdnzt bzw. komple-
mentiert die Schutzwirkung der in allen Pflanzen vorhandenen cyanid-insensitiven Atmung

[Hock 1995].

1.2.3 Metabolisierung pflanzlicher Sekundirstoffe in Mikroorganismen

Pilze entwickelten verschiedene Strategien der Resistenz gegen Phytoalexine. Dabei stellt die
Metabolisierung ein Hauptprinzip dar. Durch Wasseranlagerung, Hydroxylierungs- und
Demethylierungsreaktionen wird die Lipophilie und damit die Toxizitit der Phytoalexine
reduziert (Tab. 1).

Die Entgiftung von Phytoalexinen ermdglicht die Anwesenheit der Pilze im gleichen Habitat
und auBlerdem ihre Pathogenitit gegeniiber einigen Pflanzen. Das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Sanguinarin, ein in Papaveraceen verbreitetes Benzophenanthridin-Alkaloid,
besitzt in mikromolaren Konzentrationen ein breites antimikrobielles Spektrum (s. 1.3.3.2).
Das Papaver-Pathogen Dendryphion penicillatum akkumuliert innerhalb weniger Stunden
externes Sanguinarin im Mycel. Der biochemische Mechanismus der nachfolgenden
Metabolisierung ist jedoch nicht bekannt [Cline und Coscia 1988].

Ein wichtiger Resistenzmechanismus von Bakterien ist der rasche Efflux von antimikrobiellen
Sekundérstoffen durch die Expression von MDR-Transportsystemen (multidrug resistance).
Bevorzugte Substrate dieser Effluxpumpen sind hydrophobe Kationen, z. B. die Proto-
berberin-Alkaloide Berberin und Palmatin im Falle des NorA MDR-Transporters von
Staphylococcus aureus [Hsieh et al. 1998]. Die an sich geringe antibiotische Aktivitdt der
Protoberberine wird durch in der gleichen Pflanze gebildete Hemmstoffe des NorA-
Transporters, u. a. 5'-Methoxyhydnocarpin, potenziert [Stermitz et al. 2000]. So schiitzt die
Synthese von Berberin in Kombination mit 5'-Methoxyhydnocarpin Berberis-Arten effizient

vor bakteriellen Infektionen.
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Tab. 1 Enzymatische Metabolisierung verschiedener Phytoalexine durch pathogene Pilze

Phytoalexin Stoffgruppe und Prinzip der Metabolisierung Referenzen
Vorkommen
Avenacin A-1 | Triterpensaponin Zuckerhydrolyse durch [Morrissey und
aus Hafer Avenacinase verschiedener Pilze Osbourn 1999]
«-Tomatin Steroidsaponin aus Zuckerhydrolyse durch [Morrissey und
Tomate Tomatinasen verschiedener Pilze Osbourn 1999]
o-Chaconin Steroidsaponin aus Zuckerhydrolyse durch [Morrissey und
Kartoffel o.-Chaconinase versch. Pilze Osbourn 1999]
Blausiure aus cyanogenen Umwandlung zu Formamid durch [Fritsche 1988]
Pflanzen Cyanid-Hydratasen versch. Pilze [Osbourn 1996]
Kieviton Isoflavonoid aus Hydratation einer Doppelbindung [Morrissey und
Leguminosen durch Fusarium solani Osbourn 1999]
Pisatin Isoflavonoid aus Demethylierung durch induzierbare | [VanEtten et al.
Leguminosen Cyt P-450 Monoxygenase 1989]
. [Morrissey und
von Nectria haematococca
Osbourn 1999]
Medicarpin Isoflavonoid aus Hydroxylierung durch [Harborne 19951]
Leguminosen Colletotrichum coffeanum
Camalexin Indolderivat aus Hydroxylierung durch [Morrissey und
Kreuzbliitengewichsen | Rhizoctonia solani Osbourn 1999]
Wyeron Furanoacetylen aus Hydrierung durch [Harborne 19951]
Saubohne Botrytis cinerea

1.2.4 Metabolisierung von Pilz-Toxinen im Produktionsorganismus -

das Beispiel Cercosporin

Die Resistenz gegen das Pilz-Toxin Cercosporin ist ein gut untersuchtes Modell fiir einen

redox-basierten Entgiftungsvorgang. Verschiedene Cercospora-Arten verursachen nekrotische

Schiaden an Zuckerriiben, Mais, Sojabohnen, Tabak und anderen Nutzpflanzen [Daub und

Ehrenshaft 2000]. Pathogenitdtsfaktor ist das lipophile Polyketid Cercosporin, das als

Photosensitizer wirkt. Durch Licht aktiviertes Cercosporin reagiert mit molekularem

Sauerstoff unter Bildung von reaktivem Singulettsauerstoff ('O,) und Superoxid (O, ) [Heiser
et al. 1998], wobei 'O, das iiberwiegend toxische Agens ist [Daub und Ehrenshaft 2000].
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Abb. 1 Reversible Reduktion von Cercosporin als Resistenzmechanismus in Cercospora

A)  chemische Struktur von Cercosporin und Dihydrocercosporin

B) Cercosporin (CR*) wird in den Pilzzellen reduziert und verbleibt als inaktives Derivat
(CR™) im Cytosol. Ausgeschiedenes Cercosporin wird sofort reoxidiert. Das photo-
aktivierbare (oxidierte) Cercosporin reagiert nach Lichtaktivierung mit molekularem
Sauerstoff unter Bildung von Singulettsauerstoff ('O,). Dieser fithrt durch Lipid-
peroxidation zu Membranschdden am Wirtsorganismus.
Schema nach Daub und Ehrenshaft [2000]; PM - Plasmamembran

Dieses verursacht iiber Lipidperoxidation [Cavallini et al. 1979] Schiden an Plasma-
membranen [ Gorinova et al. 1998], die zum Zelltod fiihren. Fiir Mikroorganismen, Pflanzen-
und menschliche Tumorzellen sind bereits Cercosporin-Konzentrationen < 1 pM toxisch
[Daub 1982, Daub 1987, Vandenbogaerde et al. 1998]. Infolge eines effektiven Resistenz-
mechanismus tolerieren Cercospora-Arten millimolare Konzentrationen an Cercosporin

[Rollins et al. 1993]. Sie schiitzen sich vor ihrem eigenen Toxin durch dessen Reduktion
(Abb. 1).
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Mikroskopische Untersuchungen zeigten, daf} resistente Pilze Cercosporin in reduzierter
Form, erkennbar an dessen griiner Fluoreszenz, im Cytoplasma der Hyphen speichern. Dieses
wird nach Freisetzung und Diffusion von der Zelloberflache spontan oxidiert und ist als rote
Fluoreszenz im AuBenmedium nachweisbar [Daub ef al. 1992, Daub et al. 2000]. Generell
zeigen reduzierte, d. h. Dihydro-Cercosporinderivate eine verminderte 'O,-Produktion [Daub
et al. 2000] und dadurch eine verringerte Lipidperoxidation [Leisman und Daub 1992].

Cercosporin-resistente Cercospora-Arten besitzen die Fahigkeit zur Reduktion dieses Toxins.
Die gleichzeitige Inkubation mit Glutathion, Cystein bzw. Ascorbinséure ermoglicht jedoch

auch sensitiven Pilzen die Reduktion von Cercosporin [Daub et al. 1992].

Die Fahigkeit, Cercosporin als Dihydroderivat im Cytosol der Pilzzellen zu akkumulieren,
bildet die Grundlage der Cercosporinresistenz. Vermutlich besitzen Cercospora-Arten
Reduktasen, die Cercosporin in der reduzierten Form halten, bevor es die Zelle verlaBt. Die
Reduktion von Cercosporin ist jedoch nicht gekoppelt an die generelle Eigenschaft der Zellen,
externe Elektronenakzeptoren, z. B. Tetrazoliumsalze, zu reduzieren [Jenns ef al. 1995]. Dies
spricht fiir die Existenz einer Cercosporin-spezifischen Reduktase.

Da auch reduziertes Cercosporin Singulettsauerstoff bildet, wenn auch in geringerem Mal3e
[Daub et al. 2000], sind neben der Reduktion weitere Abwehrmechanismen fiir die volle
Resistenz gegen Cercosporin erforderlich.

Bilski et al. [2000] vermuten eine Beteiligung von Pyridoxin und dessen Derivaten als
Quencher von Singulettsauerstoff. Die Transformation Cercosporin-sensitiver Mutanten von
Cercospora nicotianae mit den Genen PDXI bzw. PDX2 fihrte zur Resistenz gegeniiber
Singulettsauerstoft [Ehrenshaft et al. 1998, Ehrenshaft und Daub 2001]. PDX] und PDX2
sind an einem neuen Biosyntheseweg von Vitamin B, beteiligt [Ehrenshaft et al. 1999,
Ehrenshaft und Daub 2001].

Das Gen CRGI (cercosporin resistance gene) kodiert einen putativen Transkriptionsfaktor
[Chung et al. 2003] und ist in Cercospora nicotianae fiir die Resistenz gegeniiber
Cercosporin, nicht aber fiir die Resistenz gegeniiber anderen Photosensitizern erforderlich
[Chung et al. 1999].

Untersuchungen am eukaryotischen Modellsystem Saccharomyces cerevisiae fihrten zum
Nachweis zweier Gene, die an der Resistenz gegeniiber Singulettsauerstoff-produzierenden
Photosensitizern beteiligt sind [Ververidis et al. 2001]: Dabei kodiert CPDI (cercosporin
photosensitizer detoxification) eine putative membranassoziierte Reduktase mit hoher

Sequenzhomologie zu FAD-abhingigen Pyridinnucleotid Reduktasen (FADPNR).
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Neben der Reduktion ist auch der aktive Efflux von Cercosporin ein Mechanismus zur
Ausbildung von Resistenz. Die Uberexpression des aus S. cerevisiae bekannten MDR-
Transporters Snq2b vermittelt Resistenz gegeniiber mehreren Singulettsauerstoff-Produ-
zenten, neben Cercosporin auch Methylenblau und Toluidinblau [Ververidis et al. 2001].
Ein in Cercospora kikuchii identifiziertes Protein (CFP, cercosporin facilitator protein) zeigt
Ahnlichkeiten mit integralen Membran-Transportproteinen der major facilitator superfamily
(MFS), die an der Resistenz von Bakterien und Pilzen gegeniiber verschiedenen Antibiotika
beteiligt sind. Callahan und Mitarbeiter [1999] vermuten, dal CFP einen Cercosporin-
Transporter kodiert, welcher durch aktiven Export die intrazellulire Cercosporinkonzentration
minimiert.

Neben den Cercospora-Arten entwickelten auch einige Bakterien einen Resistenzmechanismus
gegeniiber dem Toxin Cercosporin. Mitchell und Mitarbeiter [2002] isolierten Cercosporin-
abbauende Bakterien aus vier verschiedenen Gattungen und identifizierten das Prinzip der
Entgiftung durch Xanthomonas campestris. Dabei stellten sie fest, dal diese Bakterien
exogenes Cercosporin innerhalb weniger Stunden aufnehmen und vermutlich durch eine
Cytochrom P-450 abhingige Monoxygenase zu Xanosporsdure umwandeln. Xanosporsiure
und ihr stabileres Lactonderivat sind zwar noch lichtempfindliche Verbindungen, erwiesen sich

aber als nicht mehr toxisch gegeniiber Cercosporin-sensitiven Pilzen und Pflanzengeweben.

1.3 Benzophenanthridine - Toxine von Eschscholzia californica

Eschscholzia californica Cham. (Papaveraceae), auch Kalifornischer Mohn oder Goldmohn
genannt, ist im westlichen Nordamerika beheimatet. Als Zierpflanze wurde E. californica im
19. Jahrhundert nach Europa eingefiihrt [Guédon et al. 1990]. Der botanische Name wurde
1820 von Adelbert von Chamisso zu Ehren von Johann Friedrich Gustav v. Eschscholz (1793-
1831) vergeben [Clark 2000, Geppert 2004]. Seit 1903 ist E. californica ein nationales
Symbol des Staates Kalifornien [United States National Arboretum 2004].

Die traditionell von Indianern genutzte Heilpflanze enthélt u. a. Benzophenanthridin-
Alkaloide. Etwa 80, hauptsédchlich in Papaveraceen vorkommende Benzophenanthridine sind
bekannt [Krane et al. 1984]. Um die Biosynthese dieser Alkaloide zu studieren, wurden aus
Papaveraceen mehrere Zellkultursysteme entwickelt, welche nach Kontakt mit biotischen und
abiotischen Elicitoren verstirkt Benzophenanthridine produzieren, u. a. Sanguinaria
canadensis [Cline et al. 1993], Papaver somniferum [Facchini et al. 1996] und Eschscholzia
californica [Schumacher et al. 1987].

Eine Ubersicht der in E. californica identifizierten Benzophenanthridine ist in Tab. 2

zusammengestellt.
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Tab. 2 Ubersicht der in Eschscholzia californica identifizierten Benzo[c]phenanthridine

Die Molmassen wurden aus [Krane et al. 1984] sowie [Tanahashi und Zenk 1990b] entnommen.

Benzo[c]phenanthridine M Vorkommen Vorkommen
(g/mol) | in Pflanzen in Zellkulturen
Norsanguinarin 317 [Jain et al. 1996] [kuta et al. 1974]
Sanguinarin 332 [Slavik u. Slavikova 1955] [Ikuta et al. 1974]
[Preininger 1986] [Schumacher et al. 1987]
[Tome et al. 1999] [Collinge u. Brodelius 1989]
[Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
Dihydrosanguinarin 333 [Berlin et al. 1983] [kuta et al. 1974]
[Preininger 1986] [Berlin et al. 1983]
[Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
Oxysanguinarin 347 [kuta et al. 1974]
10-Hydroxysanguinarin 348 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
Chelerythrin 348 [Slavik u. Slavikova 1955] [Schumacher et al. 1987]
[Preininger 1986] [Collinge u. Brodelius 1989]
[Tome et al. 1999] [Tanahashi u. Zenk 1990b]
10-Hydroxydihydrosanguinarin 349 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
Dihydrochelerythrin 349 [Berlin et al. 1983] [Berlin et al. 1983]
[Preininger 1986] [Tanahashi u. Zenk 1990b]
Chelirubin 362 [Slavik u. Slavikova 1955] [Ikuta et al. 1974]
[Preininger 1986] [Schumacher et al. 1987]
[Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
Dihydrochelirubin 363 [Berlin et al. 1983] [Berlin et al. 1983]
[Preininger 1986] [Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
10-Hydroxychelerythrin 364 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
10-Hydroxydihydrochelerythrin 365 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
12-Hydroxychelirubin 378 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
Chelilutin 378 [Slavik u. Slavikova 1955] | [Schumacher ef al. 1987]
[Preininger 1986] [Tanahashi u. Zenk 1990b]
12-Hydroxydihydrochelirubin 379 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
Dihydrochelilutin 379 [Tanahashi u. Zenk 1990b]
Macarpin 392 [Schumacher et al. 1987]
[Collinge u. Brodelius 1989]
[Tanahashi u. Zenk 1990b]
[Gundlach 1992]
Dihydromacarpin 393 [Berlin et al. 1983] Berlin ef al. 1983]

[Preininger 1986]

Schumacher et al. 1987]
Tanahashi u. Zenk 1990b]
Gundlach 1992]

—r——
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1.3.1 Induktion der Synthese von Benzophenanthridinen in Zellsuspensionen

von Eschscholzia californica

Die Bildung von Benzophenanthridin-Alkaloiden durch Zellsuspensionen von E. californica

ist durch die als pflanzliche StreBhormone bekannten Octadecanoide und verschiedene

biotische und abiotische Elicitoren induzierbar, u. a. durch:

1.

Octadecanoide und @hnliche Verbindungen:

- Methyljasmonat [Gundlach et al. 1992], 12-Oxophytodiensdure sowie synthetische
Jasmonsédureanaloga [Blechert ef al. 1995, Haider et al. 2000]; Precursor ist
Linolensdure (18:3);

- Dihydrojasmonséure [Gundlach und Zenk 1998]; Precursor ist Linolsdure (18:2);

- Coronatin [Haider ef al. 2000], ein Polyketidtoxin aus Pseudomonas syringae;
besitzt strukturelle Ahnlichkeiten mit 12-Oxophytodiensiure [Weiler 1997];

- Phytoprostane: durch ROS induzierte, nichtenzymatisch gebildete C18-Isoprosta-
noide [Thoma et al. 2004];

Pilze und daraus abgeleitete Pilzpraparationen: Penicillium, Saccharomyces cerevisiae,
Colletotrichum lindemuthianum, Verticillium dahliae [Schumacher et al. 1987, Byun
und Pedersen 1991];

Hyperosmose [Berlin ef al. 1983, Férber et al. 2003].

Die Auslosung der Benzophenanthridin-Biosynthese durch Kontakt mit Pilzelicitoren wurde

anhand einer Glycoproteinfraktion aus Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) untersucht.

Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe sprechen dafiir, da3 hierbei zwei getrennte Signalwege zur

Induktion der Biosyntheseenzyme fiihren:

1.

Niedrige Elicitorkonzentrationen wirken iiber die Aktivierung der Phospholipase A, und
die Bildung des Signalmolekiils Lysophosphatidylcholin, welches seinerseits einen Efflux
vakuolédrer Protonen auslost [Roos et al. 1999, Viehweger et al. 2002]. Der dadurch
erzeugte transiente pH-Shift im Cytoplasma ist ein essentieller Schritt zur Auslosung der

Alkaloidsynthese [Roos et al. 1998, Kiippers 2001].

Hohe Konzentrationen des Glycoprotein-Elicitors filhren zu einem Anstieg von
Jasmonat [Mueller et al. 1993, Férber et al. 2003], dessen Induktorwirkung auf Enzyme
der Alkaloidbiosynthese gut bekannt ist [Blechert ez al. 1995, Pauli und Kutchan 1998]
und keine pH-Shifts erfordert [Farber et al. 2003].
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Waihrend der jasmonatabhédngige Signalweg mit der Auslosung der Hypersensitivititsreaktion
gekoppelt ist, z. B. browning der Zellkultur, sind diese ubiquitdren Reaktionen am pH-

abhingigen Signalweg nicht beteiligt [Roos et al. 1998].

1.3.2 Biosynthese der Benzo[c|phenanthridin-Alkaloide

Die Bildung von Benzo[c]phenanthridinen erfolgt iiber einen komplexen Syntheseweg aus dem
Precursor L-Tyrosin (Abb. 2 und 3). Eine vollstindige Ubersicht der einzelnen Schritte gibt
Zenk [1995]. (S)-Reticulin stellt einen wichtigen Verzweigungspunkt innerhalb der
Biosynthese verschiedener Isochinolin-Alkaloide, z. B. des Morphins, dar. Der Ringschlufl
zum Protoberberin-Grundgeriist erfolgt durch das Berberinbriickenenzym (BBE, EC
1.21.3.3). Es katalysiert die stereospezifische Umwandlung der N-Methylgruppe des (S)-
Reticulins in die Methylengruppe des (S)-Scoulerins [Kutchan und Dittrich 1995]. Auf der
Stufe des (S)-Scoulerins zweigt die Biosynthese des Chelerythrins und der Protoberberine,
z. B. Berberin, ab.

Takao und Mitarbeiter [1983] demonstrierten durch In-vivo-Studien an Macleaya cordata,
dal3 Protopin sowie Allocryptopin die Vorldufer der Benzophenanthridine Sanguinarin bzw.
Chelerythrin sind (Abb. 3). Durch Hydroxylierung von Protopin, katalysiert durch die
Protopin-6-Hydroxylase (EC 1.14.13.55), wird die Bildung des Benzophenanthridin-
Grundgeriistes eingeleitet. Fiir die Umwandlung von 6-Hydroxyprotopin zu Dihydro-
sanguinarin wird eine spontane intramolekulare Umlagerung angenommen (Mechanismus s.
Moss [2004b]). Durch je zwei hochspezifische Hydroxylierungs- und Methylierungsschritte an
C-10 und C-12 des Dihydrosanguinarins entsteht Dihydromacarpin [De-Eknamkul ez al. 1992,
Kammerer ef al. 1994]. Letzter Schritt der Biosynthese ist die Oxidation der Dihydrobenzo-
phenanthridine durch die Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase (EC 1.5.3.12). Dieses Enzym
katalysiert die Oxidation der Dihydrobenzophenanthridine durch molekularen Sauerstoffunter
Bildung von Wasserstoffperoxid. Die cytosolische Oxidase wurde aus Zellsuspensionen von
E. californica [Schumacher und Zenk 1988] sowie Sanguinaria canadensis [ Arakawa et al.
1992] gereinigt und charakterisiert.

Der komplexe Biosyntheseweg der Benzo[c]phenanthridine beinhaltet also sowohl
cytosolische als auch membrangebundene Enzyme. 9 Enzyme katalysieren Reaktionen mit
molekularem Sauerstoff. Alle 8 membrangebundenen Enzyme, die Cytochrom P-450-
Monoxygenasen sowie das Berberinbriickenenzym, sind durch Elicitorbehandlung (Hefe-
elicitor, Methyljasmonat, Barbiturate) induzierbar, nicht jedoch die loslichen Enzyme
[Tanahashi und Zenk 1990a, De-Eknamkul et al. 1992, Kammerer et al. 1994, Blechert et al.
1995, Haider et al. 1997, Pauli und Kutchan 1998].



Einleitung 17

L-Tyrosin (S)-N-Methylcoclaurin

CYP80B1 l

H4CO

HO

(S)-Scoulerin (S)-Reticulin (S)-3’-Hydroxy-N-
methylcoclaurin
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Dihydrosanguinarin Dihydrochelirubin Dihydromacarpin
/R /9

0 "
() HaC~-0~ o>
Sanguinarin Chelirubin Macarpin

Abb. 2 Verkiirzte Darstellung der Biosynthese der Benzo[c]phenanthridine
Schema nach Haider et al. [1997]
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Benzophenanthridin-Biosynthese mit
Verzweigungspunkten innerhalb der Isochinolinalkaloid-Synthese

Schema nach Zenk [1995] und den dort zitierten Referenzen sowie Blechert et al. [1995],
Haider et al. [1997], Pauli und Kutchan [1998], IUBMB Enzyme Nomenclature: Moss
[2004a]; rot gekennzeichnet sind die durch Elicitorbehandlung induzierbaren Enzyme der
Benzophenanthridin-Biosynthese.
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1.3.3 Zur Pharmakologie der Benzophenanthridin-Alkaloide

1.3.3.1 Molekulare Targets der Benzophenanthridine

Grundlage der biochemischen Reaktivitit der Benzophenanthridine ist das planare poly-
cyclische Ringsystem mit der positiven Ladung des quarterndren Stickstoffs. Diese Struktur
verleiht den Alkaloiden den Charakter hydrophober Kationen. Die Toxizitdt der Alkaloide

beruht auf threm Einfluf} auf verschiedene biochemische Reaktionen:

1. Benzophenanthridine interkalieren in doppelstrangige DNA und RNA, bevorzugt in

GC-reiche Sequenzen [Bajaj et al. 1990, Faddeeva und Beliaeva 1997, Schmeller et al.
1997, Sen und Maiti 2002]. Die Bindungskonstanten fiir Sanguinarin an dsDNA
variieren in Abhéngigkeit der Na“™-Ionenstirke von 1,8 x 10° bis 1,8 x 10° M (bei 20°C)
[Sen et al. 1996]. Dabei wird Sanguinarin als Iminiumion und nicht als Alkanolamin
gebunden (Abb. 4, [Maiti et al. 2002]).
Die Interkalation der Alkaloide fiihrt zu Strukturverdnderungen der Nucleinsduren und
dadurch zu Stérungen der Transkription und Replikation. Einige Benzophenanthridine
hemmen die Aktivitét der reversen Transkriptase: Durch Bindung der Alkaloide an AT-
Basenpaare der template-primer-Doppelstringe wird die Synthese der cDNA verhindert
[Kakiuchi et al. 1987]. Die Komplexbildung von Alkaloid und DNA ist ebenfalls fiir die
Hemmung der DNA Polymerase-Aktivitidt verantwortlich [Schmeller e al. 1997].

O> (0]
@ e (0] OH g g O
N+ N
/ ~ H+ ~
—O0

\—o OH

Iminium-Form des Sanguinarins Alkanolamin-Form (Pseudobase)

Abb. 4 Chemische Strukturen der Iminium- sowie Alkanolamin-Form des Sanguinarins
Schema nach Bajaj et al. [1990]
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Die Membrantoxizitit der Benzophenanthridine ergibt sich aus der Tatsache, dal3
durch das Membranpotential (innen negativ) eine Triebkraft zur Anlagerung bzw.
Aufnahme hydrophober Kationen existiert - dhnlich wie beim Berberin - wahrend
andererseits der hydrophobe Molekiilteil mit der Lipidphase interagiert. Damit entsteht
eine Tendenz zur Storung der Membranpermeabilitit und zur Depolarisation. Dabei
spielt allerdings auch die Interaktion mit membranstéindigen SH-haltigen Enzymen (s. u.)
eine Rolle, die beim Berberin nicht vorkommt [Ulrichové ef al. 1984].

Jans [1973] demonstrierte die toxischen Effekte von Sanguinarin und Chelerythrin auf
die Membranintegritdt isolierter Vakuolen von Chelidonium majus sowie Saccharo-
myces cerevisiae. Die Inkubation von Erythrocyten mit mikromolaren Konzentrationen
an Sanguinarin bewirkte ebenfalls Membraninstabilitit [Schmeller et al. 1997]. Berberin
war in beiden Untersuchungen inaktiv. Die Inkubation von kultivierten Gingiva-
Epithelzellen mit 128 uM Sanguinarin fiihrte durch membrantoxische Effekte des
Alkaloids zu einem mef3baren Anstieg an extrazelluldrer Lactatdehydrogenase-Aktivitit
[Babich et al. 1996].

Durch Depolarisation von Membranen wirken Benzophenanthridine als Entkoppler der
ATP-Synthese in Mitochondrien [Faddeeva und Beliaeva 1997] und Chloroplasten
(IC5,Sang 9 pM, 1C,,Chel 25 pM) [Vallejos 1973].

Die Interaktion der quarterndren Alkaloide mit anionischen Bindungsorten fiihrt u. a. zur
Hemmung der Acetylcholinesterase und der Butyrylcholinesterase [Ulrichova et al.
1983a+b, Schmeller ef al. 1997].

Die Reaktion der quarterniren Iminiumionen mit SH-Gruppen ist verantwortlich fiir die
Hemmung von SH-abhingigen Enzymen. So wird die Na*/K*-ATPase, isoliert aus dem
Myocard von Meerschweinchen, durch Sanguinarin in mikromolaren Konzentrationen
gehemmt (IC,, 6 pM) [Seifen et al. 1979]. Transformierte Hefezellen, welche die
Sdugetier-Na'/K'-ATPase exprimieren, reagieren auf den Zusatz von Sanguinarin mit
dem Verlust von cytosolischem Kalium (EC;, 29 pM) [Scheiner-Bobis 2001].

Fiir die Bindung von Benzophenanthridinen an das Cytoskelett wird eine Interaktion
der Iminiumstruktur mit SH-Gruppen im Tubulinmolekiil (Pseudobasenbildung)

diskutiert. Die Hemmung der Polymerisation von Tubulin wurde fiir Sanguinarin und
Chelerythrin bestimmt: 1C,,Sang 13 pM, 1C,,Chel 37 pM [Wolff und Knipling 1993].
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Die Bindung der Mitosehemmstoffe Colchicin und Podophyllotoxin an Tubulin wurde
ebenfalls effektiver durch Sanguinarin im Vergleich zu Chelerythrin inhibiert [Wolff und
Knipling 1993].

Sanguinarin hemmt, wie auch Aspirin und Glucocorticoide, die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB [Chaturvedi et al. 1997]. Dieser reguliert die
Genexpression verschiedener Cytokine, die u. a. an entziindlichen Prozessen beteiligt
sind. Die inhibitorische Wirkung von Sanguinarin wird durch reduzierende Agentien
aufgehoben. Dies spricht fiir eine Beteiligung von Sulfhydrylgruppen an der Aktivierung
von NF-kB. Die strukturellen Analoga Chelerythrin sowie Berberin zeigten keinen
Effekt. Antiphlogistische Eigenschaften der Benzophenanthridine wurden durch andere
Arbeitsgruppen bestdtigt [Lenfeld ef al. 1981, Vavreckova et al. 1996a]. Vavreckova
und Mitarbeiter vermuten eine spezifische Enzyminteraktion von Sanguinarin und

Chelerythrin, die zur Hemmung der 5- sowie 12-Lipoxygenase fiihrt.

Zahlreiche Studien belegen die Cytotoxizitit von Benzophenanthridinen auf zellulirer
Ebene. Dabei scheint eine noch unverstandene Umsetzung mit GSH eine wesentliche
Rolle zu spielen. So hemmen Chelerythrin (IC;, 0,53 uM) [Herbert ef al. 1990] sowie
Sanguinarin (IC,, 0,9-3,3 pM) [Debiton et al. 2003] das Wachstum von Tumorzellen
und Keratinocyten (IC;,Sang 0,2 pM) [Vavreckova et al. 1996b]. Debiton und
Mitarbeiter [2003] zeigten, da3 die Inkubation von Tumorzellen mit Sanguinarin zur
Absenkung des intrazelluldren Glutathions fiihrt und nachfolgend Apoptose induziert.
Sie demonstrierten indirekt, dal Sanguinarin mit reduziertem GSH reagiert, identifi-
zierten jedoch keine Reaktionsprodukte. Sie vermuten eine direkte Interaktion des
Iminiumions mit GSH unter Bildung einer Pseudobase.

Die intraperitoneale Applikation von Sanguinarin (10 mg/kg) fiihrt in Méusen zu einem
signifikanten Abfall von reduziertem Glutathion in der Leber verbunden mit einer
Verringerung von Cytochrom P-450-Enzymaktivititen [Williams et al. 2000]. Die
Vorbehandlung mit 3-Methylcholanthren, einem Induktor von Cyt P-450-Enzymen,
senkt die toxischen Effekte des Sanguinarins. Vermutlich bindet das elektrophile
Alkaloid an Cyt P-450-Enzyme und wird dadurch entgiftet. Modriansky et al. [2001]
bestétigten eine Interaktion von Benzophenanthridinen mit Cytochrom P-450-
Enzymen. An humanen Lebermikrosomen demonstrierten sie inhibitorische Wirkungen
von Sanguinarin und Chelerythrin auf die Cyt P-450-Isoenzyme CYP1A (IC,,Sang

11 pM, IC,,Chel 16 uM) sowie CYP3A4 (IC,,Sang 25 uM, IC,,Chel 30 pM).
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5. Einige Benzophenanthridine hemmen kompetitiv die Bindung von Vasopressin, einem
Peptidhormon, an V1-Rezeptoren. Untersuchungen von Granger und Mitarbeitern
[1992] an Rattenleber-Plasmamembranen ergaben IC,,-Werte von 26 uM bzw. 23 uM
fiir Sanguinarin bzw. Chelerythrin. Der Aktivitdtsvergleich mit anderen Benzophen-
anthridinen veranschaulichte, daf3 die Position der Alkoxygruppen sowie der quarternire
Stickstoff essentiell fiir die V1-Affinitét sind.

Die vielfiltigen zelluliren Angriffspunkte der Benzophenanthridine bedingen u. a. ihre
Wirkung gegeniiber Bakterien und Pilzen.

1.3.3.2 Antimikrobielle Aktivitdt der Benzophenanthridine

Die antimikrobielle Wirkung von Benzophenanthridinen gegeniiber Gram-positiven und
-negativen Bakterien [Johnson et al. 1952, Vichkanova et al. 1969, Tolkachev und
Vichkanova 1978, Dzink und Socransky 1985] sowie Pilzen [Vichkanova et al. 1969,
Vichkanova und Adgina 1971, Tolkachev und Vichkanova 1978, Cline und Coscia 1988]
wurde durch eine Vielzahl von In-vitro-Tests belegt. In-vivo-Untersuchungen an mit Mehltau
infizierten Rosen bewiesen signifikant fungizide Eigenschaften eines aus Macleaya cordata
isolierten Benzophenanthridin-Extraktes [Newman et al. 1999].

Ein Vergleich der Aktivitdt verschiedener Benzophenanthridine fiihrte zur Schlu3folgerung,
daf3 die antimikrobielle Wirkung mit der Reaktivitit gegeniiber nucleophilen Agenzien
korreliert. Substituenten am Benzophenanthridin-Grundgeriist beeinflussen die Elektronen-
dichte am aktiven Zentrum und damit die Reaktivitit der Alkaloide. Dies erklirt die erhdhte
Toxizitdt von Sanguinarin und Chelerythrin im Vergleich zu Chelirubin gegeniiber Candida
albicans. Die antibakterielle Aktivitdt gegeniiber Staphylococcus aureus sinkt in der Reihen-
folge Sanguinarin > Chelerythrin > Chelirubin > Berberin ([ Tolkachev und Vichkanova 1978],
s. auch 1.2.3).

Medizinische Verwendung findet die antibakterielle Wirkung der Benzophenanthridine in der
Oralhygiene. Dabei werden Extrakte aus dem Rhizom von Sanguinaria canadensis eingesetzt.
Dzink und Socransky [1985] demonstrierten in umfangreichen Studien die In-vitro-Aktivitét

von Sanguinarin gegeniiber oralen Bakterienstimmen (MIC 1 - 16 pM).
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1.4 Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Ausgangspunkt der folgenden Untersuchungen war die Beobachtung, dal Suspensionen
intakter Zellen von Eschscholzia californica zugesetztes Sanguinarin rasch aus dem Medium
aufnehmen und umwandeln. Dies fiihrte jedoch nicht zu einer Anhdufung des Benzo-
phenanthridins in der Zelle (Farber, Weil u. Roos; unverdffentlicht). Damit erdffnete sich eine
Moglichkeit, einen noch unbekannten Mechanismus des Schutzes der produzierenden Zelle
vor ihrem eigenen Toxin aufzufinden und die Kontrolle der Alkaloidbiosynthese auf zellulérer
Ebene besser zu verstehen.

Die Hauptziele der vorliegenden Arbeit waren deshalb:
1. die Aufkldrung der Spezifitit der Alkaloidaufnahme und ihre Kopplung mit dem
Metabolismus;

2. die Suche nach der vermuteten Sanguinarin-Reduktase, ihre Isolation, Reinigung und

Charakterisierung der katalytischen Eigenschaften.
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2 Material und Methoden

2.1 Kultivierung der Zellsuspensionen

Zellsuspensionen von Eschscholzia californica wurden in einem Nahrmedium nach Linsmaier
und Skoog [1965] mit den Phytohormonen 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure und Naphthyl-
essigsiure (je 1 uM) kultiviert. Nach einem 9-Tage-Wachstumszyklus erfolgte das Uberimpfen
in frisches Ndahrmedium. Hierzu wurden 112 ml Néhrlosung mit 38 ml Zellsuspension versetzt
und in 300-ml-Erlenmeyerkolben bei 23 - 24 °C auf einer Rundschiittelmaschine (Novotron
AK 85, Infors, Bottmingen, Schweiz; 100 rpm) unter Dauerlicht (ca. 6 pmol'm?-s™") inkubiert.

2.2 Alkaloidbildung nach Elicitorbehandlung

Zellen aus 5 Tage alten Suspensionen wurden unter sterilen Bedingungen abgesiebt, mit
phosphatfreier Nahrlosung (NL-P 100 %) gewaschen und in NL-P resuspendiert (Zelldichte
ca. 60 mg FM/ml). 100 ml Suspension wurden in 200-ml-Erlenmeyerkolben mit 1 pg/ml
Hefeelicitor [Schumacher et al. 1987] auf einer Rundschiittelmaschine (Novotron AK 85,
Infors, Bottmingen, Schweiz; 100 rpm) inkubiert und nach den angegebenen Zeiten extrahiert
(EtAc, MeOH [Villegas ef al. 1999], s. 2.5.1.1). Fiir die Analyse der Alkaloidmuster nach 24-
stiindiger Elicitierung wurden 150 ml Suspension in 300-ml-Erlenmeyerkolben mit 1 pg/ml
Elicitor inkubiert und davon 120 ml nach 2.5.1.1 extrahiert.

2.3 Inkubation von Zellsuspensionen mit Benzophenanthridinen

Zellen aus 5 - 6 Tage alten Suspensionen wurden unter sterilen Bedingungen abgesiebt, mit
phosphatfreier Nahrlosung (NL-P 100 %) gewaschen und in NL-P resuspendiert (Zelldichte
ca. 80 mg FM/ml). Jeweils 12 ml der vorbehandelten Zellsuspension wurden in 25-ml-
Erlenmeyerkolben mit jeweils 13 uM Alkaloid (Sanguinarin, Chelerythrin, isolierte Alkaloid-
mischung s. 2.5.1.3, Berberin) auf einer Rundschiittelmaschine (KS 500, IKA-Labortechnik,
Staufen, BRD) inkubiert. Nach den angegebenen Zeiten wurden je 2 ml Proben in
Zentrifugenglaser (auf Eis) pipettiert und bei 4 “C und 5040 x g zentrifugiert (3K12, SIGMA
Laborzentrifugen, Osterode, BRD; Rotor Nr. 11 133, 5500 rpm, 10 min). Zur vollstindigen
Abtrennung der Zellen folgte eine zweite Zentrifugation in Reaktionsgefiaflen bei 16 300 x g
(3K12, Rotor Nr. 12 153, 13 000 rpm, 15 min). Die Alkaloidkonzentrationen der Uberstinde
wurden (ohne Zusatz von Extraktionsmittel) am Fluorimeter bestimmt (s. 2.4.1). In einigen
Experimenten (s. Abb. 10) wurden die Alkaloidgehalte in 500 ul Suspension nach Extraktion
mit MeOH/HCIl bestimmt (s. 2.4.2).
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Fiir HPLC-Analysen wurden jeweils 17 ml der vorbehandelten Zellsuspension in 50-ml-Erlen-
meyerkolben auf einer Rundschiittelmaschine mit den angegebenen Alkaloidkonzentrationen
inkubiert. Auf Grund des lipophilen Charakters der Dihydroalkaloide war der Zusatz von
Methanol (Endkonzentration 2 %, s. 2.6) erforderlich. Nach den angegebenen Zeiten wurden
5 ml Suspension entnommen, die Alkaloide extrahiert (EtAc, MeOH [Villegas et al. 1999], s.
2.5.1.2) und quantifiziert (s. 2.5.2).

2.4 Fluorimetrische Quantifizierung der Benzophenanthridine

2.4.1 Fluorimeter

Grundlage der Fluoreszenzmessung bildete die Bestimmung optimaler Exzitations- und
Emissionswellenléngen fiir die einzelnen Alkaloide (Tab. 3). Dazu wurden am Spektrofluoro-
photometer RF-5000 (Shimadzu, Kyoto, Japan) Exzitations- und Emissionsspektren
methanolischer Losungen der Alkaloide bzw. eines MeOH/HCI-Extraktes (vgl. 2.4.2) aus

elicitierten Suspensionen aufgenommen.

Tab. 3 Exzitations- und Emissionsmaxima verschiedener Benzophenanthridin-Alkaloide

Ex Em Ex Em
Sanguinarin 490 | 580 | Dihydrosanguinarin* 340 | 460
Chelerythrin 450 555 | Dihydrochelerythrin* 335 465
Berberin 450 535

(strukturverwandtes Alkaloid)
isolierte Alkaloidmischung** 480 | 580 | reduzierte Alkaloidmischung* | 350 | 470

Alkaloidextrakt einer 480 570
elicitierten Zellkultur

* Herstellung durch Reduktion quarternirer Benzophenanthridine mit Natriumborhydrid (s. 2.6)
**5.2.5.1.3

Die Fluoreszenz der aus 2.3 gewonnenen Uberstinde wurden bei folgenden Einstellungen
vermessen: Sanguinarin Ex 485 £ 5, Em 580 £ 20; Chelerythrin und Berberin Ex 450 + 10,
Em 540 + 20; Alkaloidmischung Ex 485 + 10, Em 580 + 20. Die Umrechnung der Fluores-
zenzwerte in die entsprechenden Alkaloidkonzentrationen erfolgte durch vorher erstellte

Fichkurven.
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2.4.2 Fluoreszenzreader

500 pl Zellsuspension (s. 2.3) wurden mit 500 pl Extraktionsmittel (36 mM HCl in MeOH)
versetzt, fiir 20 min bei 40 °C im Thermomixer 5437 (Eppendorf, Hamburg, BRD) inkubiert
und nachfolgend die Zellbestandteile bei 16 300 x g abzentrifugiert (3K12, SIGMA
Laborzentrifugen, Osterode, BRD; Rotor Nr. 12 153, 13 000 rpm, 15 min). Aufeine Mikro-
titerplatte wurden 4 x 100 pl extrahierter Alkaloidlosung pipettiert und am Fluoreszenzreader
Fluorolite™ 1000 (Dynatech Laboratories, Chantilly, USA) bei folgenden Einstellungen
vermessen: Filterkombination Ex 490 + 20, Em 570 + 30, Lampenspannung 7 Volt. Zur
Umrechnung der gemittelten Fluoreszenzwerte in Alkaloidkonzentrationen dienten mit

Sanguinarin erstellte Eichkurven.

2.5 HPLC von Benzophenanthridinen
2.5.1 Extraktion aus Zellsuspensionen

2.5.1.1 Experimente zur Alkaloidbildung

Die nach 2.2 elicitierten Zellsuspensionen wurden durch Absieben getrennt in Filtrat und
Zelliiberstand. (Da Benzophenanthridin-Alkaloide an Cellulose binden, war das Abfiltrieren
durch Papierfilter ungeeignet.) Grundlage fiir die Extraktion bildete eine Methode von Villegas
et al. [1999].

Die Zellen wurden mehrmals mit Aqua demin. gespiilt und die anhaftende Fliissigkeit durch
vorsichtiges Ausdriicken entfernt. Nachfolgend wurden die Zellen mit MeOH (grad. grade) in
einem Verhéltnis von 1 g Zellen : 4 g MeOH bei 40 “C am Rotationsverdampfer LABO ROTA
S 300 (resona technics, Gossau, Schweiz) ohne angelegtes Vakuum fiir 20 min extrahiert.
Nach dem Abkiihlen wurden die Zellfragmente bei 5000 x g (3K12, SIGMA Laborzentri-
fugen, Osterode, BRD; Rotor Nr. 11 133, 5500 rpm, 20 min) abzentrifugiert. Der mit Na,SO,
getrocknete Uberstand wurde bei 60 °C am Rotationsverdampfer eingedampft und der
Riickstand in 2 ml MeOH (grad. grade) gelost.

Das Medium der elicitierten Zellsuspensionen wurde durch Zusatz von NaOH auf pH 9,0
eingestellt. Nach mehrmaliger Extraktion mit Ethylacetat (3 x 20 ml) wurden die vereinigten
Extrakte mit Na,SO, getrocknet und bei 40 °C am Rotationsverdampfer eingedampft. Der
Riickstand wurde in 2 ml Methanol (grad. grade) aufgenommen.

Die Extrakte aus Zellen und Filtrat wurden durch HPLC/MS-Untersuchungen analysiert und
quantifiziert (s. 2.5.2).
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2.5.1.2 Experimente zur Metabolisierung extern zugesetzter Alkaloide

Die aus 2.3 entnommenen Suspensionsproben wurden durch ein Glasfaser Mikrofilter GF/F
(Whatman, Maidstone, UK), welches auf den Innendurchmesser einer 5 ml-Spritze angepal3t
war, in Zellpellet und Medium getrennt.

Das Zellpellet wurde in einem Verhéltnis von 1 : 4 (w/w) in einem 2 ml Reaktionsgefdl mit
Methanol (grad. grade) versetzt, 20 min bei 40 ‘C im Thermomixer 5437 (Eppendortf,
Hamburg, BRD) extrahiert und nachfolgend bei 16 300 x g zentrifugiert (3K12, SIGMA
Laborzentrifugen, Osterode, BRD; 13 000 rpm, 15 min). Der Uberstand wurde in einem
Reaktionsgefd3 auf2 ml mit Methanol aufgefiillt.

3 ml des abgetrennten Mediums wurden nach Zusatz von NaOH (pH 9,0) in einem
Reagenzglas mit Schliffstopfen mehrmals mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten Extrakte
wurden mit Na,SO, getrocknet und bei 40 ‘C am Rotationsverdampfer eingedampft. Der
Riickstand wurde in 1 ml MeOH (grad. grade) aufgenommen. Die Medien der Dihydro-
alkaloid-Aufnahmeversuche wurden nicht extrahiert, sondern nach Zusatz der aus dem
Glasfilter extrahierten Alkaloide (s.u.) direkt zur HPLC-Analyse eingesetzt.

Um adsorbierte Alkaloide aus dem Glasfilter zu 16sen, wurde dieses jeweils mit 500 pl MeOH
in einem 1,5 ml ReaktionsgefdB extrahiert und der Uberstand nach Zentrifugation bei 16 300
x g (3K12, 13 000 rpm, 10 min) den 3 ml Medium vor der Extraktion mit Ethylacetat
zugesetzt.

Die Analyse und Quantifizierung der nach einer Methode von Villegas et al. [1999] erhalte-

nen Extrakte aus Zellen und Medium erfolgte nach 2.5.2.

2.5.1.3 Extraktion zur Gewinnung genuiner Benzophenanthridine

4 - 5 Tage alte Zellsuspensionen wurden fiir 72 - 96 Stunden mit Elicitor (1 pg/ml) inkubiert
(s. 2.2, ohne Vorbehandlung). Das alkaloidhaltige Medium wurde iiber ein Sieb abgetrennt
und bis zur Aufarbeitung bei -20 °C gelagert.

Die Isolierung der Alkaloide aus wiéssrigem Medium basierte auf einer patentierten
Extraktionsmethode (Verteilung in apolarem Lésungsmittel, Uberfiihrung der Alkaloide in
Aqua demin. durch Erniedrigung des pH-Wertes, Prazipitation der Alkaloide [Boulware und
Schlowsky 1990]). Das getrocknete Prézipitat wurde in Methanol aufgenommen und die
Identitit der Alkaloide sowie der Gehalt durch HPLC/MS-Analysen bestimmt (s. 2.5.2, Abb.
5A). Nach Herstellung einer methanolischen Losung (1 mg/ml) wurde diese mit Wasser auf
125 pg/ml Alkaloidgehalt verdiinnt. Der molaren Konzentrationsangabe wurde ein mittleres

Molekulargewicht von 373 zugrunde gelegt.
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Abb. 5 HPLC-Trennung der aus elicitierten Kulturmedien isolierten Benzophenanthridine

A)

B)

isolierte quarterndre Alkaloidmischung: 25 % 10-Hydroxychelerythrin,

40 % Chelirubin, 35 % Macarpin

4 - 5 Tage alte Zellsuspensionen wurden mit 1 pg/ml Hefeelicitor fiir 72 - 96 h inkubiert.
Das alkaloidhaltige Medium wurde abfiltriert und nach einer patentierten Methode
[Boulware und Schlowsky 1990] extrahiert (s. 2.5.1.3). Die Identifizierung und Quantifi-
zierung der Extrakte erfolgte durch HPLC/MS-Analysen (s. 2.5.2, Gradient 2 fiir A+B).
In den Chromatogrammen ist die Absorption bei 280 nm dargestellt.

durch Reduktion mit Natriumborhydrid hergestellte Mischung der entsprechenden
Dihydrobenzophenanthridine: 32 % 10-Hydroxydihydrochelerythrin,

38 % Dihydrochelirubin, 30 % Dihydromacarpin

Die methanolischen Alkaloidextrakte der elicitierten Medien (s. A) wurden durch Zusatz
von Natriumborhydrid vollstindig reduziert (s. 2.6, [Tanahashi und Zenk 1990b]). Bei der
Gehaltsbestimmung der extrahierten Dihydrobenzophenanthridine wurden die unterschied-
lichen relativen Absorptionen bei 280 nm im Vergleich zur R eferenzsubstanz Sanguinarin
beriicksichtigt (s. 2.5.2).
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2.5.2 Chromatographie, Identifizierung und Quantifizierung

Zur HPLC-Analyse der Alkaloidextrakte wurde eine Anlage der Firma Gynkotek (Germering,
BRD) sowie Sdulenmaterial der Firma Macherey-Nagel (Diiren, BRD; Trennsaule: EC 250/4
Nucleosil 120-10 C18, Vorsédule: CC 8/4 Nucleosil 120-5 C18) verwendet. Die Benzophen-
anthridine eluierten unter Verwendung von Gradient 1 bzw. 2 und einer Flurate von 1,5

ml/min zu den in Tab. 4 angegebenen Zeiten.

Gradient 1: Gradient 2:

Zeit (min) B (%) Zeit (min) B (%)
0 40 0 40
2 40 7 40
7 50 10 50

17 50 15 50

25 80 17 80

30 80 25 80

Laufmittel A: Aqua demin./TFA - pH 1,9
Laufmittel B: Acetonitril (grad. grade)

Die Alkaloidpeaks wurden in Reaktionsgefdf3en aufgefangen und zur massenspektrometrischen
Analyse eingereicht (Massenspektrometrie: Dr. A. Schierhorn, Max-Planck-Forschungsstelle
fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle). Die Elektrospray-lonisations-Spektren wurden an
einem ESQUIRE-LC Ionenfallen-Massenspektrometer (Bruker Daltonik, Bremen, BRD)
aufgenommen. Bei einer Flu3rate von 3 pl/min wurden die Proben mit einer Spritzenpumpe
(Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, USA) injiziert. Das Masse/Ladungs-
verhdltnis [M]" der quarterniren Alkaloide entspricht ihrer Molekiilmasse. Die ungeladenen
Dihydrobenzophenanthridine wurden wahrend der Analyse protoniert. Aus [M+H]" 146t sich
ihre Molekiilmasse berechnen. Eine Ubersicht der in den untersuchten Zellsuspensionen
identifizierten Benzophenanthridine ist in Tab. 4 dargestellt.

Neben der Retentionszeit und der Molekiilmasse diente als weiteres Charakteristikum das
Absorptionsspektrum der einzelnen Benzophenanthridine zur Identifizierung. Die wéhrend der
Elution iiber den Diodenarray-Detektor UV D 340 (Gynkotek) aufgenommenen Absorptions-
spektren wurden in einer Spektrenbibliothek (Software Chromeleon® 6.00, Dionex, Idstein,

BRD) zusammengefaf3t und fiir weitere Analysen genutzt.
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Tab. 4 Ubersicht der in der verwendeten Eschscholzia-Kultur identifizierten

Benzophenanthridine
Benzophenanthridine M m/z Retentionszeit (min)
(g/mol) | [M]" bzw. [M+H]" | Gradient 1 Gradient 2
Sanguinarin * 332 332 6.2 6.5
10-Hydroxysanguinarin 348 348 4,6 5,5
Chelirubin 362 362 7,1 9,5
12-Hydroxychelirubin 378 378 5,3 6,6
Macarpin ** 392 392 9,9 13,0
Chelerythrin * 348 348 8,3 8,5
10-Hydroxychelerythrin 364 364 5,8 6,5
Dihydrosanguinarin *** 333 334 13,3 14,7
10-Hydroxydihydrosanguinarin 349 350 5,8 5,7
Dihydrochelirubin *** 363 364 12,4 13,9
Dihydromacarpin *** 393 394 11,6 13,1
Dihydrochelerythrin *** 349 350 10,5 12,0
10-Hydroxydihydrochelerythrin *** 365 366 4,7 5,0

*  kéuflich erworben (s. 2.17)

**  Als Referenzsubstanz zur Verfligung gestellt von Herrn Prof. Dr. M.H. Zenk.

*** Alle als Referenz benutzten Dihydroderivate wurden durch Reduktion aus den isolierten bzw.
kauflich erworbenen Benzophenanthridinen hergestellt (s. 2.6).

Grundlage fiir die Quantifizierung der Alkaloidextrakte bildete die Absorption der Referenz-
substanz Sanguinarin bei 280 nm. In einem Konzentrationsbereich von 2,5 - 20 pg/ml konnte
ein linearer Zusammenhang zwischen der Alkaloidkonzentration und der Fliche unter der
Absorptionskurve festgestellt werden. Alle weiteren Benzophenanthridine (Ausnahme
Chelerythrin, s.u.) besitzen bei 280 nm im Vergleich zur Referenzsubstanz Sanguinarin
identische Absorptionseigenschaften. Zur Quantifizierung der Dihydrobenzophenanthridine
wurden die relativen Absorptionen dieser Alkaloide bei 280 nm ermittelt und auf die

Absorption des Sanguinarins bezogen (A ,,, = 100 %). Dabei ergaben sich folgende Prozent-

Sang.
siatze, die bei der Quantifizierung der einzelnen Alkaloide beriicksichtigt wurden:
Dihydrosanguinarin 77 %; 10-Hydroxydihydrosanguinarin 52 %; Dihydrochelirubin 58 %;
Dihydromacarpin 88 % und 10-Hydroxydihydrochelerythrin 52 %.

Die Quantifizierung der Metabolisierungsexperimente von Chelerythrin (s. 3.2) sowie die
Gehaltsbestimmung von Dihydrochelerythrin-Lésungen erfolgten mit dem Standard
Chelerythrin. Sowohl Dihydrochelerythrin als auch 10-Hydroxydihydrochelerythrin zeigten
gleiche relative Absorptionen bei 280 nm wie Chelerythrin. Zu beachten war die relative

Absorption des quarterniren 10-Hydroxychelerythrins mit einem Wert von 125 %.
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2.6 Herstellung von Dihydrobenzophenanthridinen

Die Synthese von Dihydrobenzophenanthridinen erfolgte durch Reduktion von kauflich
erworbenem Sanguinarin, Chelerythrin bzw. der nach 2.5.1.3 isolierten Mischung quarternérer
Alkaloide mit Natriumborhydrid nach Tanahashi und Zenk [1990b]. Die mit Benzol
extrahierten Dihydroalkaloide wurden nach Abdampfen des Benzols in wenig DMSO gelost
und nachfolgend mit Methanol auf 125 pg/ml Alkaloidgehalt verdiinnt. Durch HPLC/MS-
Analysen wurden die Identitit und der Gehalt bestimmt (s. 2.5.2, Abb. 5B).

2.7 Bestimmung von Wachstumsparametern

2.7.1 Frisch- und Trockenmasse

1 ml Zellsuspension wurde iiber Filterpapier mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und
mit Aqua demin. gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet gewogen (Frischmasse) bzw. bei

80 °C fiir 2 h getrocknet und nach dem Abkiihlen im Exsikkator die Trockenmasse bestimmt.

2.7.2 Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl am CASY 1 Cell Counter (Schirfe System, Reutlingen, BRD)
wurde 1 ml Zellsuspension mit 10 pl Detergens (Mucasol®) fiir eine Stunde bei Raum-
temperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 9,9 ml einer 0,9%igen NaCl-Losung in Casy-
MeBgefiBe gefiillt, mit 10 wl Mucasol® versetzt und nachfolgend mit 100 ul der vorbehan-
delten Zellsuspension vermischt. Mit der ausgewéhlten Kapillare (2 200 pm) wurden die Zell-
aggregate in einem Bereich von 13,5 - 90 pm vermessen und auf Grund der Verdiinnung mit
einem Faktor von 100 multipliziert. Da ein Zellfaden durchschnittlich 4 - 6 Zellen enthélt,
errechnete sich die mittlere Zellzahl durch Multiplikation der Zellaggregate mit dem Faktor 5.

2.8 Mikroskopie

Fiir die mikroskopische Untersuchung der Inkubation von Zellsuspensionen mit Sanguinarin
wurde das Fluoreszenzmikroskop Optiphot (Nikon, Tokyo, Japan; Objektiv: Fluor 40 Nikon
(NA 0,85), Filter: DM 400 Nikon UV-2A A, = 330 - 380 A, > 420) genutzt. Zellen aus

5 Tage alten Suspensionen wurden abgesiebt, mit phosphatfreier Ndhrlosung (NL-P 100 %)
gewaschen und in NL-P resuspendiert (Zelldichte 25 mg FM/ml). 1 ml dieser Suspension
wurde mit 100 uM Sanguinarin versetzt. AnschlieBend wurden Proben zur mikroskopischen
Beobachtung entnommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die Fluoreszenz-
bilder wurden mit Hilfe einer CCD-Kamera (Progressive 3, SONY, Tokyo, Japan) digitalisiert
und mit der Software OPTIMASR® 6.2 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA) gespeichert.
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2.9 Zellfraktionierung

Ernte der Zellen:

8 Tage alte Zellsuspensionen wurden mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Nach
mehrmaligem Waschen mit Aqua demin. wurden je etwa 40 g Frischmasse in Alufolie gepackt,

sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei-80 °C gelagert.

Homogenisationspuffer: Resuspensionspuffer:
50 mM MOPS/KOH - pH 7,5 I5mM  Tris/MES - pH 5,5
330 mM  Saccharose 330 mM  Saccharaose
5mM Na,EDTA 0,lmM Na,EDTA
ImM PMSF (Stammlosung 100 mM in S5mM KCl
Isopropanol)
5mM DTE

5mM Ascorbinsidure
1% PVP (Polyclar AT)
0,2 % RSA

Beide Losungen wurden stets frisch hergestellt.

Gewinnung des 100 000 g-Uberstandes:

Um die Aktivitdt von Enzymen wéhrend der Aufarbeitung auf ein Minimum zu begrenzen,
wurden alle Arbeitsschritte bei 4 °C durchgefiihrt; Pufferlosungen sowie Rotoren wurden
vorgekiihlt.

40 g eingefrorener Zellen wurden mit dem 2 - 3 fachen Volumen Trockeneis in einem Morser
zerkleinert und anschlieBend in einer Zellmiihle (Ultra-Zentrifugalmiihle ZM 1000, Retsch,
Haan; Ringsieb ZM, Conidurlochung 0,20 mm) bei 15 000 rpm aufgeschlossen. Nach dem
Abdampfen des Trockeneises wurden die Zellen in 120 ml Homogenisationspuffer
resuspendiert und mit eimem Glashomogenisator homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 500
x g (K23D, MLW Medizintechnik, Leipzig, DDR; 2000 rpm, 10 min) wurde der Uberstand
bei 6600 x g zentrifugiert (Optima™ LE-80K Ultracentrifuge, Beckman Instruments,
Fullerton, USA; Rotor Type 70 Ti, 9500 rpm, 12 min). Durch die nachfolgende Zentrifugation
bei 100 000 x g (Optima™ LE-80K, Rotor Type 70 Ti, 35 000 rpm, 1 h) wurde das
mikrosomale Pellet von den I8slichen Proteinen im Uberstand abgetrennt. Der Proteingehalt
des 100 000 g-Uberstandes wurde nach Bradford bestimmt (s. 2.16).



Material und Methoden 33

2.10 Reduktion von Benzophenanthridinen durch Rohextrakt der loslichen Proteine

Chemikalien:

Pufferlosung 50 mM MOPS/KOH -pH 7,5
1 mM PMSF (Stammldsung 100 mM in Isopropanol)
Alkaloide 125 pg/ml  Sanguinarinchlorid in Aqua demin.
125 pg/ml  Chelerythrinchlorid in Aqua demin.
125 pg/ml  Alkaloidmischung in Aqua demin. (s. 2.5.1.3)
Stoplosung 36 mM HCI in MeOH

2.10.1 Reduktion durch 100 000 g-Uberstand
Die Reduktion von Benzophenanthridinen durch den nach 2.9 préiparierten 100 000 g-

Uberstand wurde nach folgendem Pipettierschema (ul) bei Raumtemperatur untersucht:

Zeit Homogenisations- 100 000 g- Alkaloide
(min) ** puffer (s. 2.9) Uberstand (125 pg/ml)
unspezifische 0 490 10
Reduktion 10 490 10
enzymatische 0 490 10
Reduktion 10 490 10
Endkonzentration 2,5 pg/ml *

* Sanguinarin: 6,8 uM; Chelerythrin: 6,5 uM; Alkaloidmischung: 6,1 pM

** Stop der Reaktion durch Zusatz von 500 pl MeOH/HCI nach 0 bzw. 10 min. Der dadurch
entstandene Niederschlag wurde bei 16 300 x g abzentrifugiert (3K12, SIGMA Laborzentrifugen,
Osterode; Rotor Nr. 12 153, 13 000 rpm, 15 min). Die Quantifizierung der Alkaloidgehalte
im Uberstand erfolgte nach 2.12.1.

2.10.2 Reduktion durch ultrafiltrierte Proteinfraktion nach Zusatz von Elektronen-
donatoren
Der nach 2.9 priparierte 100 000 g-Uberstand wurde ultrafiltiert, wobei entweder Ausschluf-
groflen von 10 kDa oder 30 kDa verwendet wurden (Amicon Centricon Plus-20; 10 000 bzw.
30 000 NMWL; Millipore, Eschborn). Dabei wurden 19 ml des 100 000 g-Uberstandes bei
4000 x g (3K12, SIGMA Laborzentrifugen, Osterode; Rotor Nr. 11 133) und 4 °C
konzentriert, 3 mal mit ca. 15 ml Pufferlosung gewaschen und der Uberstand anschlieBend mit
Pufferlosung auf 19 ml aufgefiillt.
Die Reduktion der Benzophenanthridine wurde wie im 100 000 g-Uberstand getestet (s.
2.10.1), wobei auBerdem Elektronendonatoren in folgenden Endkonzentrationen zugesetzt
wurden: 5 mM GSH, DTE bzw. Ascorbinsdure (aus Stammlésungen von jeweils 250 mM)
sowie 10 uM NAD(H), NADP(H) bzw. FAD (aus Stammldsungen von jeweils 1 mM).



Material und Methoden 34

2.11 FPLC-Verfahren zur Reinigung der Sanguinarin-Reduktase

(mit Unterstiitzung durch Dr. A. Baumert, Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie, Abt.
Sekundirstoffivechsel, Halle)

Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 “C durchgefiihrt.

2.11.1 Pufferlosungen fiir die FPLC
Die in Tab. 5 aufgefiihrten Puffer konnten im voraus hergestellt und einige Tage im Kiihl-

schrank gelagert werden.

Tab. 5 Zusammensetzung der fiir die FPLC-Reinigung verwendeten Pufferlosungen

Puffer A Puffer B Puffer C Puffer D
10 mM Tris/HCI - pH 7,5 dto. dto. dto.
(Stammldsung 1 M)
10 % (v/v) Glycerin drto. dto. dto.
0,5 mM Na,EDTA dto. dto. dto.
1,7 mM -Mercaptoethanol dto. dto. dto.
1M (NH,),SO,
0,5 M NaCl
2 M NaCl

2.11.2 Zellaufschluff und fraktionierte Ammoniumsulfatfillung

1000 g eingefrorener Zellen wurden mit dem 2 - 3 fachen Volumen Trockeneis in einem
Morser zerkleinert und anschlieend in einer Zellmiihle (Ultra-Zentrifugalmiihle ZM 1000,
Retsch, Haan, BRD; Ringsieb ZM, Conidurlochung 0,20 mm) bei 15 000 rpm aufgeschlossen.
Nach dem Abdampfen des Trockeneises wurden die Zellen in 1700 ml Homogenisationspuffer
(s. 2.9, ohne RSA) resuspendiert und fiir 30 min inkubiert. Alle folgenden Zentrifugationen
wurden mit der Ultrazentrifuge Optima™ LE-80K Ultracentrifuge (Beckman Instruments,
Fullerton, USA) durchgefiihrt. Die Abtrennung der Zelltriimmer erfolgte durch zwei
Zentrifugationsschritte: 1000 % g (Rotor Type 19, 3300 rpm, 10 min) sowie anschlieBend
15 000 x g (Rotor Type 19, 12 700 rpm, 30 min). Zum Uberstand wurde unter Rithren
Protaminsulfat 1 % (w/v) zugesetzt und die Suspension fiir 30 min geriihrt. Der Niederschlag
wurde bei 15 000 x g (Rotor Type 19, 12 700 rpm, 20 min) abzentrifugiert. Mit dem klaren
Uberstand wurde nun eine fraktionierte Ammoniumsulfatfillung durchgefiihrt. Durch Zusatz
von Ammoniumsulfat (464 g/ 2055 ml) wurde eine 40%ige Séttigung erreicht. Die Suspension
wurde flir 1 h geriihrt und nachfolgend bei 15 000 x g (Rotor Type 19, 12 700 rpm, 20 min)
zentrifugiert. Die anschlieBende Féllung bei 80%iger Sattigung mit Ammoniumsulfat

(weiterer Zusatz von 580 g/ 2230 ml) wurde ebenfalls nach 1 stiindigem Riihren bei 15 000
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x g abzentrifugiert (Rotor Type 19, 12 700 rpm, 30 min). Das erhaltene Pellet wurde in etwa
100 ml Puffer B gelost und bei 16 300 x g (Rotor SW 32 Ti, 11 500 rpm, 20 min) partikelfrei
zentrifugiert.

2.11.3 FPLC-Reinigungsschritte

Zur Reinigung der Sanguinarin-Reduktase wurden 2 FPLC-Anlagen (FPLC® System*, AKTA
explorer **) sowie Sdulen der Firma Amersham Pharmacia (Freiburg, BRD) verwendet. Alle
Zentrifugationsschritte wurden mit der Ultrazentrifuge Optima™ LE-80K (Beckman
Instruments, Fullerton, USA) durchgefiihrt.

Hydrophobe Interaktion: Phenylsepharose 6 FF*

Die in Puffer B gelosten Proteine der 40 - 80 % Ammoniumsulfatfraktion (s. 2.11.2; 33 g
Protein, insgesamt 100 ml) wurden in zwei Laufen auf eine mit Puffer B equilibrierte
Phenylsepharose 6 FF 26/16-Séule (high substituted) aufgetragen (FluBrate: 2 ml/min). Die
Sdule wurde gespiilt mit Puffer B (FluBrate: 3 ml/min). Durch Elution mit einem linearen
Gradienten (0 - 300 ml 0 - 100 % Puffer A, 300 - 450 ml 100 % Puffer A) wurden 10-ml-
Fraktionen gesammelt (FluBrate: 3 ml/min). Die zwei Aktivititspeaks P1 (Fraktionen 23 - 28,
s. Abb. 17) und P2 (Fraktionen 34/35 - 38, s. Abb. 17) wurden getrennt weiter gereinigt. Die
aktiven Fraktionen aus beiden Liufen wurden jeweils durch Féllung mit 80 % (NH,),SO,
konzentriert. Nach 1 stiindigem Riithren wurde der Niederschlag bei 16 300 x g abzentrifugiert
(Rotor SW 32 Ti, 11 500 rpm, 30 min). Das entstandene Pellet wurde in etwa 10 ml Puffer A
geldst und nachfolgend partikelfrei bei 16 300 x g zentrifugiert (Rotor Type 70 Ti, 14 900
rpm, 10 min).

Anionenaustauscher: Q Sepharose FF*

Die konzentrierten Fraktionen von P1 (s.0.; 300 mg Protein) wurde mit Hilfe einer HiPrep
26/10 Desalting-Column durch Elution mit Puffer A entsalzt (FluBrate: 6 ml/min)**. Die
proteinhaltigen Fraktionen (UV-Absorption 280 nm) wurden auf eine mit Puffer A
equilibrierte Q Sepharose FF 16/10-Saule aufgetragen (FluBrate: 2 ml/min). Die Séule wurde
gespiilt mit Puffer A (FluBrate: 3 ml/min). Eluiert wurde mit einem linearen Gradienten (0 -
600 ml 0 - 100 % Puffer C, 600 - 750 ml 100 % Puffer C) und 10-ml-Fraktionen aufgefangen
(FluBrate: 3 ml/min). Die aktiven Fraktionen 24 - 33 (s. Abb. 18) wurden mit 80 % (NH,),SO,
gefillt, die Suspension flir eine Stunde geriihrt und dann bei 16 300 x g (Rotor SW 32 Tij,
11 500 rpm, 30 min) abzentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in etwa 8 ml Puffer C geldst
und partikelfrei zentrifugiert bei 16 300 x g (Rotor Type 70 Ti, 14 900 rpm, 10 min).
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Gelfiltration: Superdex 200 pg**

In zwei Laufen wurden jeweils 4 ml der vorgereinigten Proteinldsung (s. Q Sepharose, 95 mg
Protein) auf eine mit Puffer A equilibrierte Gelfiltrationsséule aufgetragen (HiLoad 26/60
Superdex 200 prep grade). 5 ml-Fraktionen wurden wéhrend der Elution mit Puffer A
aufgefangen (Flufrate: 2 ml/min). Die aktiven Fraktionen 40 - 45 aus beiden Laufen (s. Abb.

19) wurden jeweils vereinigt.

Anionenaustauscher: Mono Q*

Die aktiven Fraktionen der Gelfiltration (s. Superdex, 13 mg Protein) wurden in zwei Laufen
auf eine mit Puffer A equilibrierte Mono Q HR 5/5-Séule aufgetragen (Flurate: 0,7 ml/min).
Die Séule wurde nach dem Laden der Proteinlosung mit Puffer A gespiilt (FluBrate: 0,8
ml/min). Mit folgendem Gradient wurden bei einer Flurate von 0,8 ml/min 1 ml-Fraktionen
gesammelt: 0 - 15 ml 0 - 20 % Puffer C, 15 - 25 ml 20 % Puffer C, 25 - 45 m1 20 - 50 %
Puffer C, 45 - 65 ml 50 - 100 % Puffer C. Die Hauptaktivitit wurde in den Fraktionen 6 - 8
gefunden (s. Abb. 20).

Gelfiltration: Superose 12*

200 pl der aktiven Fraktion 7 (s. Mono Q, 340 pg Protein) wurden auf eine mit Puffer D
equilibrierte Gelfiltrationssdule (Superose 12 HR 10/30) aufgetragen. Durch Elution mit
Puffer D (FluBrate: 0,4 ml/min) wurden 0,5 ml-Fraktionen aufgefangen. Die Aktivitdt der
Sanguinarin-Reduktase konnte in den Fraktionen 28 - 30 (entspricht 14 - 15 ml Elutions-

volumen, s. Abb. 21 A) nachgewiesen werden.

Fiir den Aktivitdtspeak P2 der Phenylsepharose 6 FF-Trennung wurden die beiden Schritte der
Gelfiltration (Superdex 200 prep grade) sowie die Reinigung liber eine Mono Q-Siule analog
wiederholt. Sanguinarin-Reduktase-Aktivitdten konnten in vergleichbaren Fraktionen
gefunden werden.

Eine detaillierte Ubersicht der Reinigungsstufen fiir P1 zeigt Tab. 6. Wihrend der FPLC-
Reinigung wurden alle Aktivitdtstests mit Sanguinarin bzw. Dihydrosanguinarin durchgefiihrt
(s. 2.12.1 u. 2.12.2). Die Bestimmung der Proteingehalte erfolgte nach der Methode von
Bradford (s. 2.16).
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Tab. 6 Reinigungstabelle (detailliert)

A: Rohextrakt, B: 40 - 80 % (NH,),SO,-Fraktion, C: Phenylsepharose 6 FF (Fraktionen 23 - 28),
D: Q Sepharose FF (Fraktionen 24 - 33), E: Superdex 200 pg (Fraktionen 40 - 45),
F: Mono Q (Fraktion 7), G: Superose 12 (Fraktionen 28 - 30)

A B C D E F G
umgesetztes Sanguinarin 0,048 0,092 0,179 0,161 0,154 0,163 0,067
(pg/ml/min)
*2,72 0,131 0,250 0,487 0,438 0,419 0,443 0,182
(pmol/l/min = mU/ml)
Proteingehalt (mg/ml) 2,30 33,30 2,66 1,02 0,25 1,43 0,13
Verdiinnung 250 2500 250 250 250 2500 1250
Proteingehalt im 0,0092 0,0133 0,0106 | 0,0041 0,0010 | 0,0006 | 0,0001
Aktivitétstest (mg/ml)
spezifische Aktivitit 14 19 46 107 419 738 1820
(mU/mg)
Anreicherung 1 1,4 3 8 30 53 130
Gesamtprotein (mg) 4800 3330 300 95 13 3 0,2
Gesamtaktivitit (mU) 67.200 63.270 13.800 10.170 5.450 2.215 364
Ausbeute (%) 100 94 21 15 8 3 0,5

2.12 Assays zur Bestimmung von Enzymaktivitiaten

Chemikalien:
Pufferlosung 10 mM Tris/HCI - pH 7,5 (Stammlosung 1 M)
1 mM PMSF (Stammlésung 100 mM in Isopropanol)

Enzymlosung FPLC-Fraktionen, verdiinnt in FPLC-Puffer A (s. 2.11.1)
Elektronendonatoren 2 mM NAD(P)H in Pufferlésung (Tris/PMSF)

0,5 mM NADPH in Pufferlosung (Tris/PMSF)
Substrate - Alkaloide 125 pg/ml  Sanguinarinchlorid in Aqua demin.

125 pg/ml  Chelerythrinchlorid in Aqua demin.

125 pg/ml  Alkaloidmischung in Aqua demin. (s. 2.5.1.3)

125 pg/ml  Dihydrosanguinarin in MeOH (s. 2.6)
Stoplosung 36 mM HCI in MeOH

NAD(P)H-Stammldsungen wurden stets frisch hergestellt. Alle Aktivitdtsbestimmungen erfolgten bei

Raumtemperatur.
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2.12.1 Aktivititsbestimmung der Sanguinarin-Reduktase

Pipettierschema (p):
Zeit Pufferlosung FPLC- Enzym- | NAD(P)H Alkaloide

(min) * | (Tris/PMSF) Puffer A 16sung (2 mM) (125 pg/ml)
unspezif. 0 460 20 10 10
Reduktion 10 460 20 10 10
enzymat. 0 460 20 10 10
Reduktion 10 460 20 10 10
Endkonz. 40 pM ** | 2.5 pg/ml ***

*  Stop der Reaktion durch Zusatz von 500 pl MeOH/HCI nach 0 bzw. 10 min
** 10 pM fiir 0,5 mM NADPH
*** Sanguinarin: 6,8 pM; Chelerythrin: 6,5 pM; Alkaloidmischung: 6,1 pM

2.12.2 Aktivititsbestimmung der Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase

Pipettierschema (pul):
Zeit Pufferlosung FPLC- Enzym- DHsanguinarin
(min) * | (Tris/PMSF) Puffer A 16sung (125 pg/ml)
unspezif. 0 470 20 10
Reduktion 10 470 20 10
enzymat. 0 470 20 10
Reduktion 10 470 20 10
Endkonz. 2,5 pg/ml (7,5 uM)

* Stop der Reaktion durch Zusatz von 500 pul MeOH/HCI nach 0 bzw. 10 min

Auswertung (2.12.1 und 2.12.2):

Nach dem Stoppen der Reaktionsansitze wurden jeweils 4 < 100 ul in eine Mikrotiterplatte
pipettiert und am Fluoreszenzreader Fluorolite™ 1000 (Dynatech Laboratories, Chantilly,
USA) bei folgenden Einstellungen vermessen: Filterkombination Ex 490 & 20, Em 570 £ 30,
Lampenspannung 7 Volt fiir die Quantifizierung des Sanguinarins, 9 Volt zur Messung von
Chelerythrin, Alkaloidmischung, Berberin, Ethidiumbromid und Propidiumjodid (vgl. 2.12.3).
Zur Messung der Fluoreszenz von Dihydroalkaloiden wurden folgende Einstellungen ver-
wendet: Filterkombination Ex 365 £ 25, Em450 &+ 65, Lampenspannung 9 Volt. Zur Messung
der Reduktase-Aktivitdt in Abhdngigkeit verschiedener Alkaloidkonzentrationen wurden
geeignete Lampenspannungen gewéhlt (5 - 9 Volt fiir Sang., 10 u. 12 Volt fiir Chelerythrin).
Die Berechnung der bei der Reduktion umgesetzten Alkaloide wurde anhand des Fluoreszenz-
abfalls durchgefiihrt, wobei die eingesetzte Substratkonzentration von jeweils 2,5 pg/ml zur
Kalibrierung diente und deren Fluoreszenz auf 100 % gesetzt wurde. Davon ausgehend
wurden die im Lauf der Reaktion erhaltenen Fluoreszenzwerte in Alkaloidkonzentrationen

umgerechnet (ein linearer Zusammenhang zwischen Benzophenanthridingehalt und Fluores-
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zenz wurde in Vorversuchen nachgewiesen), wobei einerseits die Umsetzung in Gegenwart
des Enzyms und zum anderen in dessen Abwesenheit (nichtenzymatischer Anteil) gemessen
wurde. Die Differenz der beiden Alkaloidkonzentrationen ergibt den Umsatz durch
enzymatische Reduktion. Die Quantifizierung der Dihydrobenzophenanthridine erfolgte tiber

FEichkurven.

2.12.3 Bestimmung der NADPH-Umsetzung durch INT/Diaphorase-Assay

Die Umsetzung von NADPH durch die Sanguinarin-Reduktase ist mebar durch eine
nachgeschaltete Farbreaktion. NADPH reagiert in Gegenwart von Diaphorase, einem Flavo-
protein, mit Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT). In einer irreversiblen Reaktion bildet sich ein
intensiv gefirbtes Formazan (g ,y, ,,, = 19,9 I'mmol"-cm™ [Boehringer Mannheim 1989]).
Folgende Gleichungen veranschaulichen das MeBprinzip [Michal et al. 1983]:

(1) NADPH + H' + Diaphorase-FAD ———— NADP" + Diaphorase-FADH,

(2) Diaphorase-FADH, + INT =——— Diaphorase-FAD + Formazan + H"
Jodnitrotetrazoliumchlorid ist empfindlich gegeniiber Licht. Deshalb wurde in abgedunkelten

Réumen gearbeitet.

Chemikalien:
Pufferlosung 50 mM Tris/HCI - pH 7,0
Kontrollpuffer FPLC-Puffer A (s. 2.11.1), 1 : 10 verdiinnt in Pufferl6sung
Enzymlosung Fraktion 39 der Superdex 200-Trennung (s. Abb. 19),
1 : 10 verd. in Pufferlsg.
Coenzyme 1 mM NADPH in Pufferlosung

1 mM NADP" in Pufferlosung

Substrate - Alkaloide 125 pg/ml  Sanguinarinchlorid in Aqua demin.

125 pg/ml  Chelerythrinchlorid in Aqua demin.

125 pg/ml  Alkaloidmischung in Aqua demin. (s. 2.5.1.3)

125 pg/ml  Berberinchlorid in Aqua demin.

125 pg/ml  Dihydrosanguinarin in MeOH (s. 2.6)
Substrate - Analoga 700 uM Ethidiumbromid in Aqua demin.

700 uM Propidiumjodid in Aqua demin.
weitere Substrate 700 uM Hydrocortison in MeOH

700 uM Pregnenolon in MeOH

700 uM Tropinon in MeOH

700 uM Dehydroascorbinsédure in Pufferlosung, frisch hergestellt

Hilfsenzym 10 U/ml Diaphorase aus Clostridium kluyveri in Pufferlosung

Farbindikator 5 mM Jodnitrotetrazoliumchlorid in Pufferlésung -
mit Ultraschall suspendiert, nachfolgend 5 % Triton X-100
zugesetzt, frisch hergestellt und dunkel aufbewahrt
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Pipettierschema (pul):
unspezifische enzymatische Endkonzentrationen
Reduktion Reduktion
Pufferlosung 920 920 50 mM
Kontrollpuffer 40
Enzymlosung 40 2,64 pg/ml
NADPH 1 mM 20 20 20 uM
Sanguinarin 125 pg/ml 20 20 2,5 pg/ml *
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert

Diaphorase 20 20 0,2 U/ml
INT/Triton 20 20 0,1 mM INT/

0,1 % Triton X-100

30 Minuten unter Lichtausschlufl bei Raumtemperatur inkubiert

* Sanguinarin: 6,8 uM; Chelerythrin: 6,5 pM; Alkaloidmischung: 6,1 pM; Berberin: 6,2 uM;

Dihydrosanguinarin: 7,5 pM; fiir alle weiteren Substrate wurde das Pipettierschema angepal3t

an eine Endkonzentration von 7 uM

Die Absorption des gebildeten Formazans wurde am Spektrophotometer Ultrospec 3000

(Amersham Pharmacia, Freiburg) bei 500 nm vermessen und nach einer vorher erstellten

Eichkurve in entsprechende NADPH-Konzentrationen umgerechnet. Die Differenz aus un-

spezifischer und enzymatischer Reduktion stellt die NADPH-Konzentration dar, welche

ausschlieflich durch die Sanguinarin-Reduktase umgesetzt wurde.

Zum Test auf Reversibilitit der Reduktase-Reaktion wurden Dihydrosanguinarin sowie

Pregnenolon in Kombination mit NADP" eingesetzt.

Neben der Umsetzung von NADPH wurde aus demselben Ansatz nach Zusatz von

MeOH/HCI die Fluoreszenz der fluoreszierenden Substrate nach 2.12.1 vermessen und

quantifiziert.
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2.13 SDS-Gelelektrophorese

Hierzu wurde eine Vorschrift aus der Praktikumsanleitung Biochemische Untersuchungs-
methoden [(2002), Fachbereich Pharmazie, Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg]
verwendet, die sich auf das SDS-PAGE-System nach Laemmli [ 1970] stiitzt.

Chemikalien:
Acrylamid-Losung 30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid
Gelpuffer 1 (Trenngel) 1,5M Tris/HCI - pH 8,8
Gelpuffer 2 (Sammelgel) 1,0 M Tris/HCI - pH 6,8
SDS-Losung 10 % SDS in Aqua demin.
TEMED Tetramethylethylendiamin
APS-Losung 10 % Ammoniumpersulfat in Aqua demin.;
unmittelbar vor Gebrauch hergestellt
Laufpuffer 125 mM Tris - pH 8,3 (eingestellt mit Glycin)
(5fach konzentriert) 1,25 M Glycin
0,5 % SDS;
vor Gebrauch 1 : 5 mit Aqua demin. verdiinnt
Probenpuffer 02M Tris/HCI - pH 6,8
(4fach konzentriert) 8 % SDS
4% (v/v)  B-Mercaptoethanol
40 % (v/v)  Glycerin
0,08 % Bromphenolblau;
vor Gebrauch 1 : 4 mit Probe verdiinnt
Firbelosung 10 % (v/v)  Essigséure in
50/50 % (v/v)  Methanol/Aqua demin.
0,2 % Coomassie-Brillantblau G 250
Entférbelosung 1 10 % (v/v)  Essigsdure in
50/50 % (v/v)  Methanol/Aqua demin.
Entfarbelosung 2 10 % (v/v)  Essigsdure in Aqua demin.

(zur Entfiarbung iiber Nacht)

Standardproteine: LMW-SDS Marker Kit (Amersham Biosciences, Freiburg, BRD)

Herstellung des Polyacrylamidgels:

Die Losungen zur Herstellung von Trenn- bzw. Sammelgel wurden nach folgendem Schema

pipettiert, gut vermischt und unmittelbar im Anschlufl verwendet.

Trenngel Sammelgel
(12 % Acrylamid, pH 8.8) (5 % Acrylamid, pH 6,8)
Acrylamid-Losung 6,0 ml 1,3 ml
Gelpuffer (D) 3,8 ml 2) 1,0 ml
SDS-Loésung 150 pl 80 ul
Aqua demin. 4,9 ml 5,5 ml
APS-Losung 150 pl 80 ul
TEMED 6 pul 8 ul
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Probenvorbereitung und Elektrophorese:

Die Proben wurden 1 : 4 mit Probenpuffer verdiinnt, 5 min bei 100 “C denaturiert (PMC
Digital Dry Block Heater, Barnstead/Thermolyne, Dubuque, USA) und nachfolgend kurz
zentrifugiert. Die Markerproteine wurden analog behandelt. Nach dem Auftragen von LMW-
Markern und Proben (maximal 25 pl pro Geltasche) wurde die Elektrophorese gestartet:
Spannung U = 110 V, Stromstidrke I = 30 mA. Nach ca. 1,5 h war der Lauf beendet.

Verwendet wurde eine Elektrophoreseapparatur der Firma Keutz (Reiskirchen, BRD).

Féarbung und Entfirbung der Gele:

Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele fiir 30 min auf einer Rundschiittelmaschine
mit Coomassie-Brillantblau-Lsung (s.0.) gefirbt. Nachfolgend wurde der UberschuB des
Farbstoffs durch Inkubation mit Entfarbelosung entfernt. Die Gele wurden mit einer
Digitalkamera (CAMEDIA E-10, Olympus, Hamburg, BRD) fotografiert.

2.14 Bestimmung der Molekiilmasse durch Gelfiltration

Aufeine Superose 12 HR 10/30-S4ule (Amersham Pharmacia, Freiburg, BRD) wurden jeweils
200 pl Proteinlosung (2 mg/ml) aufgetragen und die Elutionsvolumina durch UV-Absorption
bei 280 nm bestimmt (s. 2.11.3). Die Sdule wurde kalibriert mit Ribonuclease A (13,7 kDa),
Myoglobin (17,8 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa), Rinderserumalbumin (65 kDa) und
Aldolase (160 kDa). Aus den Elutionsvolumina (v,) der Standardproteine wurden K, -Werte
(Verteilungskoeftizienten) nach folgender Formel berechnet:

K,=V.-v,/ v -V,

Dabei entspricht v, dem AusschluBvolumen der Siule (8,4 ml), das durch Aufiragen von
Dextranblau (2000 kDa) bestimmt wurde. V,, das Gesamtvolumen der Séule (23,6 ml),
errechnet sich aus den Abmessungen des Séaulenbettes (d = 10 mm / h =300 mm). Aus den
K,,-Werten der Standardproteine wurde eine Eichkurve erstellt, aus der nach Bestimmung des

K,,-Wertes der Sanguinarin-Reduktase die Molekiilmasse abgeschitzt werden konnte.
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2.15 Teilsequenzierung des Sanguinarin-Reduktase-Proteins

(Kooperation mit Dr. K.-P. Riicknagel und Dr. A. Schierhorn, Max-Planck-Forschungsstelle
fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle)

Das gereinigte Protein (Fraktion 29 der Superose 12-Trennung, s. Abb. 21A) wurde nach
HPLC-Analyse mit DTE reduziert und anschlieBend mit Vinylpyridin umgesetzt. Die aus der
nachfolgenden Spaltung des Proteins mit Trypsin gebildeten Polypeptide wurden durch HPLC
aufgetrennt und mit einem MALDI-Reflektor-Flugzeit-Massenspektrometer (REFLEX 11,
Bruker Daltonik, Bremen, BRD) analysiert. Die Peptide m/z 2451,24 [M+H]" sowie m/z

2279,65 [M+2H]* wurden zur N-terminalen Sequenzierung nach Edman eingesetzt.

2.16 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteingehalte erfolgte nach der Methode von Bradford [1976]. Zur
Messung der Absorptionswerte bei 590 nm diente ein Spektrophotometer (Ultrospec 11,
Amersham Pharmacia, Freiburg, BRD). Eichkurven, erstellt mit dem Standardprotein

Rinderserumalbumin, bildeten die Grundlage der Quantifizierung.

2.17 Chemikalien

Es wurden ausschlielich Chemikalien mit dem Reinheitsgrad pro analysi verwendet.

Sanguinarinchlorid Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Chelerythrinchlorid ICN Biomedicals (Eschwege, BRD)
Berberinchloriddihydrat Molecular Probes (Leiden, Niederlande)

Methanol (gradient grade)
Acetonitril (gradient grade)
Natriumborhydrid
Glutathion

NAD

NADH Na,

NADP Na

NADPH Na,
Hydrocortison
Pregnenolon (5-Pregnen-3[3-0l-20-on)
Dehydroascorbinsiure
Tropinon
Jodnitrotetrazoliumchlorid

Diaphorase aus Clostridium kluyveri

Carl Roth (Karlsruhe, BRD)

Carl Roth (Karlsruhe, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Roche Diagnostics (Mannheim, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Roche Diagnostics (Mannheim, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
ICN Biomedicals (Eschwege, BRD)
ICN Biomedicals (Eschwege, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, BRD)
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3 Ergebnisse

3.1 Das Spektrum der in Eschscholzia-Zellsuspensionen gebildeten
Benzophenanthridine

Die verwendete Suspensionskultur von E. californica produziert in Abwesenheit externer
Stressoren im wesentlichen Dihydrobenzophenanthridine (Abb. 6A, Kontrolle). Nach Kontakt
mit Hefeelicitor (1 pg/ml) steigt der Gesamtalkaloidgehalt auf das 10fache (Abb. 6B). Das
Alkaloidspektrum umfat nun auch quarternire Benzophenanthridine (ca. 24 %, Abb. 6A,
Elicitor). Die Hauptalkaloide nach 24 h Elicitorkontakt sind Dihydrochelirubin (60 %),
Dihydromacarpin (13 %), 12-Hydroxychelirubin (10 %) sowie Chelirubin (7 %). Abb. 7 zeigt
das Auftreten der einzelnen Alkaloide nach Elicitorbehandlung. Zum Zeitpunkt t = 0 h sind
ausschlieBlich niedrige Konzentrationen an Dihydrochelirubin, Dihydromacarpin, 10-Hydroxy-
dihydrochelerythrin sowie Dihydrosanguinarin nachweisbar. Nach 6-stiindigem Elicitorkontakt
werden neben der verstarkten Synthese von Dihydrobenzophenanthridinen auch Chelirubin,
12-Hydroxychelirubin sowie Macarpin gebildet. 10-Hydroxychelerythrin erscheint 8 h nach

Zusatz des Elicitors.

Die Dihydrobenzophenanthridine werden ausschlieBlich in den Zellen gespeichert, wéhrend die
quarterniren Alkaloide Chelirubin, Macarpin und 10-Hydroxychelerythrin fast vollstdandig ins
Medium ausgeschieden werden (Abb. 8). Betrdgt der Anteil der ins Medium abgegebenen
Alkaloide 24 h nach Elicitorzusatz etwa 13 %, so steigt dieser nach 72 h auf 21 % der
Gesamtalkaloide. Die im Zellpellet gemessenen quarterniren Benzophenanthridine stellen
vermutlich den Anteil der ausgeschiedenen Alkaloide dar, welcher an Zellwiande gebunden ist.
Dafiir sprechen Untersuchungen mit Hilfe konfokaler Lasermikroskopie, in denen die
charakteristische Fluoreszenz der Benzophenanthridine (ca. 540 - 610 nm, s. Tab. 3) nicht
innerhalb intakter Zellen, sondern im Zellwandbereich nachgewiesen wurde [Firber et al.
2003, Viehweger 2003]. Daneben werden auch die an die DNA toter Zellen gebundenen
Alkaloide im Zellpellet gefunden.
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Abb. 6 Alkaloidbildung in Zellsuspensionen von Eschscholzia californica

A) Alkaloidmuster von Kontroll- und elicitierten Zellkulturen nach 24-stiindiger

B)

Inkubation
Alkaloidgehalte nach Elicitierung (1 pg/ml Hefeelicitor) im Vergleich zu
Kontrollsuspensionen

5 Tage alte Zellsuspensionen wurden unter sterilen Bedingungen mit 1 pg/ml
Hefeelicitor inkubiert (s. 2.2). Nach den angegebenen Zeiten erfolgte die Extraktion
(EtAc, MeOH [Villegas et al. 1999], s. 2.5.1.1) und Quantifizierung der Alkaloide in
Kontroll- und elicitierten Zellsuspensionen durch HPLC-Analyse (s. 2.5.2). Dargestellt
sind Mittelwerte + SD aus 8 voneinander unabhédngigen Versuchen (A) bzw.
Mittelwerte fiir n= 2 (B).
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Abb. 7 Dynamik der Alkaloidbildung nach Elicitierung

Jeweils 100 ml 5 Tage alter Zellsuspensionen wurden mit 1 pg/ml Hefeelicitor inkubiert
(s. 2.2), nach den angegebenen Zeiten wurden Zellen und Kulturmedium getrennt und
extrahiert (EtAc, MeOH [Villegas ef al. 1999], s. 2.5.1.1). Die Alkaloidextrakte wurden
durch HPLC aufgetrennt und quantifiziert (s. 2.5.2). Die Daten sind Mittelwerte aus
zwei voneinander unabhingigen Versuchen. In Abbildung 7B sind die Daten aus (A) als
Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 8 Verteilung der Alkaloide zwischen Zellen und Aulenmedium nach 24- bzw.
72-stiindiger Elicitorbehandlung
Die Daten sind aus Abb. 7 entnhommen.
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3.2 Aufnahme, Reduktion und Metabolismus zugesetzter Benzophenanthridine
durch Zellsuspensionen
Obwohl auf Grund des Biosyntheseverlaufs die Bildung von Sanguinarin als erstes Benzo-
phenanthridin zu erwarten ist (vgl. Abb. 2 und 3), war dieses Alkaloid weder in Kontroll-
kulturen noch nach Behandlung mit niedrigen Elicitorkonzentrationen detektierbar. Die im
Biosyntheseverlauf folgenden, hoher substituierten Benzophenanthridine wurden dagegen in
elicitierten Kulturen stets gefunden (s. 3.1). Aus der Arbeitsgruppe Zenk ist jedoch bekannt,
daB hohe Elicitorkonzentrationen (> 10 pg/ml) in Eschscholzia-Zellkulturen einen deutlichen
Anstieg an Sanguinarin bewirken [Schumacher et al. 1987, Gundlach 1992]. Ebenso fanden
Collinge und Brodelius [1989] nach Elicitierung mit Hefeelicitor (50 pg Kohlenhydrat/g FM)
einen transienten Anstieg an Sanguinarin sowie Chelerythrin. Nach unseren Erfahrungen
fiihren diese Elicitorkonzentrationen zum Absterben eines deutlich erkennbaren Anteils der
Zellen. Daraus ergab sich der Verdacht, da3 die Akkumulation von Sanguinarin mit dem
Absterben von Zellen verkniipft ist. Eine naheliegende Vermutung wére, dafl das Sanguinarin
in intakten Zellen einem Metabolisierungsvorgang unterliegt, der in zerstorten Zellen nicht
mehr ablauft.
Tatsdchlich wurde nach externem Zusatz von Sanguinarin ein Abfall der Konzentration im
Medium gefunden, welcher bei Inkubation mit anderen Benzophenanthridinen nicht oder sehr
viel langsamer erfolgte (Abb. 9). Berberin, ein von E. californica nicht synthetisiertes,
strukturverwandtes Isochinolin-Alkaloid (s. Abb. 31), verbleibt dagegen unveréndert im
AuBenmedium.
Der Abfall des Sanguinarins im Medium ist unmittelbar mit der Aufnahme in die Zellen und
seiner dortigen Umwandlung verbunden: Bereits nach kurzer Zeit ist das extern zugesetzte
Alkaloid nicht mehr in der Zellsuspension nachweisbar (Abb. 10A); zugleich entsteht
Dihydrosanguinarin, welches nur in den Zellen, nicht aber im Medium nachweisbar ist (s. u.).
Der Aufnahme- und Metabolisierungsprozel3 zeigt eine iiberraschend hohe Kapazitit: Aus
einer 500 pM Sanguinarinlésung wird das Alkaloid innerhalb von 5 h zu 83 % abgebaut. Die
halbmaximale Geschwindigkeit der Umwandlung wird bei etwa 146 uM Sanguinarin erreicht
(Abb. 10B).
Auf zellulirer Ebene bestitigt die Anderung der typischen Fluoreszenz der Alkaloide die
rasche Metabolisierung von Sanguinarin: Ca. 10 min nach Zusatz von Sanguinarin erfolgt ein
starker Anstieg an blauer Fluoreszenz (420 - 500 nm) in den Zellen, welche aus dem Cytosol
in die Vakuole iibergeht (Abb. 11). Parallel ist ein Abfall der roten Fluoreszenz des
Sanguinarins im AuBenmedium detektierbar; eine Aufnahme von Sanguinarin in die Zellen,

d. h. das Auftauchen von roter Fluoreszenz, war nicht zu beobachten.
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Abb. 9
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Alkaloidkonzentration im Medium
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Abfall der AuBBenkonzentration von Benzophenanthridinen bei Inkubation mit
Zellsuspensionen von E. californica

Jeweils 12 ml einer 6 Tage alten Zellsuspension (80 mg FM/ml) wurden mit je 13 uM
Alkaloid inkubiert (s. 2.3). Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 2 ml Proben
entnommen und nach Zentrifugation die Fluoreszenz im Uberstand vermessen und

quantifiziert (s. 2.4.1).
Sanguinarin
Chelerythrin

isolierte Alkaloidmischung (10-Hydroxychelerythrin, Chelirubin,
Macarpin; s. 2.5.1.3)

t oo

Berberin
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Abb. 10 Umwandlung von extern zugesetztem Sanguinarin durch Zellsuspensionen

A) zeitlicher Verlauf
B) Bestimmung des apparenten K,,-Wertes

Jeweils 20 ml einer Zellsuspension (ca. 80 mg FM/ml) wurden mit den angegebenen
Sanguinarinkonzentrationen inkubiert (s. 2.3). Zur Bestimmung der Alkaloidgehalte
(Extraktion mit MeOH/HCI, s. 2.4.2) wurden je Zeitintervall 500 pl, zur Messung der
Zellzahl (s. 2.7.2) jeweils 1 ml Probe entnommen.

Aus der in den ersten 10 min umgesetzten Sanguinarinmenge wurden Initialraten
bestimmt. Durch Auswertung nach der Michaelis-Menten-Kinetik wurde ein K,,-Wert
von 146 pM Sanguinarin ermittelt (V,,,, = 6 nmol/min/Mio Zellen; R* = 0,97). Die

max

Daten sind Mittelwerte + SD einer Dreifachbestimmung (n= 1).
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Abb. 11 Fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der Inkubation von Zellsuspensionen
mit Sanguinarin

Die Aufnahme von quarterndrem Sanguinarin (rote Fluoreszenz im Auflenmedium sowie
in Zellwandbereichen) durch intakte Zellen von E. californica ist moglich durch
Reduktion unter Bildung von Dihydrosanguinarin. Dieses erscheint als blaue Fluoreszenz
im Cytoplasma der Zellen, nachfolgend auch in der Vakuole, jedoch nicht im
Auflenmedium.

Zellen einer 5 Tage alten Suspension wurden nach Zusatz von 100 uM Sanguinarin mit
dem Fluoreszenzmikroskop Nikon Optiphot untersucht (A;, = 330 - 380, A ,, > 420;

s. 2.8).
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HPLC-Untersuchungen bestétigten die intrazelluldre Akkumulation von Dihydrobenzophen-
anthridinen nach Inkubation mit Sanguinarin (Abb. 12A). Der enge Zusammenhang zwischen
dem Verschwinden von Sanguinarin im Aulenmedium und dem intrazelluléren Anstieg des
Dihydrosanguinarins weist darauf hin, da3 die Aufnahme des Sanguinarins in die Zellen eng
mit der Reduktion des Alkaloids gekoppelt ist. Spiter wird gezeigt, dall die Reduktion des
Sanguinarins durch enzymatische Katalyse im Cytoplasma erfolgt (s. 4.1).

Aus der HPLC-Analyse (Abb. 12A) lassen sich folgende Charakteristika des Umwandlungs-
vorgangs von Sanguinarin ableiten: Das Reduktionsprodukt Dihydrosanguinarin wird hdchst-
wahrscheinlich durch Hydroxylierung und Methoxylierung weiter umgewandelt zu 10-
Hydroxydihydrosanguinarin und Dihydrochelirubin (Abb. 15). Offenbar erreicht das neu-
gebildete Dihydrosanguinarin die intrazelluldren Biosyntheseorte und wird - als erstes Alkaloid
mit Benzophenanthridinstruktur - in einige der nach dem Biosyntheseweg zu erwartenden
Folgeprodukte umgewandelt. Dies schlieBt wahrscheinlich auch die erneute Oxidation zu
Benzophenanthridinen ein: Nach Fiitterung von 500 pM Sanguinarin wurde neben den
genannten Derivaten des Dihydrosanguinarins auch die Bildung von 10-Hydroxysanguinarin
beobachtet. Das Ausmal} der Metabolisierung verschiedener Konzentrationen an Sanguinarin
ist in Tab. 7 zusammengefal3t. Auch wenn ein endgiiltiger Beweis mit Hilfe von Tracer-
markiertem Alkaloid bisher nicht unternommen wurde, spricht der deutliche Anstieg der oben
genannten Alkaloide dafiir, da3 das aufgenommene Sanguinarin nach seiner Reduktion weiter

metabolisiert wird.

Tab. 7 Ubersicht zur Metabolisierung verschiedener Konzentrationen an Sanguinarin
durch Zellsuspensionen von E. californica

Zellsuspensionen (ca. 80 mg FM/ml) wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Sanguinarin
inkubiert (s. 2.3). Nach den angegebenen Zeiten wurden Zellen und Kulturmedien getrennt und
extrahiert (EtAc, MeOH [Villegas ef al. 1999], s. 2.5.1.2) und durch HPLC-Analyse quantifiziert
(s. 2.5.2).

aufgenommenes neu gebildete Alkaloide

Sang. Zeit Sanguinarin DH- 100H- DH- 100H-
(LM) (min) sanguinarin | DHsang. chelirubin | sanguinarin

13 60 89 % 35% 22 % 43 % -

100 60 80 % 84 % 9% 7% -

13 120 100 % 14 % 20 % 66 % -

100 120 100 % 73 % 18 % 9% -

500 300 89 % 74 % 18 % 4% 4%
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Abb. 12 HPLC-Trennung der nach Inkubation von Zellsuspensionen mit Sanguinarin (A)
bzw. Chelerythrin (B) extrahierten Alkaloide

Zellsuspensionen wurden mit 13 pM Alkaloid inkubiert (s. 2.3), nach den angegebenen
Zeiten wurden Zellen und Kulturmedium getrennt und extrahiert (EtAc, MeOH
[Villegas et al. 1999], s. 2.5.1.2). Uber eine RP-18-Siule wurden die Alkaloidextrakte
aufgetrennt und quantifiziert (s. 2.5.2, Gradient 1). In den Chromatogrammen ist die
Absorption bei 280 nm dargestellt.
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Die hohe Selektivitdit der Reduktion von Sanguinarin wird durch einen Vergleich mit
strukturdhnlichen Benzophenanthridinen bestétigt: Nach 2-stlindiger Inkubation mit 13 pM
Chelerythrin, welches sich von Sanguinarin durch eine verdnderte Substitution an Ring D
unterscheidet (Abb. 13), betrug der im Kulturmedium verbliebene Anteil noch etwa 54 %,
wihrend Sanguinarin im gleichen Zeitraum vollstindig aufgenommen und reduziert wurde
(Abb. 12). In Analogie zu Sanguinarin ist jedoch ebenfalls ein Anstieg an Dihydrochelerythrin
sowie 10-Hydroxydihydrochelerythrin nachweisbar.

+ +

CH CH
O\/ 3 H,C -0 3
(0] (o)

Sanguinarin H,C Chelerythrin
Abb. 13 Chemische Strukturen der Benzophenanthridine Sanguinarin und Chelerythrin

Abb. 14 A zeigt, dal3 Chelirubin, welches als Dihydrochelirubin in den Zellen erscheint, in ver-
gleichbarem Umfang wie Chelerythrin aufgenommen wird. Dagegen wurde fiir 10-Hydroxy-
chelerythrin und Macarpin eine sehr geringe Aufnhahme- und Reduktionsrate festgestellt.

Im Gegensatz zur hohen Selektivitit bei der Aufhahme von Benzophenanthridinen werden die
entsprechenden Dihydroalkaloide unabhdngig von ihrer Struktur mit etwa gleicher, sehr hoher
Geschwindigkeit aufgenommen. Die Inkubation von Zellsuspensionen mit partialsynthetisch
hergestellten Dihydroalkaloiden zeigte, daf3 bereits nach wenigen Sekunden alle angebotenen
Dihydrobenzophenanthridine aus dem Medium verschwunden sind (Abb. 14B).
Nachfolgende HPLC-Untersuchungen lassen vermuten, daBl aufgenommenes Dihydro-
sanguinarin liber 10-Hydroxydihydrosanguinarin zu Dihydrochelirubin umgewandelt wird.
Demzufolge wird der gleiche Metabolisierungsweg wie fiir das bei der Aufhahme von

Sanguinarin gebildete Dihydrosanguinarin gewahlt (Abb. 15).
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Abb. 14 Aufnahme und Umwandlung verschiedener Benzophenanthridine durch

A)

B)

Zellsuspensionen von E. californica

Strukturspezifische Aufnahme quarternidrer Benzophenanthridine durch
selektive Reduktion
Unspezifische Aufhahme von Dihydrobenzophenanthridinen

Zellsuspensionen (70 mg FM/ml) wurden mit

A) Sanguinarin, Chelerythrin (je 5 pg/ml) bzw. isolierter Alkaloidmischung (s. 2.5.1.3;
30 pg/ml) fiir 60 min inkubiert (s. 2.3).

B) Dihydrosanguinarin, Dihydrochelerythrin (je 10 pg/ml) bzw. reduzierter
Alkaloidmischung (s. 2.6; 15 pg/ml) fiir I min inkubiert (s. 2.3).

Die aus den Zellen und Medien extrahierten Alkaloide (EtAc, MeOH [Villegas et al.

1999], s. 2.5.1.2) wurden durch HPLC-Analyse quantifiziert (s. 2.5.2). Dargestellt sind

Mittelwerte £ SD aus 3 voneinander unabhingigen Versuchen. Die Daten sind normiert

auf eine Ausgangskonzentration von 1 pg/ml Alkaloid.

Die in den Zellen erscheinenden Dihydroalkaloide (A) sind blau, die hydroxylierten

Derivate gelb gekennzeichnet. Dihydrochelirubin, ein methoxylierter Metabolit des

Dihydrosanguinarins, ist griin dargestellt. Die im Zellpellet detektierten Benzophen-

anthridine sind vermutlich an Zellwinde gebunden (vgl. Féarber ef al. [2003], Viehweger

[2003]).
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Aufgenommenes Dihydrochelirubin sowie Dihydromacarpin bleiben unveriandert erhalten; dies
wurde aus dem Fehlen entsprechender HPLC-Peaks in Analysen analog zu Abb. 14A
abgeleitet. Beide Alkaloide bilden gemeinsam mit 10-Hydroxydihydrochelerythrin den
Hauptanteil der in nichtstimulierten Suspensionen identifizierten Benzophenanthridine (s. Abb.
6A). Aufgenommenes Dihydrochelerythrin sowie 10-Hydroxydihydrochelerythrin werden
teilweise zum quarterndren 10-Hydroxychelerythrin oxidiert, welches ins Medium ausge-
schieden wird. Die sich aus den genannten Ergebnissen abgeleitete Vorstellung tiber das

Zusammenspiel von Aufnahme und Metabolisierung ist in Abb. 15 dargestellt.

Zusammenfassend 1aft sich feststellen, dal Benzophenanthridine durch Zellsuspensionen von
E. californica aufgenommen und umgewandelt werden konnen. Deutlich bevorzugt wird
Sanguinarin, das am einfachsten strukturierte Benzophenanthridin. Die Aufhahme der
Alkaloide ist mit ihrer vollstdndigen Reduktion zu Dihydrobenzophenanthridinen gekoppelt.
Die intrazelluldr gebildeten Dihydroalkaloide werden analog dem Biosyntheseverlauf weiter
metabolisiert. Die Reduktion der Benzophanthridine ist der limitierende Schritt fiir die
Aufnahme der quarterniren Alkaloide.

Die Toxizitdt des Sanguinarins kann durch dessen Reduktion entscheidend verringert werden.
Dies geht aus Experimenten mit Zellkulturen anderer Spezies hervor, welche Sanguinarin nicht
reduzieren konnen. Wihrend in der hier verwendeten Kultur von E. californica der Zusatz
von 13 uM Sanguinarin keine Beeintrachtigung des Wachstums auslost, fiihrt derselbe Zusatz
bei einer Kultur von Nicotiana tabacum zu einem sofortigen Wachstumsstillstand. In dieser
Kultur kann Sanguinarin nicht bzw. nur in einem wesentlich geringeren Malle abgebaut
werden als in Eschscholzia-Suspensionen [L. Kriickemeier, unveroffentlicht]. Diese
Ergebnisse zeigen, dal die Reduktion von Sanguinarin keine allgemeine Eigenschaft aller

Pflanzenzellen darstellt, sondern spezifisch fiir die verwendete Zellkultur ist.
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Abb. 15 Modell zur Aufhahme und Metabolisierung verschiedener Benzophenanthridine
durch Zellsuspensionen von E. californica

Externe Benzophenanthridine, insbesondere Sanguinarin, werden unter Reduktion in die
Zellen aufgenommen. Intrazelluldres Dihydrosanguinarin wird, dem Biosyntheseverlauf
folgend, bis zu Dihydrochelirubin metabolisiert. Zugesetzte Dihydrobenzophen-
anthridine reichern sich rasch im Cytoplasma an. Wihrend aufgenommenes Dihydro-
sanguinarin ebenfalls hydroxy- und methoxyliert wird, werden die Dihydroderivate
hoher substituierter Alkaloide nicht weiter metabolisiert.

Zellsuspensionen wurden, wie in Abb. 14 und Tab. 7 beschrieben, mit quarterniren
bzw. reduzierten Benzophenanthridinen inkubiert. Durch Extraktion und nachfolgende
HPLC-Analyse wurde das Alkaloidmuster innerhalb von 2 h (bzw. 5 h fiir 500 pM
Sanguinarin) untersucht. Die Bildung von 10-Hydroxysanguinarin (*) war nur nach
Inkubation mit 500 pM Sanguinarin nachweisbar (vgl. Tab. 7).
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Abb. 15 Modell zur Aufnahme und Metabolisierung verschiedener Benzophenanthridine

durch Zellsuspensionen von E. californica
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3.3 Reduktion von Sanguinarin durch ein losliches Enzym

Wie in Kapitel 3.2. beschrieben, 146t sich nach Zusatz von Sanguinarin das Reduktionsprodukt
Dihydrosanguinarin ausschlielich in den Zellen und nicht im umgebenden Medium
nachweisen. Dies legt die Vermutung nahe, dal die Benzophenanthridin-reduzierende
Aktivitdt intrazelluldr lokalisiert ist. Zellfraktionierungsexperimente bestitigen, dal3
Sanguinarin nur durch den 100 000 g-Uberstand, nicht jedoch durch die gesamte Membran-
fraktion (Mikrosomales Pellet) reduziert wird (s. Abb. 27B). Dieses Ergebnis spricht fiir eine
16sliche, nicht an Membranen gebundene Enzymaktivitit. Daf3 es sich bei der gemessenen
Umsetzung tatsdchlich um einen enzymatisch katalysierten ProzeB handelt, wurde durch die
vollstdndige Deaktivierung nach Erhitzen auf 100 “C oder nach Einwirkung von 0,2 % SDS
gezeigt.

Der 100 000 g-Uberstand war in der Lage, Sanguinarin ohne Zusatz von Cosubstraten zu
reduzieren, was auf die Anwesenheit endogener Elektronendonatoren hinweist. Dafiir spricht
auch, daf nach der weiteren Fraktionierung dieses Uberstandes durch Ultrafiltration weder in
der < 10 kDa- noch in der > 10 kDa-Fraktion eine Umsetzung von zugesetztem Sanguinarin
stattfand. Spéter wird gezeigt, daB3 fiir die Reduktion des Alkaloids in der > 10 kDa-Fraktion
die niedermolekularen Elektronendonatoren fehlen, wahrend das Ultrafiltrat < 10 kDa kein

Enzymprotein enthélt (s. Abb. 35).

Nach fraktionierter Fillung mit Ammoniumsulfat wurde die Sanguinarin-reduzierende
Aktivitdt nahezu vollstidndig in den bei 40 - 80 % gefillten Proteinen gefunden, wenn diese mit
NADH oder NADPH inkubiert wurden. Mit dem Elektronendonator NADH wurde ein Assay
aufgebaut, der zur Verfolgung der Sanguinarin-Reduktase-Aktivitdt wihrend der Reinigung
durch FPLC diente.

3.4 Reinigung der Sanguinarin-Reduktase mittels FPLC

3.4.1 Vorversuche und Reinigungsstrategie

Ausgangspunkt fiir die Reinigung der Sanguinarin-Reduktase war das Prézipitat der Féallung
mit 40 - 80 % Ammoniumsulfat. In dieser Fraktion war neben der Reduktion von Sanguinarin
auch die Aktivitdt der Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase nachweisbar, d. h. die Oxidation
von Dihydrosanguinarin. Dieses Enzym ist bereits aus Arbeiten von Schumacher und Zenk
[1988] sowie Arakawa et al. [1992] bekannt. Die Abtrennung der Oxidase war eines der
ersten Ziele des folgenden Trennungsgangs, da dieses Enzym den Nachweis der Reduktase-

Aktivitit durch Reoxidation des gebildeten Dihydrosanguinarins stéren wiirde.
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Die Oxidation von Dihydrosanguinarin war interessanterweise nicht im 100 000 g-Uberstand,
sondern erst nach Abtrennung niedermolekularer Bestandteile durch Ultrafiltration (Abb. 16)
oder durch Ammoniumsulfat-Fillung meBbar. Dies weist auf die Anwesenheit eines
niedermolekularen Hemmstoffs hin. Die wahrscheinlichen Kandidaten sind das im Auf-
arbeitungspuffer enthaltene DTE sowie das im Zellextrakt zu erwartende Glutathion. Letzteres
filhrte bei Zusatz (5 mM) zur > 30 kDa-Fraktion innerhalb von 10 min zu einer 50%igen
Hemmung der Oxidation von 7 puM Dihydrosanguinarin. Inhibitorische Effekte durch
Glutathion, DTT sowie Mercaptoethanol wurden fiir die Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase
bereits durch Arakawa et al. [1992] beschrieben.

In der > 30 kDa-Proteinfraktion wurde gezeigt, dafl das Enzym tatséchlich in der Lage ist, das
aus zugesetztem Sanguinarin gebildete Dihydroalkaloid zu reoxidieren (Abb. 16). Im Verlauf
der FPLC-Reinigung wird die Oxidase-Aktivitdt vollstindig abgetrennt (s. Abb. 18).

Umfangreiche Vorversuche mit Hilfe verschiedener Trennmedien fiihrten zu folgender
Strategie fiir die Reinigung der Sanguinarin-Reduktase mittels FPLC:

1. Herstellung eines 15 000 g-Uberstandes,

2. Fillung von Nucleinséuren mit Protaminsulfat,

3. Fraktionierte Ammoniumsulfatfillung,
4

Auftrennung der 40 - 80 %-Ammoniumsulfatfraktion durch Hydrophobe
Interaktionschromatographie auf Phenylsepharose 6 FF,

5. Entsalzung der mit 80 % Ammoniumsulfat gefillten aktiven Fraktionen mit Hilfe
einer Sephadex G-25-Séule,

6. Auftrennung der proteinhaltigen Fraktionen am Anionenaustauscher Q Sepharose FF,

7.  Separation und Entsalzung der mit 80 % Ammoniumsulfat gefillten aktiven
Fraktionen durch Gelfiltration (Superdex 200 pg),

8. Trennung der aktiven Fraktionen am Anionenaustauscher Mono Q,

9. Bestimmung der Molekiilmasse durch Gelfiltration (Superose 12).

Obwohl es sich bei der Sanguinarin-Reduktase o ffenbar um ein NAD(P)H-abhingiges Enzym
handelt, bindet dieses nicht an die Trennmedien Red Sepharose und HiTrap Blue. Diese
Materialien wurden fiir die Affinititschromatographie von Enzymen entwickelt, welche
Adeninnucleotide, z. B. NAD(P)" oder ATP, als Cosubstrate bendtigen. Keramisches
Hydroxyapatit sowie der Kationenaustauscher Mono S zeigten ebenfalls keine bzw. eine

vernachldssigbar geringe Bindung der Enzymaktivitit.
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Abb. 16 Vergleich der Aktivitidten von Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase und
Sanguinarin-Reduktase im 100 000 g-Uberstand sowie in der > 30 kDa-
Proteinfraktion

Die Umsetzung von Dihydrosanguinarin bzw. Sanguinarin (je 7 uM) durch den 100 000 g-
Uberstand (Priparation s. 2.9; Proteingehalt: 1,16 mg/ml) sowie die > 30 kDa-Protein-
fraktion (Prdparation s. 2.10.2; Proteingehalt: 0,83 mg/ml) wurde durch Fluoreszenz-
messung untersucht (s. 2.10). Die Reduktion von Sanguinarin durch die > 30 kDa-Fraktion
erfolgte in Anwesenheit von 5 mM GSH und 10 uM NADPH (Wie in Kap. 4.2.2 erlautert,
ist eine Reduktion von Sanguinarin in der ultrafiltrierten Proteinfraktion erst nach Zusatz
von GSH plus NADP(H) meBbar, da die Aktivitit der gleichzeitig anwesenden
Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase das gebildete Dihydrosanguinarin sofort reoxidiert).
Dargestellt sind Mittelwerte + SD aus jeweils 3 voneinander unabhingigen Versuchen.

. Sanguinarin
O Dihydrosanguinarin
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3.4.2 FPLC-Reinigungsschritte

Hydrophobe Interaktion: Phenylsepharose 6 FF

Die Hydrophobe Interaktionschromatographie eignet sich als erster Reinigungsschritt nach
einer Ammoniumsulfatfillung, da die Proteine in einer Losung hoher Salzkonzentration
vorliegen. Mit abfallendem Ammoniumsulfat-Gradienten eluieren die Proteine, die zuvor an
die mit Phenylresten liberzogene Matrix gebunden wurden.

Abb. 17 zeigt das Elutionsverhalten der mit 40 - 80 % Ammoniumsulfat gefillten Protein-
fraktion. In den Fraktionen 18 - 31 war sowohl die Aktivitit der Dihydrobenzophenanthridin-
Oxidase als auch der Sanguinarin-Reduktase nachweisbar. Auffillig ist ein zweiter Aktivitats-

peak der Reduktase, welcher bei niedriger lonenstérke eluiert.

Anionenaustauscher: Q Sepharose FF

Die aktivsten Fraktionen aus Peak 1 der Phenylsepharose-Trennung wurden durch Fillung mit
80 % Ammoniumsulfat konzentriert und nachfolgend tiber eine Sephadex G-25-Saule (HiPrep
26/10 Desalting-Column) entsalzt. AnschlieBend erfolgte die Aufirennung des Protein-
gemischs durch den Anionenaustauscher Q Sepharose FF. lonische Wechselwirkungen durch
Bindung der Proteine an quarternire Ammoniumgruppen bilden hier ein gegensitzliches
Trennprinzip zur vorhergehenden Hydrophoben Interaktion. In Abb. 18 ist eine Ubersicht der
Q Sepharose FF-Trennung dargestellt. Dieser Schritt zeigt deutlich eine Abtrennung der

Sanguinarin-Reduktase von der Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase.

Gelfiltration: Superdex 200 pg
Die durch Fillung mit 80 % Ammoniumsulfat konzentrierten aktiven Fraktionen 24 - 33 der
Q Sepharose-Trennung wurden im folgenden einer Gelfiltration auf Superdex 200 prep grade

unterzogen (Abb. 19). Gleichzeitig diente dieser Reinigungsschritt der Entsalzung.

Anionenaustauscher: Mono Q

Die vereinigten aktiven Fraktionen 40 - 45 der Gelfiltration wurden in einem zweiten Anionen-
austauschschritt aufgetrennt. Durch Bindung der Sanguinarin-Reduktase an eine Mono Q-
Saule gelang es, die Hauptaktivitdt auf 3 Fraktionen (6 - 8) a 1 mlzu konzentrieren (Abb. 20).
Die proteinreichste Fraktion 7 wurde flir den letzten Reinigungsschritt, eine Gelfiltration auf

Superose 12, ausgewdhlt.
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Abb. 17 Hydrophobe Interaktionschromatographie auf Phenylsepharose 6 FF

Proteingehalt (m g/ml)
Enzymaktivitdt (mU/ml)
NaCl (M)

17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
Fraktion

1357 911131
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Abb. 18 Anionenaustauschchromatographie auf Q Sepharose FF

Die mit 40 - 80 % Ammoniumsulfat gefillte Proteinfraktion wurde auf einer Phenylsepharose-Saule
aufgetrennt (Abb. 17, s. 2.11.3). Die aktivsten Fraktionen aus P1 (Markierung s. Abb. 17) wurden
entsalzt und nachfolgend auf dem Anionenaustauscher Q Sepharose FF getrennt (Abb. 18, s.2.11.3).
Hierbei erfolgte die Abtrennung der Sanguinarin-Reduktase-Aktivitdit von der Aktivitdt der
Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase.

Die Bestimmung der Enzymaktivititen (s. 2.12.1 u. 2.12.2.) wurde mit folgenden Endverdiinnungen
der Fraktionen durchgefiihrt: Sanguinarin-Reduktase 1 : 250 (Abb. 17 und Abb. 18); Dihydrobenzo-
phenanthridin-Oxidase 1 : 25 (Abb. 17) bzw. unverdiinnt (Abb. 18). Dargestellt ist das in 10 min
umgesetzte bzw. gebildete Sanguinarin.

- Sanguinarin-Reduktase (Substrate: 7 uM Sanguinarin plus 40 uM NADH)
Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase (Substrat: 7 wM Dihydrosanguinarin)
O Proteingehalt

----- Gradient der (NH,),SO,- bzw. NaCl-Konzentration

Die mit —— bezeichneten Fraktionen wurden fiir den nachfolgenden
Reinigungsschritt verwendet.
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Abb. 20 Anionenaustauschchromatographie auf Mono Q

Die mit 80 % (NH,),SO, konzentrierten, aktiven Fraktionen der Q Sepharose FF-Trennung
(Markierung s. Abb. 18) wurden durch Gelfiltration weiter aufgetrennt (Abb. 19, s. 2.11.3).
AnschlieBend erfolgte eine Reinigung der aktiven Fraktionen der Superdex-Trennung auf einer Mono
Q-Séule (Abb. 20, s. 2.11.3).

Die Bestimmung der Sanguinarin-Reduktase-Aktivitdt (s. 2.12.1) wurde mit folgenden End-
verdiinnungen der Fraktionen durchgefiihrt: 1 : 250 (Abb. 19) bzw. 1 : 2500 (Abb. 20).
Dargestellt ist das in 10 min umgesetzte Sanguinarin.

- Sanguinarin-Reduktase (Substrate: 7 uM Sanguinarin plus 40 uM NADH)
-O- Proteingehalt
----- Gradient der NaCl-Konzentration

Die mit +— bezeichneten Fraktionen wurden fiir den nachfolgenden
Reinigungsschritt verwendet.
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Gelfiltration - Superose 12

Die Gelfiltration auf Superose 12 (Abb. 21A) ermdglichte die Abtrennung weiterer Proteine,
wie aus der abschlieBenden SDS-Gelelektrophorese hervorgeht (Abb. 22). Zugleich wurde
dieser Reinigungsschritt zur Bestimmung der Molekiilmasse der Sanguinarin-Reduktase

verwendet (s. 3.4.3).

Die Ergebnisse der einzelnen Reinigungsschritte sind in Tab. 8 zusammengefaf3t. Aus einer
eingesetzten Proteinmenge von 4,8 g wurden 200 pg des gereinigten Sanguinarin-Reduktase-
Proteins erhalten. Diese zeigten 0,5 % der Gesamtenzymaktivitéit. Die spezifische Aktivitdt der

Reduktase wurde um den Faktor 130 angereichert.

In &hnlicher Weise wie fiir die Fraktion P1 der Phenylsepharose-Trennung beschrieben, wurde
auch die Proteinfraktion P2 gereinigt, wobei die Trennung auf Q Sepharose FF iibersprungen
wurde. Bei allen weiteren Trennungen (Gelfiltration auf Superdex 200 pg sowie Anionen-
austauschchromatographie auf Mono Q) zeigten die beiden Ausgangsfraktionen P1 und P2
iibereinstimmende Trenneigenschaften. Nach SDS-Gelelektrophorese wurde eine Protein-
bande von 33,9 kDa detektiert, welche noch von einigen weiteren Proteinen verunreinigt war.
Vermutlich handelt es sich um ein Isoenzym der aus P1 isolierten Sanguinarin-Reduktase oder

um ein Artefakt der Phenylsepharose-Trennung.

3.4.3 Bestimmung der Molekiilmasse

Die SDS-Gelelektrophorese des gereinigten Enzyms (aus der Proteinfraktion P1 der
Phenylsepharose-Trennung, s. 3.4.2) zeigt eine Bande bei 33,4 + 0,5 kDa (n = 5); weitere
Proteine sind nicht detektierbar (Abb. 22 und 32). Durch eine HPLC/MS-Untersuchung der
gereinigten Sanguinarin-Reduktase wurde eine Molekiilmasse von 29 432 Da ermittelt.
Ergénzend zur Bestimmung der Molekiilmasse wurde die Gelfiltration auf Superose 12
eingesetzt. Abb. 21 A zeigt neben dem Peak der Reduktase die Elutionsvolumina von 5
Referenzproteinen (A - E). Durch Auftragen des jeweiligen Verteilungskoeffizienten K, gegen
den Logarithmus der Molekiilmasse 148t sich fiir die Sanguinarin-Reduktase eine Molekiil-
masse von ca. 31,5 kDa ermitteln (Abb. 21B).

Die Bestimmung der Molekiilmasse sowohl des aktiven als auch des durch SDS denaturierten
Proteins liefern vergleichbare MolekiilgroBBen. Dies spricht dafiir, dal die Sanguinarin-

Reduktase aus einem einzelnen Protein besteht.
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Abb. 21 Gelfiltration und Bestimmung der Molekiilmasse auf Superose 12

A) 200 pl der aktiven Fraktion 7 der Mono Q-Trennung (s. Abb. 20) wurden auf einer

B)

Superose 12-Saule aufgetrennt (s. 2.11.3). Parallel wurden Elutionsvolumina verschie-
dener Referenzproteine bestimmt (s. 2.14): A-Aldolase, B-Rinderserumalbumin,
C-Chymotrypsinogen A, D-Myoglobin, E-Ribonuclease A. Das Ausschlu3volumen der
Séaule (v,), welches zur Berechnung der Verteilungskoeffizienten K, (s. 2.14) bendtigt
wird, wurde durch Auftragen von Dextranblau ermittelt.

Zur Bestimmung der Sanguinarin-Reduktase-Aktivitit (s. 2.12.1) wurden die Fraktionen
in einer Endverdiinnung von 1 : 250 eingesetzt. Dargestellt ist das in 10 min umgesetzte
Sanguinarin. Die Proteinfraktion mit der hochsten Reduktase-Aktivitdt (Fraktion 29)
wurde zur massenspektrometrischen Analyse eingesetzt.

Aus den nach (A) ermittelten Elutionsvolumina wurde eine Eichkurve durch Auftragung
der Verteilungskoeffizienten (K,,) erstellt und durch Extrapolation die Molekiilmasse (M)
der Sanguinarin-Reduktase bestimmit.

- Sanguinarin-Reduktase (Substrate: 7 uM Sanguinarin plus 40 uM NADH)

-O- Proteingehalt
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Tab. 8 Reinigungstabelle der Sanguinarin-Reduktase

Gesamt- | Gesamt- | Ausbeute | spezifische | Anreicherung
protein | aktivitiit (%) Aktivitit
(mg) (mU) (mU/mg)

Rohextrakt 4800 67 200 100 14 1
40 - 80 % 3330 63 270 94 19 1,4
(NH,),SO, -Fraktion
Phenylsepharose 6 FF 300 13 800 21 46 3
Q Sepharose FF 95 10 170 15 107 8
Superdex 200 pg 13 5450 8 419 30
Mono Q 3 2215 3 738 53
Superose 12 0,2 364 0,5 1820 130

97,0 e—
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-, v,
B S Y Si—"

33,4 _- —— e QD Gt

30,0

20,1
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Abb. 22 SDS-PAGE der aktiven Sanguinarin-Reduktase-Fraktionen in verschiedenen
Reinigungsstufen

Uber ein 12%iges Polyacrylamidgel wurden jeweils 15 ug Protein (2 - 5) bzw. 3 ug

(6 - 8) der verschiedenen Reinigungsschritte aufgetrennt und das Gel mit Coomassie-
Brillantblau gefarbt (s. 2.13). Aus den Rf-Werten der Standardproteine wurde durch
Extrapolation die Molekiilmasse der gereinigten Sanguinarin-Reduktase ermittelt.

1: Standardproteine, 2: Rohextrakt, 3: 40 - 80 % (NH,),SO,-Fraktion,

4: Phenylsepharose 6 FF (Fraktionen 23 - 28), 5: Q Sepharose FF (Fraktionen 24 - 33),
6: Superdex 200 pg (Fraktionen 40 - 45), 7: Mono Q (Fraktion 7),

8: Superose 12 (Fraktion 29)
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3.5 Eigenschaften der Sanguinarin-Reduktase

3.5.1 Optimaler pH-Bereich

Die Bestimmung der Aktivitit der Reduktase bei verschiedenen pH-Werten ergab ein
Optimum fiir Sanguinarin in der Ndhe von pH 7,0 (Abb. 23). Dies unterstiitzt die Annahme,

dal} es sich um ein cytosolisches, nicht um ein vakuoléres Enzym handelt.

0.7 ,
—m— Citrat
E = O Phosphat
2 057 —&—Tris
5 04 —~/~BTP
2
£ 0.3
©
% 0.2
G 0.1
OO ] 1 ] 1 1 1 1 1 1 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12

Abb. 23 Einflul des pH-Wertes auf die Aktivitit der Sanguinarin-Reduktase

Die Aktivitdt des FPLC-gereinigten Enzyms (Fraktion 44 der Superdex-Trennung, s.
Abb. 19) wurde mit dem unter 2.12.1 beschriebenen Assay in verschiedenen Puffer-
systemen untersucht. Endkonzentrationen: 50 mM Puffer; 0,52 pg/ml Protein; 40 pM
NADH; 7 pM Sanguinarin; dargestellt ist das in 10 min umgesetzte Sanguinarin.

3.5.2 EinfluB} der Substratkonzentration auf die Umsetzung von Sanguinarin

Wie aus Abb. 24A-C hervorgeht, wird mit dem Cosubstrat NADPH eine deutlich hohere
Umsatzrate von Sanguinarin als mit NADH erreicht. Bei Benutzung von NADPH als
Elektronendonator (Abb. 24A) wird jedoch bei Alkaloidkonzentrationen > 7 uM ein deutlicher
Abfall der Umsatzrate gegeniiber niedrigen Alkaloidkonzentrationen sichtbar. Bei 40 uM
werden nur noch ca. 30 % der maximal me3baren Rate (bei 7 uM) gefunden. Dies spricht
dafiir, dal} das Substrat Sanguinarin bei hoheren Konzentrationen einen hemmenden Einflufl
auf die Sanguinarin-Reduktase ausiibt. Da im Enzymmolekiil 2 Cysteine zu erwarten sind (s.
3.5.4), ist dieser Befund gut vereinbar mit der bekannten hemmenden Wirkung des

Sanguinarins auf SH-enthaltende Enzyme (s. 1.3.3.1).
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Bei Benutzung von NADH als Elektronendonator (Abb. 24B) flihren steigende Alkaloid-
konzentrationen zu einem gegeniiber NADPH langsameren, kontinuierlichen Anstieg der
Umsatzrate, welche bei ca. 40 uM Sanguinarin einen Sattigungswert erreicht. Vergleicht man
die bei hohen Alkaloidkonzentrationen erreichten Umsatzraten, so wird in Gegenwart von
NADH bei sittigenden Sanguinarinkonzentrationen eine hohere Umsatzrate erreicht als bei
gleicher Sanguinarinkonzentration in Gegenwart von NADPH. Da die toxische Wirkung des
Sanguinarins in beiden Fillen gleich sein sollte, mufl man annehmen, daf3 auch das Endprodukt
Dihydrosanguinarin einen Hemmeffekt auf die Umsetzung ausiibt. Da mit NADPH die
Umsetzung wesentlich rascher ablduft (Abb. 24C, unterer Konzentrationsbereich), also mehr
Produkt pro Zeiteinheit entsteht, kommt die Hemmwirkung moglicherweise durch die
Akkumulation des Dihydrosanguinarins zustande.

Wie in Tab. 9 gezeigt, katalysiert die Sanguinarin-Reduktase nicht die Reoxidation des
gebildeten Dihydrosanguinarins, so daf} die Einstellung eines Reduktions-Oxidations-
Gleichgewichtes nicht als Ursache fiir das Absinken der Sanguinarin-Umsetzung in Frage
kommt. Aus den oben genannten Griinden erschien die Bestimmung von kinetischen

Konstanten der Reduktase (K, V,,,.) wenig sinnvoll, da bisher nicht zwischen der eigentlichen

max.

Umsetzung des Sanguinarins und seiner Hemmwirkung unterschieden werden kann.

Um die Stochiometrie der enzymatischen Umsetzung zwischen NAD(P)H und Sanguinarin zu
charakterisieren, war eine Messung des verbrauchten Cosubstrates wihrend der Reduktion
von Sanguinarin erforderlich. Der in solchen Féllen oft verwendete optische Test fiir
NAD(P)H konnte auf Grund der Eigenabsorption sowohl des Sanguinarins als auch des
Dihydrosanguinarins bei 340 nm nicht durchgefiihrt werden (Abb. 25). Deshalb wurde die
Quantifizierung des NADPH durch eine Diaphorase-katalysierte Umsetzung mit dem Farbstoff
Jodnitrotetrazoliumchlorid (INT) durchgefiihrt, wodurch die Detektion in den sichtbaren
Bereich (500 nm) verlegt wurde. Dabei konnte eine 1 : 1-Stéchiometrie von NADPH-
Verbrauch und Sanguinarin-Umsetzung festgestellt werden (Abb. 26A). Zusammen mit dem
Nachweis der Entstehung einer dquimolaren Menge an Dihydrosanguinarin (Abb. 26A)
berechtigt dieser Befund zur Annahme, dal3 das gefundene Enzym als Sanguinarin:NADPH-
Oxidoreduktase arbeitet, d. h. eine Zwei-Elektronen-Ubertragung katalysiert.
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Abb. 24 Abhingigkeit der Reduktase-Aktivitidt von der Konzentration an Sanguinarin
bzw. NAD(P)H

Die Umsatzraten des FPLC-gereinigten Enzyms (Fraktion 39 der Superdex-Trennung, s.
Abb. 19) wurden mit dem unter 2.12.1 aufgefiihrten Assay unter folgenden Bedingungen
untersucht:

Endkonzentrationen: 10 mM Tris/PMSF - pH 7,5; 2,64 pg/ml Protein

A+ B: 40 pM NAD(P)H; 1,7 - 40,8 uM Sanguinarin; Reaktionszeit 5 min

C: 7 uM Sanguinarin; 5 - 20 pM NADPH, 5 - 100 pM NADH ; Reaktionszeit 10 min.
Dargestellt ist jeweils das umgesetzte Sanguinarin als Mittelwert = SD aus 5 (A + B)
bzw. 3 (C) voneinander unabhéingigen Versuchen.
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Abb. 25 UV-Absorptionsspektren der Substrate bzw. Endprodukte des Sanguinarin-
Reduktase- Assays

Mit dem Detektor UVD 340 der HPLC-Anlage (Gynkotek) wurden UV-Absorptions-
spektren von Sanguinarin, Dihydrosanguinarin, NADP* sowie NADPH zwischen 200
und 600 nm aufgenommen. Die Alkaloide wurden auf einer RP-18-Saule getrennt (s.
2.5.2); NADP® und NADPH wurden ohne vorherige Trennung in den Detektor injiziert.
Das Verhiltnis der eingesetzten Susbtratkonzentrationen wurde dem Reduktase-Assay
(7 pM Alkaloid, 40 pM Cosubstrat; s. 2.12.1) angepalft.
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Abb. 26 Nachweis der stochiometrischen Umsetzung von Benzophenanthridinen und
NADPH durch die Sanguinarin-Reduktase

Die Umsetzung der Alkaloide durch das gereinigte Enzym (Fraktion 39 der Superdex-

Trennung, s. Abb. 19) und die dafiir verbrauchte Menge an NADPH wurde aus dem-

selben Reaktionsansatz bestimmt (INT/Diaphorase-Farbtest, s. 2.12.3). Die Quantifi-

zierung der Alkaloidgehalte erfolgte durch Fluoreszenzmessung nach 2.12.1.

Endkonzentrationen: 50 mM Tris - pH 7,0; 2,64 pg/ml Protein; 20 uM NADPH

A) Inkubation mit 1,7; 3,4; 5,4; 6,8 M Sanguinarin

B) Inkubation mit jeweils 7 uM Sanguinarin, Chelerythrin bzw. isolierter
Alkaloidmischung

* Die Alkaloidmischung (Herstellung s. 2.5.1.3) enthilt Bestandteile, welche nichtenzy-

matisch mit NADPH reagieren. Um den vollstindigen Abzug der nichtenzymatisch

reagierenden Anteile vom Gesamtverbrauch an NADPH zu erméglichen, wurde eine

erhohte Ausgangskonzentration (40 pM NADPH) verwendet. Die unter den oben

angegebenen Bedingungen geringe Umsatzrate der Alkaloidmischung (in Anwesenheit

von 40 uM NADPH) wurde durch Erhéhung der Proteinkonzentration auf 13 pg/ml

gesteigert und ist in Abb. 26B dargestellt.

Die Daten sind Mittelwerte = SD aus jeweils 3 voneinander unabhéngigen Versuchen.
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NADPH-Verbrauch (pM)
O gebildetes DH-sanguinarin (uM)
w

umgesetztes Sang. (UM)

Alkaloid bzw. NADPH (uM)
N
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Sanguinarin Chelerythrin Alkaloidmix

I umgesetztes Alkaloid
=3 NADPH-Verbrauch

Abb. 26 Nachweis der stochiometrischen Umsetzung von Benzophenanthridinen und
NADPH durch die Sanguinarin-Reduktase

A) Sanguinarin-Umsetzung, NADPH-Verbrauch und Dihydrosanguinarin-Bildung
bei steigender Sanguinarin-Konzentration

B) Aquimolare Umsetzung des NADPH bei der Reduktion verschiedener
Benzophenanthridine
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3.5.3 Substratspezifitit der Sanguinarin-Reduktase-Reaktion

3.5.3.1 Vergleichende Untersuchungen in Proteinmischungen unterschiedlicher Komplexitit

Wie in Kap. 3.2 dargestellt, besitzen intakte Zellen von E. californica ein hoheres Reduk-
tionsvermogen filir Sanguinarin als fiir andere Benzophenanthridine. Diese Selektivitdt der
Reduktion verschwindet im 100 000 g-Uberstand, d. h. verschiedene Benzophenanthridine
werden mit gleicher Geschwindigkeit reduziert wie Sanguinarin (Abb. 27B). Die Priferenz fiir
Sanguinarin taucht jedoch wieder auf, nachdem die losliche Proteinfraktion durch Ultra-
filtration fraktioniert wurde (Abb. 27C). Das FPLC-gereinigte Enzym zeigt eine nahezu
identische Substratspezifitdt der Reduktion wie die Ganzzellen (Abb. 27A, D).

3.5.3.2 Umsatzraten der Reduktion Sanguinarin-dhnlicher Alkaloide

Aus Abb. 27D geht hervor, dal Chelerythrin, ein dem Sanguinarin strukturell eng ver-
wandtes Benzophenanthridin (vgl. Abb. 13), durch das gereinigte Enzym mit einer hohen Rate
(68 % der Sanguinarin-Umsetzung) reduziert wird. Die Umsetzung der Benzophenanthridine
Sanguinarin und Chelerythrin durch die Sanguinarin-Reduktase wurde durch massenspektro-
metrische Nachweise der Substratabnahme sowie der Produktbildung verifiziert (Abb. 28).
Hoher substituierte Benzophenanthridine werden durch die gereinigte Reduktase nicht
oder nur mit sehr geringen Raten umgesetzt. Dies wurde bei Benutzung einer aus elicitierten
Zellkulturen isolierten Alkaloidmischung gezeigt, welche vor allem 10-Hydroxychelerythrin,
Chelirubin sowie Macarpin enthélt (Abb. 27D).

Die Reduktion von Chelerythrin ergab folgende Gemeinsamkeiten mit der Umsetzung des

Sanguinarins:

- In Anwesenheit niedriger Konzentrationen der Elektronendonatoren (< 20 uM) erlaubt
NADPH eine hohere Umsatzrate als NADH (Abb. 29C).

- Das Absinken der Umsatzraten in Gegenwart von Chelerythrin > 7 uM widerspiegelt
hemmende Effekte auch dieses Substrates auf die Reduktase in Anwesenheit von NADPH
(Abb. 29A). Bei Benutzung des Cosubstrates NADH wurde erneut keine Substrat-
hemmung festgestellt (Abb. 29B).

- Eine Reoxidation von Dihydrochelerythrin (26 pM) in Anwesenheit von 40 bzw. 80 uM
NAD" durch die Sanguinarin-Reduktase wurde durch Fluoreszenzmessungen ausge-

schlossen.
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Auffillig ist, dal Chelerythrin durch NADH rascher reduziert wird als Sanguinarin, wihrend
NADPH umgekehrt mit Sanguinarin hdhere Umsatzraten ermdglicht (Abb. 29C). Da in
Ganzzellen Sanguinarin deutlich schneller umgesetzt wird als Chelerythrin (s. 3.2), spricht dies

flir NADPH als dem vorrangig benutzten Elektronendonator'.

Fiir die Reduktion von Chelerythrin sowie der isolierten Alkaloidmischung wurde in Analogie

zu Sanguinarin eine dquimolare Umsetzung mit NADPH nachgewiesen (Abb. 26B).

! Aus Untersuchungen in Spinat- und Gerstenblittern ist bekannt, daB die Konzentration
an reduziertem NADPH im Cytosol etwa 150 - 200 uM betragt, wihrend die cytosolische

Konzentration an reduziertem NADH auf 1 pM geschétzt wird (vgl. Maller [2001] und
dort zitierte Referenzen).
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Abb. 27 Spezifitit der Reduktion

A:

B, C, D:

Zellsuspensionen (70 mg FM/ml) wurden mit den angegebenen Benzophenanthridinen
inkubiert (vgl. Abb. 14A, 2.3) und der Abfall der Benzophenanthridin-Konzentration im
Medium (links dargestellt) sowie der parallele Anstieg der DH-Benzophenanthridine in
den Zellen derselben Suspension (rechts) durch HPLC-Analyse ermittelt. Die Daten fiir
Sanguinarin und Chelerythrin stammen aus Abb. 14A. Die Daten fiir den Alkaloidmix
entsprechen dem Mittelwert der mit einer Mischung aus 10-Hydroxychelerythrin,
Chelirubin und Macarpin erhaltenen Werte (vgl. Abb. 14A).

Nach Zusatz von jeweils 7 uM Alkaloid wurde die Umsetzung der Benzophenanthridine

innerhalb von 10 min in folgenden Proteinfraktionen untersucht:

B) 100 000 g—Uberstand, Préparations. 2.9; Assays. 2.10.1; Proteingehalt: 1,17 mg/ml

C) > 30 kDa-Proteinfraktion, Praparation und Assay s. 2.10.2 (5 mM GSH plus
10 pM NADPH); Proteingehalt: 0,76 mg/ml

D) FPLC-gereinigtes Enzym (Fraktion 39 der Superdex-Trennung, s. Abb. 19); Assay
s. 2.12.1 (10 uM NADPH); Proteingehalt: 2,64 pg/ml

D: Die Umsetzung der Benzophenanthridine ist links, die parallele Bildung der Dihydro-
benzophenanthridine rechts dargestellt.

Das bei der Zellfraktionierung (s. 2.9) erhaltene, mit Resuspensionspuffer (s. 2.9)
gewaschene Mikrosomale Pellet (350 pug/ml Protein) wurde ebenfalls auf Reduktion von
Sanguinarin iiberpriift. Dabei wurde weder ein Abfall an quarterndrem Sanguinarin noch
ein Anstieg an Dihydroalkaloid gemessen.

Dargestellt sind jeweils Mittelwerte = SD aus 3 voneinander unabhidngigen Versuchen.
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Abb. 27 Spezifitidt der Reduktion
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Abb. 28 Massenspektrometrischer Nachweis der Bildung von Dihydrosanguinarin und
Dihydrochelerythrin durch die Sanguinarin-Reduktase-Reaktion

Jeweils 7 pM Sanguinarin (m/z 332) bzw. Chelerythrin (m/z348) wurden mit dem
gereinigten Enzym (Fraktion 39 der Superdex-Trennung, s. Abb. 19; 2,64 pg/ml
Protein) sowie 40 pM NADPH versetzt (s. 2.12.1). Die Reaktionsgemische zum
Zeitpunkt 0 bzw. 10 min wurden massenspektrometrisch untersucht (s. 2.5.2). Als
Ionisierungsverfahren diente die Elektrospray-lonisation (ESI), bei der nur wenige
Fragmentionen entstehen. Die gebildeten ungeladenen Dihydrobenzophenanthridine
wurden wiahrend der Analyse protoniert. Daraus ergibt sich jeweils eine Differenz von
2 zum Masse/Ladungsverhéltnis der quarterndren Alkaloide.
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Abb. 29 Abhidngigkeit der Reduktase-Aktivitdt von der Konzentration an Alkaloid

bzw. NAD(P)H

Die Umsatzraten des FPLC-gereinigten Enzyms (Fraktion 39 der Superdex-Trennung, s.

Abb. 19) wurden mit dem unter 2.12.1 aufgefiihrten Assay unter folgenden Bedingungen

untersucht:

Endkonzentrationen: 10 mM Tris/PMSF - pH 7,5; 2,64 pg/ml Protein

A + B: 40 uM NAD(P)H; 1,7 - 40,8 uM Sanguinarin bzw. 1,6 - 39 uM Chelerythrin;

Reaktionszeit 5 min

C: 7 uM Sanguinarin bzw. Chelerythrin; 5 - 20 pM NADPH, 5 - 100 pM NADH;
Reaktionszeit 10 min

Dargestellt ist jeweils das umgesetzte Sanguinarin bzw. Chelerythrin als Mittelwert+ SD

aus 5 (A + B) bzw. 3 (C) voneinander unabhingigen Versuchen. Die Daten fiir die

Umsetzung von Sanguinarin wurden aus Abb. 24 iibernommen.



Ergebnisse 77

Zur weiteren Priifung der Substratspezifitdt wurden verschiedene, dem Benzophenanthridin-
Grundgertist verwandte Verbindungen, u. a. das [sochinolin-Alkaloid Berberin (Abb. 31), mit
der gereinigten Sanguinarin-Reduktase inkubiert.

Aus Untersuchungen in Knollen von Corydalis cava ist bekannt, dal3 Protoberberine, z. B.
Berberin, in Anwesenheit von NADPH durch die Berberin-Reduktase (EC 1.5.1.31) stereo-
spezifisch zu (R)-Tetrahydroderivaten reduziert werden (Abb. 30, [Bauer und Zenk 1991]).

Protoberberine 7,8-Dihydroprotoberberine (R)-Tetrahydroprotoberberine

Abb. 30 Reversible Umwandlung von Protoberberinen zu (R)-konfigurierten Tetrahydro-
protoberberinen durch die Berberin-Reduktase
Schema nach Bauer und Zenk [1991]

Mit dem aus Eschscholzia californica isolierten Enzym konnte weder ein Verbrauch an
NADPH noch eine Umsetzung des Berberins festgestellt werden (Tab. 9).

Die synthetischen Phenanthridine Ethidiumbromid und Propidiumjodid (Abb. 31) werden von
der Sanguinarin-Reduktase ebenfalls nicht umgesetzt (Tab. 9), obwohl deren chemische
Reduktion durch Zusatz von Natriumborhydrid in Analogie zu den Benzophenanthridinen
moglich ist. MS-Untersuchungen zeigen, dall dabei im Falle des Berberins das erwartete
Tetrahydroderivat entsteht.

Aus diesen Ergebnissen a3t sich ableiten, dafl die Abschirmung des quarternidren Stickstoffs,
z. B. durch Phenyl- sowie Alkylreste, die enzymatische Umsetzung durch die Sanguinarin-

Reduktase verhindert.
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Abb. 31 Strukturanaloga der Benzophenanthridin-Alkaloide sowie ausgewihlte Substrate
der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
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3.5.3.3 Ausgewdhlte Substrate der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen

Wie in Kap. 3.5.4 erlidutert, ergaben Datenbankrecherchen mit Aminosiuresequenzen von
zwei Fragmenten der isolierten Sanguinarin-Reduktase eine relativ hohe Sequenzhomologie
mit einem Enzym aus der Klasse der 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen. Diese Enzyme
gehoren zur GroBfamilie der sogenannten kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen.

Um die Féahigkeit der Sanguinarin-Reduktase zur Umsetzung typischer Substrate von kurz-
kettigen Dehydrogenasen zu priifen, wurden einige bekannte Vertreter, d. h. Hydrocortison,
Pregnenolon, Tropinon sowie Dehydroascorbinsiure, getestet (Abb. 31). Keine dieser
Verbindungen verursachte in Gegenwart des Enzyms einen Verbrauch an NADPH (Tab. 9).
Daraus ergibt sich, daB das aus Eschscholzia californica isolierte Enzym eine sehr hohe
Selektivitit fiir die Benzophenanthridin-Strukturen des Sanguinarins und des Chelerythrins
besitzt und keine bekannten Substrate der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen umsetzt.
Ein Sanguinarin-reduzierendes Enzym mit dieser Spezifitdt ist aus der Literatur bisher nicht

bekannt.

Tab. 9 Substrat- und Reaktionsspezifitit der Sanguinarin-Reduktase

Die Umsetzung ausgewdhlter Substrate durch das gereinigte Enzym (Fraktion 39 der Superdex-
Trennung, s. Abb. 19; Proteingehalt: 2,64 pg/ml) wurde durch die Bestimmung der NADPH-
Konzentration (s. 2.12.3) sowie durch Fluoreszenzmessung* (s. 2.12.1) verfolgt. Im Falle des DHS
und des Pregnenolons wurde auf die Bildung von NADPH gepriift, welches bei einer Oxidation
entstanden wire.

Substrat (7 pM) Cosubstrat (20 uM) | Bestimmung der NADPH-Konzentration
durch INT/Diaphorase-Farbtest
Ethidiumbromid* NADPH keine Umsetzung des NADPH

Eine Erhohung der Proteinkonzentration auf
13 pg/ml fiihrte in Anwesenheit der angege-
Berberin* benen Substrate ebenfalls nicht zur Um-
setzung von NADPH (vgl. Abb. 26B).

Propidiumjodid*

Hydrocortison

Tropinon

Dehydroascorbinsdure

Dihydrosanguinarin* NADP* keine Bildung von NADPH

Pregnenolon
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3.5.4 Identifizierung des Sanguinarin-Reduktase-Proteins durch Teilsequenzierung
und Massenspektrometrie
Zur Bestimmung der Aminosiduresequenz wurde das gereinigte Enzym (Fraktion 29 der
Superose-Trennung, s. Abb. 21A) auf emem SDS-Gel getrennt (Abb. 32) und nach Elektro-
blotting auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran einem Edman-Abbau unterworfen.
Da der N-Terminus blockiert war, wurde eine Spaltung des Proteins mit Trypsin durchgefiihrt;
von den resultierenden Polypeptiden wurden zwei durch Edman-Abbau analysiert. Die in
Abb. 33 dargestellten N-terminalen Aminosduresequenzen wurden zur Datenbanksuche nach
homologen Peptidsequenzen eingesetzt. Ein Protein gleicher Sequenz war in den NCBI-
Datenbanken nicht auffindbar. Es wurde jedoch (neben ESTs und Proteinen unbekannter
Funktion aus Arabidopsis thaliana) eine relativ hohe Sequenzhomologie (86 %) zu einer
putativen 33-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Isomerase aus Oryza sativa gefunden (Abb. 34).
Wie in Kap. 3.5.3.3 gezeigt wurde, unterscheidet sich das isolierte Enzym hinsichtlich der
Substratspezifitdt jedoch erheblich von den bekannten Dehydrogenasen dieses Typs.
Die Bestimmung der Molekiilmasse des gereinigten Enzymproteins durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie lieferte einen Wert von 29 432 Da (vgl. 3.4.3). Weiterhin wurden
2 Cysteine auflerhalb der analysierten Aminoséuresequenzen durch die spezifische Umsetzung
des gereinigten Proteins mit Vinylpyridin nachgewiesen (Anstieg der Molekiilmasse nach

Derivatisierung um m/z 210).

97,0 =
660 @
45,0
Abb. 32 SDS-PAGE der gereinigten
33,4 e Sanguinarin-Reduktase
Linke Spur: Standardproteine
300 - Rechte Spur: 3 g Protein aus Fraktion 29
der Superose-Trennung
(s. Abb. 21A)
Die Proteine wurden iiber ein 12%iges Poly-
20,1 .- acrylamidgel aufgetrennt (s. 2.13) und mit
Coomassie-Brillantblau angefarbt. Nach dem
kDa Entfirben wurde das Gel mit einer Digital-
kamera fotografiert.
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Abb. 33 HPLC-Trennung der Peptidbruchstiicke nach Spaltung des Sanguinarin-
Reduktase-Proteins mit Trypsin

Das gereinigte Protein (Fraktion 29 der Superose 12-Trennung, s. Abb. 21A) wurde
nach Umsetzung mit DTE und Vinylpyridin durch Trypsin gespalten (s. 2.15). Nach
Auftrennung des Polypeptidgemischs durch HPLC erfolgte die Bestimmung der
Molekiilmassen durch MALDI-T OF-Massenspektrometrie. Zwei Peptide (s. Abb.)
wurden zur N-terminalen Sequenzierung nach Edman eingesetzt.
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Peptid 1 nach Trypsin-Verdau
des aus E. californica isolierten
Sanguinarin-Reduktase-Proteins

putative 3-beta-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase/lsomerase
aus Oryza sativa

22

1
AEQYLADSGVPYTIIRAGGLDN

198 219

AEQYLADSGLPYTIIRAGGLQD

Peptid 2 nach Trypsin-Verdau
des aus E. californica isolierten
Sanguinarin-Reduktase-Proteins

putative 3-beta-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase/lsomerase
aus Oryza sativa

2 19
GGVRELLVAKDDVLLPTE

222 239

GGVRELLVGKDDEILKTE

Abb. 34 Vergleich der N-terminalen Aminosiduresequenzen von zwei tryptischen Peptiden
des Sanguinarin-Reduktase-Proteins mit Sequenzen der aus Reis bekannten
putativen 3[3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Isomerase
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4 Diskussion

4.1 Die Sanguinarin-Reduktase - ein neues Enzym des Benzophenanthridin-
Metabolismus

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, da3 in Eschscholzia californica ein Enzym mit hoher
Selektivitdt fiir die Reduktion von Sanguinarin aktiv ist. Experimentelle Hinweise auf einen
Abbau von Benzophenanthridinen in Eschscholzia wurden bereits berichtet, jedoch nur in
Bezug auf das »Verschwinden« von Benzophenanthridinen (Sanguinarin, Chelerythrin und
Macarpin) nach Erreichen eines Maximalgehaltes in einer elicitierten Zellkultur von
Eschscholzia californica [Villegas et al. 1999]. Collinge und Brodelius [1989] beobachteten
in elicitierten Suspensionskulturen von E. californica ebenfalls eine transiente Akkumulation
von Sanguinarin und in stirkerem Malle von Chelerythrin; beide Alkaloide wurden danach
innerhalb von 12 h weitgehend wieder metabolisiert. Die Autoren vermuten die Umsetzung
beider Alkaloide zu Macarpin bzw. Chelilutin. Da fiir derartige Hydroxymethylierungen
Enzyme nur auf der Stufe der Dihydroalkaloide gefunden wurden (s. 1.3.2, [De-Eknamkul et
al. 1992, Kammerer et al. 1994]), wiirde dies eine zwischenzeitliche Reduktion von
Sanguinarin und Chelerythrin erfordern.

Auch Pilzkulturen, z. B. das Papaver-spezifische Pathogen Dendryphion penicillatum, sind
zur Metabolisierung von Sanguinarin in der Lage; die gebildeten Reaktionsprodukte sind
jedoch nicht bekannt [Cline und Coscia 1988].

Die im Ergebnis der vorliegenden Arbeit aus Zellkulturen von E. californica isolierte
Sanguinarin-Reduktase ist ein bisher unbekanntes Enzym im Stoffwechsel der Benzophen-
anthridine. Es handelt sich um ein I6sliches 30 kDa-Protein, welches sehr wahrscheinlich im

Cytosol lokalisiert ist. Dafiir sprechen folgende Befunde:

- Nach Zellaufschlul und Fraktionierung wurde die Aktivitit vollstindig im 100 000 g-
Uberstand nachgewiesen. Dieser Uberstand enthilt die 16slichen Enzyme des Cytosols und
der meisten Organellen, u. a. vakuoldre Enzyme; in der Vakuole wire die Sanguinarin-
Reduktase jedoch auf Grund ihres pH-Optimums von 7,0 deutlich in ihrer Aktivitdt
eingeschriankt (pH .. 4,3 - 6,4 [Viehweger ef al. 2002]).

- Das pH-Optimum der Reduktase von 7,0 erlaubt eine hohe Aktivitdt beim cytosolischen
pH-Wert in Eschscholzia-Zellen (pH 7,1 - 7,4 [Roos et al. 1998]).

- Wihrend der Inkubation von Ganzzellen mit Sanguinarin taucht die charakteristische blaue

Cytosol

Fluoreszenz des Dihydrosanguinarins zuerst und vorrangig im Cytoplasma auf (vgl. Abb.
11).



Diskussion &4

Das Enzym katalysiert die irreversible Reduktion des Sanguinarins mit NADPH als dem
bevorzugten Elektronendonator.

Es zeigt eine ausgeprigte Selektivitt fiir Sanguinarin (vgl. Abb. 27D). Im Gegensatz dazu
weist die Sanguinarin-produzierende Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase (EC 1.5.3.12) nur
geringe Spezifitdtsunterschiede zwischen ihren Substraten, den Dihydroalkaloiden, auf
[Schumacher und Zenk 1988, Arakawa et al. 1992].

Obwohl die analysierten Aminosduresequenzen aus dem Sanguinarin-Reduktase-Protein
Ahnlichkeiten mit Sequenzen von 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen/Isomerasen zeigen,
werden typische Substrate dieser weit verbreiteten Enzymklasse nicht umgesetzt (s. 3.5.3.3,
Tab. 9). 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen gehoren zur Gruppe der kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) [Kallberg et al. 2002]. Wihrend diese Enzyme
Ketogruppen an einer Vielzahl von Ringsystemen reduzieren (3-Ketogruppe der Steroide
[Ohno et al. 1991], Ketogruppe des Tropinons [Nakajima et al. 1993] und der Dehydro-
ascorbinsdure [Del Bello et al. 1994]), benétigt die Sanguinarin-Reduktase als Substrat-
struktur mindestens einen quarterndren Stickstoff, der iiber eine Doppelbindung mit dem
benachbarten C-Atom verbunden ist. Daneben erkennt das Enzym offenbar wesentliche
Elemente des Benzophenanthridin-Grundgeriistes, was sich in der hohen Spezifitit fiir
Sanguinarin gegeniiber hydroxylierten bzw. methoxysubstituierten Alkaloiden (10-Hydroxy-
chelerythrin, Chelirubin und Macarpin) zeigt (vgl. Abb. 27D). Die Sequenzdhnlichkeit des
Enzymproteins mit den 3f3-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen/Isomerasen liefert also keinen
Hinweis auf die unterschiedliche Substratspezifitdt und damit auf die biologische Funktion der
Sanguinarin-Reduktase.

Auch Protoberberine, z. B. Berberin, gehdren nicht zu den Substraten der Sanguinarin-
Reduktase (vgl. Tab. 9). Diese Alkaloide unterscheiden sich von den Benzophenanthridinen

u. a. dadurch, dal} der quarterndre Stickstoff in zwei Ringsysteme einbezogen wird (vgl. Abb.
31). Im Stoffwechsel der Protoberberine ist dagegen eine andere, spezifische Reduktase-
Aktivitdt bekannt: Die Berberin-Reduktase (EC 1.5.1.31) katalysiert reversibel die
Umwandlung von Protoberberinen zu (R)-Tetrahydroderivaten, wobei intermediir 7,8-
Dihydroprotoberberine entstehen (vgl. Abb. 30, [Bauer und Zenk 1991]). Diese Reaktion ist
ebenfalls NADPH-abhingig. Das Zusammenspiel von Tetrahydroberberin-Oxidase (STOX,
EC 1.3.3.8; [Amann et al. 1988, Okada et al. 1988]) und Berberin-Reduktase erméglicht die
Umwandlung von (S)-Tetrahydroprotoberberinen, z. B. (S)-Canadin, in die entsprechenden
(R)-Enantiomere (vgl. Abb. 3). Die Berberin-Reduktase wurde jedoch bisher nicht gereinigt
oder detaillierter charakterisiert.

Synthetische Phenanthridin-Analoga, z. B. Ethidiumbromid und Propidiumjodid, werden von

der Sanguinarin-Reduktase nicht umgesetzt (vgl. Tab. 9).



Diskussion 85

4.2 Die zellulidre Funktion der Sanguinarin-Reduktase

4.2.1 Kopplung von Aufnahme und Reduktion

In der intakten, zur Alkaloidproduktion befihigten Zelle wurde die Reduktion von Benzo-
phenanthridinen bisher nur im Zusammenhang mit deren Aufhahme nach externem Zusatz
nachgewiesen.

Die Aufnahme der untersuchten Benzophenanthridine zeigt hinsichtlich ihrer Spezifitét eine
enge Verwandtschaft zur Substratspezifitdt der Sanguinarin-Reduktase (vgl. Abb. 27A+D),
d. h. neben Sanguinarin wird Chelerythrin mit deutlich geringerer Rate umgesetzt, wihrend die
Reduktion der iibrigen Benzophenanthridine nur bei sehr hohen Enzymkonzentrationen
nachweisbar ist (vgl. Abb. 26B). Dieselbe Bevorzugung ist bei der Reduktion des Sanguinarins
in der > 30 kDa-Proteinfraktion nachweisbar (vgl. Abb. 27C). Eine Ausnahme bildet lediglich
der 100 000 g-Uberstand (vgl. Abb. 27B), in dem sich neben den 18slichen Proteinen auch die
niedermolekularen Bestandteile der Zellen und des Aufarbeitungspuffers auf die Umsetzung
auswirken konnen. In dieser Fraktion werden die Alkaloidmischung hdher substituierter
Benzophenanthridine sowie Chelerythrin mit etwa gleicher Rate wie Sanguinarin reduziert.
Vorversuche lassen vermuten, dal DTE fiir die verdnderte Spezifitit verantwortlich ist, wobei
sowohl eine Interaktion mit den Benzophenanthridinen (Sanguinarin-Glutathion-Konjugate
sind bekannt, jedoch bisher nicht isoliert, s. 1.3.3.1) als auch mit dem Enzymprotein (2
Cysteine enthaltend, s. 3.5.4) vorstellbar ist.

Auf dem Niveau der Ganzzelle ist die Reduktion der Benzophenanthridine sehr eng mit ihrer

Aufnahme gekoppelt. Dies geht aus folgenden Befunden hervor:

- Der Verlust zugesetzter Benzophenanthridine aus dem Medium korreliert fiir alle
eingesetzten Alkaloide mit dem Auftreten der entsprechenden Dihydroalkaloide bzw.
ithrer Metabolisierungsprodukte in den Zellen (vgl. Abb. 14A).

- Das Auftreten von Dihydroalkaloiden im Aullenmedium wurde in keinem Fall beobachtet.

- Die Spezifitdt der durch das gereinigte Enzym katalysierten Umsetzung entspricht der
Spezifitdt der Aufhahme externer Benzophenanthridine (s.0.).

- Nicht reduzierbare Alkaloide, z. B. das strukturdhnliche Berberin, sowie die Phen-
anthridin-Analoga Ethidiumbromid und Propidiumjodid werden von intakten Zellen nicht
aufgenommen; Propidiumjodid kann umgekehrt zur Kontrolle der Permeabilitdt der
Zellmembran eingesetzt werden [Viehweger et al. 2002].

- Die experimentell im Zellpellet meBbaren, z. B. nach Elicitoreinwirkung gebildeten
Alkaloide sind nicht im Cytoplasma oder cytoplasmatischen Organellen, sondern in der
Zellwand lokalisiert [Farber et al. 2003].



Diskussion 86

Wie aus der in Abb. 24 gezeigten Substrathemmung der Sanguinarin-Reduktase hervorgeht,
wiirde eine Anhdufung von mehr als 7 pM Sanguinarin zu einem drastischen Abfall der
Umsatzrate und damit auch der Aufnahme fiihren. Eine solche Verringerung der Metaboli-
sierungsrate wurde jedoch nicht festgestellt (vgl. Abb. 10).

Da in den Zellen kaum Benzophenanthridine nachweisbar sind, sollte bei externem Zusatz ein
nach innen gerichteter Konzentrationsgradient aufgebaut werden (vgl. Abb. 14A). Bei
Annahme einer unspezifischen Aufnahme der Alkaloide mii3ten zunéchst alle in etwa gleicher
Konzentration im Cytoplasma erscheinen, dort wiirde jedoch nur Sanguinarin (und in
geringerem Malle Chelerythrin) reduziert. Die nicht oder nur langsam reduzierbaren
Benzophenanthridine miifiten dann zumindest transient in der Zelle nachweisbar sein, was
experimentell jedoch nicht gefunden wurde. Es ist daher anzunehmen, da3 die Aufnahme der
Benzophenanthridine durch die Plasmamembran und die intrazelluldre Reduktion etwa dieselbe
Spezifitit besitzen, worauf auch die oben genannten Ergebnisse hinweisen.

Wie schon erwéhnt, ist die Sanguinarin-Reduktase ein 16sliches, cytosolisches Enzym, d. h.
ohne feste Bindung an die Plasmamembran (was aber eine nichtkovalente Interaktion mit der
Membranoberfliche nicht ausschlieft). Es sollte deshalb eine Komponente der Plasma-
membran existieren, welche die aufgenommenen Alkaloide unmittelbar an die (gegebenenfalls
membranassoziierte) Sanguinarin-Reduktase iibergibt. Die in dieser Arbeit dargestellten
Ergebnisse sprechen deshalb fiir ein Transportsystem, welches eine deutlich geringere
Aktivitdt besitzt als die Reduktase-Reaktion oder den Kontakt mit der Reduktase zur
Aufrechterhaltung seiner Aktivitdt bendtigt.

4.2.2 Wechselspiel zwischen Sanguinarin-Reduktase und Dihydrobenzophenanthridin-
Oxidase
Wie in Kap. 1.3.2 erldutert, werden die im Verlauf der Alkaloidbiosynthese gebildeten
Dihydrobenzophenanthridine durch das Enzym Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase in die
Benzophenanthridine tiberfiihrt [ Schumacher und Zenk 1988, Arakawa ef al. 1992]. Sowohl
die Sanguinarin-Reduktase als auch die Dihydrobenzophenanthridin-Oxidase sind 16sliche,
cytoplasmatische Enzyme und sowohl im 100 000 g-Uberstand als auch in den Uberstinden
der Ultrafiltration (> 10 kDa) gemeinsam anwesend. Man sollte deshalb erwarten, daf3 die in
diesen Fraktionen durch die Sanguinarin-Reduktase gebildeten Dihydroalkaloide durch die
Oxidase wieder zu den Benzophenanthridinen oxidiert werden konnen. Dies ist offenbar der
Fall, wie folgende Experimente zeigen: In der > 10 kDa-Fraktion kann nach Zusatz von
Sanguinarin und NADPH keine Reduktion nachgewiesen werden (Abb. 35). Wird dagegen

zusdtzlich GSH oder DTE zugesetzt, kommt es zur Bildung von Dihydrosanguinarin.
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Abb. 35 Test verschiedener Elektronendonatoren auf Reduktion von Sanguinarin in der
> 10 kDa-Proteinfraktion

Die durch Ultrafiltration des 100 000 g-Uberstandes erhaltene > 10 kDa-Proteinfraktion
wurde mit verschiedenen Elektronendonatoren sowie 7 uM Sanguinarin inkubiert (s.
2.10.2); Asc. - Ascorbinséure. Die Quantifizierung des gebildeten Dihydrosanguinarins
erfolgte durch Fluoreszenzmessung (s. 2.12.1).

Dieses Ergebnis 1dt sich plausibel erkldren, wenn man davon ausgeht, da3 das durch die
Sanguinarin-Reduktase gebildete Dihydroalkaloid durch die gleichzeitig anwesende Dihydro-
benzophenanthridin-Oxidase wieder zu Sanguinarin oxidiert wird. Die Aktivitdt der Oxidase
wird durch Glutathion deutlich gechemmt (s. 3.4.1, [Arakawa et al. 1992]). In den GSH- bzw.
DTE-enthaltenden Proteinextrakten sollte deshalb die Reduktase-Aktivitit die Oxidase-
Aktivitit iiberwiegen, so dall eine Bildung der Dihydroalkaloide nachweisbar wird. Dies
impliziert zugleich, da3 in der intakten Zelle die Aktivitidt der Dihydrobenzophenanthridin-
Oxidase vom Glutathion-Spiegel abhéngig ist.
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Interessanterweise erfolgt in Gegenwart von GSH die Reduktion von Sanguinarin sowohl mit
NADPH als auch NADP". Da eine direkte Ubertragung von Elektronen vom GSSG/2GSH-
System auf das NADP'/NADPH-System thermodynamisch nicht moglich ist [Schafer und
Buettner 2001], mu3 man annehmen, dal NADP'-reduzierende Verbindungen im Extrakt

anwesend sind.

4.2.3 Turnover von Sanguinarin

Da Dihydrosanguinarin, nicht aber Sanguinarin, ein essentielles Zwischenprodukt fiir die
Biosynthese hoher substituierter Benzophenanthridine ist (vgl. Abb. 2 und 3), stellt sich die
Frage, ob in der verwendeten Zellkultur Sanguinarin bei der gewihlten Zelldichte und
niedrigen Elicitorkonzentration wirklich gebildet wird. Folgende Fakten befiirworten jedoch

die Bildung von Sanguinarin:

- Der Gehalt an Dihydrosanguinarin steigt nach Elicitierung der Zellsuspension deutlich an
(vgl. Abb. 7A).

- Die fiir die Oxidation des Dihydrosanguinarins zu Sanguinarin verantwortliche Dihydro-
benzophenanthridin-Oxidase ist in den Zellen vorhanden, wie der Aktivitdtsnachweis nach
Abtrennung von der Sanguinarin-Reduktase zeigt (vgl. Abb. 18). Das Enzym ist in
Gegenwart von 5 mM GSH zwar gehemmt, zeigt aber eine substantielle Restaktivitit (s.
3.4.1).

- Sanguinarin wurde unter den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bedingungen weder
in nichtstimulierten noch in elicitierten Suspensionen nachgewiesen, wohl aber in
Suspensionen nach langerer Behandlung mit hohen Elicitorkonzentrationen (> 50 pg/ml).
Diese Suspensionen enthalten eine hohe Anzahl an toten Zellen, was durch die Bindung
von Alkaloiden an die Kernregionen oder durch Permeabilititstests leicht nachweisbar ist.
Das Auftreten von Sanguinarin in geschéddigten Zellen ist gut mit der in Abb. 36
vorgestellten Arbeitshypothese vereinbar, da die Reduktion des Sanguinarins

Stoffwechselaktivitdt in Form eines ausreichend hohen NADPH-Spiegels erfordert.

Eine Trennung des im Biosyntheseverlauf gebildeten Dihydrosanguinarins von dem durch
Aufnahme und Reduktion von externem Alkaloid gebildeten Dihydrosanguinarins durch
Kompartimentierung ist zwar nicht vollig auszuschlieBen, erscheint jedoch wenig
wahrscheinlich, da das von auflen zugesetzte Sanguinarin nach seiner Umwandlung zu
Dihydrosanguinarin offensichtlich die Biosyntheseorte der nachfolgenden Benzophenanthridine
erreicht. Dies wird durch den Anstieg von 10-Hydroxydihydrosanguinarin und Dihydro-
chelirubin nahegelegt (vgl. Abb. 12A und 15).
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Abb. 36 Zusammenspiel von Sanguinarin-Ausscheidung und Wiederaufnahme in
Zellsuspensionen von Eschscholzia californica

Das im Verlauf der Biosynthese gebildete Dihydrosanguinarin wird durch die Dihydro-
benzophenanthridin-Oxidase (DHBO) oxidiert und ausgeschieden. Externes Sanguinarin
wird durch die Zellen von E. californica aufgenommen und durch die Sanguinarin-
Reduktase (SR) in inaktives Dihydrosanguinarin umgewandelt. Dieses wird, der
Biosynthese entsprechend, weiter metabolisiert. Dieser Mechanismus garantiert die
Einstellung einer Gleichgewichtskonzentration und verhindert damit die Akkumulation
des Toxins Sanguinarin.
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Insgesamt 146t sich feststellen, dal mehrere Griinde fiir die intermedidre Bildung von
Sanguinarin sprechen, auch wenn dieses unter den oben genannten Bedingungen in der

mtakten Kultur nicht nachweisbar ist.

Bei einer zusammenfassenden Betrachtung aller relevanten Daten erscheint deshalb folgende
Vorstellung tiber die Dynamik der Bildung und Umwandlung von Sanguinarin und Dihydro-
sanguinarin realistisch (Abb. 36):

1. Das im Biosyntheseverlauf gebildete Dihydrosanguinarin wird unmittelbar vor
oder wihrend seiner Ausscheidung in die Zellwand zu Sanguinarin oxidiert.
Alle im Zellpellet gefundenen Benzophenanthridine sind wahrscheinlich zellwand-
gebunden [Farber et al. 2003, Viehweger 2003]. Innerhalb intakter Zellen konnte mit
konfokaler Mikroskopie die charakteristische Fluoreszenz der Benzophenanthridine

nicht nachgewiesen werden.

2. Das im Apoplasten erscheinende Sanguinarin wird anschliefend rasch von den
Zellen aufgenommen. Dieser Schritt ist eng mit seiner Reduktion zu Dihydro-
sanguinarin verbunden.

Auf Grund der fehlenden positiven Ladung ist die Toxizitdt des Dihydrosanguinarins

stark vermindert, so dal3 eine gewisse Akkumulation toleriert werden kann.

3. Das in den Zellen auftauchende Dihydrosanguinarin wird weiter metabolisiert
(hydroxyliert und methyliert).
Die entsprechenden Dihydroalkaloide stehen vermutlich fiir die Bildung der im

Biosyntheseverlauf folgenden Benzophenanthridine zur Verfligung.

Nach dieser Vorstellung kann Sanguinarin deshalb nicht im Aulenmedium gefunden werden,
weil seine Ausscheidung langsamer ist als die Wiederaufhahme. Dies ist tatsdchlich
nachweisbar: Einer Exkretion von maximal 4 uM Benzophenanthridinen pro 24 h (vgl. Abb.
8) steht die Fahigkeit zur Aufhahme von 13 uM Sanguinarin innerhalb von 120 min gegeniiber
(vgl. Tab. 7, Abb. 12A). Da Sanguinarin bereits im mikromolaren Bereich seine toxischen
Wirkungen entfaltet (s. 1.3.3), ist anzunehmen, daf} sehr geringe steady-state-Konzentratio-

nen, die sich aus dem oben genannten Mechanismus ergeben, ausreichend wirksam sind.
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Der vorgeschlagene Ausscheidungs/Wiederaufnahme-Mechanismus bringt fiir die produzie-

renden Zellen Vorteile beim Umgang mit Sanguinarin:

- Infolge der Kopplung von Oxidation und Ausscheidung akkumuliert das toxische
Sanguinarin nicht im Cytosol, sondern auerhalb der Plasmamembran. Dort steht es als

Phytoalexin fiir die Abwehr potentieller Pathogene zur Verfiigung.
- Durch die enge Kopplung von Wiederaufnahme und Reduktion werden Schiden an der

Plasmamembran durch eine ungebremste extrazellulire Akkumulation des Toxins
verhindert; gleichzeitig wird dessen intrazelluldre Anhdufung unterbunden. Das gebildete

Dihydrosanguinarin steht dennoch filir weitere Biosynthese-Schritte zur Verfiigung.

DaB die Reduktion und damit die Entgiftung an intakte Zellen gebunden ist, zeigt ein einfaches
Experiment: Wird die Plasmamembran durch osmotische Behandlung oder Detergenzien
permeabilisiert, so ist sofort die Fluoreszenz der Benzophenanthridine in der Zelle
nachweisbar, insbesondere ihre Akkumulation an der DNA.

Die oben genannte Arbeitshypothese bietet deshalb eine plausible Erklirung fiir den Umgang

der Eschscholzia-Zellen mit einem sehr wirksamen Toxin.
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5 Ausblick auf weiterflihrende Experimente

Im Ergebnis der vorliegenden Arbeit wurde ein Modell zur Aufnahme, Reduktion und
nachfolgenden Metabolisierung externer Benzophenanthridine, insbesondere Sanguinarin, in
Zellen von Eschscholzia californica vorgestellt. Diese aus HPLC/MS-Analysen abgeleitete
Arbeitshypothese sollte durch den Einsatz von radioaktiv markiertem Sanguinarin und

Chelerythrin verifiziert werden.

Die aus Zellkulturen gereinigte, 19sliche Sanguinarin-Reduktase katalysiert in vitro die
Reduktion von Sanguinarin durch NADPH. Erste Versuche zeigen, dal Sanguinarin mit
Glutathion, welches in millimolaren Konzentrationen im Cytosol vorliegt, interagiert. Das
gebildete Reaktionsprodukt, welches bisher nicht identifiziert werden konnte, wird durch die
Sanguinarin-Reduktase in Anwesenheit von NADPH ebenfalls zu Dihydrosanguinarin

umgesetzt. Daraus ergibt sich die Frage nach dem eigentlichen zelluléren Substrat des Enzyms.

Die Spezifitit von Aufnahme und enzymatischer Reduktion der Alkaloide 148t die Beteiligung
eines Transportsystems vermuten, dessen Identifizierung und Charakterisierung ebenfalls
Zielstellung anschlieBender Arbeiten sein sollte. Die potentielle Kopplung von Transport und
Reduktion des Sanguinarins kdnnte durch folgende Versuchseinstellungen weiter aufgeklért
werden:

- Die Herstellung und Anwendung von substituierten Sanguinarin-Derivaten ermdglicht
sowohl Aussagen zur Spezifitit als auch Inhibitorstudien zur Aufnahme und Reduktion
von Sanguinarin.

- Experimente mit potentiellen Hemmstoffen von ABC-Transportern wiirden erste
Anhaltspunkte fiir die mogliche Beteiligung eines solchen Transportsystems liefern, wie
es in Coptis japonica fir die Aufhahme von Berberin beschrieben wurde [Sakai et al.
2002].

- Anhand der Teilsequenzen des Sanguinarin-Reduktase-Proteins lassen sich entsprechende
Oligonucleotide synthetisieren, die als Sonde zur Isolierung der cDNA genutzt werden
konnen. Die nachfolgende Transformation (antisense) von Eschscholzia californica sollte
zu Zellsuspensionen fiihren, welche nicht in der Lage sind, Sanguinarin zu reduzieren.
Mit Hilfe dieser Transformanten lieBen sich folgende Fragen zur Kopplung von
Aufnahme und Reduktion des Sanguinarins beantworten:

1. Ist die Aufnahme von Sanguinarin auch ohne die Aktivitit der Reduktase moglich?
2. LaBt sich in den Transformanten die Elicitor-induzierte Bildung von Sanguinarin

nachweisen?
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Zusammenfassung

. Zellsuspensionskulturen von Eschscholzia californica produzieren Benzophenanthridine,
deren Bildungsrate nach Zusatz eines Glycoprotein-Elicitors aus Bickerhefe deutlich erhoht
werden kann. Diese Alkaloide werden praktisch vollstindig ins Auenmedium abgegeben,

sie sind auch in der Zellwand nachweisbar.

. Extern zugesetzte Benzophenanthridine werden von den Zellen aufgenommen, wobei

Sanguinarin die weitaus hochste Aufnahmerate zeigt (0,3 pmol'min'-g TM™).

. Die Aufnahme ist eng mit der Reduktion der Alkaloide gekoppelt, so dal} in den Zellen
ausschlieBlich die gebildeten Dihydroalkaloide nachweisbar sind. Das nach Aufnahme von
Sanguinarin gebildete Dihydrosanguinarin erreicht sehr wahrscheinlich die intrazelluléren

Biosyntheseorte und wird dort weiter substituiert.

. Aus einem durch ZellaufschluB erhaltenen 15 000 g-Uberstand wurde mit Hilfe eines
5-stufigen FPLC-Trennungsgangs ein 16sliches 30 kDa-Protein isoliert und gereinigt. Das
bisher unbekannte Enzym Sanguinarin:NADPH-Oxidoreduktase katalysiert die irreversible
Reduktion von Sanguinarin mit NADPH zu Dihydrosanguinarin. Diese Sanguinarin-
Reduktase zeigt eine dhnliche Selektivitdt fiir Sanguinarin wie die Aufnahme durch intakte
Zellen. Deutlich geringer sind die Umsatzraten fiir Chelerythrin (68 %; 0,13 U-mg Protein™)
oder hoher substituierte Benzophenanthridine (3 %; 6 mU-mg Protein™).

Weder synthetische Phenanthridine (Ethidiumbromid und Propidiumjodid) noch struktur-
dhnliche Alkaloide vom Berberintyp werden reduziert.

Die in der > 30 kDa-Proteinfraktion ebenfalls nachweisbare Dihydrobenzophenanthridin-
Oxidase konnte im Verlauf der Reinigung vollstindig von der Sanguinarin-Reduktase

abgetrennt werden.

. Nach Trypsinverdau wurden aus dem Sanguinarin-Reduktase-Protein mehrere Peptid-
bruchstiicke isoliert, von denen zwei nach Edman ansequenziert wurden (ca. 20 Amino-
sduren) und u. a. eine erkennbare Sequenzhomologie mit einer 3[-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase/Isomerase aus Oryza sativa aufweisen.
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Typische Substrate dieser Enzyme aus der Groffamilie der kurzkettigen Dehydro-
genasen/Reduktasen werden durch die Sanguinarin-Reduktase jedoch nicht umgesetzt.
Die essentielle Substratstruktur des Enzyms erfordert einen methylierten quarterndren

Stickstoff im heteroaromatischen Ringsystem der Benzophenanthridine.

. Obwohl Sanguinarin, das bevorzugte Substrat der Sanguinarin-Reduktase, in der
verwendeten Zellkultur nicht oder nur unter besonderen Bedingungen nachweisbar ist, kann
man davon ausgehen, daf} dieses Alkaloid stetig gebildet, in die Zellwand ausgeschieden,
anschliefend aufgenommen und durch die Sanguinarin-Reduktase reduziert wird. Sehr
wahrscheinlich wird durch die Aktivititen der loslichen Enzyme Dihydrobenzo-
phenanthridin-Oxidase und Sanguinarin-Reduktase, jeweils gekoppelt mit einem
Ausscheidungs- bzw. Aufnahmeschritt, eine steady-state-Konzentration von externem
Sanguinarin aufrechterhalten, die fiir dessen antimikrobielle Wirkung ausreichend ist. Es ist
deshalb ein Ausscheidungs- und Wiederaufnahme-Mechanismus fiir Sanguinarin
anzunehmen, welcher die Benutzung dieses Alkaloids als Phytoalexin erlaubt und

gleichzeitig die Zelle vor diesem Toxin schiitzt.

. Insbesondere die enge Kopplung der Sanguinarin-Reduktase-Reaktion mit der Aufnahme
externer Alkaloide spricht fiir ein mit diesem Enzym assoziiertes Transportsystem, dessen

Charakterisierung weiteren Arbeiten vorbehalten ist.
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