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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Ginkgo biloba L.

Ginkgo biloba L. aus der Familie der Ginkgoaceae ist der einzige heute noch lebende
Vertreter einer Klasse von Nacktsamern, der Ginkgoatae. Diese Klasse ist bis ins Unter-
perm (vor circa 270 Millionen Jahren) nachgewiesen, reicht aber wahrscheinlich bis ins
Oberdevon (vor circa 360 Millionen Jahren). Im Jura (vor circa 140 Millionen Jahren) war
Ginkgo biloba L. am weitesten verbreitet und umfasste etwa 15 Gattungen und insgesamt
circa 60 Arten (Melzheimer, 1992). Seine enorme Widerstandskraft und seine Beliebtheit
als Kulturbaum in Ostasien haben ihn vor dem Aussterben bewahrt. Der auch als "lebendes
Fossil" bezeichnete Baum stammt urspriinglich aus China und Japan und wurde dort als
Tempelbaum kultiviert. Seit Mitte des 18. Jahrhunderts findet man ihn auch als Parkbaum
in Europa (Teuscher, 1997; Wichtl et al., 2002). Wahrscheinlich wurde der erste Baum in
Europa um 1730 in Utrecht, Holland, gepflanzt (Miiller, 1992). Weitere Bezeichnungen fiir
Ginkgo biloba L. sind beispielsweise: Elefantenohrbaum, Entenfullbaum (chinesisch: Ya
Chio), Facherblattbaum, Maddchenhaarbaum (Maidenhair tree), Tempelbaum und Silber-
aprikose (japanisch: Gin kyo) (Hénsel et al., 1993).

1.1.1 THERAPEUTISCHER EINSATZ VON PRAPARATEN AUS GINKGO BILOBA L.

In der traditionellen chinesischen Medizin werden Samenkerne von Ginkgo biloba L. bei
Asthma, Tuberkulose, Enuresis (Bettndssen), Leukorrhoe (iibermiBiger Fluor albus) und
Polyurie (Ausscheidung eines pathologisch erhohten Harnvolumens) eingesetzt. Es werden
pro Tag 6 bis 9 g Samen als Tee eingenommen. Die Blétter selbst werden aullerdem bei
Asthma, Bluthochdruck, Tinnitus (Ohrgerdusche) und Angina pectoris (Koronar-
insuffizienz) angewendet. Der Tagesdosis entsprechen 3 bis 6 g Blitter als Infus oder als
Decoct zur Inhalation bei Asthma. Im Sinne der naturwissenschaftlich orientierten Medizin
ist die Wirksamkeit bei den oben genannten Indikationen nicht belegt (Hénsel et al., 1993).
In der westlichen Medizin wird Ginkgo biloba L. wegen der in den Bléttern enthaltenen
pharmakologisch wirksamen Inhaltsstoffe, den Flavonoidderivaten (Flavonglycoside,
Proanthocyanidine) und Terpenen (Ginkgolide A, B, C, J und Bilobalid) therapeutisch
angewendet. Der Blatttrockenextrakt wird auf 24 % Ginkgoflavonglykoside und 6 %
Terpenlactone (davon 3,1 % Ginkgolid A, B, C und 2,9 % Bilobalid) eingestellt. Der
Gehalt an Ginkgolsdure ist auf weniger als 5 ppm begrenzt, da sie Kontaktallergien auslost.
Der so definierte Extrakt wird als EGb 761 bezeichnet (Héansel et al., 1993).
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Die einzelnen Inhaltsstoffen haben unterschiedliche Wirkungen.

. Die Ginkgolide sind im in vitro-Versuch Antagonisten des Blutpléttchen-
aktivierenden Faktors (PAF), einem starken Entziindungsmediator. Sie
reduzieren die Plittchenaktivierung und -aggregation und verbessern dadurch
die rheologischen Eigenschaften des Blutes und somit die Blutzirkulation.

. Die Flavonoide und die Proanthocyanidine fordern die Gefillerweiterung, da
sie als Radikalfdnger die Bildung des Prostacyclins begiinstigen. Weiterhin
wird der "endothelium derived relaxing factor" (EDRF) stimuliert, daraus
resultiert eine verbesserte Blutzirkulation. Toxische Sauerstoffradikale werden
inaktiviert und die Lipidperoxidation wird gehemmt.

. Bilobalid, ein Sesquiterpen, reduziert die cerebrale Odembildung. Die erhohte
Blutzirkulation fiihrt zu einem erhohten Sauerstoff- und Glucosetransport zum
Gehirn nach einem ischdmischen Geschehen.

Der Extrakt EGb 761 inhibiert die f-Amyloid-Aggregation, die sehr wahrscheinlich an der
Entstehung der Alzheimer-Krankheit beteiligt ist. Er fordert unter anderem die
Durchblutung des Gehirns und der Peripherie, erhoht insbesondere die Hypoxietoleranz
des Hirngewebes, hemmt die Entwicklung von Hirnddemen, verzogert die altersbedingte
Reduktion von muscarinerg-cholinergen Rezeptoren sowie von ap-Rezeptoren im
Hippokampus und steigert das Lernvermdgen und die Gedéchtnisleistungen (Oberpichler-
Schwenk und Krieglstein, 1992; Hinsel et al., 1993; Teuscher, 1997; Ahlemeyer und
Krieglstein, 2003; Chatterjee, 2003; DeFeudis, 2003; Eckert et al., 2003; Le Bars, 2003a;
Le Bars, 2003b; Smith und Luo, 2004; Stromgaard und Nakanishi, 2004).

Die aus dem Ginkgo biloba L.-Blitter-Trockenextrakt hergestellten Arzneimittel sind oft
fiir die folgenden Indikationen zugelassen:
. Symptomatische Behandlung von hirnorganisch bedingten Leistungsstorungen
im Rahmen eines therapeutischen Gesamtkonzeptes bei dementiellen
Syndromen mit der Leitsymptomatik: Gedichtnisstorungen, Konzentrations-
storungen, depressive Verstimmung, Schwindel, Ohrensausen, Kopfschmerzen,
. Verlangerung der schmerzfreien Gehstrecke bei peripherer arterieller
Verschlusskrankheit im Stadium II nach FONTAINE (Claudicatio intermittens)
im Rahmen physikalisch-therapeutischer = MaBnahmen, insbesondere
Gehtraining und
. Vertigo vaskuldrer und involutiver Genese und als adjuvante Therapie bei
Tinnitus vaskuldrer und involutiver Genese.

Die Dosierung erfolgt folgendermal3en:
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. Dementielles Syndrom:

Erwachsene und Heranwachsende ab 12 Jahre nehmen auf 2 bis 3 Einnahmen
verteilt tdglich 120 bis 240 mg Ginkgo biloba L.-Trockenextrakt pro Tag ein.

. Periphere arterielle Verschlusskrankheit, Vertigo, als Adjuvans bei Tinnitus:
Erwachsene und Heranwachsende ab 12 Jahre nehmen auf 2 bis 3 Einnahmen
verteilt tdglich 120 bis 160 mg Ginkgo biloba L.-Trockenextrakt pro Tag ein.

Vorstehende Angaben entsprechen den vom Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizin-
produkte (BfArM) veroffentlichten Mustertexten fiir die Fach- und Gebrauchs-

informationen fiir Préparate aus Ginkgo biloba L.-Blatter-Trockenextrakten.

Nebenwirkungen von Ginkgo biloba L.-Priparaten wie Blutungen, Magen-Darm-
Beschwerden, Kopfschmerzen und allergische Hautreaktionen treten nur sehr selten auf

(weniger als 1 von 10.000 Behandelten).

1.1.2 KONVULSIVE UND ANTIKONVULSIVE WIRKUNG VON GINKGO BILOBA L.-EXTRAKTEN
UND EXTRAKTBESTANDTEILEN

Neben den pharmakologisch genutzten Wirkungen des Ginkgo biloba L.-Trockenextraktes
deuten verschiedene Untersuchungen darauf hin, dass der Extrakt oder einzelne als
wirkbestimmend angesehene Bestandteile sich negativ auf das GABAerge System des
Zentralnervensystems auswirken kdnnten.

Dass Extrakte von Ginkgo biloba L. die Wirkung von Antiepileptika negativ beeinflussen
konnen, ergaben die Versuche von Anshu et al. (1996). Fiir diese Versuche hatten sie die
Krampfanfille bei Maidusen mit Picrotoxin (Gemisch aus Picrotoxinin und dem
unwirksamen Picrotin) und Strychnin ausgeldst. Sie kamen zu dem Untersuchungs-
ergebnis, dass ein Ginkgo biloba L.-Extrakt die GABAerge Wirkung von Antiepileptika
(Natriumvalproat beziechungsweise Carbamazepin) mindert.

Neben dem konvulsiv wirkenden Ginkgotoxin (Kapitel 1.2) kdnnte auch die Wirkung der
Ginkgolide und des Bilobalids zu der beschriebenen Wirkung beigetragen haben. Huang et
al. (2003) untersuchten die Wirkung von Bilobalid am o B,y,;, GABAA-Rezeptor. Sie
beobachteten dort fiir Bilobalid eine antagonistische Wirkung. Huang et al. (2004) priiften
auBerdem die Wirkung der Ginkgolide A, B und C am rekombinanten humanen a; By,
GABA -Rezeptor. Dabei konnten sie eine antagonistische Wirkung der Ginkgolide nach-
weisen. GABA ist Agonist an diesem Rezeptor und vermittelt so seine inhibitorische
Wirkung. Eine antagonistische Wirkung am GABA 4-Rezeptor mindert die inhibitorische
Wirkung von GABA und kann zur Auslosung von Krampfanfillen fiithren.
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Andere Versuche zeigten, dass der Ginkgo biloba L.-Extrakt, beziechungsweise das darin
enthaltene Bilobalid, auch antikonvulsiv wirken konnen. Sasaki et al. (1995 und 1997)
beschrieben, dass Bilobalid die Stirke der durch Ginkgotoxin, Isoniazid, Pentylentetrazol
und Elektroschock ausgelosten Krampfanfillen bei Méusen mindert. Durch Behandlung
der Méuse mit Bilobalid traten abhéngig von der Dosis und der Behandlungsdauer bei
weniger Tieren Krampfanfille auf, die zudem fiir kiirzere Zeiten andauerten. Bilobalid hat
nach Sasaki et al. eine antikonvulsive Wirkung bei durch Ginkgotoxin ausgeldsten
Krampfanfillen.
Sasaki et al. leiteten aus den Ergebnissen ab, dass Bilobalid antikonvulsive Wirkungen hat.
Als Ursache fiir die antikonvulsive Wirkung von Bilobalid werden verschiedene
Mechanismen diskutiert.
Die Wirkung von Bilobalid konnte mit der

. Modulation der GABA-Konzentration,

. Modulation der GABA-Wirkung am GABA 5-Rezeptor-Chloridkanal-Komplex

oder

. mit der erh6hten Metabolisierung von Ginkgotoxin zu Pyridoxin
begriindet werden.
Der Versuch von Sasaki et al. (1997) lieferte ein Indiz fiir die verstdarkte Metabolisierung
von Ginkgotoxin bei gleichzeitiger Applikation von Bilobalid an Mdusen. Sie beobachteten
die Induktion der 7-O-Methoxycumarin-O-Demethylase in der Leber und eine schnellere
Konzentrationsabnahme von Ginkgotoxin im Blut im Vergleich zu Kontrolltieren, die nur
mit Ginkgotoxin behandelt wurden. Bilobalid kénnte daher durch Induktion des genannten
Leberenzyms den Abbau von Ginkgotoxin beschleunigen und damit die toxische Wirkung
von Ginkgotoxin minimieren (Sasaki et al., 1997; Wada und Haga, 1997).
Dass Bilobalid die GABA-Konzentration beeinflusst, demonstrierten Sasaki et al. (1999).
Sie untersuchten den Einfluss von Bilobalid auf das GABAerge System von Médusen. An
vier aufeinander folgenden Tagen wurde den Maiusen Bilobalid in einer Dosis von
30 mg/kg Korpergewicht appliziert. 24 Stunden nach der letzten Behandlung wurden die
Tiere getotet und das Gehirn entnommen. Der Gehalt an GABA und Glutamat sowie die
Glutamat-Decarboxylaseaktivitdit wurden im Hippokampus, Cortex und Corpus striatum
bestimmt. Nach Bilobalidbehandlung waren der GABA-Spiegel und die Glutamat-
Decarboxylaseaktivitdt im Hippokampus und im Cortex erhoht. Auf den Glutamat-Spiegel
hatte die Bilobalidbehandlung keinen Einfluss.
Sasaki et al. (2000) untersuchten auflerdem den Einfluss von Bilobalid auf durch Ginkgo-
toxin ausgeloste Verdnderungen der GABA- und Glutamat-Spiegel sowie der Glutamat-

Decarboxylaseaktivitidt im Hippcampus, im Cortex und im Corpus striatum von Mausen.
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Die durch Ginkgotoxin hervorgerufene signifikante Abnahme der GABA-Spiegel und der
Glutamat-Decarboxylaseaktivitdit im Hippokampus und Cortex konnte durch die
Vorbehandlung der Méuse mit Bilobalid vermindert werden. Bilobalid wirkte in diesen
Versuchen der Abnahme der GABA-Spiegel und der Inhibierung der Glutamat-
Decarboxylase durch Ginkgotoxin entgegen. Die Autoren postulierten, dass Ginkgotoxin
die Aktivitdit der GABAergen inhibitorischen Transmission relativ zur exzitatorischen
Transmission reduziert und so zu Krampfanfillen fiihrt. Die GABA-Konzentration war
auch nach chronischer Anwendung (40 Tage) von Bilobalid erhoht (Sasaki et al., 2002).
AuBerdem wurde im Rahmen der genannten Arbeit beobachtet, dass durch die Anwendung
von Bilobalid die Glutamat-, Aspartat- und Glycin-Spiegel bestimmter Hirnregionen
beeinflusst wurden.

Die genannten Arbeiten verdeutlichen, dass Bilobalid einen Einfluss auf die Spiegel von

exzitatorisch und inhibitorisch wirkenden Aminoséduren hat.

Zusammenfassend ergibt sich das Bild einer sehr komplexen Wirkung des Ginkgo biloba
L.-Trockenextraktes und der darin enthaltenen Ginkgolide und des Bilobalids auf das
GABAerge System des Gehirns.
Einerseits wurden Wirkungen beobachtet, die Krampfanfille begiinstigen:
. der Ginkgo biloba L.-Trockenextrakt kann die Wirkung von Antiepileptika
mindern (Anshu et al., 1996)
. die Ginkgolide A, B, C und J wirken inhibitorisch am Glycin-Rezeptor
(Chatterjee et al., 2003; Ivic et al., 2003) und
. die Ginkgolide A, B, C und Bilobalid wirken antagonistisch am o;B,ysr
GABA 4-Rezeptor (Huang et al., 2003; Ivic et al., 2003; Huang et al., 2004).
Andererseits wurden Wirkungen beobachtet, die der Entwicklung von Krampfanfillen
entgegenwirken:
. Bilobalid erhoht die GABA-Spiegel und die Glutamat-Decarboxylaseaktivitit
(Sasaki et al., 2000 und 2002).
. Bilobalid blockiert die exzitatorische Erregungsausbreitung (Chatterjee et al.,
2003).
. Bilobalid reduziert die durch Hypoxie und Hypoglykdamie induzierte Glutamat-
und Aspartatfreisetzung (Davies et al., 2003).
Um die genannten Ergebnisse auf den Menschen iibertragen zu konnen und die Relevanz
beziiglich der Behandlung von Patienten mit Ginkgo biloba L.-Préparaten zu beurteilen,

sind weitere Untersuchungen notwendig.
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1.2 Ginkgotoxin (4'-O-Methylpyridoxin), ein Strukturanalogon von
Vitamin B¢ in Ginkgo biloba L.

1.2.1 VORKOMMEN vON GINKGOTOXIN

Ginkgotoxin (4'-O-Methylpyridoxin) ist ein Produkt des Sekundirstoffwechsels von
Ginkgo biloba L.. Hauptsichlich die Samen von Ginkgo biloba L. akkumulieren Ginkgo-
toxin. Diese Verbindung ist neben den therapeutisch genutzten Inhaltsstoffen (Kapitel
1.1.1) in geringerer Konzentration auch in den Bléttern enthalten (Wada et al., 1985; Arenz
et al., 1996). Der Gehalt variiert innerhalb der Vegetationsperiode. In den Blittern weib-
licher und ménnlicher Biaume sind 2 beziehungsweise 3 pg Ginkgotoxin pro Gramm
Frischgewicht enthalten. Die Samen weisen 42 pg Ginkgotoxin pro Gramm Frischgewicht
beziehungsweise 105 pg pro Gramm getrockneter Samen auf (Arenz et al., 1996). Hori et
al. (2004) untersuchten Ginkgosamen von 8 Standorten in Japan. Sie ermittelten einen
mittleren Ginkgotoxingehalt von 246 ng pro Gramm getrockneter Ginkgosamen.

Scott et al. (2000) untersuchten ebenfalls Ginkgosamen und konnten zeigen, dass diese
neben Ginkgotoxin auch das 5'-O-(B-pyranosyl)-Ginkgotoxin enthalten. Der Ginkgotoxin-
gehalt (freies Ginkgotoxin und das 5'-Glykosid) betrug 179 pg pro Gramm getrockneter
Ginkgosamen.

Ginkgotoxin und ein weiteres Pyridoxin-Derivat, Acetyl-4'-O-Methylpyridoxin, konnten
auch in den Hilsenfriichten von Albizia tanganyicensis Bak. f. aus der Familie der
Mimosaceae nachgewiesen werden (Steyn et al., 1987). Aus Albizia lucida und Albizia
Jjulibrissin DURAZZ. wurde das 3'-O-B-D-Glykosid von Ginkgotoxin isoliert (Higuchi et
al., 1992).

1.2.2 GINKGOTOXIN IN ARZNEIMITTELN AUS GINKGO BILOBA L.

Neben den Samenkernen und Bléttern von Ginkgo biloba L. wurden auch die aus den
Blittern hergestellten Arzneimittel auf den Gehalt an Ginkgotoxin untersucht.

Arenz et al. (1996) analysierten den Gehalt von 5 allopathischen und 9 homdopathischen
Zubereitungen. In den allopathischen Priparaten variierte der Ginkgotoxingehalt von
3,80 pg/ml bis 9,77 pg/ml. Mit der Tagesdosis werden maximal 11,40 pg (43,31 nmol) bis
58,62 ng (222,7 nmol) Ginkgotoxin aufgenommen (Tabelle 4.1). Scott et al. (2000) unter-
suchten ebenfalls Ginkgo biloba L.-Priparate. Bei den vier untersuchten Pridparaten
variierte der Ginkgotoxingehalt von 17 pg bis 457 ng pro Kapsel. Da die Tagesdosen von

Scott et al. nicht angegeben wurden, kann hier keine Aussage iiber die tdglich
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aufgenommene Menge an Ginkgotoxin gemacht werden.
Die Untersuchungen von Scott et al. und Arenz et al. zeigen, dass das in den Bléttern und
Samenkernen von Ginkgo biloba L. vorkommende Ginkgotoxin in den entsprechenden

Priparaten wiedergefunden wird.

1.2.3 WIRKUNG VON GINKGOSAMEN

Die Samen von Ginkgo biloba L. gelten in China und Japan als Delikatesse. Sie werden
gekocht oder gerostet gegessen. Insbesondere in den 30iger und 60iger Jahren des 20.
Jahrhunderts, als Nahrungsmittel in China und Japan knapp waren, dienten gerdstete und
gekochte Ginkgosamen (japanisch gin-nan) hiufig als Nahrungsquelle. Dabei wurden
vermehrt Vergiftungen ("Gin-nan sitotoxism") beobachtet. Diese duern sich in tonischen
und tonisch-klonischen Krampfanfillen, Bewusstlosigkeit, Erbrechen und Paralyse der
Extremitdten. In circa 70 Féllen fiihrten die Vergiftungen zum Tod (Wada et al., 1985;
Yanai et al., 1990; Yagi et al., 1993). Die Letalitét lag bei 27 % (Wada et al., 1985). Bei
74 % der Vergiftungen handelte es sich um Siuglinge und Kinder unter 6 Jahren (Wada et
al., 1985; Wada et al., 1997). Spétfolgen einer Ginkgotoxinvergiftung sind nicht bekannt.
Auch in den letzten Jahren wurde iiber Vergiftungen mit Ginkgosamen berichtet (Yagi et
al., 1993; Miwa et al., 2001; Kajiyama et al., 2002; Fujisawa et al., 2002; Hori et al., 2004).
Die Krampfanfille traten etwa 1-12 h nach Aufnahme der Ginkgosamen auf. In vielen
Fillen kam es zu mehreren Krampfepisoden (Wada K., 1996; Hori et al., 2004). Hori et al.
(2004) zeigten, dass zum Zeitpunkt der Krampfanfille der Ginkgotoxin-Spiegel im Serum
zwischen 0,24 und 1,28 pg/ml lag.

Die toxische Dosis fiir Ginkgosamen beziehungsweise von Ginkgotoxin wurde noch nicht
definiert. Vergiftungen wurden nach Aufnahme von 7-574 Samen beschrieben (Kajiyama
et al., 2002). Aus den Verdftentlichungen geht hervor, dass die Anzahl der Samen, die bei
Kindern Symptome einer Vergiftung hervorrief, zwischen 7 und 150 lag. Bei Erwachsenen
variierte die Samenzahl zwischen 40 und 300 (Dictionary of Chinese Medicine, 1985;
Fujisawa et al., 2002; Shannon et al., 2003).

Bei Versuchen mit Kaninchen, denen 30 mg Ginkgotoxin pro kg Korpergewicht
verabreicht wurden, traten Symptome einer Intoxikation bei Blutspiegeln von 1 pg/ml auf
(Yagi et al., 1993; Fujisawa, 2002; Hori et al., 2004). Blutproben, die Hori et al. (2004)
untersuchten, dokumentieren, dass Krampfanfille beim Menschen bereits bei niedrigeren
Konzentrationen auftreten konnen, aber im Plasma auch héhere Konzentrationen gemessen
wurden (0,24 bis 1,28 pg/ml).

Diese Symptome sind durch Vitamin Bg (Pyridoxin, Pyridoxal, Pyridoxamin, Abbildung
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1.1) behandelbar (Kajiyama et al., 2002). Die zur Behandlung von Ginkgotoxin-
vergiftungen notwendige Dosis Pyridoxin wurde mit einem Viertel der aufgenommenen
Ginkgotoxin-Menge angegeben (Kajiyama et al., 2002). Eine Standarddosis wurde bisher
nicht empfohlen (Shannon et al., 2003). Kajiyama et al. (2002) beschrieben die

erfolgreiche Behandlung einer Vergiftung mit 30 mg Pyridoxin.

1.2.4 WIRKUNG VON GINKGOTOXIN

Die Wirkung von Ginkgotoxin wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht, um
den Mechanismus der Vergiftungen mit Ginkgosamen und Ginkgotoxin aufzukléren.

Wada et al. (1985 und 1988) wiesen als erste nach, dass das Agens, welches zu den
genannten toxischen Symptomen nach Aufnahme von Ginkgosamen fiihrt, 4'-O-Methyl-
pyridoxin (2-Methyl-3-hydroxy-4'-methoxymethyl-5-hydroxymethylpyridin, Abbildung
1.1) ist. Aufgrund seiner Herkunft wird es auch als Ginkgotoxin bezeichnet (Kapitel 1.2.1).
Bereits Ott (1947) belegte, dass Ginkgotoxin toxisch ist. Er untersuchte, ob synthetisch
hergestelltes Ginkgotoxin als Strukturanalogon des Pyridoxins ein Vitamin B4-Antagonist
ist. In seinen Versuchen minderte Ginkgotoxin die Gewichtszunahme der Kiiken und
senkte deren Uberlebensrate. Wurde den Kiiken gleichzeitig Pyridoxin appliziert, erhdhte
sich deren Uberlebensrate und Gewichtszunahme. Der Einfluss von Ginkgotoxin lieB sich
in den Versuchen von Ott durch Pyridoxin autheben. Mizuno et al. (1980) untersuchten den
Einfluss von 4'- substituierten Pyridoxin-Analoga (Desoxy-, Ethoxy-, Methoxy-, Propoxy-
und iso-Propoxymethylpyridoxin) in vivo auf Méuse und in vitro auf partiell aufgereinigte
Pyridoxal-Kinase aus Méausehirn. Sie berichteten, dass die gleichzeitige Gabe von Vitamin
B¢ die Auslosung von Krampfanfillen, die durch 4'-substituierten Pyridoxin-Analoga
hervorgerufen wurden, verhindern kann. Unter den Verbindungen hatte Ginkgotoxin die
stiarkste konvulsive Wirkung und den gréf8ten hemmenden Einfluss auf die Pyridoxal-
Kinaseaktivitdt. Da sich die Wirkung von Ginkgotoxin und von Desoxypyridoxin durch
Vitamin B¢ autheben ldsst, werden diese Verbindungen auch als Antivitamine bezeichnet
(Ott, 1947; Mizuno et al., 1980).

Nitsch und Okada (1976) untersuchten die durch Ginkgotoxin verursachten Verdnderungen
der GABA-Spiegel in verschiedenen Hirnregionen am Kaninchen. Nach ihren Berichten
sank der GABA-Spiegel in allen untersuchten Hirnregionen nach Ginkgotoxin Gabe. In
einer weiteren Arbeit kam Nitsch (1980) zu dem Ergebnis, dass nach Gabe von Ginkgo-
toxin die Aktivitit der Glutamat-Decarboxylase (GAD) in den untersuchten Hirnregionen
unterschiedlich stark reduziert war. Die Aktivitdtsabnahme lie8 sich in vitro durch

Pyridoxal-5'-phosphat autheben. Eine signifikante Erniedrigung der Aktivitdt der GABA-
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Transaminase (GABA-T, 4-Aminobutyrat:2-Oxoglutarat Aminotransferase, EC 2.6.1.19)
wurde nicht festgestellt. Die GABA-Transaminase bindet Pyridoxal-5'-phosphat sehr fest,
so dass es durch Ginkgotoxin kaum vom Enzym verdringt wird. Die stirkere
Beeinflussung der Glutamat-Decarboxylase wird mit der geringeren Sattigung des Enzyms
mit Pyridoxal-5'-phosphat im Vergleich zur GABA-Transaminase begriindet. Da die
Glutamat-Decarboxylase zu einem groflen Teil als Apoenzym vorliegt, kann Ginkgotoxin
leicht mit dem Enzym interagieren, da Ginkgotoxin keinen Cofaktor verdrdngen muss.
Aufgrund der geringen Séttigung mit Pyridoxal-5'-phosphat reagiert die Glutamat-
Decarboxylase sehr sensibel auf Anderungen der Cofaktor-Konzentration.
In weiteren Versuchen untersuchten Haug und Nitsch (1982) den Einfluss von Ginkgotoxin
auf die Taurin-Spiegel und erneut auf die GABA-Spiegel in verschiedenen Hirnregionen
von Kaninchen. Sie beobachteten in diesen Versuchen ein Ansteigen der Taurin-Spiegel
und erneut eine Abnahme der GABA-Spiegel. Taurin wirkt antikonvulsiv. Sie postulierten,
dass es einen regulierenden Einfluss auf die Glutamat und GABA-Konzentration hat.
Nach Yanai et al. (1990) und Wada und Haga (1997) 16st Ginkgotoxin Krampfanfille bei
Ratten und Meerschweinchen aus, bevor die Tiere an Kammerflimmern versterben. Die
Untersuchung der cerebralen GABA-Spiegel ergab, dass sie wahrend der durch Ginkgo-
toxin ausgelosten Krampfanfille erniedrigt waren. Neben den erniedrigten GABA-
Spiegeln wurden erhohte Glutamin- und Glutamat-Spiegel beobachtet. Gleichzeitig
beobachtete man Verdnderungen im Elektroenzephalogramm.
Die dargelegten Versuche ergaben, dass Ginkgotoxin bei Tieren

. zuverldssig Krampfanfille auslost,

. die Aktivitdt der Glutamat-Decarboxylase mindert,

. die GABA-Spiegel in verschiedenen Hirnregionen senkt,

. moglicherweise mit Pyridoxal-5'-phosphat um die Bindung an Pyridoxal-5'-

phosphat-abhiangige Enzyme konkurriert und
. dass die Wirkung von Ginkgotoxin durch Pyridoxal-5'-phosphat aufgehoben
werden kann.

Bei den dargestellten Versuchen handelt es sich um Tierversuche. Sie geben daher nur
Hinweise auf die Wirkung von Ginkgotoxin beim Menschen. Um die Ursache der
beobachteten Vergiftungen mit Ginkgosamen beim Menschen (Kapitel 1.2.3) und den
Wirkmechanismus von Ginkgotoxin aufzukldren, sind Untersuchungen an menschlichen

Enzymen unerlisslich.
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1.2.5 STRUKTURANALOGIE VON GINKGOTOXIN UND VITAMIN By

Die Strukturformeln von Ginkgotoxin (4'-O-Methylpyridoxin) und den Vitameren der Be-
Gruppe sind in Abbildung 1.1 dargestellt.

R=H Ginkgotoxin R=H Pyridoxin (PN)
(4'-O-Methylpyridoxin, MPN) R=H,PO, Pyridoxin-5'-phosphat (PNP)
R=H,PO; 4'-O-Methylpyridoxin-5'-phosphat (MPNP)
CHO

R=H Pyridoxal (PL) R=H Pyridoxamin (PM)
R=H,PO, Pyridoxal-5"-phosphat (PLP) R=H,PO, Pyridoxamin-5'-phosphat (PMP)
Abbildung 1.1 Strukturformeln von Ginkgotoxin (4'-O-Methylpyridoxin, MPN), den Vitameren

der Bg-Gruppe und den jeweils korrespondierenden 5'-Phosphatestern

Ginkgotoxin ist ein mehrfach substituiertes Pyridin-Derivat. Es hat in Position 4' eine
Methoxygruppe, im Gegensatz zu Pyridoxin (Abbildung 1.1), das hier eine Hydroxyl-
gruppe aufweist. Die in Ginkgotoxin vorhandene Methoxygruppe anstelle der
funktionellen Carbonylgruppe am 4'-Kohlenstoffatom fiihrt zum Verlust der Cofaktor-
eigenschaften. Die Bildung der fiir die katalytische Funktion notwendigen Schiff'schen
Base mit der a-Aminogruppe der umzusetzenden Aminosdure ist nicht mehr moglich
(Abbildung 1.3). Ginkgotoxin ist eine weille kristalline Substanz, die in Wasser gut 19slich

ist.

1.3 Vitamin Bg

Vitamine sind niedermolekulare organische Verbindungen mit katalytischer oder
regulatorischer Funktion fiir den Stoffwechsel des menschlichen und tierischen
Organismus. Fiir den menschlichen Organismus zéhlen sie zu den essentiellen Nahrungs-

bestandteilen, da sie nicht oder in nicht ausreichendem Malle biosynthetisiert werden
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konnen (Roth et al., 1997). Vitamin B¢ gehort neben Thiamin (Vitamin B;), Riboflavin
(Vitamin B,), Cyanocobalamin (Vitamin B;), Pantothensdure, Nikotinsdure (-amid) und
Folséure zum Vitamin B-Komplex. Die Bezeichnung Vitamin Bg steht fiir eine Gruppe von
drei biodquivalenten wasserloslichen Verbindungen und deren korrespondierenden
5'-Phosphatestern. Sie unterscheiden sich in ihren funktionellen Gruppen in Position 4'. Die
Strukturformeln der Verbindungen sind in Abbildung 1.2 dargestellt. Die unterschiedlichen
funktionellen Gruppen der Molekiile sind rot markiert.

HC 2N
1
Pyridoxin (PN) Pyridoxal (PL) Pyridoxamin (PM)
ATP ATP
Zn?* PdxK, PKH Zn? PdxK, PdxY, PKH Zn2* PdxK, PKH
ADP ADP
CH,OH CH,NH,
CH 0@ Transaminage CH O@
2
PNPO PNPO
0, H,C H,0,+NH; O, +H,0 H,C
Pyridoxin-S'-phosphat (PNP) Pyridoxal-5'-phosphat (PLP) Pyridoxamin-5'-phosphat (PMP)
Abbildung 1.2 "Salvage Pathway"

Abbildung 1.2 zeigt die Reaktionen des "Salvage Pathway", die allen Organismen gemeinsam sind. Der
"Salvage Pathway" umfasst die Reaktionen der Pyridoxal-Kinase und der Pyridoxinphosphat-Oxidase.

Die Pyridoxal-Kinasen PKH (Mensch) und PdxK (Escherichia coli) phosphorylieren die inaktiven
Verbindungen Pyridoxal, Pyridoxin und Pyridoxamin (Yang et al., 1996; di Salvo et al., 2004; Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit). Die zweite in Escherichia coli existierende Pyridoxal-Kinase PdxY ist fiir Pyridoxal
spezifisch (Yang et al., 1998).

Pyridoxamin-5'-phosphat und Pyridoxin-5'-phosphat koénnen im nichsten Schritt durch die Pyridoxin-
phosphat-Oxidase (Pyridoxamin-5'-phosphat: O,-Oxydoreduktase, EC 1.4.3.5) in Pyridoxal-5'-phosphat
umgewandelt werden (Notheis et al., 1995; McCormick und Chen, 1999; Bahn et al., 2002; di Salvo et al.,
2003; Musayev et al., 2003).

Sduger miissen Vitamin Bg mit der Nahrung aufnehmen. Nur in Pflanzen, Pilzen und
Mikroorganismen ist die in vivo Synthese von Vitamin Bg moglich (di Salvo et al., 2003).
Die Fihigkeit, die Vitamere iiber den so genannten "Salvage Pathway" ineinander
umzuwandeln, ist jedoch allen Organismen gemeinsam (Abbildung 1.1; Hill et al., 1996;
Mittenhuber, 2001; di Salvo et al., 2003). Uber den "Salvage Pathway" kann das
aufgenommene Vitamin B¢ durch die Pyridoxal-Kinase (PKH, ATP: Pyridoxal 5'-phospho-
Transferase, EC 2.7.1.35) und die Pyridoxinphosphat-Oxidase (PNPO, Pyridoxamin-5'-
phosphat: O,-Oxydoreduktase, EC 1.4.3.5) unabhingig von den aufgenommenen
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Verbindungen in die physiologisch aktiven Formen Pyridoxal-5'-phosphat (PLP) und
Pyridoxamin-5'-phosphat (PMP) umgewandelt werden (Wada et al., 1961; Isler et al.,
1988; Notheis et al., 1995). Weiterhin kann Pyridoxal-5'-phosphat beim Abbau Pyridoxal-
5'-phosphat-abhéngiger Enzyme riickgewonnen werden.

Ein Vitamin Bg-Mangel kommt in den westlichen Industrieldindern kaum vor (Tunnicliff
und Ngo, 1998). Mdgliche Symptome sind seborrhoische Dermatitis, hypochrome Anémie,
Neuropathien, Hyperoxalurie und cerebrale Krampfe. Vitamin Bg-Mangelzustdande traten
in den USA nach Verabreichung von Sduglingsnahrung aus einem bestimmten Milchpulver
endemisch auf. Bei diesem Produkt war der natiirliche Vitamin B¢-Gehalt durch ein neues
Herstellungsverfahren zerstdrt worden. Bei den Sduglingen traten Hyperirritabilitit und
zentralnervose Krampfe auf (Isler et al., 1988; Eastman und Guilarte, 1992).

Ein Vitamin Bg-Mangel kann auch durch Langzeitbehandlung mit Isoniazid, Protionamid,
D-Penicillamin, D-Cyloserin, Levodopa und Thiosemicarbazon ausgeldst werden, da diese
Verbindungen Vitamin B¢ durch kovalente Bindung inaktivieren. Erhoht ist der Bedarf an
Vitamin B¢ wihrend der Schwangerschaft und Stillzeit, bei langfristiger Einahme von hor-
monellen Kontrazeptiva, chronischem Alkoholismus, eiweireicher Erndhrung, Hamo-
dialysepatienten, Hyperthyreosen, gesteigertem Eiweillabbau infolge von Strahlenschédden,
Homocysteinurie und genetisch bedingten Verwertungsstorungen. Der Bedarf an Vitamin
Bg liegt bei 2 mg pro Tag (Pschyrembel, 1994; Dakshinamurti, 1982; Forth et al., 1996;
Teuscher, 1997; Mutschler et al., 2001).

Therapeutisch angewendet wird synthetisch hergestelltes Pyridoxinhydrochlorid. Bei
Mangelerscheinungen wird es peroral oder parenteral in Tagesdosen von 50 bis 150 mg
appliziert. Dosen von 100 bis 300 mg werden bei Kinetosen, Strahlenschiden,
Parkinsonismus und beim Karpaltunnelsyndrom angewendet. Ebenfalls berichtet wurde
tiber die erfolgreiche Behandlung des primenstruellen Syndroms mit Pyridoxin in einer
Dosierung von 40 bis 100 mg (Bruchhausen et al., 1993; Forth et al., 1996; Teuscher, 1997;
Mutschler et al., 2001). Uberdosierungen von Vitamin B wurden ebenfalls beschrieben.
Die Einnahme von mehr als 1 g pro Tag kann eine schmerzhafte aber reversible Neuro-
pathie auslosen (Gospe, 1998).

Die Gesamtkonzentration von Vitamin Bg im Plasma des Menschen wird mit 114 nM
angegeben (Friedrich, 1988). Dies verteilt sich auf die Vitamere wie folgt: Pyridoxal
11-23 nM, Pyridoxal-5"-phosphat 5-25,1 nM, Pyridoxamin 2-5,7 nM, Pyridoxamin-5'-
phosphat 3—8 nM und Pyridoxin 19-33 nM (Dolphin et al., 1986; Friedrich, 1988; Bor et
al., 2003; Han et al.,, 2002). Im Gehirn und Plexus choroidei von Siugern ist die
Konzentration von Vitamin Bg normalerweise 25-50-mal hoher als im Plasma

(0,2-0,3 uM) (Spector und Greenwald, 1978). Friedrich (1988) gibt im Gegensatz zu
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Spector und Greenwald fiir Pyridoxal-5'-phosphat in der Cerebrospinalfliissigkeit einen

wesentlich niedrigeren Wert (0,97 nM) an.

Resorption, Verteilung, Metabolisation und Ausscheidung von Vitamin Bg

Menschen und andere Sduger miissen Vitamin Bg aus exogenen Quellen iiber die
intestinale Resorption aufnehmen und anschliefend enzymatisch in die aktiven Formen
Pyridoxal-5'-phosphat und Pyridoxamin-5'-phosphat umwandeln.

Bei der Aufrechterhaltung und Regulation der Vitamin Bg-Homoostase spielt der Darm
eine wesentliche Rolle (Said et al., 2003). Die Vitamere werden gut und schnell aus den
oberen Darmabschnitten resorbiert. Liegen die Vitamere in der Nahrung phosphoryliert
vor, geht der intestinalen Resorption die Hydrolyse der Phosphatester voraus (Merrill und
Henderson, 1990). Anschliefend kann in der Darmmukosa die Phosphorylierung zu den
entsprechenden 5'-Phosphorsédureestern erfolgen. Vitamin B4 kann an Albumin gebunden
oder in die Erythrozyten aufgenommen werden, wo es an Himoglobin bindet (Merrill und
Henderson, 1990). Gebunden an Albumin und aufgenommen in die Erythrozyten wird es
im Korper verteilt. Vitamin B¢ gelangt schnell zur Leber und wird durch passive Diffusion
aufgenommen. Im Cytosol der Leberhepatozyten erfolgt die Phosphorylierung zu den ent-
sprechenden 5'-Phosphorséureestern (Abbildung 1.2). Die Oxidation von Pyridoxamin-5'-
phosphat und Pyridoxin-5'-phosphat zu Pyridoxal-5'-phosphat wird durch die Pyridoxin-
phosphat-Oxidase katalysiert.

Pyridoxal-5'-phosphat wird von der Leber ins Plasma abgegeben. Im Plasma wird
Pyridoxal-5'-phosphat hauptsdchlich an Albumin gebunden oder durch Aufnahme in die
Erythrozyten iiber den Blutkreislauf an die einzelnen Organe verteilt (Tunnicliff und Ngo,
1998). Pyridoxal-5'-phosphat bindet an den Lysin-Rest in Position 190 des Albumins unter
Ausbildung einer Schiff'schen Base und ist so vor dem Abbau durch Phosphatasen
geschiitzt.

Da die 5'-Phosphate die Zellmembran nicht passieren konnen, muss die Phosphat-Gruppe
vor Aufnahme in die Zielzellen durch Membran-assoziierte und freie Phosphatase
(Pyridoxal-Phosphatase [EC 3.1.3.74], alkalische Phosphatase [EC 3.1.3.1] und saure
Phosphatase [EC 3.1.3.2]) abgespalten werden (Kim et al., 1988; Jang et al., 2003). In der
Zelle wird Vitamin B¢ wieder zum aktiven Cofaktor rephosphoryliert (Roth et al., 1997;
Cheung et al., 2003). Pyridoxal-5'-phosphat liegt in der Zelle hauptsédchlich an Proteine
gebunden vor. Die Konzentration an freiem Pyridoxal-5'-phosphat ist sehr gering und
betragt 0,1-1 uM (Choi et al., 1987; Kim et al., 1988).

Die Metabolisierung von Pyridoxal-5'-phosphat erfolgt in der Leber. Zunéchst wird die
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Phosphatgruppe durch die Pyridoxal-Phosphatase abgespalten. Den weiteren Abbau
bewirken eine Aldehyd-Oxidase und eine B-Nicotinamidadenosindinukleotid-abhingige
Dehydrogenase (Jang et al., 2003). Der Hauptmetabolit ist Pyridoxinsédure und wird iiber
die Niere ausgeschieden (Merrill et al., 1984).

Ungefdhr 70 % des im Koper angereicherten Vitamin By ist im Muskelgewebe gespeichert
(Coburn et al., 2003). Pyridoxal-5'-phosphat liegt hauptsichlich als Schiff'sche Base an
einer e-Aminogruppe eines Lysin-Restes der Glykogen-Phosphorylase (katalysiert die
phosphorylitische Spaltung von Glykogen) gebunden vor (Isler et al., 1988; Hayashi,
1995).

Die Aufrechterhaltung des Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegels ist nicht an einen einzelnen
Mechanismus gebunden und auch noch nicht in allen Einzelheiten bekannt (Jang et al.,
2003). Die Regulation der Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration erfolgt durch das
komplexe Zusammenwirken der Pyridoxal-Kinase, Pyridoxinphosphat-Oxidase und
Pyridoxal-Phosphatase. Sie ist auBerdem abhidngig vom Ausmal} der Proteinbindung und
der Verfligbarkeit der Vorstufen. Negative Riickkopplung reguliert die Aktivitidt der
Pyridoxinphosphat-Oxidase. Dabei hemmt Pyridoxal-5'-phosphat die Pyridoxinphosphat-
Oxidase mit einem K; von 2 uM (Escherichia coli). Dieser K;-Wert entspricht ungefahr der
Konzentration an freiem Pyridoxal-5'-phosphat in der Zelle. Durch die Hemmung der
Pyridoxinphosphat-Oxidase durch Pyridoxal-5'-phosphat in niedriger Konzentration wird
die Konzentration von Pyridoxal-5'-phosphat in der Zelle niedrig gehalten und nur
gebildet, wenn es bendtigt wird (di Salvo et al., 2003). Freies Pyridoxal-5'-phosphat liegt in
der Zelle hauptsdchlich enzymgebunden vor (Kim et al., 1988) und ist so vor Hydrolyse
durch die Phosphatasen geschiitzt.

1.3.1 ViTAMIN Bg ALS COFAKTOR

Vitamin Bg-katalysierte Reaktionen

Vitamin Bg ist in seinen phosphorylierten Formen, als Pyridoxal-5'-phosphat und
Pyridoxamin-5'-phosphat (Abbildung 1.2) Coenzym von mindestens 110 Enzymen
(Coburn et al., 2003).

Diese sind an folgenden Reaktionen beteiligt:

. Transaminierungen (zum Beispiel der Abbau von GABA zu Succinatsemi-
aldehyd),
. Decarboxylierungen (zum Beispiel Bildung der Neurotransmitter Adrenalin,

Dopamin, Serotonin, Tyramin, Histamin, GABA und Taurin),

. Racemisierungen und
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. Aldol-Spaltungen.
Im allgemeinen ist Pyridoxal-5'-phosphat als aktiver Cofaktor an enzymatischen
Reaktionen beteiligt. Pyridoxamin-5'-phosphat ist Cofaktor vieler Aminotransferasen
(Dakshinamurti, 1982).
Die Bindung und Umsetzung einer Aminosdure im Zentrum eines Pyridoxal-5'-phosphat-

abhingigen Enzyms ist Abbildung 1.3 dargestellt.

Lysinrest

Apoenzym Apoenzym

%‘Hﬁ
IR0
NH, /NH

N~ _H
o g 57
AN + RYCOO - . o
= NH,
N CH, 3
Abbildung 1.3 Reaktionen eines Pyridoxal-5'-phosphat-abhingigen Enzyms mit einer

Aminosdure

Pyridoxal-5'-phosphat ist zunédchst unter Ausbildung einer Schiff'schen Base im aktiven Zentrum des Enzyms
gebunden. Unter Ausbildung einer neuen Schiff'schen Base zwischen dem Substrat und dem Cofaktor wird
die Bindung von Pyridoxal-5'-phosphat zum Enzym hydrolysiert. Der protonierte Stickstoff des Pyridin-
Ringes erniedrigt die Elektronendichte am a-Kohlenstoff-Atom der Aminosdure. Aminotransferasen fithren
zur Elimination eines Protons (a), Decarboxylasen fiihren zur Elimination von CO, (b) und Aldolasen fiithren
beispielsweise zur Abspaltung des Restes R (c). Neben den dargestellten Reaktionen werden auch - und y-
Eliminationen katalysiert (nach Isler et al., 1988).

Vor Beginn der Enzymreaktion ist Pyridoxal-5'-phosphat unter Ausbildung einer
Schiff'schen Base an des aktive Zentrum des Apoenzyms gebunden (internes Aldimin,
Abbildung 1.3 links). Im ersten Schritt reagiert die primire Aminogruppe des Substrates
unter Ausbildung einer neuen Schiff'schen Base mit Pyridoxal-5'-phosphat (externes
Aldimin, Abbildung 1.3 rechts). Die gebildete Schiff'sche Base bleibt durch nonkovalente
Interaktionen eng an das Enzym gebunden. Durch Tautomerisierung bildet sich ein
mesomeres System, das in unterschiedlicher Weise weiter reagieren kann.
Der protonierte Stickstoff des Pyridin-Ringes iibt einen Elektronenzug aus. Der setzt sich
iiber die C=N-Doppelbindung bis zum o-Kohlenstoff-Atom der Aminosdure fort. Die
Elektronendichte wird in Position 4 erniedrigt und begiinstigt die Eliminierung eines der
Substituenten in Form einer positiv geladenen Gruppe. Am a-C-Atom kann jetzt die
Abspaltung von H' (a), CO; (b) oder R" (c) erfolgen.

. Die Eliminierung des Protons (a) liefert nach Hydrolyse Pyridoxamin-5'-

phosphat  (Zwischenprodukt der Aminotransferase-Reaktion) und die
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entsprechende a-Oxosédure (Transaminierungsreaktionen).

. Die Eliminierung der Carboxylgruppe (b) liefert CO, und nach Hydrolyse der
Schiff'schen Base das entsprechende biogene Amin (zum Beispiel Glutamat-
Decarboxylase).

. Die Eliminierung von R' (c) fiihrt nach Addition eines Protons und

anschlieBender Hydrolyse der Schiff'schen Base zu Glycin.

1.4 Ginkgotoxin und Neurotransmitter

UbermiBiger Verzehr von Ginkgosamen fiihrt zu epileptiformen Krimpfen (Yagi et al.,
1993; Miwa et al., 2001; Fujisawa et al., 2002; Kajiyama et al., 2002; Hori et al., 2004;).
Im Tierversuch verursacht Ginkgotoxin zuverlidssig Krampfanfille und senkt den GABA-
Spiegel im Gehirn (Nitsch und Okada, 1976; Nitsch, 1980; Haug und Nitsch, 1982; Yanai
et al., 1990; Wada und Haga, 1997). GABA spielt eine wichtige Rolle im Zusammenhang
mit dem Mechanismus und der Behandlung der Epilepsie (Treimann, 2001). Die
Beobachtungen, dass Ginkgotoxin die GABA-Spiegel im Gehirn senkt und Ginkgosamen
epileptiforme Kriampfe ausldsen, fiihrten zu der Hypothese, dass Ginkgotoxin Enzyme des
GABA-Stoffwechsels beeinflusst.

1.4.1 EPILEPSIE UND NEUROTRANSMITTER

Epilepsien gehoren zu den hdufigsten Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Die
Pravalenz betragt etwa 0,5 bis 1 % (Forth et al., 1996). Bei der Epilepsie handelt es sich
um paroxysmale Funktionsstorungen des Gehirns infolge exzessiver Entladungen der
Neurone (Pschyrembel, 1994). Sowohl fokale als auch primér generalisierte epileptische
Anfille entstehen dadurch, dass das Gleichgewicht zwischen neuronaler Hemmung und
Erregung im Gehirn gestort ist (Forth et al., 1996).

GABA (y-Aminobuttersdure) und Glycin sind die stirksten inhibitorischen und Glutamat
ist neben Aspartat der stirkste exzitatorische Neurotransmitter. Neben der absoluten
Konzentration des exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmitters spielt auch das
Verhiltnis beider eine wichtige Rolle bei der Auslésung von Krampfanfillen. Der Zusam-
menhang zwischen den beiden bei epileptischen Erkrankungen wichtigsten Neurotrans-
mittern Glutamat und GABA ist in Abbildung 1.4 dargestellt. In einem Schritt wird GABA
durch die Glutamat-Decarboxylase (EC 4.1.1.15) aus Glutamat gebildet. Dies ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der GABA-Synthese (Bu et al., 1992). Aus dem

exzitatorischen Neurotransmitter entsteht dabei der inhibitorische Neurotransmitter.
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Rezeptorvermittelt wirkt GABA im Gehirn inhibitorisch und verhindert die Weiterleitung
von Aktionspotentialen. Nach Freisetzung von GABA in den synaptischen Spalt inter-
agiert es mit GABA- oder GABAg-Rezeptoren. Der GABA ,-Rezeptor-Komplex ist ein
pentameres Heterooligomer. GABA-Rezeptoren sind ligandengesteuerte lonenkanile,
deren Aktivierung den Einstrom von Chloridionen in die Zellen bewirkt. Dies fiihrt zur
Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran und erschwert die Erzeugung eines
postsynaptischen Erregungspotentials. Die Erregungsweiterleitung wird unterdriickt. Der
GABAg-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor. GABAg-Rezeptoren vermitteln
durch Minderung des Calciumeinstroms und Steigerung des Kaliumaustroms eine
Hemmung der Neurone (Snodgrass, 1992; Treimann, 2001). GABAc-Rezeptoren sind
hauptsdchlich in der Retina lokalisiert. Thre Funktion und Bedeutung ist noch nicht
abschlieBend aufgeklart (Pearl und Gibson, 2004).

a-Ketoglutarat

Transmninasmi
Glutaminase
Glutamat 94—  Glutamin
Glutamat-Decarboxylase| PLP
N i TG1ummin—S\'nthetuse
(GAD) ’

GABA v Glutamat

GABA-Transaminase | PLP

Succinat- a-Ketoglutarat
semialdehyd
Succinatsemialdehyd-
Dehydrogenase ) r Clsratzyklus
Bernsteinséure
Abbildung 1.4 Glutamat- und GABA-Kreislauf im menschlichen Gehirn

Glia-Zellen versorgen GABAerge und glutaminerge Zellen mit Glutamin. Dies wird mit Hilfe der
Glutaminase zu Glutamat umgesetzt. Die Glutamat-Neurone speichern das Glutamat in den Vesikeln, um es
bei Erregung in den synaptischen Spalt abzugeben. In den GABA-Neuronen wird Glutamat durch die
Glutamat-Decarboxylase zu GABA decarboxyliert.

Wurden Glutamat oder GABA in den synaptischen Spalt abgegeben, werden diese Neurotransmitter entweder
von den Neuronen oder Gliazellen aufgenommen. In Gliazellen werden GABA und a-Ketoglutarat durch die
GABA-Transaminase in Glutamat und Succinatsemialdehyd umgewandelt. Succinatsemialdehyd wird im
néchsten Schritt zu Succinat oxidiert, aus dem iiber Reaktionen des Citratzyklus wieder a-Ketoglutarat gebil-
det werden kann. a-Ketoglutarat kann wieder zu Glutamat und weiter zu Glutamin umgesetzt werden, das
dann wieder in die GABAergen und glutaminergen Neurone aufgenommen wird.

Uber die Succinat-Bildung ist GABA auch am oxidativen Stoffwechsel des Gehirns beteiligt und trigt in
bestimmten Hirnregionen erheblich zu diesem bei (Martin und Rimvall, 1993). Dieser Nebenweg des Citrat-
zyklus wird auch als ,,GABA-Shunt“ bezeichnet.
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Pyridoxal-5'-phosphat ist eng mit der Neurotransmitter-Synthese und deren Abbau
verkniipft. Sowohl die Bildung von GABA aus Glutamat als auch der Abbau von GABA zu
Succinatsemialdehyd sind Pyridoxal-5'-phosphat-abhiingig (Abbildung 1.4). Anderungen
der Konzentration des Cofaktors Pyridoxal-5'-phosphat kdnnen einen ausgepriagten Effekt
auf das Zentralnervensystem haben (Tunnicliff und Ngo, 1998). Verbindungen, die mit
dem Cofaktor unter Bildung einer Schiff'schen Base reagieren und dadurch die Cofaktor-
Konzentration senken, flihren zu epileptiformen Kridmpfen (carbonyltrapping agents).
Hierzu zdhlen Hydrazide und Hydrazone. Nachdem Mausen Pyridoxal-5'-phosphat-
hydrazon oder L-Glutamat-y-hydrazon injiziert wurde, entwickelten sie Krampfanfille.
Gleichzeitig war die Glutamat-Decarboxylaseaktivitét erniedrigt und die Verfligbarkeit von
Pyridoxal-5'-phosphat gemindert. Die Abnahme der Glutamat-Decarboxylaseaktivitit ist
eine Folge der erniedrigten Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegel (Tapia et al., 1969; Tapia und
Pasantes, 1971). Die Beeintrachtigung der GABAergen Hemmung, Stimulation der
Glutamat-Rezeptoren oder Storungen in der Modulation exzitatorischer und inhibitorischer
Prozesse konnen pathophysiologische Prozesse sein, die mit der Induktion von Krampf-

anfillen assoziiert sind (Shannon et al., 2003).

1.4.2 PYRIDOXIN-ABHANGIGE EPILEPSIE

Pyridoxin (Vitamin Bg)-abhidngige Epilepsie ist eine seltene autosomal rezessive
Erkrankung, die zu schweren prénatalen oder neonatalen Krampfanfillen fiihrt. Sie kommt
mit einer Pravalenz von 1:500.000 vor. Die epileptischen Anfille treten meist in den ersten
Lebenstagen auf (gewohnlich in den ersten 24-48 h). Bei diesen Patienten wurden
erniedrigte GABA-Spiegel, erniedrigte Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegel und erhdhte
Glutamat-Spiegel im Gehirn und in der Cerebrospinalfliissigkeit beobachtet (Lott et al.,
1978; Gospe, 1998). Pyridoxin-abhédngige Epilepsie ldsst sich nicht mit den bekannten
Antiepileptika oder Diazepam behandeln, sondern nur mit hochdosiertem Pyridoxin
(100 mg bis 500 mg, Baxter, 2003; Pearl und Gibson, 2004). Die Behandlung muss
lebenslang fortgefiihrt werden. Nach Absetzen von Pyridoxin oder bei Unterbrechung der
Behandlung treten die Krampfanfille innerhalb von 72 Stunden erneut auf (Lott et al.,
1978). Einen Konsens iiber eine allgemein giiltige Dosierung von Vitamin Bg zur
Behandlung der Pyridoxin-abhédngigen Epilepsie gibt es noch nicht. Pyridoxin wird in einer
Dosierung von 0,2-30 mg/kg Korpergewicht eingesetzt. Dies entspricht 2-300 mg/Tag
(Gospe, 1998).

Die Pathogenese dieser Erkrankung ist unbekannt, eine Verdnderung der Pyridoxin-5'-

phosphat-Bindung an die Glutamat-Decarboxylase wird diskutiert. Die Pyridoxin-
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abhingige Epilepsie bei Kindern zeigt, dass Pyridoxal-5'-phosphat, beziehungsweise
Vitamin Bg, eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit epileptischen Krampfanfillen

spielt.

1.4.3 BEEINFLUSSUNG DER GABA-KONZENTRATION DURCH GINKGOTOXIN

Ginkgotoxin kann die GABA-Konzentration entweder direkt durch Hemmung GABA
bildender oder -abbauender Enzyme beeinflussen oder indirekt {iber die Beeinflussung der

Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration.

1.4.3.1 Direkte Beeinflussung der GABA-Bildung und des GABA-Abbaus

Direkt kann Ginkgotoxin die GABA-Konzentration durch Interaktion mit der Glutamat-
Decarboxylase oder der GABA-Transaminase beeinflussen (Abbildung 1.4). Ginkgotoxin
konnte als Strukturanalogon des Vitamin Bg mit den Pyridoxal-5'-phosphat-abhingigen
Enzymen interagieren, indem es die Bindung von Pyridoxal-5'-phosphat verhindert. Bei
dieser Interaktion wird es sich aber nicht um eine kovalente Bindung des Ginkgotoxins an
das Enzym, wie es mit Pyridoxal-5'-phosphat erfolgt, handeln. Ginkgotoxin fehlt die
Aldehydgruppe in Position 4', die fiir die Ausbildung der Schiff'schen Base im aktiven
Zentrum der Enzyme notwendig ist (Abbildung 1.3).

1.4.3.2 Indirekte Hemmung der GABA-Bildung durch Ginkgotoxin

Die Hypothese, dass Ginkgotoxin die GABA-Konzentration indirekt {iber die Pyridoxal-5'-
phosphat-Konzentration beeinflussen kann, wird durch folgende Beobachtungen
unterstiitzt:

. Die Bildung des Neurotransmitters GABA aus Glutamat ist von Pyridoxal-5'-

phosphat abhingig.
. Die Ginkgotoxinwirkung ldsst sich durch Vitamin B¢ aufheben.
. Es besteht eine Strukturverwandtschaft zwischen Ginkgotoxin und Vitamin Bg.

Die Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration wird iiber verschiedene Mechanismen
kontrolliert. Sie beinhalten den Katabolismus durch die Pyridoxal-Phosphatase, die
Bildung durch die Pyridoxal-Kinase und Pyridoxinphosphat-Oxidase, die Proteinbindung
und den Transport der Vitamere. Der genaue Mechanismus zur Regulation der Pyridoxal-
5'-phosphat-Konzentration ist jedoch weitgehend unbekannt (Jang et al., 2003). Die
Expression aller 3 Enzyme im Gehirn ist hoch (Jang et al., 2003; Kang et al., 2004). Dies
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belegt die Beteiligung aller drei Enzyme an der Aufrechterhaltung der Pyridoxal-5'-
phosphat-Homdostase im Gehirn. Da Pyridoxal-5'-phosphat Cofaktor der GABA-Bildung
und des GABA-Abbaus ist, kann eine Senkung der Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration
indirekt zur Anderung der GABA-Konzentration fiihren (Bahn et al., 2002).

1.4.3.3 Enzyme, die durch Ginkgotoxin inhibiert werden konnen

Potentielle Angriffspunkte von Ginkgotoxin/Ginkgotoxin-5'-phosphat sind daher folgende
Enzyme (Abbildung 1.5):

. die Pyridoxal-Phosphatase,

. die Pyridoxal-Kinase,

. die Pyridoxinphosphat-Oxidase,

. die Glutamat-Decarboxylase und

. die GABA-Transaminase.

Eine Hemmung der Pyridoxal-Phosphatase wiirde die Dephosphorylierung von Pyridoxal-
5'-phosphat, Pyridoxin-5'-phosphat und Pyridoxamin-5'-phosphat vor Aufnahme von
Vitamin Bg in die Zellen und vor Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke verhindern (Jang et
al., 2003). Als Folge der peripheren Hemmung der Pyridoxal-Phosphatase sinkt die
Konzentration an Pyridoxal im Gehirn. Ist weniger Pyridoxal im Gehirn, kann durch die
Pyridoxal-Kinase weniger Pyridoxal-5'-phosphat gebildet werden und fiir die GABA-
Bildung steht weniger Cofaktor zur Verfligung. Wiirde die Pyridoxal-Phosphatase im
Gehirn durch Ginkgotoxin oder Ginkgotoxin-5'-phosphat gehemmt, kdme es zu einem
Uberangebot an Pyridoxal-5'-phosphat im Gehirn. Das iiberschiissige Pyridoxal-5'-
phosphat konnte iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus die Enzyme des
GABA-Metabolismus beeinflussen. Weiterhin wurde beobachtet, dass die intracerebro-
ventrikuldre Applikation von Pyridoxal-5'-phosphat oder von Strukturanaloga zu
epileptischen Krdmpfen bei Ratten fiihrt. Eine mdgliche Erklirung dieses Phdinomens wére
die in in vitro-Versuchen beobachtete Inhibierung der Bindung von GABA an den
GABA-Rezeptor (Tunnicliff und Ngo, 1998). Wiirden also durch Hemmung der
Pyridoxal-Phosphatase die Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration im Gehirn steigen, konnte
weniger GABA an den GABA-Rezeptor binden, und es kommt mdglicherweise zu
Krampfanfillen.

Eine verminderte Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat resultiert aus der Hemmung der
Pyridoxal-Kinase und der Pyridoxinphosphat-Oxidase. Eine Hemmung dieser Enzyme

fiihrt zu einer indirekten Hemmung der Glutamat-Decarboxylase, da weniger Cofaktor zur
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Verfligung steht. Eine Hemmung der Pyridoxal-Kinase sollte aber einen groferen Einfluss
haben als die Hemmung der Pyridoxinphosphat-Oxidase, da durch Hemmung der Kinase
die Bildung aller Phosphate unterdriickt wird. Wird die Pyridoxinphosphat-Oxidase
gehemmt, kann immer noch Pyridoxal-5'-phosphat aus Pyridoxal gebildet werden
(Abbildung 1.2).

Eine direkte Hemmung der Glutamat-Decarboxylase durch Ginkgotoxin ist ebenfalls
denkbar. Dies wiirde zu einer verminderten Bildung von GABA aus Glutamat und damit zu
einem Uberwiegen des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat fithren. Von den beiden
beim Menschen existierenden Glutamat-Decarboxylasen ist hauptsichlich die GADgsip,
von der Cofaktor-Konzentration abhingig, da diese liberwiegend als Apoenzym vorliegt
(Martin und Rimvall, 1993; Tillakaratne et al., 1995). Der Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat
dissoziiert leichter von der GADgsip, ab. Die GADgsip, ist in den Nervenendigungen lo-
kalisiert und verantwortlich fiir die kurzfristige Bereitstellung von GABA, wenn die
schnelle Inhibierung der neuronalen Erregung notwendig ist.

GABA wird nach Interaktion mit den GABA-Rezeptoren schnell aus dem synaptischen
Spalt in die priasynaptischen Nervenendigungen und benachbarten Gliazellen (Astrozyten)
aufgenommen (Petroff und Rothman, 1998; Treimann, 2001; Baxter, 2003). Der Abbau
von GABA erfolgt sowohl im synaptischen Spalt als auch in den Astrozyten durch die
GABA-Transaminase unter Bildung von Succinatsemialdehyd und Glutamat (Petroff und
Rothman, 1998; Wong et al., 2003). Das gebildete Glutamat wird durch die Glutamin-
Synthetase in Glutamin umgewandelt, dass anschlieend von den Nervenendigungen der
GABAergen Neurone aufgenommen wird. Dort wird das Glutamin wieder zu Glutamat
umgesetzt und kann erneut durch die Glutamat-Decarboxylase in GABA umgewandelt
werden und steht dann wieder als inhibitorischer Neurotransmitter zu Verfiigung. Eine
Hemmung der GABA-Transaminase im synaptischen Spalt fiihrt zu einer Erhéhung der
GABA-Konzentration. Dies wird auch als Wirkprinzip bei der Behandlung der Epilepsie
ausgenutzt (Petroff und Rothman, 1998). Vigabatrin und Valproat hemmen unter anderem
die GABA-Transaminase und verstirken so die GABAerge Transmission. Wiirde durch
Ginkgotoxin oder Ginkgotoxin-5'-phosphat die GABA-Transaminase der Astrozyten ge-
hemmt, konnte weniger Glutamin gebildet werden. Als Folge enthielten die GABAergen
Nerven weniger Glutamin. Fiir die GABA-Synthese stiinde weniger Glutamat und damit
weniger GABA fiir die Nerveninhibierung zur Verfiigung (Abbildung 1.4).

Die Hemmung der GABA-Transaminase kann also je nach Ort der Hemmung unterschied-
liche Wirkungen haben. Einerseits wirkt die Hemmung der GABA-Transaminase der
Entwicklung von epileptischen Anféllen entgegen, andererseits wird bei GABA-

Transaminasemangel von Krampfanfiallen und Entwicklungsstorungen berichtet. GABA-
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Transaminasemangel ist eine autosomal rezessive Erkrankung, die mit hohen GABA-
Konzentrationen im Serum und in der Cerebrospinalfliissigkeit einhergeht (Pearl und
Gibson, 2004). Da die als Antiepileptika eingesetzten Arzneistoffe Vigabatrin und Valproat
die GABA-Transaminase hemmen, erscheint die Hemmung der GABA-Transaminase als
toxisches Wirkprinzip fiir Ginkgotoxin unwahrscheinlich.

Hohe GABA-Konzentrationen fithren gleichzeitig zur Inhibierung der HoloGlutamat-
Decarboxylase-Bildung. Bei hohen GABA-Konzentrationen kann der Cofaktor Pyridoxal-
5'-phosphat nicht von der ApoGlutamat-Decarboxylase gebunden werden (Petroff und
Rothman, 1998). Aus dem inaktiven Enzym wird bei hohen GABA-Konzentrationen nicht
das aktive Enzym gebildet und dadurch die weitere Bildung von GABA unterdriickt.
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Abbildung 1.5 Mogliche Angriffspunkte von Ginkgotoxin

Pyridoxin-5'-phosphat und Pyridoxamin-5'-phosphat werden durch die Pyridoxinphosphat-Oxidase zu
Pyridoxal-5'-phosphat oxidiert. Vor Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (blau dargestellt) werden
Pyridoxal-5'-phosphat, Pyridoxin-5'-phosphat und Pyridoxamin-5'-phosphat durch die Pyridoxal-Phosphatase
dephosphoryliert. Nach Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke werden die Verbindungen durch die
Pyridoxal-Kinase rephosphoryliert. Das gebildete Pyridoxal-5'-phosphat (PLP) kann jetzt als Cofaktor der
Glutamat-Decarboxylase fungieren. Diese katalysiert die Decarboxylierung von Glutamat zu GABA. Der
Abbau von GABA erfolgt durch die GABA-Transaminase, deren Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat ist.

Die Pyridoxal-Kinase, die Pyridoxalphosphat-Oxidase, die Pyridoxal-Phosphatase, die Glutamat-
Decarboxylase und die GABA-Transaminase sind iibiquitir im menschlichen Korper lokalisiert (Tillakaratne
et al., 1995; Hanna et al., 1997; Jang et al., 2003; Fang et al., 2004; Kang et al., 2004). Daher konnen die
Enzyme nicht nur im Gehirn, sondern auch in anderen Organen gehemmt werden.
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1.4.4 BISHER UNTERSUCHTE TARGETS DES GINKGOTOXINS

Aufgrund der Symptome einer Intoxikation mit Ginkgotoxin und der in Tierversuchen
beobachteten Verdnderungen der GABA- und Glutamat-Spiegel (Kapitel 1.2.4) wurden
zunichst alle Enzyme, die die direkte Bildung von GABA und Glutamat beeinflussen, als
mogliche Targets von Ginkgotoxin in Betracht gezogen (Abbildung 1.5).

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der GABA-Synthese ist die Decarboxylierung
von Glutamat durch die Glutamat-Decarboxylase. Wegen der direkten Beteiligung der
Glutamat-Decarboxylase an der GABA-Bildung untersuchten Buss et al. (2001) zunichst
die zwei im menschlichen Gehirn vorkommenden Isoformen dieses Enzyms. Buss et al.
exprimierten die GADgskp, und GADg7ipa rekombinant und untersuchten den Einfluss von
Ginkgotoxin, Desoxypyridoxin und deren 5'-Phosphatester in vitro auf die Aktivitdt der
Glutamat-Decarboxylase. Diese Versuche ergaben, dass besonders die phosphorylierten
Verbindungen einen inhibierenden Einfluss auf die Glutamat-Decarboxylase haben. Die
nicht phosphorylierten Antivitamine waren dagegen ohne Einfluss. Die GADgsip, wurde
stairker gehemmt als die GADgjpa. Durch Desoxypyridoxin-5'-phosphat lie sich die
GADgsipa-Aktivitit auf 40 % und durch Ginkgotoxin-5'-phosphat auf 35 % vermindern.
Die 1C5o-Werte betrugen 2,4 mM beziehungsweise 2,7 mM.

Weiterhin wurde festgestellt, dass sich der inhibierende Effekt von Ginkgotoxin-5'-
phosphat und Desoxypyridoxin-5'-phosphat auf die Glutamat-Decarboxylase durch
Pyridoxal-5'-phosphat autheben ldsst. Eine Hemmung der Glutamat-Decarboxylase wurde
bei Konzentrationen beobachtet, die in vivo nur schwer erreicht werden und bisher bei
keiner Vergiftung gemessen wurden. Die hochste bei Vergiftungen gemessene Ginkgo-
toxin-Konzentration im Menschen betrug 6,99 uM (1,28 pg/ml). Daraus ldsst sich ableiten,
dass die Hemmung der Glutamat-Decarboxylase nicht allein fiir die gezeigten Symptome
einer Ginkgotoxinintoxikation verantwortlich sein kann. Um die unter Kapitel 1.2.3 und
1.2.4 beschriebenen Symptome auszulosen, miissen durch Ginkgotoxin noch weitere

Enzyme gehemmt werden.

1.5 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Ginkgotoxin auf die menschliche
Pyridoxal-Kinase zu untersuchen. Diese Untersuchungen sollten dazu beitragen, weitere
Erkenntnisse liber den Mechanismus der Vergiftungen mit Ginkgosamen und iiber die
Wirkung von Ginkgotoxin auf Enzyme des menschlichen Hirnstoffwechsels zu erlangen.

Die Ergebnisse konnten zusammen mit den in der Literatur dargestellten Beobachtungen
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die Beurteilung der Risiken, die mit der Einnahme von Arzneimitteln aus Ginkgo
biloba L.-Trockenextrakten und dem darin enthaltenen Ginkgotoxin verbunden sind,
ermoglichen.

Es sollte die Hypothese, dass Ginkgotoxin die Pyridoxal-Kinase hemmt, untersucht
werden. Eine Inhibierung der Pyridoxal-Kinase wiirde dazu fiihren, dass weniger
Pyridoxal-5'-phosphat gebildet wird. Als Folge steht weniger Cofaktor fiir die Pyridoxal-5'-
phosphat-abhingigen Enzyme des Hirnstoffwechsels zur Verfligung. Dies wiirde unter
anderem zu einer verminderten Aktivitit der Glutamat-Decarboxylase fiihren, da
Pyridoxal-5'-phosphat der Cofaktor dieses Enzyms ist. Eine Verringerung der Pyridoxal-5'-
phosphat-Konzentration wiirde besonders die GADgsip, hemmen (Kapitel 1.4.3.3) und die
schnelle Bereitstellung des inhibitorischen Neurotransmitters GABA unterdriicken.

Es wurde postuliert, dass die Hemmung der Pyridoxal-Kinase zu einem relativen GABA-
Mangel im Gehirn fiihrt. Diese Vermutung wird durch die Beobachtungen gestiitzt, dass
der GABA-Spiegel im Gehirn durch Applikation von Ginkgotoxin bei Nagern gesenkt
werden kann (Nitsch und Okada, 1976; Nitsch, 1980; Haug und Nitsch, 1982; Yanai et al.,
1990; Wada und Haga, 1997).

Bisher wurde die Wirkung von Ginkgotoxin an Tieren, mit Hirnhomogenaten oder partiell
aufgereinigter Pyridoxal-Kinase aus Miusehirn untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
erstmals rekombinant exprimierte und aufgereinigte menschliche Pyridoxal-Kinase fiir die
Untersuchung der Ginkgotoxinwirkung eingesetzt werden. Die Pyridoxal-Kinase sollte
sowohl als Maltose-bindendes Fusionsprotein, als auch als natives Protein in Escherichia
coli iiberexprimiert und anschlieBend aufgereinigt werden. Die Expression als Fusions-
protein sollte eine schnelle und einfache Aufreinigung ermdglichen. Die Uberexpression
als natives Protein wurde gewdhlt, da ein Einfluss des Fusionsanteils auf die Aktivitdt der
Pyridoxal-Kinase mdglich ist (Fitzpatrick et al., 2004). Der Vergleich der Aktivitit des
nativen Proteins mit der Aktivitit des Fusionsproteins, wiirde eine Aussage gestatten,
inwieweit der Fusionsanteil die Aktivitidt von rekombinanten Proteinen beeinflussen kann.
Es wurde geplant, die Pyridoxal-Kinase in Escherichia coli zu exprimieren. Ein Nachteil
dieses Expressionssystems sind die fehlenden posttranslationalen Modifikationen (4.3.3).
Die gebildeten Proteine werden korrekt translatiert, wegen der fehlenden posttrans-
lationalen Modifikationen kann deren Funktion aber beeinflusst sein. Dieses Expressions-
system wurde dennoch gewihlt, da es die schnelle Gewinnung ausreichend grof3er Protein-
mengen ermoglicht.

Bei den bisher durchgefiihrten enzymatischen Untersuchungen der Ginkgotoxinwirkung

wurde partiell aufgereinigte Pyridoxal-Kinase aus Mausehirn eingesetzt (Kapitel 1.2.4,
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Mizuno et al., 1980). Die so erhaltene Pyridoxal-Kinase war durch weitere Proteine
verunreinigt. Die durchgefiihrten Messungen konnen durch diese Verunreinigungen
beeinflusst worden sein. Eine eingehende Untersuchung des Hemmmechanismus wurde
nicht durchgefiihrt.

Um eine Beeinflussung der Messergebnisse durch andere Proteine weitestgehend
auszuschlieBen, wurde eine Aufreinigung der Pyridoxal-Kinase angestrebt. Die
Aufreinigung des Maltose-bindenden Fusionsproteins sollte in einem Schritt durch
Affinititschromatographie erfolgen (pMAL™ Protein Fusion and Purification System;
Kellermann und Ferenci, 1982). Die Aufreinigung der nativen Pyridoxal-Kinase (Cash et
al., 1980) wurde modifiziert. Nach Etablierung der Aufreinigungsmethode fiir die native
Pyridoxal-Kinase sollte diese zundchst charakterisiert werden, um die optimalen
Reaktionsbedingungen fiir die nachfolgenden enzymkinetischen Untersuchungen zu
bestimmen. Es war geplant, den Einfluss von Ginkgotoxin auf die Pyridoxal-Kinase in
einem einfachen optischen Test zu untersuchen. Neben Ginkgotoxin sollte ein weiteres
Vitamin Bg-Strukturanalogon, Desoxypyridoxin, in die Untersuchungen einbezogen
werden. Die Untersuchung des Einflusses von Desoxypyridoxin wurde angestrebt, da es
ebenfalls Vitamin B¢ antagonistisch wirkt und ein bekannter Inhibitor der Pyridoxal-
Kinase ist (Mizuno et al., 1980; Hanna et al., 1997). Desoxypyridoxin kam daher als
Positivkontrolle zum FEinsatz und diente als Vergleich fiir die Stirke der Ginkgotoxin-
wirkung. Es war geplant, neben der Hemmung der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch
Ginkgotoxin auch die Phosphorylierung von Ginkgotoxin durch die Pyridoxal-Kinase zu
analysieren. Da die mdglicherweise bei den Enzyminkubationen gebildeten 5'-Phosphate
mit dem einfachen optischen Test nicht erfasst werden konnen, wurde eine bereits
etablierte HPLC-Methode zur Analytik von Ginkgotoxin fiir die Vitamere der B¢-Gruppe
angepasst. Diese Methode sollte dazu dienen, mogliche Reaktionsprodukte der Pyridoxal-
Kinase mit Ginkgotoxin und Desoxypyridoxin und den Vitameren zu erfassen.

Die Untersuchung der Beeinflussung der menschlichen Pyridoxal-Kinase durch
Ginkgotoxin kann dazu beitragen, die durch Ginkgosamen und Ginkgotoxin ausgeldsten
epileptiformen Krampfe zu erkldren. Ginkgotoxin 16st im Tierversuch zuverldssig Krampf-
anfélle aus. Daher lassen sich aus den Ergebnissen der Arbeiten iiber den Einfluss von
Ginkgotoxin auf Enzyme des Hirnstoffwechsels neue Erkenntnisse {iber den
biochemischen Ablauf epileptischer Anfille und neue Ansitze fiir die Antiepileptika-
forschung ableiten.

Untersuchungen tiber den Wirkmechanismus von Ginkgotoxin sollten auch durchgefiihrt
werden, um ein mogliches Risiko durch die Einnahme von Ginkgo biloba L.-haltiger

Préaparate abschdtzen zu konnen (Granger, 2001; Gregory 2001; Spinella, 2001; Ernst,
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2002). Diese Untersuchungen sind insbesondere fiir die Anwendung von Trockenextrakten
aus Ginkgo biloba L. bei pradispositionierten Epileptikern wichtig, da bei diesen Patienten

jede weitere Storung des Neurotransmitterhaushaltes vermieden werden muss.
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2 Material und Methoden
2.1 Chemikalien, Enzyme, Losungen
2.1.1 CHEMIKALIEN

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Chemikalien und Reagenzien

Bezugsquelle

1-Octanol
2,6-Dichlorchinonchlorimid
4'-Desoxypyridoxin-5'-phosphat
Acetonitril

Acrylamid 40 % (Roti-Phorese)
ADP (Adenosin-5'-diphosphat)
Agar

Agarose

Alconox®

Amylose Resin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
ATP (Adenosin-5'-triphosphat)
Betain

Bradford-Reagenz
Calciumchlorid
Chloramphenicol

Chloroform
Coomassie-Brilliant blue G250

Desoxypyridoxin

(2,4-Dimethyl-3-hydroxy-5-hydroxymethylpyridin)

Desoxypyridoxin-5'-phosphat
DTT (1,4-Dithio-DL-threitol)
EAH-Sepharose™ 4B

EDTA (Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraessigsdure)

Eisessig

Ethanol
Ethidiumbromid-Loésung 1 %
Formaldehyd

Geneticin®
Ginkgotoxin

(2-Methyl-3-hydroxy-4-methoxymethyl-5-hydroxy-

methylpyridin)
Ginkgotoxin-5'-phosphat

Glucose

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

MP Biomedicals, Irvine, USA

SDS GmbH, 76437 Rastatt

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

New England Biolabs, 65926 Frankfurt am Main
Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
SERVA Electrophoresis GmbH, 69115 Heidelberg
Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

MP Biomedicals, 37269 Eschwege

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Amersham Biosciences Europe GmbH, 79021 Freiburg
Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

SDS GmbH, 76437 Rastatt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Life Technologies (Gibco BRL), 76131 Karlsruhe

Synthese Dr. T. Hemscheidt, Department of Chemistry
University of Hawaii at Manoa, Honolulu, Hawaii

Synthese Dr. K. Buss, Institut fiir Pharmazeutische
Biologie, Universitit Bonn
Merck KGaA, 64293 Darmstadt
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Chemikalien und Reagenzien

Bezugsquelle

Glutathion

Glycerol, wasserfrei

Glycin

GTP (Guanosin-5'-triphosphat)

Hefe Extrakt (=Se1ect® Yeast Extract)
HPLC-Wasser (Lichrosolv®)

IPTG (Isopropy-B-D-thiogalactosid
Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kanamycin A, Monosulfat
Magnesiumchlorid

Maltose

Manganchlorid

MES (2-(N-Morpholino)-ethansulfonséure)
Methanol

MOPS (3-(N-Morpholino)-propansulfonséure)
Natriumacetat

Natriumborhydrid

Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat-5-hydrat
Oligonukleotide ("Primer")

Penicillin G

Phenol (Roti-Phenol®)

PIPES (Piperazin-N,N-bis[ethansulfonsdure])
Pyridoxal-5'-phosphat
Pyridoxal-hydrochlorid
Pyridoxamin-5'-phosphat
Pyridoxamin-dihydrochlorid
Pyridoxin-5'-phosphat

Pyridoxin-hydrochlorid
Rubidiumchlorid

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sephadex® Gl15

Silbernitrat

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)

Tertidarbutanol

Tetracyclin

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Riedel-de Haen, Buchs, Schweiz

MWG Biotech AG, 85560 Ebersberg

SERVA Electrophoresis GmbH, 69115 Heidelberg

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe
Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Synthese A. Petersen, Institut fiir Pharmazeutische

Biologie, Universitidt Bonn
Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen

Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe GmbH, 79021 Freiburg

Carl Roth GmbH, 76185 Karlsruhe

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Fluka = Sigma-Aldrich, 82024 Taufkirchen
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Chemikalien und Reagenzien Bezugsquelle

Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Life Technologies (Gibco BRL), 76131 Karlsruhe

Trifluoressigsaure
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypton (= Selected Pepton 140)

Zinkchlorid Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Tabelle 2.1 Verwendete Chemikalien und deren Bezugsquellen
2.1.2 ENzZYME, GROBENSTANDARDS UND REAGENZIENSATZE

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme, Molekulargewichtsstandards zur
GroBenbestimmung von Proteinen und DNA und die Reagenziensétze sind in Tabelle 2.2

aufgefiihrt.

Bezeichnung

Hersteller

BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit v1.0,

(ABI PRISM® Ready Reaction Cycle Sequencing

Kit)
Factor Xa, Restriction Grade Factor Xa
GenRuler Ladder Mix

Low molecular weight Calibration Kit for SDS
Electrophoresis
Lysozym

Perfect Protein™ (15-150 kDa)
Pfis Polymerase aus Pyrococcus furiosus

Phosphatase, alkalische (aus Kélberdarm)
lyophylisiert (EC 3.1.3.1)

Platinium® Pfx DNA Polymerase aus Thermo-
coccus species KOD, 2,5 u/ul

QIAquick Gel Extraction Kit

T4-DNA-Ligase
Taq-Polymerase

Restriktionsendonukleasen

Rinderserumalbumin (BSA)

Applied Biosystems, 64311 Weiterstadt

Novagen, Madison, WI 53711, USA
MBI-Fermentas, 68789 St. Leon-Rot
Amersham Biosciences Europe GmbH, 79021 Freiburg

Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Novagen, Madison, WI 53711, USA
Invitrogen™ Life technologie
Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Invitrogen, 9704 CH Groningen, Niederlande

Quiagen, 40724 Hilden
MBI-Fermentas, 68789 St.Leon-Rot
Qbiogene, 68123 Heidelberg

New England Biolabs, 65926 Frankfurt am Main,
MBI-Fermentas, 68789 St. Leon-Rot
New England Biolabs, 65926 Frankfurt am Main

Tabelle 2.2

2.1.3 PUFFER UND LOSUNGEN

Enzyme, Molekulargewichtsstandards und Reagenziensétze

In den Tabellen 2.3 bis 2.9 sind die Zusammensetzungen der im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Puffer und Losungen angegeben. Die Puffer und Losungen wurden mit

demineralisiertem Wasser (Kapitel 2.2.1) hergestellt.
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2.1.3.1 Puffer zur Isolierung von DNA

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung

Puffer P1 Tris-HCl 50 mM pH-Wert 8,0
EDTA 10 mM
RNAse A 100 pg/ml

Puffer P2 NaOH 0,2 M
SDS 1 % (m/V)

Puffer P3 Kaliumacetat 2,55 mM pH-Wert 4,8 mit Eisessig einstellen

TE-Puffer Tris-HCI 10 mM pH-Wert 8,0
EDTA 1 mM

Kirby-Mix Roti®-Phenol (pH-Wert 8,0) 24 VT
Chloroform 24 VT
Isoamylalkohol 2 VT

Tabelle 2.3 Puffer zur Isolierung von DNA

2.1.3.2 Puffer zur Transformation, Transfektion und Selektion von Escherichia coli und

HEK-Zellen

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung

TB-Puffer HEPES oder Pipes 10 mM Die Losung vor Gebrauch frisch
CaCl, 15 mM herstellen und sterilfiltrieren.
KClI 250 mM Den pH-Wert mit KOH auf 6,7
MnCl, 55 mM einstellen und anschlieBend MnCl,

zugeben.

TFBI1-Puffer Kaliumacetat 30 mM Den pH-Wert mit 1 M Essigsédure
CaCl, 10 mM auf 5,8 einstellen und sterilfiltrieren.
MnCl, 50 mM
RbCl 100 mM
Glycerol 15 o

TFB2-Puffer MOPS oder PIPES 10 mM Den pH-Wert mit 1 M KOH auf 6,5
CaCl, 75 mM einstellen und sterilfiltrieren.
RbCl 10 mM
Glycerol 15 %

PBS-Puffer Natriumphosphat 10 mM pH-Wert 7.4
NaCl 140 mM
KCl1 5 mM

Tabelle 2.4 Puffer zur Transformation, Transfektion und Selektion von Escherichia coli und

HEK-Zellen

2.1.3.3 Puffer fiir die DNA-Gelelektrophorese

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
TAE-Puffer Tris 2,0 M pH-Wert 8,3
(50fach konzentriert) Essigsdure 1,0 M

EDTA 0,05 ™M
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Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
TBE-Puffer Tris 0,9 M
(10fach konzentriert) Borséure 0,9 M
EDTA (pH-Wert 8,0) 002 M
DNA-Auftragspuffer Bromphenolblau 025 %
(6fach konzentriert)  Xylencyanol FF 025 %
Glycerol 30 % (m/V)
Tabelle 2.5 Puffer fiir die DNA-Gelelektrophorese

2.1.3.4 Puffer fiir die automatische Sequenzierung

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
Probenauftragspuffer Formamid 5 VT
EDTA (25 mM, 1 VT
pH-Wert 8,0)
APS-Lésung 10% APS 1,0 g bei -20 °C lagern
H,O ad 10 ml
Elektrophoresepuffer 10x TBE-Puffer (Tabelle 2.5) 130  ml frisch herstellen
H,0 1170 ml
Acrylamid-Gellosung Harnstoff 120 ¢ Die Loésung vor Gebrauch frisch
(4,5 %) Acrylamid-Losung 30%ig 5,0 ml herstellen.
10x TBE-Puffer (Tabelle 2.5) 4,0 ml
HPLC-Wasser 153 ml
Tabelle 2.6 Puffer fiir die automatische Sequenzierung

2.1.3.5 Puffer fiir die chromatographische Reinigung von Enzymen

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
Lysispuffer Tris-HCI (pH-Wert 8,0) 50 mM
NacCl 100 mM
EDTA 2 mM
Saulenpuffer Tris-HCI (pH-Wert 7,4; 1IM) 20 ml Die Substanzen 16sen und anschlie-
NaCl 11,7 g Bend autoklaviert.
EDTA (0,5 M) 2,0  ml
H,0 ad 1000 ml
maltosehaltiger Maltose 10 mM Die sterilfiltrierte Maltosestock-
Saulenpuffer Saulenpuffer Losung wird mit Saulenpuffer
(Elutionspuffer) verdiinnt.
Puffer 1 Kaliumphosphat 2 mM pH-Wert 7,0
Glutathion 0,1 mM
KCl 100 mM
Puffer 2 Kaliumphosphat 2 mM pH-Wert 7,0
Glutathion 0,1 mM
KCl 400 mM
Puffer PN Kaliumphosphat 2 mM pH-Wert 7,0
(pyridoxinhaltiger Glutathion 0,1 mM
Puffer) KCl 100 mM
Pyridoxin 10 mM
Reinigungspuffer I~ Tris-HCl 0,1 M pH-Wert 8,5
NacCl 0,5 M
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Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
Reinigungspuffer 2 Natriumacetat 0,1 M pH-Wert 4,5
NaCl 0,5 M
Tabelle 2.7 Puffer fiir die chromatographische Reinigung von Enzymen
2.1.3.6 Puffer fiir die Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
denaturierender Glycerol 5,75 ml
Probenpuffer B-Mercaptoethanol 2,5 ml
(Sfach konzentriert)  SDS 0,9 g
Bromphenolblau (1 % w/v) 0,1 ml
Tris-HCI (1,9 M, 1,65 ml
pH-Wert 6,8)
APS-Losung 20 % APS 2,0 g Die hergestellte Losung aliquotieren
H,O 10 ml und bei -20°C lagern.
Sammelgelpufter SDS 0,4 % pH-Wert 6,8
Tris-HCI 0,5 M
Trenngelpuffer SDS 0,4 % pH-Wert 8,8
Tris-HCI 1,5 M
Sammelgel-Losung  Acrylamid-Losung 40 % 0,15 ml Acrylamid-Losung, Wasser und
3 %) Sammelgelpuffer 0,5 ml Puffer mischen und entgasen, APS
H,0 1,34 ml und TEMED zugeben, sofort in
APS (20 %) 15 pl GieBvorrichtung geben, 30 Minuten
TEMED 3 ul polymerisieren lassen.
Trenngel-Losung Acrylamid-Losung 40 % 2,5 ml Acrylamid-Losung, Wasser und
(12,5 %) Trenngelpuffer 2 2 ml Puffer mischen und entgasen, APS
H,0 346 3,46ml und TEMED zugeben, sofort in
APS (20 %) 40 40 pl GieBvorrichtung geben, 30 Minuten
TEMED 4,9 4,9 Wl polymerisieren lassen.
Elektrophoresepuffer Tris-HCI 0,3 % (W/v)
Glycin 1,44 % (w/v)
SDS 0,1 % (w/v)
Tabelle 2.8 Puffer fiir die Protein-Gelelektrophorese
2.1.3.7 Lésungen fiir die Proteindetektion

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
Coomassie- Coomassie-Brillant blue G250% 1 g/l
Férbelosung Methanol 500 ml/1
Eisessig (100 %) 75 mll
Coomassie- Methanol 200 ml/l
Entfarbeldsung Eisessig (100 %) 75 ml/1
Fixierer Methanol 500 ml/l
Eisessig (100 %) 120 ml/l
Formaldehyd (37 %) 0,5 ml/1
Waschlosung Methanol 50 %
Wasser 50 %
Vorbehandlungs- Natriumthiosulfat Pentahydrat 200  mg/I

16sung
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Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
Farbelosung Silbernitrat 2 g/l
Formaldehyd (37 %) 0,75 mll
Entwickler Natriumcarbonat 60 g/l
Formaldehyd (37 %) 0,5 ml/1
Natriumthiosulfat Pentahydrat 0,5 g/l
Stopplosung Methanol 500 ml/l
Eisessig (100 %) 75 ml/l
Tabelle 2.9 Losungen fiir die Proteindetektion

2.1.3.8 Matrix fiir die MALDI-TOF-Analytik

Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
MALDI-TOF-Matrix Wasser 59,94 % 10 mg Sinapinsdure werden in
TFA 0,06 % 10 ml des Wasser-TFA-Acetonitril
Acetonitril 40 % Gemisches gelost.
Tabelle 2.10 Matrix fiir die MALDI-TOF-Analytik
2.1.4 NAHRMEDIEN
Puffer/Losung Zusammensetzung Herstellung
LB-Medium fliissig ~ Trypton 1 % pH-Wert 7,0 mit NaOH einstellen,
(nach Luria-Bertani) Hefeextrakt 0,5 % autoklavieren
NaCl 1 %
LB-Medium fest Trypton 1 % Trypton, Hefeextrakt und NaCl in
(nach Luria-Bertani) Hefeextrakt 0,5 % Wasser 16sen, pH-Wert 7,0 mit
NaCl 1 % NaOH einstellen, Agar zugeben und
Agar 1,6 % autoklavieren.
LB-Betain/Sorbitol ~ Sorbitol 1 M Sobitol und Betain in LB-Medium
Betain 2,5 mM 16sen und autoklavieren.
Rich Medium Trypton 1 % autoklavieren
+ Glucose Hefeextrakt 0,5 %
Glucose 0,2 %
NaCl 1 %
Tabelle 2.11 Néhrmedien
2.1.5 ANTIBIOTIKA

Die rekombinanten Staimme wurden mit Hilfe ihrer Antibiotikaresistenz selektiert. Hierzu
wurden den Medien die in Tabelle 2.12 aufgefiihrten Antibiotika zugesetzt. Angegeben
sind die Endkonzentration im Medium (Spalte 2), die Konzentration der Stocklosung

(Spalte 3) und die Losungsmittel.
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Konzentration im Konzentration der Loésungsmittel
Medium [pg/ml] Stocklésung [mg/ml]
Penicillin G 100 100 H,0
Kanamycin 60 60 H,0
Tetracyclin 10 10 Ethanol
Chloramphenicol 34 34 Ethanol
Tabelle 2.12 Antibiotika
2.1.6 VERBRAUCHSMATERIALIEN SOWIE MATERIAL FUR DIE CHROMATOGRAPHIE UND DIE
GELFILTRATION
Bezeichnung Hersteller
3 MM Papier zum Trocknen von Proteingelen Whatman International Ltd., UK
FPLC-Séule: XK 26/40 Column Amersham Biosciences Europe GmbH, 79021 Freiburg
FPLC-Saule: XK 16/40 Column Amersham Biosciences Europe GmbH, 79021 Freiburg
HPLC-Saule
EC 250/4 NUCLEOSIL 100-5 SA MACHEREY-NAGEL, 52313 Diiren
HPLC-Vorséule
KS 30/4 NUCLEOSIL 100-5 SA MACHEREY-NAGEL, 52313 Diiren
Indikatorpapier Merck KGaA, 64293 Darmstadt

Kartusche fiir die Aufreinigung des Fusionsproteins Amersham Biosciences Europe GmbH, 79021 Freiburg
Durchmesser: 2,4 cm

Liange: 10 cm
Kieselgelplatten (Merck 60 F254) Merck KGaA, 64293 Darmstadt
Kryordhrchen, 2 ml, Nalgene® Nalgene, 20251 Hamburg
Membranfilter 0,2 pm Schleicher und Schiill, 37586 Dassel
Membranfilter NL 17, 0,45 pm Schleicher und Schiill, 37586 Dassel
Safe-lock-Gefafle Eppendorf, 22331Hamburg
(0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)
Tabelle 2.13 Materialien fiir Chromatographie und Verbrauchsmaterialien
2.2 Laboreinrichtung
2.2.1 REINSTWASSERAUFBEREITUNG

Losungen und Puffer wurde mit Reinstwasser hergestellt. Fiir die Wasseraufbereitung
wurde das Milli-Q® Water-System der Firma Millipore, Eschborn, eingesetzt. Fiir
molekularbiologische Arbeiten wurde das Reinstwasser autoklaviert. Fir HPLC-
Trennungen wurde das Reinstwasser filtriert (Membranfilter Porenweite 0,45 um), um

schwebstofffreies Wasser zu erhalten und anschlieend entgast.
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2.2.2 STERILISATIONSMETHODEN

Temperaturstabile Losungen, Medien, Puffer sowie Gebrauchsmaterialien wurden mit
einem Autoklav der Firma Webeco, Bad Schwartau, bei 121 °C fiir 20 Minuten (2 bar)
autoklaviert. Temperaturempfindliche Losungen und Puffer wurden durch Sterilfiltration

(Sterilfilter Porenweite 0,2 um, Schleicher und Schiill, Dassel) filtriert.

2.2.3 REINRAUMBEDINGUNGEN / LAMINAR AIRFLOW

Arbeiten, die Reinraumbedingungen erforderten, erfolgten unter einer Werkbank mit
turbulenzarmer Verdringungsstromung (Laminar Airflow, Gerit BSB 4A GELAIRE®
Flow Laboratories GmbH, Meckenheim).

2.2.4 SONSTIGE GERATE UND EINRICHTUNGEN

Bezeichnung

Hersteller

Agarose-Gelelektr%ohorese
SUB-CELL ™ GT
POWER PAC 300
Brutschrank
Heraeus VT 5042 EK/N2
Geldokumentation
UV-Durchlichttisch Chroma 43
Polaroid-Kamera MP4

Geltrockner
HPLC
Pumpe Pump L-7100
Detektor RF-10A XL
Software EuroChrom™
2000 for Windows

Integration Package
PCR-Thermoblock
T3 Thermocycler Biometra®
pH Meter 766 Calimatic

Photometer
Uvikon® 860
LKB Uvicord SII
Schiittler
HT INFORS
Certomat® MO II
SDS-PAGE
Blue Vertical 100
Biometra Maxigel
Consort Microcomputer Electrophoresis
Power Suply E 734
Geltrocknungsapparatur
Ultraschall-Desintegrator
Sonifier Typ 250

Biorad, 80939 Miinchen

Heraecus, 63450 Hanau

Vetter GmbH, Giesloch
Kodak
Biometra, Gottingen

Merck HITACHI, Kyoto, Japan
SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Japan
Knauer GmbH, 14163 Berlin

Biometra, Gottingen
Knick Elektrische Mefgerdte GmbH, 14163 Berlin

Kontron, Miinchen
Pharmacia, Freiburg

INFORS AG, CH-4103 Bottmingen, Switzerland
Sartorius BBI Systems GmbH, 34212 Melsungen

SERVA Electrophoresis GmbH, 69115 Heidelberg
Biometra, Goéttingen
Consort, Turnhout, Belgien

Biometra, Gottingen

Branson, Danbury, Conneticut, USA
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Bezeichnung Hersteller
Vakuumkonzentrator
SpeedVac Plus SC110A, Savant Savant, USA
Waagen
H51-Feinwaage Mettler, Giellen
K7-Grobwaage Mettler, Giellen
Zentrifugen
Centrifuge 5804R Eppendorf, 22331 Hamburg
Centrifuge 5417R Eppendorf, 22331 Hamburg
CRYOFUGE 50008 Hereaus Christ, 63450 Hanau
Tabelle 2.14 sonstige Geréte und Einrichtungen
2.3 Oligonukleotide, Plasmide, Bakterienstimme und Zelllinien
2.3.1 OLIGONUKLEOTIDE

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.15 aufgefiihrt.
Die in lyophilisierter Form von der Firma MWG Biotech, Eggenstein, bezogenen

Oligonukleotide wurden in autoklaviertem HPLC-Wasser gelost.

Bezeichnung DNA-Sequenz (5' — 3")

Hin-Primer pMAL-c2X,
(Sequenzierprimer pMAL-c2X)
Riick-Primer pMAL-c2X,
(Sequenzierprimer pMAL-c2X)
Hin-Primer innerhalb der PKH,
(Sequenzierprimer)

Riick-Primer innerhalb der PKH,
(Sequenzierprimer)

5'-GGT CGT CAG ACT GTC GAT GAA G-3'

5-TGG CGA AAG GGG GAT GTG CTG C-3'

5'-AAA GTG GTG CCG CTT GC-3'

5-AGA GTG CAG CAT GTC CAT C-3'

Hin-Primer pET-11a,
(Sequenzierprimer pET-11a)

Riick-Primer pET-11a,
(Sequenzierprimer pET-11a)

"Hin-Nde I",

(zur Erzeugung der Nde I-Schnittstelle)

"Riick-BamH I"
(zur Erzeugung der BamH [-Schnittstelle)

Tabelle 2.15 Oligonukleotide ("Primer")

5'-ATA GGG GAATTG TGA GCG GA-3'

5'- CTT TGT TAG CAG CCG GA-3'

5'-ATC CAG GCC CCA TAT GGA GGA GGA-3'

5'-TCA CAA GGATCC TCT AGA GTC G-3'

2.3.2 PLASMIDE

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Vektoren sowie die erzeugten rekombinanten

Plasmide sind in den Tabellen 2.16 und 2.17 angegeben.
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Bezeichnung Eigenschaften Grofie Bezugsquelle/Referenz
pMAL-c2X Amp', lacPOZ, Mal E 6721 bp New England Biolabs,
(Expressionsvektor fiir Escherichia coli) 65926 Frankfurt am Main
pET-11a Amp’, T7lac, lacl 5677 bp Novagen, Madison, WI,
(Expressionsvektor fiir Escherichia coli) USA, Studier, 1990
Tabelle 2.16 verwendete Plasmide
Bezeichnung Eigenschaften Grofie Bezugsquelle/Referenz
pCDMS-PKH Das PCR-Produkt der PKH-cDNA von 4960 bp Professor Ewen F.
menschlichen Testis wurde in den Vektor Kirkness, Institute for
pCDMS ligiert. Genomic Research
(Rockville, USA)
pPMAL-c2X-PKH Die PKH-Sequenz wurde in den pMAL-c2X- 7671 bp im Rahmen dieser Arbeit
Vektor zwischen die BamH I- und Xba I- hergestellt
Schnittstelle ligiert.
pET-11a-PKH Das PKH-PCR-Produkt wurde zwischen die 6663 bp im Rahmen dieser Arbeit
Nde I- und BamH I-Schnittstelle im pET-11a hergestellt
ligiert
Tabelle 2.17 rekombinante Plasmide
2.3.3 BAKTERIENSTAMME

Die im Rahmen dieser Arbeit fiir Klonierungs- und Uberexpressionsexperimente ver-

wendeten Bakterienstimme sind hinsichtlich ihrer Genotypen in Tabelle 2.18 beschrieben.

Stamm Genotyp Referenz

Escherichia coli
MC1061(P3)

F hsdR (1 ,mk+)araD139 A(araABC-leu)
7679 galU galK AlacX74rpsL thi mcrB
{P3 :KanRAmpR( am)TetR(am)}

New England Biolabs, 65926 Frankfurt
am Main,
Wertman, 1986;49(2):253-62.

Escherichia coli
XL1-Blue MRF' Kan

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl

Stratagene, La Jolla, USA
Wertman KF, 1986

lac[F' proAB lacl%Z A M15 Tn5 (Kan')]
F ompT hsdSg (rg mg’) gal dcm (DE3)

Escherichia coli
BL21(DE3)

Novagen, Madison, WI 53711, USA
Studier, 1990

Novagen, Madison, WI 53711, USA

Escherichia coli
Rosetta (DE3)

Tabelle 2.18

F ompT hsdSg (rg mg’) gal dem lacY1
(DE3)pRARE (CmR)

Mikroorganismen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Mikroorganismen (Tabelle 2.19)
wurden durch Transformation, der in Tabelle 2.18 aufgefiihrten Bakterienstimme mit den
in Tabelle 2.17 genannten rekombinanten Plasmiden, erhalten.

Nach erfolgreicher Transformation und Uberpriifung des rekombinanten Mikroorganismus
erfolgte die Konservierung des erzeugten rekombinanten Mikroorganismus. Fiir die

Proteinexpression wurde der rekombinante Organismus auf LB-Medium (fest) reaktiviert.
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AnschlieBend erfolgte die Proteinexpression in Fliissigmedium.

Stamm rekombinantes Plasmid rekombinanter Organismus Sicherheitsstufe
ﬁgﬁféf%‘; coli pCDMS-PKH MC1061/P3(pCDMS8-PKH) 1
Escherichia coli ,

X1 LBlue MRE Kan  PMAL-c2X-PKH  XL1-Blue MRF' Kan (pMAL-c2X-PKH) 1
Escherichia coli

XI1-Blue MRF' Kan pET-11a-PKH XL1-Blue MRF' Kan (pET-11a-PKH) 1
gfz}’f{gé‘;‘; coli pET-11a-PKH BL21(DE3)(pET-11a-PKH) 1
Escherichia coli

Rosofta(DE3) pET-11a-PKH Rosetta(DE3)(pET-11a-PKH) 1
Tabelle 2.19 rekombinante Mikroorganismen

2.3.3.1 Kultivierung und Konservierung von Escherichia coli-Stimmen

Die Escherichia coli-Stdimme wurden stets aus einer Einzelkultur oder aus einer von einer
Einzelkultur abgeleiteten Fliissigkultur kultiviert. Dem Kulturmedium wurden je nach
Resistenzeigenschaften des Stammes und des Plasmides die fiir die Selektion notwendigen
Antibiotika (Tabelle 2.12) zugesetzt.

Fiir Festkulturen erfolgte die Kultivierung in einem Thermoschrank der Firma Heraeus und
fiir Fliissigkulturen in einem Schiittler der Firma Infors bei 180 rpm jeweils bei 37 °C fir
12-16 (Ubernachtkultur) Stunden.

Zur Konservierung eines Stammes wurde 1 ml einer Ubernachtkultur mit 1 ml sterilem
Glycerol in einem Kryo-Réhrchen (N algene®) gemischt, 3 Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert und anschlieend bei -80 °C als Dauerkultur eingefroren.

Zur Reaktivierung eines Stammes aus einer Dauerkultur wurde mit einer sterilen Platin-
impfése ein Aliquot dieser Dauerkultur auf einer LB-Festmedienplatte im
"13-Strichverfahren" (Schlegel, 1992) ausgestrichen und fiir 12-16 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Die durch dieses Verfahren gewonnenen Einzelkolonien wurden fiir
nachfolgende Versuche eingesetzt. Das Wachstum von Escherichia coli-Fliissigkulturen

wurde durch Messen der optischen Dichte (Kapitel 2.6.1.1) verfolgt.

2.3.4 ZELLLINIEN

Zur Expression der menschlichen Pyridoxal-Kinase in humanen Zellen wurden

menschliche Nierenzellen (HEK-293, ATCC-Nummer CRL-1573) verwendet.
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2.4 Methoden der Molekularbiologie

2.4.1 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA AUS ESCHERICHIA COLI

Plasmid-DNA wurde zur Uberpriifung der Transformanten, fiir die automatische
Sequenzierung und die Transformation isoliert. Die Plasmidisolierung aus Escherichia
coli-Kulturen erfolgte mittels alkalischer Hydrolyse nach Birnboim und Doly (1979).
Durch die nachfolgende Neutralisation prézipitieren die denaturierten Proteine und die
chromosomale DNA. Diese wurden durch Zentrifugieren abgetrennt und die geloste
Plasmid-DNA mit Isopropanol oder eiskaltem Ethanol gefillt. Die verwendeten Losungen
und Puffer sind in Tabelle 2.3 angegeben.

. 2 ml einer Escherichia coli-Ubernachtkultur wurden in ein 2 ml Eppendorf-
Gefal} iiberfiithrt und mit 4000xg 5 Minuten sedimentiert.

. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zellsediment in 300 pl Puffer 1
resuspendiert.

. Die Suspension wurde zum Zellaufschluss mit 300 pl Puffer 2 versetzt und das
GefaB bis zur Kliarung des Lysates mehrfach invertiert.

. Nach 5 Minuten erfolgte die Zugabe von 300 pl Puffer 3. Die denaturierten
Proteine und coprézipitierte genomische DNA wurden durch Zentrifugieren
(20000xg, 10 Minuten) abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil
tiberfiihrt.

. Zur weiteren Reinigung wurde der Ansatz mit Kirby-Mix (Tabelle 2.3) oder
0,7 VT Chloroform extrahiert. Die anschlieBende Phasentrennung erfolgte
durch Zentrifugieren (20000xg).

. Durch Zusatz von 1-2 VT eiskaltem Ethanol oder 0,7 VT Isopropanol wurde
die DNA gefillt und durch Zentrifugieren (20000xg, 15 Minuten, 4 °C)
abgetrennt.

. Die mit 70 %igem Ethanol gewaschene, anschliefend im Vakuum getrocknete
DNA wurde in 30 ul Wasser oder TE-Puffer (Tabelle 2.3) aufgenommen.

Zur Isolation groBerer Mengen DNA aus Escherichia coli wurden 50 ml einer Ubernacht-

kultur eingesetzt und das Puffervolumen auf 5 ml erhoht.

2.4.2 REINIGUNG UND KONZENTRIERUNG VON DNA

Reinigung von Nukleinsduren

Zur Abtrennung von Proteinen und Zelltriimmern aus DNA-L&sungen (zum Beispiel nach



Material und Methoden 40

Plasmidisolation, Kapitel 2.4.1) wurde die Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Methode

eingesetzt. Die bendtigten Chemikalien, Losungen und Verbrauchsmaterialien sind in

Kapitel 2.1 aufgelistet.

Die wissrige DNA-L6sung wurde mit 0,7 VT Kirby-Mix (Tabelle 2.3) oder
0,7 VT Chloroform versetzt und vorsichtig mehrfach invertiert.

Zur Phasentrennung und Abtrennung der denaturierten Bestandteile wurde
5 Minuten zentrifugiert (15000xg).

Nach Uberfiihrung der wissrigen Phase in ein neues GefiB wurde dieser
Vorgang wiederholt, bis keine denaturierten Proteine mehr an der Phasengrenze
zu beobachten waren.

Zur Abtrennung von Phenol, das die nachfolgenden enzymatischen Reaktionen
stort, wurde mit 0,7 VT Chloroform ausgeschiittelt.

Durch Zentrifugieren (15000xg, 5 Minuten) wurden die Phasen getrennt. Die
wiéssrige Phase wurde in ein neues Gefdl3 iiberfiihrt.

Die DNA wurde anschlieend, wie unter "Konzentrierung von Nukleinsduren"

beschrieben, gefillt.

Konzentrierung von Nukleinsduren

Zur Prazipitation von DNA aus wissrigen Losungen fand entweder Ethanol oder

Isopropanol unter Zusatz eines einwertigen Salzes Verwendung. Die Fillung mit Ethanol

hatte den Vorteil, dass weniger Salze coprizipitieren.

Die wissrige DNA-Losung wurde mit 0,1 VT Natriumacetat-Puffer (3 M,
pH-Wert 4,5) versetzt und mit 0,7 VT Isopropanol beziehungsweise 2 VT
Ethanol vermischt.

Zur Fallung der DNA wurde fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieSend
wurde zentrifugiert (20000xg, 15 Minuten), um die prizipitierte DNA zu
sedimentieren.

Waschen mit Ethanol (70 %) entfernte coprézipitierte Salze und Reste des
gegebenenfalls eingesetzten Isopropanols aus dem DNA-Sediment.

Der Uberstand wurde verworfen und die DNA im Vakuum (SpeedVac® Plus
SC110A, Savant, CA, USA) von Ethanolresten befreit.

Die getrocknete DNA wurde in dem fiir die nachfolgenden Versuche
notwendigen Lésungsmittel aufgenommen.

Die anschlieBende Quantifizierung der DNA erfolgte mit der in Kapitel 2.6.1.2
beschriebenen Methode.
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2.4.3 HYDROLYTISCHE SPALTUNG VON DNA DURCH RESTRIKTIONSENDONUCLEASEN

Die Restriktionsspaltung wird zur Charakterisierung, Identifizierung und Isolierung
doppelstringiger DNA eingesetzt. Sie dient sowohl der Herstellung der zur Klonierung
verwendeten DNA-Fragmente, als auch der Identifizierung und Kontrolle der entstandenen
Klonierungsprodukte.

Restriktionsenzyme sind Endonucleasen, die sich in der Erkennungssequenz, ihrer
Spaltstelle und ihrem Ursprungsorganismus unterscheiden. Von den drei verschiedenen
Typen der Restriktionsenzyme wird in der Analytik tblicherweise Typ II eingesetzt.
Restriktionsenzyme sind in der Lage, doppelstringige DNA-Molekiile an spezifischen
Erkennungsstellen zu binden und die Phosphodiesterbindungen hydrolytisch zu spalten.
Die durch Restriktionshydrolyse gebildeten Restriktionsfragmente haben eine durch die
Lage der Spaltstellen definierte Linge und kdnnen durch Agarose-Gelelektrophorese der
GroBe nach aufgetrennt werden. Abhdngig von der DNA-Sequenz ergibt sich fiir jedes
geschnittene DNA-Molekiill im Gel ein spezifisches Bandenmuster aus Restriktions-
fragmenten. Durch Vergleich mit parallel aufgetragenen GroBenstandards kann jedem
Fragment seine Gréfe in Basenpaaren zugeordnet werden.

Das Reaktionsvolumen in den Versuchen betrug in der Regel 20 pl. Um moglichst
optimale Inkubationsbedingungen zu erhalten, wurden die vom Hersteller mitgelieferten
enzymspezifischen Puffer verwendet. In den Fillen, in denen eine Restriktion mit zwei
verschiedenen Enzymen notwendig war, wurde in einem fiir beide Enzyme geeigneten
Puffer inkubiert (Angaben des Herstellers). Die Inkubationstemperatur entsprach ebenfalls
den Angaben des Herstellers (meist 37 °C). Die Inkubationszeit betrug 1-3 h.

Die Zusammensetzung eines Standardrestriktionsansatzes war wie folgt:

DNA -2 ng

BSA 10x* 2 pl (1 mg/ml)

Enzym* 1-2 pl (entsprechend den Herstellerangaben)
Puffer* 2 ul (10x Puffer)

Wasser ad 20 pul

* Losungen der Hersteller

Die Kontrolle der Restriktionshydrolyse erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese
(Kapitel 2.6.2.1). Sollten die durch Restriktionshydrolyse gewonnenen DNA-Fragmente in
nachfolgenden Reaktionen (Ligationen) eingesetzt werden, wurde der Restriktionsansatz
mit Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und aus der Gelmatrix isoliert (Kapitel
2.6.2.3).
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2.4.4 LIGATION

DNA-Fragmente konnen mit Hilfe der T4-DNA-Ligase unter ATP-Verbrauch verbunden
werden (Ligation). Das Enzym katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen kompatiblen 5'-Phosphat- und 3'-Hydroxylenden zweier DNA-Molekiile.

Handelte es sich um die Ligation eines kiirzeren DNA-Fragmentes ("Insert") und eines
Vektorfragmentes, wurde das Insert in fiinffachem Uberschuss im Vergleich zum Vektor

eingesetzt. Der Standardligationsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

Vektor 1T

Insert 5T

ATP 1,5 ul (10 mM)

Puffer 1,5 pl (10x)

Ligase 1 ul (T4-DNA-Ligase 5 Weiss units/ul)
Wasser ad 15 pl

Die Ligationsansdtze wurden jeweils 16 Stunden bei 16 °C inkubiert und anschlieBend
10 Minuten auf 65 °C erhitzt, um die Ligase zu inaktivieren. Fiir die nachfolgenden
Transformationen wurden die Ligationsprodukte ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Ligation zur Klonierung der Pyridoxal-Kinase in die

Vektoren pMAL-c2X und pET-11a eingesetzt.

2.4.5 TRANSFORMATION VON ESCHERICHIA COLI MIT PLASMID-DNA

Die Transformation bezeichnet die Ubertragung von DNA in eine Bakterienzelle.

Zur Herstellung transformationskompetenter Zellen wurden die Methode nach Inoue et al.
(1990) und die Rubidiumchloridmethode (modifizierte Methode nach Hanahan (1983))
angewendet. Bei beiden Methoden handelt es sich um chemische Methoden zur
Herstellung transformationskompetenter Zellen. Durch die Behandlung der Escherichia
coli-Zellen mit unterschiedlichen Elektrolytlosungen wird die Zellwand gelockert und das
Einbringen von Fremd-DNA ermdglicht.

Die Arbeitsschritte wurden unter sorgfiltiger Eiskiihlung durchgefiihrt. Die verwendeten
Losungen, ReaktionsgefdBBe und Zentrifugen wurden vorgekiihlt. Die frisch hergestellten

Losungen (Tabelle 2.4) wurden bis zum Gebrauch auf Eis gehalten.
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2.4.5.1

2.4.5.2

Herstellung transformationskompetenter Escherichia coli-Zellen mit der
Methode nach Inoue et al. (1990)

150 ml LB-Medium wurden mit dem fiir den entsprechenden Stamm
notwendigen Antibiotikum und 1,5 ml einer Vorkultur angeimpft und bei
37 °C, 180 rpm im Tischschiittler bis zu einer ODggy von 0,5 bis maximal 0,7
inkubiert.

Die Bakteriensuspension wurde anschlieBend bei 4000xg bei 4 °C, 10 Minuten
sedimentiert.

Die Bakterienkultur wurde in 30 ml TB-Puffer resuspendiert, fiir mindestens
10 Minuten auf Eis gelagert und erneut durch Zentrifugieren sedimentiert
(4000xg, 4 °C, 10 Minuten). Nach diesem Waschschritt wurde das Zellpellet in
5 ml TB-Puffer resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde mit 350 ul DMSO
versetzt und in Aliquots zu jeweils 200 ul aufgeteilt.

Sollte die Transformation am selben Tag durchgefiihrt werden, wurde die
Bakteriensuspension bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Andernfalls
wurden die Bakterien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

Herstellung  transformationskompetenter Escherichia coli-Zellen mit der
Rubidiumchloridmethode

In einem 1 L-Kolben wurden 250 ml LB-Medium (20 mM MgSQy4) mit dem
fiir den entsprechenden Stamm notwendigen Antibiotikum und 2,5 ml einer
Vorkultur angeimpft und bei 37 °C, 180 rpm im Tischschiittler bis zu einer
ODgo von 0,4 bis maximal 0,6 inkubiert.

Die Bakteriensuspension wurde anschlieend bei 4000xg bei 4 °C, 5 Minuten
sedimentiert.

AnschlieBend wurden die Zellen vorsichtig in 100 ml TFBI1-Puffer
resuspendiert und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert.

Die Bakteriensuspension wurde erneut bei 4000xg, 4 °C fiir 5 Minuten sedi-
mentiert und anschlieBend vorsichtig in 10 ml TFB2-Puffer resuspendiert und
fiir 15 bis 60 Minuten auf Eis inkubiert.

Die Zellsuspension wurde in Aliquots zu jeweils 200 pl aufgeteilt.

Sollte die Transformation am selben Tag durchgefiihrt werden, wurde die
Bakteriensuspension bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Andernfalls

wurden die Bakterien in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
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Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

2.4.5.3 Transformation von Escherichia coli mittels Hitzeschockverfahren

Zur Transformation wurden die nach einem der oben beschriebenen Verfahren (Kapitel
2.4.5.1 oder 2.4.5.2) gewonnenen transformationskompetenten Zellen einem Kélte/Hitze-
Programm unterzogen, um die in Losung befindliche DNA aufzunehmen. Neben den
Transformationsansitzen erfolgte eine Transformation mit einem Standardplasmid (positiv
Kontrolle) und eine Transformation mit Wasser (negativ Kontrolle).

. 200 pl Bakteriensuspension wurden mit 10 ng Plasmid oder 1-5 pl eines
Ligationsansatzes (Kapitel 2.4.4) versetzt, gemischt und fiir 30 Minuten auf Eis
inkubiert.

. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 42 Sekunden bei 42 °C (Hitzeschock) und
danach fiir 2 Minuten auf Eis inkubiert.

. Zu der Zellsuspension wurden 800 pul Néahrmedium gegeben, und der
Transformationsansatz wurde bei 37 °C im Rundschiittler (180 rpm) inkubiert.
Dem Medium wurden die fiir die Selektion notwendigen Antibiotika zugesetzt.
Die dem plasmidcodierten Selektionsmarker angepasste Regenerationszeit
betrug flir B-Laktamantibiotika und Tetracyclin 30 Minuten und fiir Kanamycin
60 Minuten.

. Abhingig von der erwarteten Transformationseffizienz wurde ein Aliquot der
Zellsuspension auf einer vorgewiarmten Agar-Platte ausgestrichen. Sollte der
gesamte Transformationsansatz auf einer Platte ausgestrichen werden, wurde
das Medium abzentrifugiert, das Zellpellet in 100 pl frischem Medium
aufgenommen und anschlieBend ausgestrichen.

. Die Agar-Platten wurden fiir 12 bis16 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Kontrolle des Transformationsergebnisses

Der Erfolg der Transformation wurde mit drei verschiedenen Methoden tiberpriift.

Im ersten Schritt wurde durch Restriktionshydrolyse (Kapitel 2.4.3) nach vorheriger
Plasmidpréparation (Kapitel 2.4.1) kontrolliert, ob das Insert im Plasmid des jeweiligen
Klones enthalten war. Bei positiven Klonen wurde im nédchsten Schritt die
Proteinexpression mit Hilfe der denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Kapitel
2.6.3) und im letzten Schritt die erfolgreiche Umklonierung durch Sequenzierung (Kapitel
2.4.9) der DNA kontrolliert.
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2.4.6 TRANSFEKTIONSMETHODEN

Die von Professor Ewen F. Kirkness erhaltene Pyridoxal-Kinase lag im Vektor pCDMS$
vor. Dieser Vektor ermdglichte die Expression sowohl in Escherichia coli als auch in
humanen Zelllinien. In Zusammenarbeit mit Dr. Matthias Kassack, Institut fiir
Pharmazeutische Chemie, Universitdt Bonn, wurde versucht, die Pyridoxal-Kinase in HEK

293-Zellen (human embryonic kidney cells) zu exprimieren.

24.6.1 Transfektion der HEK-Zellen

. Die HEK 293-Zellen wurden in T75-Kulturflaschen in Dulbecco's Eagle
Medium Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) mit
Streptomycin (100 pg/ml), Penicillin G (100 u/ml), fotalem Kélberserum
(FKS) und 5 mM Glutamin kultiviert. Sobald die Zellen eine Konfluenz von
90 % erreicht hatten, erfolgte das Ernten und Aussden der Zellen in
Petrischalen (Durchmesser 6 cm). Hierzu wurde zunédchst das Néhrmedium
abgesaugt und der Zellrasen mit PBS-Puffer gewaschen. Anschlieend wurde
Trypsinlosung (0,05 % mit 0,02 % EDTA) auf die Zellen gegeben. Die
proteolytische Wirkung des Enzyms wurde genutzt, um die adhirent
wachsenden Zellen abzuldsen. Nach einer Einwirkdauer von etwa 1-3 Minuten
wurde die Trypsinlosung abgesaugt und die Zellen mit 10 ml Ndhrmedium
resuspendiert und anschliefend gleichmaflig in Petrischalen verteilt. Dieses
Ausséen erfolgte 20 Stunden vor der geplanten Transfektion.

. Am Tag der Transfektion wurden die Plasmidlosung (pCDM8-PKH) und das

Roti®—Fect—Transfektionsreagenz auf Raumtemperatur gebracht und gemischt.

. Fiir jede Petrischale wurden folgende Ldsungen in je einem Eppendorfgefal3
vorbereitet: a) 4 pg Plasmid-DNA in 120 pl Ndhrmedium
(ohne FKS und Antibiotika)
b) 20 pl Roti®-Fect in 120 pl Nahrmedium
(ohne FKS und Antibiotika)
. Die Losungen a und b wurden miteinander vereinigt und durch vorsichtiges

Auf- und Abpipettieren gemischt. Diese Mischung wurde bei Raumtemperatur
fiir 30 Minuten inkubiert, um die Bildung von DNA-Lipidkomplexen zu
ermoglichen.

. Wihrend der 30 miniitigen Inkubationszeit wurden die Zellen in den

Petrischalen auf die Transfektion vorbereitet. Das Medium wurde abgesaugt
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und die Zellen mit je 2 ml PBS (Tabelle 2.4) gewaschen. AnschlieBend wurden
jeweils 2,0 ml Medium ohne Antibiotika zugesetzt.

. Nach Ablauf der 30 miniitigen Inkubationszeit wurden jeweils 240 pl der
DNA-Lipidkomplexldsung unter gutem Vermischen der Losungen zu den
Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen fiir sechs Stunden inkubiert.

. Nach Ablauf der 6 Stunden wurden zu jedem Ansatz 5 ml Nahrmedium
gegeben und fiir weitere 17 Stunden inkubiert.

. Nach Ablauf der 17 Stunden wurden die Zellen mit jeweils 2 ml Nahrmedium
gewaschen und danach mit 10 ml vollstindigem Ndhrmedium versetzt. Es
schloss sich eine weitere Inkubation fiir 48 Stunden an.

. Nach Ablauf der 48 Stunden wurden die Zellen geerntet und zunéichst fiinfmal
mit PBS (eiskalt, 3 ml) gewaschen. Dann wurde die Zellsuspension mit Hilfe
eines Zellscrapers von der Petrischale geldst und in ein Zentrifugengefdf3
pipettiert. Die Petrischalen wurden noch einmal mit 3 ml PBS gespiilt. Die
Spiillésung wurde ebenfalls zur Zellsuspension gegeben.

. Die Zellen wurden zentrifugiert (1000xg, 5 Minuten, 4 °C) und anschliefend
homogenisiert (Stufe 6, 30 Sekunden).

. Der Uberstand (Proteinrohextrakt) wurde durch Zentrifugieren abgetrennt
(40000xg, 60 Minuten, 4 °C) und bei -80 °C eingefroren.

Der so gewonnene Proteinrohextrakt der menschlichen Pyridoxal-Kinase wurde ohne

weitere Aufreinigungsschritte fiir Aktivitdtsmessungen eingesetzt.

2.4.7 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Die von Saiki et al. (1988) beschriebene Polymerasekettenreaktion ist ein in vitro
Verfahren zur schnellen und gezielten Amplifikation von DNA-Fragmenten definierter
Liange und Sequenz. Dazu miissen entweder Teilsequenzen oder die flankierenden DNA-
Sequenzen des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes bekannt sein. Von diesen bekannten
DNA-Abschnitten werden Oligonukleotide (Primer) abgeleitet, von denen die DNA-
Amplifikation ausgeht. Abhingig von den verwendeten Oligonukleotiden konnen neue
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen generiert werden.

Die PCR lduft in drei sich zyklisch wiederholenden temperaturabhéngigen Schritten ab.
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1. Denaturierung  Die doppelstringige DNA wird durch Erhitzen denaturiert. Es
entsteht Einzelstrang-DNA.

2. Annealing Nach Absenkung der Temperatur lagern sich die Oligonukleotide, die
zu Bereichen an den Seiten der Zielregion des jeweils
gegeniiberliegenden DNA-Stranges komplementidr sind, an die
Einzelstringe an.

3. Extension Nach  Erhdhung der  Temperatur werden zwei  neue
Komplementérstringe des DNA-Zielbereiches durch thermostabile
DNA-Polymerasen vom 3'-OH-Ende des jeweiligen Primers

ausgehend synthetisiert.

Die Wiederholung der einzelnen Schritte der PCR fiihrt zu einer exponentiellen

Vervielfaltigung der Matrize, entsprechend folgender Gleichung:

N, =Nyx2"
Nn Anzahl der Molekiile nach n Zyklen
No Anzahl der Molekiile zu Reaktionsbeginn
n Anzahl der Zyklen

Mit zunehmender Zyklenzahl entspricht die Bildung der PCR-Produkte nicht mehr dieser
Gleichung, da die Aktivitit der Polymerase abnimmt und die Konzentration der Nukleotide

und der Oligonukleotide sinkt.

24.7.1 Reaktionsbedingungen fiir die PCR

Die Reaktionsbedingungen wurden 1in Abhédngigkeit von den verwendeten
Oligonukleotiden, der Polymerase, der Matrize und der Lénge des zu amplifizierenden
Segmentes variiert.

Fiir die Standardreaktionen wurde die 7ag-Polymerase aus Thermus aquaticus eingesetzt.
Da die Fehlerrate (Mutationshiufigkeit/bp pro Verdopplung) der Tag-Polymerase bei
8x10° liegt, wurde fiir die Erzeugung der Nde I- und BamH I-Schnittstellen und die
Amplifikation der Pyridoxal-Kinase die Pfx-Polymerase (aus Thermococcus species KOD)
verwendet. Diese Polymerase zeichnet sich durch ihre 3'—5'-Exonuklease-Aktivitit aus,
durch die falsch eingebaute Nukleotide am 3'-Ende entfernt werden ("proofreading

activity"). Da die Prozessivitit dieses Enzyms im Vergleich zur Tag-Polymerase



Material und Methoden 48

vermindert ist, muss dies bei der Festlegung der Extensionszeit berticksichtigt werden.

Die Zusammensetzung fiir einen Standard PCR-Ansatz war wie folgt:

Matrize: 10 fg-10 ng
Oligonukleotide: 1 uM
Desoxynukleotide: je 250 uM
Puffer (10fach): 0,1 VT
Polymerase: lu
Wasser: ad 50 ul

Die Schmelztemperatur (T,,) der Oligonukleotide wurde entsprechend der Wallace-Regel
(Sambrook und Russell, 2001) ermittelt:

T =4 x (Anzahl G +Anzahl C) + 2 x (Anzahl A + Anzahl T)

Die daraus abgeleitete "Annealing"-Temperatur wurde so gewdhlt, dass diese mindestens
5 °C unter der Schmelztemperatur des am niedrigsten schmelzenden Oligonukleotides lag.
Die Extensionszeit wurde der Polymerase und der Lénge des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes angepasst.

Die Kontrolle und Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.2.1). Das PCR-Produkt wurde mit DNA-Auftragspuffer
(6fach konzentriert, Tabelle 2.5) gemischt und elektrophoretisch aufgetrennt. Sollten die
Amplifikate kloniert werden, wurden die entsprechenden Banden aus dem Gel

ausgeschnitten und extrahiert (Kapitel 2.6.2.3).

2.4.8 KLONIERUNG DER PKH

Die fiir die humane Pyridoxal-Kinase (PKH) codierende DNA wurde von Professor Ewen
F. Kirkness, Institute for Genomic Research, Rockville, zur Verfiigung gestellt (Hanna et
al., 1997). Die DNA befand sich zundchst im Vektor pCDMS8 und musste in einen anderen
Expressionsvektor umkloniert werden, damit eine Expression in Escherichia coli mdglich
wurde. Um das Protein mdglichst einfach aufreinigen zu kénnen, wurde das Protein Fusion
& Purification System der Firma New England Biolabs gewdhlt. Als Expressionsvektor
diente der Vektor pMAL-c2X (Abbildung 7.3). Durch Fusion der PKH-DNA-Sequenz, mit
der fiir ein Maltose-bindendes Protein codierenden Sequenz unter Erhalt des Leserasters,
entstand ein Fusionsprotein. Dieses ist zusammengesetzt aus der Pyridoxal-Kinase und

tragt N-terminal das Maltose-bindende Protein (MalE) aus Escherichia coli als Fusionsan-
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teil. Da der Maltose-bindende Anteil des Fusionsproteins grofer ist als die Pyridoxal-
Kinase (MBP: 42,5 kDa und PKH: 35,1 kDa), kann das Maltose-bindende Protein die
Aktivitit der Kinase beeinflussen. Um diesen moglichen Einfluss auszuschlieen, wurde
die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende DNA-Sequenz in einen zweiten Expressions-
vektor, pET-11a (Firma Novagen, Abbildung 7.4) inseriert, um die Expression der

Pyridoxal-Kinase als natives Protein ohne Fusionsanteil zu ermdglichen.

2.4.8.1 Erzeugung des rekombinanten Vektors pMAL-c2X-PKH

Der Escherichia coli-Stamm MC1061/P3 wurde mit dem rekombinanten Vektor pCDMS-
PKH transformiert und das amplifizierte Plasmid isoliert (Kapitel 2.4.1). Mit den
Restriktionsenzymen Xba I und BamH [ wurde die flir die Pyridoxal-Kinase codierende
Gensequenz aus dem rekombinanten pCDMS8-PKH Vektor isoliert (Erzeugung des Inserts),
durch Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.2) gereinigt und stand anschlieBend fiir die
Ligation zur Verfligung (Kapitel 2.4.4). Der Vektor wurde mit Xba I hydrolysiert. Mit dem
Insert und dem linearisierten Vektor wurde eine erste Ligation durchgefiihrt. Die Aufreini-
gung des Ligationsansatzes erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese. Die Bande aus
Insert und Vektor wurde ausgeschnitten und einer erneuten Restriktionshydrolyse mit
BamH I unterzogen. Nach Inaktivierung des Restriktionsenzymes (68 °C, 20 Minuten) und

erneuter Ligation wurde der rekombinante Vektor pMAL-c2X-PKH gebildet.

2.4.8.2 Erzeugung des rekombinanten Vektors pET-11a-PKH

Der Escherichia coli-Stamm MC1061/P3 wurde mit dem rekombinanten Vektor pCDMS-
PKH transformiert. AnschlieBend wurde der amplifizierte rekombinante Vektor reisoliert
(Kapitel 2.4.1). Der rekombinante Vektor pCDMS8-PKH wurde als Matrize in der PCR
(Kapitel 2.4.7) eingesetzt, um eine Nde I- und eine BamH I-Schnittstelle zu erzeugen. Sie
ermOglichten die Inserierung der fiir die Pyridoxal-Kinase codierenden DNA in den Vektor
pET-11a unter Bildung des rekombinanten Vektors pET-11a-PKH.

Fiir die PCR mit der Pfx-Polymerase fand folgendes PCR-Programm im Trio-Thermoblock

(Biometra, Gottingen) Anwendung:
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1. Schritt
Denaturierung 95°C 2 Minuten
2. Schritt
Denaturierung 95°C 0,5 Minuten
Annealing 55°C 0,3 Minuten
Extension 60 °C 1,3 Minuten
35 Zyklen
3. Schritt
Extension 60 °C 10 Minuten
Kiihlung 4°C bis zur Probenentnahme

Das mit den Primern "Hin-Nde I" und "Riick-BamH 1" (Tabelle 2.15) erhaltene PCR-
Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Nde [ und BamH [ hydrolysiert und durch
Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.2) gereinigt. Durch Ligation des mit den Restrik-
tionsenzymen Nde [ und BamH I hydrolysierten Vektors pET-11a mit der fiir die Pyridoxal-
Kinase codierenden DNA wurde der rekombinante Vektor pET-11a-PKH erhalten.

Mit diesem Ligationsansatz wurden XL1 Blue MRF' Kan-Zellen transformiert (Kapitel
2.4.5). Die Transformanden wurden iiberpriift, ob sie das rekombinante Plasmid pET-11a-
PKH enthielten. Von positiven Klonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und durch
Transformation in den Expressionsstamm BL21(DE3) {iberfiihrt. Der so erhaltene
rekombinante Stamm BL21(DE3)(pET-11a-PKH) wurde fiir die nachfolgenden

enzymbkinetischen Untersuchungen eingesetzt.

2.4.9 DNA-SEQUENZIERUNG

Die DNA-Sequenz wurde im Rahmen dieser Arbeit mit dem modifizierten
Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al. (1977) bestimmt.

Die zu sequenzierende DNA wird dabei einer PCR-dhnlichen Reaktion (cycle sequencing)
unterzogen. Die Einzelstrangsynthese geht hier nur von einem Oligonukleotid ("Primer")
aus. Das Reaktionsgemisch enthélt die Matrize, das entsprechende Oligonukleotid,
Desoxy-, Didesoxynukleotidgemische und eine DNA-Polymerase. Die im Ansatz
befindlichen Didesoxynuklotide sind basenspezifisch mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert und verursachen an der Stelle ihres Einbaus einen Kettenabbruch (Termination).
Der Einbau der Didesoxynukleotide erfolgt statistisch verteilt, so dass man ein Gemisch
aller moglichen Kettenldngen erhélt. Die Reaktionsprodukte einer Sequenzierreaktion
werden in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt, und das Bandenmuster

wird ausgewertet.
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2.4.9.1 Sequenzierreaktion

Fiir die automatische Sequenzierung wurde das "ABI PRISM Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit / Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v1.0" der Firma Applied
Biosystems, Weiterstadt, verwendet. Es enthilt die AmpliTaq® DNA Polymerase FS, die
Desoxynukleotide (ANTPs) und die fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide (ddNTPs)
in einem Puffer (Big Dye Terminator Mix). Durch Plasmidprdparation gewonnene DNA
diente als Matrize. Die verwendeten Oligonukleotide waren komplementir zum

Klonierungsvektor beziechungsweise zu der zu sequenzierenden DNA (Tabelle 2.15).
Die Zusammensetzung einer Standardsequenzierreaktion war wie folgt:

Big Dye Terminator Mix 2,0 ul

DNA-Template 250 ng
Primer 15 pmol
Wasser ad 10 pl

Die DNA wurde mit dem Primer und Wasser in einem Reaktionsgefd3 gemischt und im
PCR-Block (Biometra T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen) auf 4 °C gekiihlt. Jedem
Reaktionsansatz wurden 2 ul des auf Eis aufgetauten Big Dye Terminator Mix zugefiigt.
Nach Mischen der Komponenten wurde das fiir den jeweiligen Reaktionsansatz optimale
Temperaturprogramm gestartet.

Das der Schmelztemperatur der Oligonukleotide angepasste Temperaturprogramm

durchlief jeweils 40 Zyklen.

Temperaturprogramme fiir die verwendeten Oligonukleotide:

Primer pET Primer PKH Primer pMAL

Denaturierung [30 Sekunden] 96 °C 96 °C 98 °C
Annealing [15 Sekunden] 45 °C 47 °C 50°C
Extension [4 Minuten] 60 °C 60 °C 60 °C
Zyklen 40

Nach Ablauf des Temperaturprogrammes wurden die Reaktionsansdtze bis zur
Weiterverarbeitung auf 4 °C gekiihlt und anschlieBend wurden die Reaktionsprodukte mit

der in Kapitel 2.4.9.2 beschriebenen Methode gereinigt.
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2.4.9.2 Reinigung der Reaktionsprodukte der Sequenzierreaktionen

Um die Reaktionsprodukte nach elektrophoretischer Auftrennung im Polyacrylamidgel
korrekt zu detektieren, mussten sie von iberschiissigen fluoreszenzmarkierten
Didesoxynukleotiden befreit werden.
. Zum Reaktionsansatz wurden 40 ul HPLC-Wasser, 5 pl Natriumacetatlosung
(3 M, pH-Wert 4,6) und 125 ul Ethanol (100 %) gegeben. Nach dem Uber-
fiihren der kompletten Losung in ein 1,5 ml Eppendorfgefdl wurden die
Abbruchfragmente durch Zentrifugieren (20000xg, 15 Minuten) prézipitiert.
. Nach vorsichtigem Abdekantieren des Uberstandes wurde das Priizipitat mit
300 pl frisch verdiinntem Ethanol (70 %) gewaschen.
. Die DNA-Abbruchfragmente wurden nach erneutem Zentrifugieren (20000xg,
5 Minuten) und vorsichtigem Abdekantieren der Waschlosung im Vakuum
getrocknet (SpeedVac® Plus SC110A, Savant, CA, USA).

Die getrocknete DNA konnte bis zur Weiterbehandlung mehrere Tage bei -20 °C
aufbewahrt werden. Unmittelbar vor der elektrophoretischen Auftrennung der Abbruch-

fragmente im Polyacrylamidgel erfolgte der Zusatz von 2 pl Sequenzierpuffer zugegeben.

2.4.9.3 Trennung im Sequenziergel und Detektion

Die elektrophoretische Auftrennung der gereinigten Sequenzierproben erfolgte in einem
denaturierenden 4,5 %igen Harnstoff-Polyacrylamidgel mit dem ABI PRISM™ 377
Gelsystem (Applied Biosystems/Perkin-Elmer, Weiterstadt). Die verwendeten Losungen
und Puffer sind in Tabelle 2.6 aufgefiihrt.

. Die Glasplatten wurden zunidchst mit warmen Leitungswasser und
anschlieBend mit Alcon0x®-Lésung griindlich gewaschen, um die Hintergrund-
fluoreszenz bei der Detektion mit Laserlicht zu minimieren.

. Die Glasplatten wurden getrocknet und mit dem dazwischen liegenden
Abstandhalter (Spacer, 0,3 mm) in die Gelapparatur eingespannt.

. Die frisch hergestellte Acrylamidlosung (4,5 %) wurde mit einer Wasserstrahl-
pumpe entgast.

. Die Gellosung wurde mit TEMED (10 pl) und APS (233 pl, 10 %) versetzt und
gut gemischt, um eine gleichmifBige Polymerisation zu erzielen.

. Die Losung wurde sofort luftblasenfrei zwischen die Glasplatten gegossen, und

ein Taschenkamm wurde mit der Riickseite so eingesetzt, dass bei der



Material und Methoden 53

2.4.9.4

Polymerisation ein glatter Gelabschluss entstand. Die Auspolymerisation des
Gels erfolgte in horizontaler Lage (circa 1 Stunde).

Nach Polymerisation des Gels wurden die Gelreste am Halterahmen entfernt
und der Taschenkamm mit 36 Zdhnen so eingesetzt, dass sich 36 Taschen zur
Probenaufnahme bildeten.

Das Gel wurde vertikal in das Sequenziergerit eingespannt und die
Pufferkammern mit Elektrophoresepuffer gefiillt.

Nach einem Vorlauf zur Qualitatsiiberpriifung des gegossenen Gels wurde das
Gel auf 48 °C erwérmt.

Die DNA-Proben wurden mit 2 pl Probenpuffer versetzt, 3 Minuten bei 95 °C
denaturiert und sofort auf Eis abgekiihlt.

Die Probentaschen wurden mit Elektrophoresepuffer gespiilt und je 1 pl DNA-
Sequenzierprobe wurde in die Taschen gegeben.

Die Elektrophorese erfolgte bei 2400 V und konstanter Geltemperatur (48 °C)
tiber 5 Stunden. Der Sequenzierlauf wurde permanent durch computergestiitzte
Fluoreszenzdetektion verfolgt. Mit Hilfe eines Computerprogramms (Sequence
Analysis 3.0, Applied Biosystems, Weiterstadt) wurden die Daten ausgewertet

und standen zur Weiterverarbeitung zur Verfiigung.

Computergestiitzte Analyse der Sequenzierdaten

Mit verschiedenen Programmmodulen des Programms Lasergene 99 DNAStar (DNASTAR

Inc., London) wurden die vom Sequenzer erhaltenen Rohdaten ausgewertet. Mit dem

Programmmodul SeqMan wurden die Sequenzrohdaten vom Sequenzer iiberpriift und

bearbeitet.

Weitere Programme, die zur Analyse von Sequenzen eingesetzt wurden, sind:

2.5

2.5.1

Prosite http://www.expasy.org/tools/scanprosite/
SWISS-MODEL Repository http://swissmodel.expasy.org/repository/

Methoden der Proteinchemie

GEWINNUNG DER REKOMBINANTEN PYRIDOXAL-KINASE AUS ESCHERICHIA COLI

Die Pyridoxal-Kinase wurde sowohl als Fusionsprotein als auch als natives Enzym

heterolog iiberexprimiert. Um das Maltose-bindende Fusionsprotein zu gewinnen, wurden
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Bakterien des Escherichia coli-Stammes XL 1 Blue MRF' KAN mit dem fiir die Pyridoxal-
Kinase codierenden rekombinanten Plasmid pMAL-c2X-PKH (Tabelle 2.17) transformiert
(Kapitel 2.4.5). Zur Gewinnung der Pyridoxal-Kinase als natives Protein wurden Bakterien
des Stammes BL21(DE3) mit dem rekombinanten Plasmid pET-11a-PKH (Tabelle 2.17)
transformiert.

In beiden Fillen erfolgte die Aufreinigung durch Affinitatschromatographie. Der Affinitéts-

chromatographie der nativen Pyridoxal-Kinase schloss sich eine Gelfiltration an.

25.1.1 Anzucht von Escherichia coli-Zellen fiir die Proteinexpression

Vorkulturen

Zur Erzeugung von Vorkulturen wurden 3 ml Medium mit einer Einzelkolonie von einer
Agarplatte inokuliert. Dem Medium wurden die entsprechenden zur Selektion notwendigen
Antibiotika zugesetzt. In der Regel inkubierten die Kulturen 12-16 Stunden (37 °C,
180 rpm).

Ubernachtkulturen

Aus der Vorkultur wurden Ubernachtkulturen gewonnen. Dafiir wurden 50 ml steriles, mit
den entsprechenden Antibiotika versetztes Medium, mit 50 pl Vorkultur beimpft. Die
Kulturen inkubierten 12—16 Stunden (37 °C, 180 rpm).

Hauptkulturen
Die Gewinnung der Pyridoxal-Kinase in groferen Mengen erfolgte in Hauptkulturen.

Dafiir wurde 1 Liter Medium mit 1/100 Volumenteil Ubernachtkultur inokuliert und mit
den entsprechenden Antibiotika versetzt. Die Kulturen inkubierten mindestens 24 Stunden

(180 rpm, HAT Infors-Schiittler, Infors, Bottmingen, CH).

2.5.1.2 Gewinnung zellfreier Proteinrohextrakte aus Escherichia coli

Zur Gewinnung des =zellfreien Proteinrohextraktes des Fusionsproteins wurde Rich
Medium (Tabelle 2.11) mit 1/100 Volumenteil Ubernachtkultur mit Penicillin G (100 pg/
ml) und Kanamycin (60 pg/ml) inokuliert. Fiir die Uberexpression der nativen Pyridoxal-
Kinase wurde LB Medium (Tabelle 2.11) mit Penicillin G (100 pg/ml) versetzt und eben-
falls mit 1/100 Volumenteil Ubernachtkultur inokuliert.

Sobald die ODg einen Wert von 0,5 erreichte, wurde IPTG bis zu einer Endkonzentration

von 0,3 mM (Fusionsprotein) beziechungsweise 1,0 mM (native Pyridoxal-Kinase)
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zugesetzt. Das zugesetzte IPTG induziert die plasmidcodierte Expression der Proteine. Zu
diesem Zeitpunkt wurde eine Kontrollprobe (2 ml) ("nicht-induzierte Probe") genommen,
um die Expression zu kontrollieren. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C (Fusionsprotein)
beziehungsweise 37 °C (natives Protein).

Die Inkubationszeit betrug 4 Stunden fiir das Pyridoxal-Kinasefusionsprotein und 24
Stunden fiir die native Pyridoxal-Kinase. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine
weitere Probennahme (1 ml, "induzierte Probe") zur Expressionskontrolle und die Zellen
wurden durch Zentrifugieren (bei 4° C, 4000 x g, 20 Minuten) sedimentiert. Das aus 1
Liter Kultur gewonnene Zellsediment wurde in 10 ml Saulenpuffer (Tabelle 2.7)
aufgenommen und die Zellsuspension bei -20 °C eingelagert. Die Lagerung erfolgte
mindestens fiir eine Nacht (maximal eine Woche), da das Einfrieren die nachfolgende
Zelllyse begiinstigte.

Zur Kontrolle der korrekten Synthese der rekombinanten Proteine wurden parallel
Escherichia coli- Kulturen bearbeitet, die den nicht rekombinanten Vektor pMAL-c2X

beziehungsweise pET-11a ("Leer"-Plasmid) enthielten.

Induktionskontrolle

Die Synthese der rekombinanten Proteine wurde durch SDS-PAGE kontrolliert (Kapitel
2.6.3). Es wurde jeweils eine induzierte und eine nicht-induzierte Probe eines rekombinan-
ten Klones mit den Proben eines Klones verglichen, der das "Leer"-Plasmid enthielt.

Zeigte das Proteingel eine Proteinbande mit dem erwarteten Molekulargewicht fiir das
rekombinante Protein, wurde von einer korrekten Proteinexpression ausgegangen. Das

gewonnene Zellpellet fand fiir die weitere Proteingewinnung Einsatz.

2.5.1.2.1  Zelllyse durch Ultraschall

Das gefrorene Zellpellet (Kapitel 2.5.1.2) wurde langsam im Eisbad aufgetaut, und die
Zellen wurden mittels gepulstem Ultraschall (Stufe 5, Intensitit 50 %) aufgeschlossen. Als
Gerdt diente ein Ultraschall-Desintegrator (Sonifier Typ 250, Branson, Danbury,
Conneticut, USA). Wihrend der Ultraschallbehandlung wurde die Zellsuspension sténdig
in Eiswasser gekiihlt, um eine Erwdrmung der Losung und damit einen Aktivitdtsverlust
der Pyridoxal-Kinase zu vermeiden. Die Probenbeschallung erfolgte in zwanzig Zyklen fiir
15 Sekunden. Eine Pause von 15 Sekunden zwischen den einzelnen Zyklen sollte ein
Erwérmen der Probe verhindern.

AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (4 °C, 9000 x g, 30 Minuten). Im Uberstand
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(Rohextrakt) befanden sich die loslichen Proteine und im Sediment die unldslichen
Proteine. Der sofort dekantierte Uberstand, Proteinrohextrakt, wurde nach
Proteingehaltsbestimmung nach Bradford (Kapitel 2.6.1.3) zur Aktivititsbestimmung

eingesetzt oder chromatographisch gereinigt, um die reine Pyridoxal-Kinase zu erhalten.

2.5.1.3 Affinitdtschromatographie Maltose-bindender Fusionsproteine

Bei der Expression des Fusionsproteins bildete sich ein Protein, das aus dem Maltose-
bindenden Anteil (MalE) und der Pyridoxal-Kinase bestand. Der Maltose-bindende Anteil
diente der Aufreinigung des Fusionsproteins in einem Schritt (Kellermann und Ferenci,
1982). Die Reinigung wurde nach Anleitung des Handbuches "pMAL™ Protein Fusion
and Purification System" (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Handbuch auf der
CD-ROM unter /Literatur/New England Biolabs/) unter nativen Bedingungen durch-
gefiihrt. Der Maltose-bindende Anteil des Fusionsproteins (MBP) adsorbiert hierbei
spezifisch und reversibel an die Amylose-Affinitits-Matrix. Nach Auswaschen der
unspezifisch an diese Matrix bindenden Proteine sollte nur noch das Maltose-bindende
Fusionsprotein an der Matrix verankert sein. Dieses wurde durch einen maltosehaltigen
Puffer von der Matrix eluiert und stand fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung.

Die Aufreinigung erfolgte bei 4 °C. Die Proben wurden auf Eis gelagert. Fiir die
Aufreinigung fand eine spezielle Matrix (Amylose Resin, New England Biolabs, Frankfurt
am Main) Anwendung, die auf ihrer Oberfliche Amylose-Einheiten besal. 15 ml des
Amylose-Harzes (Bindungskapazitit 3 mg/ml) wurden in eine 2,5 cm x 10 cm Kartusche
gefiillt und mit 8 Siulenvolumina (120 ml) Sdulenpuffer (Tabelle 2.7) dquilibriert. Mit
einer Flussrate von 1 ml/min wurde der Proteinrohextrakt auf die zuvor dquilibrierte Saule
geladen. Dabei wurde das Fusionsprotein mit dem Maltose-bindenden Anteil an die Matrix
gebunden. Der proteinhaltige Durchlauf wurde aufgefangen und erneut iiber die Sidule
gegeben. Insgesamt durchlief der Proteinextrakt dreimal die Sdule, um moglichst die
gesamte im Proteinrohextrakt enthaltene Pyridoxal-Kinase und wenig weitere Proteine
unspezifisch an die Sdulenmatrix zu binden. Durch Spiillen mit 12 Siulenvolumina
Saulenpuffer (180 ml) wurden alle Begleitproteine von der Séule entfernt. Der Verlauf des
Waschvorganges wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm  kontrolliert
(Durchflussphotometer). Die Elution des Pyridoxal-Kinasefusionsproteins erfolgte mit
maltosehaltigem Séulenpuffer (Elutionspuffer, Maltose 10 mM). Maltose verdringt auf-
grund seiner hoheren Affinitit zur Amylosematrix kompetitiv das Fusionsprotein.

Das Eluat wurde in Fraktionen zu je 3 ml aufgefangen. Die Protein-Konzentration jeder

Fraktion wurde nach Bradford (Kapitel 2.6.1.3) gegen BSA bestimmt. Der Grad der
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Reinheit wurde durch SDS-PAGE (Kapitel 2.6.3) verfolgt.
Die Maltose-bindende Doméne konnte nach Aufreinigung des Fusionsproteins durch die

Protease Faktor Xa abgespalten werden (Kapitel 2.5.1.3.1).

2.5.1.3.1 Hydrolyse des Maltose-bindenden Fusionsproteins mit der Protease Faktor Xa

Mit dem Vektor pMAL-c2X iiberexprimierte Fusionsproteine besitzen im Bereich vor dem
Polylinker eine fiir die Protease Faktor Xa codierende Erkennungssequenz (Ile-Glu-Gly-
Arg, Abbildung 3.1). Diese Sequenz ist so lokalisiert, dass der Fusionsanteil des Proteins
(Maltose-bindendes Protein) bis auf einen Rest von wenigen Aminosduren vom Zielprotein
abgespalten werden kann.

Im allgemeinen weisen Fusionsproteine eine hohere Stabilitét als die nativen Zielproteine
auf. Beeintrdchtigt der Fusionsanteil die Enzymaktivitit, ist die Hydrolyse jedoch
notwendig. Diese erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers (Handbuch auf der
beiliegenden CD-ROM /Herstellerangaben/New England Biolabs).

Das gereinigte Fusionsprotein wurde mit Faktor Xa bei 4 °C inkubiert (Restriction Grade
Factor Xa, Novagen). Die Pyridoxal-Kinase wurde pro 50 pg gereinigtem Fusionsprotein
mit Faktor Xa (1 u) und 10-fach Puffer (0,1 VT, 5 pul) versetzt und das Volumen mit Wasser
auf 50 pl ergénzt.

Nach 2, 4, 8, 16 und 24 Stunden wurden Proben entnommen, um die Hydrolyse
zeitabhingig verfolgen zu konnen. Das AusmaBl der Hydrolyse wurde anhand von
Aktivitatsmessungen (Kapitel 2.6.1.4) und mit SDS-PAGE (Kapitel 2.6.3) verfolgt. Wurde
das Fusionsprotein in einen 42 kDa groflen Fusionsanteil und ein Zielprotein der korrekten
GroBe (35 kDa) gespalten, konnte auf korrekte Translation geschlossen werden.

Das nach Hydrolyse erhaltene Protein wurde entweder ohne weitere Reinigungsschritte in

den nachfolgenden Enzyminkubationen eingesetzt oder bei -20 °C gelagert.

2.5.14 Aufreinigung der nativen Pyridoxal-Kinase

Die Aufreinigung der rekombinanten nativen Kinase erfolgte mit der von Cash et al. (1980)
entwickelten Methode in modifizierter Form.

Die Pyridoxal-Kinase wurde im ersten Schritt mittels Affinitdtschromatographie gereinigt.
Dabei wurde die Pyridoxal-Kinase an eine Pyridoxal-Sepharose-Matrix gebunden. Nach
dem Waschen der Begleitproteine von der Séaule, wurde die Kinase mittels eines Pyridoxin-
haltigen Puffers (100 mM) eluiert. Eine sich anschlieBende Gelfiltration trennte die

Pyridoxal-Kinase von dem Pyridoxin-Puffer.
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2.5.1.4.1 Herstellung der Pyridoxal-Sepharose-Matrix

Entsprechend der von Cash et al. (1980) entwickelten Methode zur Aufreinigung der
Pyridoxal-Kinase wurde Pyridoxal kovalent an eine Sepharose-Matrix (EAH-SepharoseTM
4B, Amersham Biosciences) gebunden. Zur Vorbehandlung wurden 50 ml der EAH-
SepharoseTM 4B mit 4000 ml 0,5 M NaCl-Loésung entsprechend den Herstellerangaben
gewaschen (Handbuch auf der beiliegenden CD-ROM /Herstellerangaben/Amersham
Biosciences). AnschlieBend wurde die Sepharose mit einer Pyridoxallésung (7,0 g in
350 ml Wasser, pH-Wert 7,0) versetzt. Unter Lichtschutz wurde diese Suspension
vorsichtig bei Raumtemperatur (16 Stunden) geschiittelt. Die Carbonylgruppe des
Pyridoxals reagierte hierbei mit der Aminogruppe des Spacers der Matrix unter Ausbildung
einer Schiff'schen Base.

Nach 16 Stunden Schiitteln wurde die Suspension auf Eis abgekiihlt, und die gebildete
Schiff'sche Base wurde mit Natriumborhydridlésung (5 mg/ml) unter Schiitteln zum
sekunddren Amin reduziert. Wahrend der Reduktion wurde der pH-Wert mit 7 %iger
Essigsdure unter 9,0 gehalten. Das Ende der Reaktion war durch das Verschwinden der
gelben Farbe erkennbar. Danach wurde die Suspension auf Raumtemperatur erwarmt, und
zur Zerstorung des iiberschiissigen Natriumborhydrid wurde der pH-Wert mit 7 %iger
Essigsdure auf 6,0 eingestellt. Die Matrix wurde mit 5 Sadulenvolumina (250 ml) 3 M KClI-
Loésung und anschlieBend mit Wasser gespiilt und vor Verwendung mit Puffer 1 (Tabelle

2.7) dquilibriert.

2.5.1.4.2 Affinitdtschromatographie

Die Affinitdtschromatographie beruht auf der spezifischen Wechselwirkung des Proteins
mit einem an der Matrix immobilisierten Liganden. Zur Affinitdtschromatographie der
nativen Pyridoxal-Kinase wurde die nach Kapitel 2.5.1.4.1 hergestellte Pyridoxal-
Sepharose-Matrix (48 ml) in eine FPLC-Sdule (Innendurchmesser 2,6 cm, Linge 40 cm,
Amersham Biosciences) gefiillt. Die Matrix wurde zunichst mit mehreren Sdulenvolumina
(mindestens 200 ml) Puffer 1 (2 ml/min, Tabelle 2.7) dquilibriert. Der aus 6 Litern
Hauptkultur gewonnene Proteinrohextrakt wurde mit KClI bis zu einer Endkonzentration
von 100 mM versetzt und mit einer Flussrate von 1 ml/min auf die Sdule geladen. Der
Durchfluss wurde aufgefangen. Der Proteinrohextrakt wurde insgesamt dreimal iiber die
Sdule gegeben. Dabei wurde die Pyridoxal-Kinase spezifisch an die Pyridoxal-Sepharose-
Matrix gebunden. Die weiteren im Rohextrakt enthaltenen Proteine wurden nicht gebun-

den. Um die unspezifisch gebundenen Begleitproteine von der Sdule zu waschen, wurde
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zunéchst mit Puffer 1 (2 ml/min, 50 ml), anschlieBend mit Puffer 2 (2 ml/min, Tabelle 2.7)
und abschlieend erneut mit Puffer 1 (2 ml/min, 50 ml) gespiilt. Die Pyridoxal-Kinase
wurde mit einem Pyridoxin-haltigen Puffer (Puffer PN, 1,0 ml/min, Tabelle 2.7) eluiert.
Das Eluat wurde in Fraktionen aufgefangen.

Die Aufreinigung erfolgte bei 4 °C und wurde mit einem Durchflussphotometer bei
280 nm verfolgt. Da sowohl Pyridoxin als auch die Pyridoxal-Kinase bei 280 nm Licht
absorbieren, konnte bei der Elution nicht zwischen proteinhaltigen und proteinfreien
Fraktionen unterschieden werden. Um die Fraktionen, die die Pyridoxal-Kinase enthalten,
zu erkennen, erfolgte eine Proteingehaltsbestimmung aller gesammelten Fraktionen nach
Bradford gegen BSA (Kapitel 2.6.1.3). Der Grad der Aufreinigung wurde durch SDS-
PAGE (Kapitel 2.6.3) verfolgt. Die nach Affinitdtschromatographie erhaltene Pyridoxal-
Kinase wurde entweder sofort mittels Gelfiltration (Kapitel 2.5.1.4.3) vom Elutionspuffer
getrennt oder bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Nach Elution der Pyridoxal-Kinase wurde die Sdule mit mindestens 200 ml Puffer 1
gespiilt. Zur weiteren Reinigung wurde die Matrix abwechselnd mit je 3 Sdulenvolumina
Reinigungspuffer 1 und 2 (Tabelle 2.7) gespiilt. Dieser Reinigungsschritt wurde dreimal

wiederholt.

2.5.1.43 Gelfiltration

Die Gelfiltration oder Ausschlusschromatographie ist ein Verfahren zur Trennung und
Reinigung von Stoffen verschiedener Molekiilmassen und zur Molmassenbestimmung. Sie
trennt geloste Molekiile nach ihrer Grofe, basierend auf der unterschiedlichen Permeation
des Analyten in ein pordses Tragermaterial mit definierter Porengrof3e. Molekiile, die nicht
in das Tragermaterial eindringen konnen, eluieren zusammen mit der Losungsmittelfront.
Kleinere Molekiile bewegen sich nicht nur ungehindert zwischen den Partikeln der
stationdren Phase, sondern dringen auch in ihre Poren ein. Daher ist das Elutionsvolumen
umso grofler, je kleiner die zu trennenden Molekiile sind.

Die Gelfiltration wurde eingesetzt, um die nach Affinititschromatographie (Kapitel
2.5.1.4.2) erhaltene Pyridoxal-Kinase von dem im Elutionspuffer enthaltenen Pyridoxin zu
trennen. Als Matrix diente Sephadex® G-15 (Amersham Biosciences, Handbuch auf der
beiliegenden CD-ROM /Herstellerangaben/Amersham Biosciences). Eine 40 cm lange
Sdule mit einem Durchmesser von 1,6 cm (Amersham Biosciences) wurde mit der Matrix
gefiillt und diese wurde entsprechend den Herstellerangaben vorbehandelt. Vor jeder
Gelfiltration wurde die Matrix mit mindestens 4 Sdulenvolumina Kaliumphosphatpufter
(0,1 M, pH-Wert 6,0) dquilibriert.
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Um eine vollstandige Trennung der Pyridoxal-Kinase von Pyridoxin zu erreichen, konnten
maximal 5 ml Probe auf die Sdule aufgebracht werden. Die nach Affinitdtschro-
matographie erhaltene Proteinlosung wurde mit einer Fliegeschwindigkeit von 1 ml/min
auf die Sédule gegeben und mit Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH-Wert 6,0) eluiert. Die
Elution wurde durch Messen der UV-Absorption bei 280 nm (Durchflussphotometer)
verfolgt. Sobald die Absorption anstieg, wurde die Pyridoxal-Kinase in Fraktionen zu je
3 ml aufgefangen. Die Gelfiltration fand bei 4 °C statt, und die erhaltene reine Pyridoxal-
Kinase wurde entweder direkt fiir enzymkinetische Untersuchungen eingesetzt oder
aliquotiert bei -20 °C eingefroren. Die Konzentration der Pyridoxal-Kinase wurde in jeder
Fraktion nach Bradford (Kapitel 2.6.1.3) gegen BSA bestimmt und die Reinheit wurde
durch SDS-PAGE kontrolliert (Kapitel 2.6.3). Die Reinigung der Saule erfolgte mit NaOH
(0,2 M). AnschlieBend wurde die Sdule mit Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH-Wert 6,0)
dquilibriert.

2.5.2 ENZYMINKUBATIONEN

Um die Funktionalitidt und den Einfluss von Ginkgotoxin auf die menschliche Pyridoxal-
Kinase zu untersuchen, wurde das Gen in die Expressionsvektoren pMAL-c2X und
pET-11a ligiert. Das Konstrukt pMAL-c2X diente der Expression der Pyridoxal-Kinase als
Maltose-bindendes Fusionsprotein, wihrend die Pyridoxal-Kinase mit dem Konstrukt
pET-11a-PKH nativ exprimiert wurde.

Nach der Ernte der Zellen wurde das Zellpellet von 1 L Kultur in 10 ml Lysispuffer
aufgenommen und mittels Ultraschall (Kapitel 2.5.1.2.1) aufgeschlossen. Wiahrend des
Ultraschallaufschlusses wurden die Proben auf Eis gehalten. AnschlieBend wurden die
zelluldren Bestandteile abzentrifugiert (9000xg, 30 Minuten, 4 °C).

Wurden Enzyminkubationen mit dem so gewonnenen Proteinrohextrakt durchgefiihrt,
diente der entsprechende Escherichia coli-Stamm transformiert mit dem "Leer"-Vektor als
Negativkontrolle. Fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase waren Inkubationsansétze ohne
Pyridoxal-Kinase beziehungsweise ohne Substrat die Negativkontrolle.

Zur Verfolgung der Expression und der Aufreinigung der Pyridoxal-Kinase wurden bei

allen Aufreinigungsschritten Aliquots entnommen und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

25.2.1 Untersuchungen zur Charakterisierung der rekombinanten Pyridoxal-Kinase

Die zunédchst durchgefiihrten Untersuchungen zur Stabilitdt sollten sicherstellen, dass die

verwendeten Proteinproben iiber den gesamten Untersuchungszeitraum eine ausreichende
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Aktivitat aufwiesen. Zur Charakterisierung der Pyridoxal-Kinase wurden das Temperatur-
Optimum, das pH-Optimum und die Abhédngigkeit der Pyridoxal-Kinaseaktivitidt von der

Anwesenheit zweiwertiger Kationen untersucht.

2.5.2.1.1 Untersuchung der Stabilitit der Pyridoxal-Kinase

Zur Stabilititspriifung der Pyridoxal-Kinase wurde der Proteinrohextrakt beziehungsweise
die gereinigte Pyridoxal-Kinase einer Anzucht aliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Am
Untersuchungstag wurde ein Aliquot aufgetaut und die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase mit

Hilfe des optischen Tests photometrisch (Kapitel 2.6.1.4) bestimmt.

2.5.2.1.2 Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Enzymaktivitét

Um den Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Enzymaktivitit zu unter-
suchen, wurden im optischen Test (Kapitel 2.6.1.4) steigende Enzymkonzentrationen

eingesetzt und die Reaktionsgeschwindigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung bestimmt.

2.5.2.1.3 Bestimmung des Temperatur-Optimums

Das Temperatur-Optimum wurde im Temperaturbereich von 20—-60 °C bestimmt. Hierzu
wurde die Pyridoxal-Kinase bei der entsprechenden Temperatur mit Pyridoxal inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das im Inkubationszeitraum gebildete Pyridoxal-5'-

phosphat photometrisch gemessen (Endpunktbestimmung).

2.5.2.1.4 Bestimmung des pH-Optimums

Sowohl die enzymatische Aktivitidt als auch die Substratbindung koénnen durch den
Ladungszustand ionisierbarer Aminosduren beeinflusst werden. Daher ist die Enzym-
aktivitit vom pH-Wert abhingig. Das pH-Optimum ist ein wichtiges Kriterium zur
Charakterisierung von Enzymen.

Das pH-Optimum wurde mit Hilfe von Kaliumphosphatpuffer (Endkonzentration 70 mM)
in einem pH-Bereich von 5,0 bis 8,0 in Schritten von jeweils 0,5 pH-Einheiten bestimmt.
Bei jedem untersuchten pH-Wert wurde die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat aus
Pyridoxal im einfachen optischen Test (Kapitel 2.6.1.4) kontinuierlich verfolgt.
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2.5.2.1.5 Untersuchung des Einflusses verschiedener zweiwertiger Kationen auf die
Enzymaktivitit

Zweiwertige Kationen konnen als Cofaktoren einen entscheidenden Einfluss auf die Enzy-
maktivitit haben. Zur Untersuchung dieses Einflusses auf die Aktivitdt der Pyridoxal-
Kinase wurde den Inkubationsansdtzen Zink-, Cobalt-, Mangan-, Magnesium- oder
Calciumchlorid zugesetzt. Sie wurden in einer Konzentration von 0,1 M eingesetzt. Die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat aus Pyridoxal wurde im einfachen optischen Test

(Kapitel 2.6.1.4) kontinuierlich verfolgt.

2.5.2.1.6  Bestimmung des K,-Wertes

Die Michaelis-Konstante (K,,) charakterisiert die Affinitit eines Enzyms zu seinem
Substrat. Sie entspricht der Substratkonzentration, bei der die Umsetzung des Substrates
mit halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit (V,,.x) erfolgt. Der K, -Wert charakterisiert
damit die Affinitét eines Enzyms zu seinem Substrat.

Die Michaelis-Menten-Gleichung gibt die Beziehung zwischen v, V., S und K, wieder.

v = max * [S]
K, +[S]
v Reaktionsgeschwindigkeit
Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit
K Michaelis-Konstante
S Substratkonzentration

Die Michaelis-Menten-Gleichung zur Berechnung von K, ist nur giiltig, wenn die
Substratkonzentration iiber den gesamten Beobachtungszeitraum als konstant angesehen
werden kann und die Reaktionsgeschwindigkeit nur von der Enzymkonzentration abhéngig
ist. Die Reaktionsgeschwindigkeit muss zudem unter Gleichgewichtsbedingungen
bestimmt werden.

Ist die Affinitdt des Enzyms zum Substrat hoch, fiihrt dies zu einem niedrigen K,,-Wert
und umgekehrt. Mit steigender Substratkonzentration ndhert sich v asymptotisch V.« an.
Die GroBen K, und V ,,x wurden durch nicht-lineare Regression mit Hilfe des Computer-
programms GraFit 5.0 bestimmt. Graphisch wurden die Werte im Lineweaver-Burk-
Diagramm dargestellt, wobei 1/v gegen 1/S aufgetragen wird. Hierbei liegen die

Messpunkte auf einer Geraden. Der Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden mit der y-Achse
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liefert den Wert fiir 1/V,x und der Schnittpunkt mit der x-Achse liefert -1/K;,. Das
Lineweaver-Burk-Diagramm zeigt die Linearitdt der Beziehung 1/v gegen 1/S.

Zur Bestimmung des K, -Wertes wurde die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase bei steigenden
Substratkonzentrationen gemessen. Die weiteren Inkubationsbedingungen richteten sich
nach den ermittelten pH- und Temperatur-Optima. Zur Charakterisierung der Pyridoxal-
Kinase wurde der K,,-Wert fiir Pyridoxal zunichst photometrisch mit dem einfachen
optischen Test (Kapitel 2.6.1.4) bestimmt. Da nur die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat
photometrisch erfasst werden konnte, mussten die K,,,-Werte fiir Pyridoxin, Pyridoxamin,
Desoxypyridoxin und Ginkgotoxin mittels HPLC (Kapitel 2.6.5) bestimmt werden. Zum
besseren Vergleich der K,-Werte wurde der photometrisch fiir Pyridoxal ermittelte Wert
zusitzlich mittels HPLC bestimmt. Die Bestandteile der Inkubationsansitze (Ansatzgrof3e
1 ml), zundchst ohne Substrat, wurden gut gemischt und 3 Minuten bei 37 °C temperiert.
Nach Zugabe des Substrates und Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die unmittelbare
Auftrennung des Reaktionsgemisches (Volumen 50 pl) mittels HPLC.

2.5.2.1.7 Bestimmung der katalytischen Konstante und der Spezifitdtskonstante

Ein weiterer wichtiger Parameter ist die katalytische Konstante k.., die Reaktionsge-
schwindigkeits-Konstante der Produktbildung. Thr Wert entspricht dem theoretischen
Maximum der molaren Aktivitit. Die so genannte Spezifitdtskonstante, der Quotient aus
keat/Kiy, erlaubt den Vergleich verschiedener Substrate hinsichtlich ihrer Effektivitdt und
ermoglicht damit Aussagen iiber die Qualitit der unterschiedlichen Substrate. Die
Spezifititskonstante ist ein MaB3 der Substratspezifitdt, hohe Werte sind ein Hinweis fiir

hohe Substratspezifitit.

2.5.2.2 Einfluss verschiedener Vitamin-Bg-Analoga auf die Enzymaktivitdit

2.5.2.2.1 Bestimmung des K;-Wertes

Zur Charakterisierung der Enzym-Inhibitor Wechselwirkung wurde der K;-Wert fiir
Pyridoxin und Desoxypyridoxin bestimmt.

Zur Ermittlung des K;-Wertes wurden Enzyminkubationen mit konstanter Substrat-
konzentration und steigender Inhibitorkonzentration durchgefiihrt. Die bei der jeweiligen
Inhibitorkonzentration erhaltene Reaktionsgeschwindigkeit wurde gegen die Inhibitor-

konzentration in einem Diagramm aufgetragen. Aus dem Verlauf des Graphen wurde durch
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nicht-lineare Regression der Kj,,,-Wert mit folgender Gleichung bestimmit:

B Vi
1+ aun
Kiapp
Vs =  Reaktionsgeschwindigkeit im Steady-State
I = Inhibitorkonzentration
Vi = initiale Reaktionsgeschwindigkeit, [I] =0
Kispp =  apparenter K;-Wert, Inhibitorkonzentration, bei der die Steady-State Reaktions-
geschwindigkeit die Hélfte der initialen Reaktionsgeschwindigkeit erreicht
(ICs0).

Der ICso-Wert ist die Konzentration des Inhibitors, bei dem die Reaktionsgeschwindigkeit
die Hélfte der initialen Reaktionsgeschwindigkeit in Abwesenheit des Inhibitors erreicht.
Diese ist vom K,,-Wert des Substrates und der Konzentration des Substrates abhéngig.

Aus dem in einem separaten Experiment ermittelten K,,-Wert (Kapitel 2.5.2.1.6) und dem
Wert fir Kj,p, wurde der K;-Wert, die Dissoziationskonstante des Inhibitors, entsprechend
der Gleichung von Cheng und Prusoft (1973) berechnet:

K,‘ — Kia]:;)
Kn
2.6 Analytische Methoden
2.6.1 UV-SPEKTROMETRIE
2.6.1.1 Bestimmung der optischen Dichte zur Wachstumskontrolle von Escherichia coli

Das Wachstum von Escherichia coli in Flissigmedium wurde durch die Triilbungsmessung
mit dem Photometer (UVikon® 860, Kontron, Miinchen) kontrolliert. Es wurde die
Absorption von Licht der Wellenldnge 600 nm (ODgpo) von 1 ml Kultur gegen Medium
bestimmt. Ein ODggy-Wert von 1,0 entspricht hierbei circa 8 x 10® Zellen/ml (Bertram und
Gassen, 1991).
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2.6.1.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Quantifizierung der nach Kapitel 2.4.1 gewonnenen DNA erfolgte photometrisch mit
einem Uvikon® 810 Photometer (Kontron, Miinchen). Die Konzentrationsbestimmung von
RNA oder DNA beruht auf dem Absorptionsmaximum der Nukleinséduren bei 260 nm. Eine
Losung, die 50 pg/ml doppelstringige DNA enthélt, hat einen Absorptionswert von 1
(Sambrock et al., 2001). Um die Reinheit der erhaltenen DNA abschitzen zu konnen,
wurde zusédtzlich die Absorption bei 280 nm bestimmt. Eine reine DNA-LOsung hat einen
ODy40/OD,go-Quotienten von 1,8. Ist die Losung mit Proteinen kontaminiert, ist der Wert
kleiner. Fiir weitere Versuche sollte der Quotient zwischen 1,7-2,0 liegen.

Die Konzentrationsberechnung doppelstringiger DNA erfolgte nach folgender Formel:

[c] = Aygp x Verdiinnung x 50 [pg/ml]

2.6.1.3 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Quantifizierung von Proteinen erfolgte mit der Methode nach Bradford (1976),
modifiziert nach Read und Northcote (1981).

Bei der Reaktion des Bradford-Reagenzes (Coomassie-Brilliant blue G250® in Phosphor-
sdure und Methanol) mit Proteinen bildet sich zeitabhidngig ein Farbkomplex. Dieser ist
instabil und zerféllt wieder. Daher musste bei allen Messungen exakt die gleiche
Inkubationszeit eingehalten werden.

Die Komplexbildung zwischen Proteinen und Farbstoff fithrt zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm. An dieser Komplex-
bildung ist hauptséchlich Arginin beteiligt, aber auch Lysin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin
und Phenylalanin interagieren mit dem Farbstoff. Die unterschiedliche Beteiligung der
Aminoséduren an der Komplexbildung hat zur Folge, dass die Absorption des Komplexes
fiir Proteine unterschiedlicher Aminosduresequenz bei gleicher Konzentration unter-
schiedlich hoch ist. Dieser Test ergibt also nur ndherungsweise die Proteinkonzentration

und hat daher vergleichenden Charakter.

2.6.1.4 Photometrischer Test zur Bestimmung von Pyridoxal-5'-phosphat in
Inkubationsansdtzen

Die Pyridoxal-Kinaseaktivitdt wurde nach der Methode Kwok und Churchich (1979)
bestimmt. Die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat wurde durch Messen der
Absorptionsidnderung bei 388 nm in einem Zweistrahl Photometer Uvicon® 860 (BIO-TEK
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Kontron, Miinchen) verfolgt. Pyridoxal-5'-phosphat hat ein Absorptionsmaximum bei
388 nm (Abbildung 7.7) mit einen Extinktionskoeffizienten von 4900 M em™. Mit diesem
Test ldsst sich zeitabhdngig und kontinuierlich die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat
verfolgen, denn bei dieser Wellenldnge hat Pyridoxal kein Absorptionsmaximum. Diese
Methode wurde zur Charakterisierung der Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Mit dieser
Methode lésst sich nur die Umsetzung von Pyridoxal, aber nicht die Umsetzung von
Pyridoxin und Pyridoxamin und der Antivitamere verfolgen. Die Umsetzung dieser
Verbindungen wurde mittels Hochleistungs-Fliissigchromatographie untersucht (Kapitel
2.6.5).

CHO CHO
HO CH,OH HO CH,0(P)
| N PKH - A
_ ). B _
H,C®™ N Zn H,C®™ N
Pyridoxal (PL) ATP ADP Pyridoxal-5'-phosphat (PLP)
315 nm 388 nm
Abbildung 2.1 Reaktionsschema zur Umsetzung von Pyridoxal zu Pyridoxal-5'-phosphat

Die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat wurde photometrisch bei 388 nm (Uvikon® 860
Photometer, Kontron, Miinchen) {iber einen Zeitraum von 10-40 Minuten bei 37 °C
verfolgt. Der zellfreie Proteinrohextrakt von XL1-Blue MRF' Kan (pMAL-c2X-PKH) und
BL21(DE3)(pET-11a-PKH) beziehungsweise die gereinigte Pyridoxal-Kinase dienten
jeweils als Probe. Zur Kontrolle wurden die analog behandelten zellfreien
Proteinrohextrakte von XL1-Blue MRF' Kan (pMAL-c2X) und BL21(DE3)(pET-11a)
eingesetzt. Die Proteinkonzentration des Proteinrohextraktes betrug 1,5 pg/ul fir XL1-
Blue MRF' Kan (pMAL-c2X-PKH) und 0,1 pg/pl fir BL21(DE3)(pET-11a-PKH). Die
gereinigte Pyridoxal-Kinase wurde, wenn nicht anders angegeben, in einer Konzentration
von 0,01 pg/ul eingesetzt.

Die Messungen erfolgten in Kaliumphosphatpuffer (70 mM) in Anwesenheit von ZnCl,
(0,1 mM) und ATP (1 mM). Zinkionen sind Cofaktor der Pyridoxal-Kinase und ATP stellt
den Donator fiir die Phosphatgruppe dar. Der Enzymassay wurde in einem Gesamtvolumen

von 1 ml durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz:
Kaliumphosphatpufter (0,1 M) 700 nl

Proteinrohextrakt/PKH x ul
ZnCl, (0,01 M) 10 pl
ATP (0,1 M) 10 pl
Pyridoxal (0,0005 M) x ul
Wasser ad 1000 pl

Die Bestandteile des Assays wurden bis auf das Substrat (Pyridoxal) in eine Mess- und
eine Referenzkiivette pipettiert. Anstelle des Substrates wurde in die Referenzkiivette
Wasser gegeben. Die Losungen wurden gut durchmischt, und die Kiivetten wurden ins
temperierte Photometer (37 °C) gestellt. Zundchst wurde fiir 3 Minuten die
Absorptionsdnderung ohne Substrat verfolgt. Dieser Schritt diente einerseits der
Temperierung der Losung und andererseits sollte kontrolliert werden, ob andere
Reaktionen ablaufen (zum Beispiel Prézipitation von Reaktionskomponenten).
Anschlieend wurde das Substrat in die Messkiivette gegeben, die Losung wurde gemischt
und die Messung wurde gestartet.

Zur Charakterisierung der Pyridoxal-Kinase wurden verschiedene Parameter im Aktivitats-

test variiert.

2.6.1.5 Bestimmung des logP-Wertes von Pyridoxal und Ginkgotoxin

Die Bestimmung des logP-Wertes wurde entsprechend der OECD Guideline for the testing
of chemicals, Partition Coefficient (n-octanol/water): Shake Flask Method (Adopted by the
Council on 27th July 1995) durchgefiihrt.

Der Verteilungskoeffizient (P) ist definiert als das Verhédltnis der Gleichgewichts-
konzentration einer gelosten Substanz in einem zweiphasigen System aus zwei nicht
miteinander mischbaren Losungsmitteln. Der Verteilungskoeftizient fiir die Losungsmittel
Wasser und n-Octanol wird wie folgt berechnet:

C

_ n=0ctanol

PO/W_

Wasser

Der dimensionslose Verteilungsquotient wird als Zehnerlogarithmus angegeben (logPow).
Der Verteilungskoeffizient von Pyridoxal und Ginkgotoxin wurde fiir das System Wasser/
n-Octanol bestimmt. Vor der Ermittlung des Verteilungskoeffizienten wurden die beiden
Losungsmittel wechselseitig gesittigt. Zwei Gefdlle, eins mit n-Octanol und dem

notwendigem Volumen Wasser und eins mit Wasser und dem notwendigem Volumen
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n-Octanol wurden 24 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wurden die
Phasen getrennt. Das mit Wasser geséttigte n-Octanol und das mit n-Octanol geséttigte
Wasser wurden im weiteren Versuch als Losungsmittel eingesetzt.

Von den zu untersuchenden Substanzen wurden zundchst Stockldsungen in n-Octanol
gesdttigtem Wasser hergestellt. Aliquots dieser Ldsungen wurden einem bestimmten
Volumen des n-Octanol gesittigten Wassers zugesetzt (Ausgangslosung). Von diesen
Losungen wurde die Konzentration (Ausgangskonzentration) photometrisch bestimmt. Die
Konzentrationsbestimmung fiir Pyridoxal erfolgte bei den Wellenldingen 290 nm und fiir
Ginkgotoxin bei 325 nm. Die UV-Spektren von Pyridoxal und Ginkgotoxin in n-Octanol
gesittigtem Wasser sind im Anhang Abbildung 7.6 und 7.16 angegeben.

Der Ausgangslosung wurde das gleiche Volumen mit Wasser geséttigtem n-Octanol
zugesetzt und die Losung 24 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt (180 rpm). Die
anschlieBende Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugieren (9000xg). In den wéssrigen
Phasen wurden die Konzentrationen von Pyridoxal und Ginkgotoxin bestimmt (Endkon-
zentration). Die Differenz der Ausgangskonzentration und der Endkonzentration ergibt die

Konzentration in der n-Octanolphase:

Cn-Octanol = CAusgangskonzentration = CEndkonzentration

Der Verteilungskoeftizient (Pow) errechnet sich durch Division der Konzentration in

n-Octanol (¢,_octanol) Mit der Endkonzentration in Wasser (Cywasser) (Formel siehe oben).

2.6.2 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

2.6.2.1 Native Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, um DNA-Fragmente von 0,5 bis 25 kb
Lénge voneinander zu trennen und deren Grdéfe zu bestimmen. Die polyanionische
Struktur der DNA-Fragmente ermdglicht eine Trennung im elektrischen Feld. Aufgrund
ihres Zucker-Phosphat-Riickrades sind die DNA-Fragmente negativ geladen und wandern
bei der Elektrophorese umso langsamer zur Anode, je groBer sie sind (Sambrook und
Russell, 2001).

Verwendet wurden 1 %ige Agarosegele. Die Agarose wurde in Elektrodenpuffer (Tris-
Acetat-EDTA-Puffer, Tabelle 2.5) suspendiert und durch Erhitzen gelost. Der auf circa
50 °C abgekiihlten Agaroselosung wurde eine 1 %ige Ethidiumbromid-Losung (5 pl/
100 ml Agarose-Losung) zugesetzt.
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Die Agarose-Losung wurde in einen Gelschlitten gegossen. Mit einem Kamm wurden die
Proben-Taschen geformt. Das erstarrte Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gegeben
und mit TAE-Puffer iiberschichtet. Die zuvor mit 0,2 VT Auftragspuffer (6fach
konzentriert, Tabelle 2.5) versetzten DNA-Proben wurden in die Taschen pipettiert. Zur
Abschdtzung der MolekiilgroBen der DNA-Proben wurde gleichzeitig ein DNA-Grof3en-
standard aufgetragen. Durch Anlegen der Spannung (50-120 V) erfolgte die Trennung der
Molekiile.

Der Fortschritt der Elektrophorese wurde mit den im DNA-Auftragspuffer enthaltenen
Farbstoffen Bromphenolblau (Tetrabromphenolsulfonphthalein) und Xylencyanol verfolgt.
Bei der gewdhlten Agarosekonzentration wandert Bromphenol etwa mit der
Geschwindigkeit von ~300 bp-Fragmenten und Xylencyanol mit der von ~4000 bp-
Fragmenten. Sobald eine ausreichende Trennung der DNA-Molekiile erreicht war, wurde

die Elektrophorese beendet.

2.6.2.2 Dokumentation der Agarose-Gelelektrophorese

Die getrennten Nukleinsduren wurden auf dem UV-Durchlichttisch (Transluminator,
Schroma 43, Vetter, Wiesloch) visualisiert. Dokumentiert wurde das Gel mit einer
Polaroid-MP4-Sofortbildkamera mit Rotfilter (Polaroid, Filmtyp 667). Das interkalierte
Ethidiumbromid kann durch UV-Licht (254-366 nm) angeregt werden und emittiert im
orange-roten Bereich (590 nm).

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde fiir analytische und priparative Zwecke eingesetzt.

Mit ihr erfolgte unter anderem die Reinheitspriifung der DNA.

2.6.2.3 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Sollten durch PCR (Kapitel 2.4.7) oder Restriktionshydrolyse (Kapitel 2.4.3) gewonnene
DNA-Fragmente in weiteren Versuchen eingesetzt werden, wurden die Reaktionsprodukte
durch Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 2.6.2.1) aufgetrennt. AnschlieBend wurde das
gewiinschte DNA-Fragment aus dem Gel geschnitten und isoliert.

Die Elution der DNA aus dem Agarose-Gel erfolgte mit dem "QIAquick Gel Extraction
Kit" der Firma Qiagen (Hilden) entsprechend den Herstellerangaben (Handbuch auf der
beiliegenden CD-ROM /Herstellerangaben/Qiagen).

Die DNA wird bei dieser Methode in Gegenwart hoher Konzentrationen chaotroper Salze
an eine Silicagel-Membran gebunden. Die Membran wird mit einem Salz-Ethanol-Puffer

gewaschen und anschlieBend die DNA mit Tris-EDTA-Puffer oder Wasser eluiert
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(Vogelstein und Gillespie; 1979). Die Silicagel-Membran kann bis zu 10 ug DNA binden

und es lassen sich DNA-Fragmente von 70 bp bis 10 kb aus Agarosegelen isolieren.

2.6.3 DENATURIERENDE POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Die analytische Trennung von Proteinen erfolgte durch denaturierende diskontinuierliche
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ("SDS-PAGE") nach Laemmli (1970). Hierbei
werden die Proteine zundchst im Sammelgel (Tabelle 2.8) aufkonzentriert und
anschlieBend in einem feinvernetzten Trenngel (Tabelle 2.8) der GroBe nach im
elektrischen Feld getrennt.

Die Trennung der Proteine erfolgt unabhédngig von ihrer eigenen Ladung durch Zusatz von
Natriumdodecylsulfat (SDS). SDS ist ein Detergenz mit stark amphiphatischen
Eigenschaften. Es lagert sich an die Peptidkette (~1,4 g SDS/g Protein) unter Bildung eines
negativ geladenen SDS-Proteinkomplexes mit konstantem Ladungs-Masse-Verhiltnis.
Gleichzeitig wird durch SDS die Quartdr-, Tertiir- und Sekundérstruktur der zu
untersuchenden Proteine zerstort. Die SDS-Proteinkomplexe verschiedener Proteine
unterscheiden sich damit nur noch in ihrer GréBe und haben vergleichbare
hydrodynamische Eigenschaften. Die Polyacrylamidmatrix wirkt als Molekularsieb und
trennt die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem Molekulargewicht auf.

Verwendet wurden ein 3 %iges Sammelgel und ein 12,5 %iges beziehungsweise 10 %iges
Trenngel. Es wurde das Blue Vertical 100-System der Firma SERVA Electrophoresis
GmbH (69115 Heidelberg) und der Spannungsgeber Consort Microcomputer
Electrophoresis Power Suply E 734 der Firma Consort (Turnhout, Belgien) eingesetzt.

Das Trenngel wurde entsprechend Tabelle 2.8 hergestellt und sofort zwischen die zwei
durch Spacer getrennten Glasplatten der GelgieBapparatur gegossen. Zur Glittung der
Gelkante wurde es sofort mit wassergesittigtem Isobutanol {berschichtet. Nach
Polymerisation des Trenngels (circa 1 Stunde bei Raumtemperatur) wurde die Isobutanol-
schicht entfernt. Die nach Tabelle 2.8 hergestellte Sammelgellosung wurde auf das
Trenngel aufgebracht, und der Probentaschenformer eingesetzt. Nach circa 30 Minuten
Polymerisation wurden die Glasplatten mit dem fixierten Gel in die
Elektrophoreseapparatur  eingesetzt. Die  Elektrophoreseapparatur ~ wurde  mit
Elektrophoresepuffer (Tabelle 2.8) gefiillt, der Probentaschenkamm entfernt und die
Taschen mit Puffer gespiilt. Die Taschen wurden mit den Proben beladen. Neben den
Proben wurde ein Molekulargewichtsstandard, "Low molecular weight Calibration Kit for
SDS Electrophoresis" (Amersham Biosciences), aufgetragen. Er enthielt folgende
Referenzproteine: Phosphorylase B (97,0 kDa), BSA (66,0 kDa), Ovalbumin (45,0 kDa),
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Carboanhydrase (30,0 kDa), Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor (20,1 kDa) und Lysozym
(14,4 kDa). Sowohl die Konzentrierung der Proben im Sammelgel als auch die
Auftrennung der Proben im Trenngel erfolgten bei 25 mA. Hatte der im Probenpuffer
enthaltene Farbstoff Bromphenolblau den unteren Rand des Trenngels erreicht, wurde die
Elektrophorese beendet. Das Gel wurde von den Glasplatten getrennt und das Sammelgel
verworfen. Das Trenngel wurde zur Detektion der Proteine entweder mit Coomassie-
Brilliant blue G250 (Kapitel 2.6.3.2) oder Silber (Kapitel 2.6.3.3) gefarbt und
anschliefend getrocknet. Das gefarbte Trenngel wurde auf 3 MM Papier (Whatman
International Ltd., UK) platziert, im Vakuum bei 65 °C ( ~1,5 Stunden) getrocknet (Gel-

trockner Firma Biometra) und dadurch konserviert .

2.6.3.1 Probenaufbereitung

Zur Untersuchung der Proteinexpression wurden vor Induktion ("nicht-induzierte"-Probe)
der Proteinbildung jeweils 2 ml und nach Induktion ("induzierte"-Probe) jeweils 1 ml der
Hauptkultur als Probe entnommen. Das Medium wurde abzentrifugiert, und das
Zellsediment in 40 pl 5x SDS-Probenpuffer (Tabelle 2.8) und 160 ul Wasser aufgenom-
men. Diese Proben enthalten sowohl die 16slichen als auch die unloslichen Proteine. Bei
den Proben des Proteinrohextraktes wurde 1/1000 des aus einem Liter Hauptkultur gewon-
nenen Rohextraktes mit 40 pl 5x Puffer versetzt und das Volumen mit Wasser auf 200 pl
ergdnzt. Diese Proben enthalten nur die I6slichen Proteine. Die Proben der
Proteinreinigung wurden mit 0,2 VT 5x SDS-Probenpuffer versetzt. AnschlieBend wurden
alle Proben 5 Minuten im Wasserbad abgekocht und sofort auf Eis gestellt.

Vom Proteinrohextrakt, den "nicht-induzierten" und "induzierten" Proben wurden jeweils
20 pl bei Farbung mit Coomaasie-Brilliant blue beziehungsweise 15 pl bei Silberfarbung
auf ein Proteingel aufgetragen. Von den anderen Proben wurden jeweils 0,5 pg Protein

aufgetragen.

2.6.3.2 Férbung von Proteingelen mit Coomassie blue

Das Trenngel wurde zur Detektion der Proteinbanden fiir mindestens eine Stunde in
Coomassie-Féarbelosung (Tabelle 2.9) leicht geschiittelt, dabei bildet sich ein blauer
Protein-Farbstoff-Komplex. AnschlieBend wurde das Gel iiber Nacht in Coomassie-
Entfarbelosung (Tabelle 2.9) geschwenkt, um die unspezifisch gefirbte Gelmatrix zu
entfirben und so die Proteinbanden sichtbar zu machen. Diese Methode wurde zur

schnellen Uberpriifung der Proteinexpression eingesetzt. Zur Uberpriifung des Reinheits-
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grades der gereinigten Pyridoxal-Kinase wurden die Gele mit Silber geférbt.

2.6.3.3 Férben von Proteingelen mit Silber

Die Farbung von Proteingelen mit Silber ist eine wesentlich empfindlichere Methode als
die Coomassie-Farbung (Kapitel 2.6.3.2). Bei der Silberfirbung bilden Ag+-Ionen mit den
Glutaminsdure-, Asparaginsdure- und Cystein-Resten der Proteine Komplexe. Alkalisches
Formaldehyd reduziert das Ag+ der Komplexe zu Ag.

Die Zusammensetzungen der eingesetzten Losungen sind in Tabelle 2.9 aufgefiihrt. Die

Féarbung erfolgte folgendermalien:

. Das Trenngel wurde fiir eine Stunde im Fixierer geschwenkt.
. Das Gel wurde dreimal fiir fiinf Minuten in Waschldsung geschwenkt.
. Das wurde Gel fiir eine Minute in Vorbehandlungslosung geschwenkt und

anschlieBend griindlich mit Wasser gewaschen.

. Fiir 30 Minuten wurde das Gel vor Licht geschiitzt in Farbelosung geschwenkt.
Hierbei binden die Silberionen an die Proteine. Nicht komplexierte Silberionen
wurden durch griindliches Waschen mit Wasser entfernt.

. Das Gel wurde bis kurz vor Entwicklung der gewiinschten Férbung in
Entwicklerlosung geschwenkt. Dabei wurden die an den Proteinmolekiilen
komplexierten Silberionen reduziert und die Proteinbanden sichtbar.
Anschliefend wurde das Gel griindlich mit Wasser gewaschen und fiir weitere

zwei Stunden in der Stopplosung belassen.

2.6.4 DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Die Diinnschichtchromatographie (DC) dient der Trennung sowie der qualitativen und
semiquantitativen Analyse von Substanzen und Substanzgemischen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Diinnschichtchromatographie eingesetzt, um
Inkubationsansitze zu trennen. Als Trennsystem dienten DC-Fertigplatten der Firma Merck
mit Kieselgel 60 F,s4, Schichtdicke 0,25 mm. Von den Inkubationsansétzen wurden jeweils
200 pl aufgetragen. Als mobile Phase zur Auftrennung der Inkubationsansidtze wurde eine
Mischung aus Wasser, Ammoniak (5 %), Tertidrbutanol und Ethylmethylketon im
Verhéltnis 1:2:4:3 verwendet. Die Detektion erfolgte mit 2,6-Dichlorchinonchlorimid
(Stahl, 1967). Es bildete mit den Vitameren der B4-Gruppe einen blauen Indophenol-
Farbstoff.
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2.6.5 HOCHLEISTUNGS-FLUSSIGCHROMATOGRAPHIE (HPLC)

Die Identifizierung und Quantifizierung der Reaktionsprodukte der Inkubationen der
Pyridoxal-Kinase mit den Vitameren und Antivitameren erfolgte mittels Hochleistungs-
Fliissigchromatographie (HPLC). Es wurde die von Mahuren und Coburn (1990)
entwickelte und von Arenz (1996) modifizierte Methode zur Auftrennung der Vitamere,
Antivitamere und deren 5'-Phosphate angewendet.

Als stationidre Phase diente ein starker Kationenaustauscher, eine mit Nucleosil® 100-5 SA
gefiillte Edelstahlsdule (250 mm x 4 mm, Macherey & Nagel, 52313 Diiren), mit einer mit
gleichem Material gefiillten Vorsédule (30 x 4 mm).

Es wurde ein terndrer Gradient eingesetzt, der aus folgenden wissrigen FlieBmitteln

bestand:

FlieBmittel A: Trifluoressigsédure (1 % TFA in Wasser, V/V)
FlieBmittel B: Kaliumphosphatpuffer (0,5 mM, pH-Wert 5,0)
FlieBmittel C: Kaliumphosphatpuffer (0,5 mM, pH-Wert 5,5)

Die FluBrate der mobilen Phase betrug stets 1 ml/min. Die Anderung der FlieBmittel-

zusammensetzung erfolgte linear, entsprechend folgendem Schema:

Zeit [min]|FlieBmittel A |FlieBmittel B [FlieBmittel C
0 100 % 0 % 0 %

10 0 % 100 % 0 %

15 0 % 100 % 0 %

20 0 % 0 % 100 %

25 0 % 0 % 100 %

33 100 % 0 % 0 %

45 100 % 0 % 0 %

Die Fluoreszenz der Vitamere, Antivitamere und deren 5'-Phosphate wurde zur Detektion
genutzt. In der Regel wurden 50 pl der Inkubationsansitze direkt nach Ablauf der
Inkubationszeit als Probe mit einer Hamiltonspritze auf die Séule der HPLC-Anlage
aufgebracht. Um die 5'-Phosphate zu quantifizieren, wurde eine Fiinfpunktkalibrierung mit
bekannten Substanzmengen vorgenommen. Der Regressionskoeffizient der Kalibrier-
geraden betrug dabei mindestens 0,99.

Die quantitative Auswertung erfolgte liber die Bestimmung der Peakflichen mit der

Software EuroChrom' 2000 for Windows Integration Package.
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2.6.6 MALDI-TOF

Die Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF-MS) ist eine moderne und schnelle Analysenmethode zu Identifizierung von
Oligonukleotiden, Proteinen und Biomolekiilen. Dieses Verfahren entwickelten Karas und
Hillenkamp (1988).

Der Analyt wird mit einem 1000 bis 10000fachen molaren Uberschuss einer geeigneten,
bei der Laserwellenlinge absorbierenden Matrix, auf einer metallischen Probenplatte
gemischt. Nach Verdunstung des Losungsmittels kommt es zur Cokristallisation von
Matrix und Analyten. Ein kurzwelliger UV-Laserpuls (Stickstoff, 337 nm, 4 ns) wird zur
Desorption beziehungsweise lonisation der Probe genutzt, und die Probenmolekiile werden
in die Gasphase freigesetzt. Die Komponenten der Probe bleiben dabei als intakte
Molekiile erhalten. Durch das angelegte elektrische Feld werden die gebildeten Ionen in
der Quelle beschleunigt und durchlaufen nach Verlassen der Quelle eine feldfreie
Driftstrecke (Flugrohr). Die Ionen werden dabei nach ihrem Masse/Ladungs-(m/z)-
Verhiltnis aufgetrennt.

Die Massenbestimmung erfolgt iiber die Bestimmung der Zeit, die zwischen dem Start der
Ionen in der Quelle bis zum Eintreffen am Detektor vergeht. Nach dem Durchlaufen der

Beschleunigungsspannung U betrigt die kinetische Energie Ey;,, der Ionen:

1
—-my

Ekin = 2

m = Masse des lons
v = Geschwindigkeit des lons nach der Beschleunigungsstrecke
Exin = kinetische Energie

Aus der Geschwindigkeit (v = L/t), die sich aus der Gesamtflugzeit ¢ errechnet, in der ein
Ion die Strecke L (feldfreie Driftstrecke des Flugrohrs) passiert und unter Beriicksichtigung

obiger Gleichung folgt:
m _2eU
z r

t2

L = Lénge des Flugrohrs

z = Ladungszahl

e = Elementarladung

U = Beschleunigungsspannung
t=Zeit
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Das Verhéltnis aus Molekiilmasse und Ladung ist dem Quadrat der Flugzeit proportional,
deshalb lasst sich die Masse der Molekiile aus der Flugzeit bestimmen.

Diese Methode wurde genutzt, um die Reinheit und die Identitdt der erhaltenen Pyridoxal-
Kinase zu iiberpriifen. Durchgefiihrt wurden die Messungen mit dem Gerdt TofSpec E
(Micromass, Manchester, UK) mit einer Flugrohrlange von 1000 mm unter Reflektion im
Positiv-Modus. Die Beschleunigungsspannung betrug 29 kV. Als Matrix diente
Sinapinsdure mit TFA (Tabelle 2.10).

Alle Messungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, erfolgten in
Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von Professor Dr. Konrad Sandhoff, Kekulé-Institut

fiir Organische Chemie und Biochemie, Universitit Bonn.

2.6.7 HYDROPHOBIZITATS-PLOT DER PYRIDOXAL-KINASE

Proteine bestehen aus Aminoséduren, die sich nur durch ihre Reste (R) unterscheiden. Diese
Reste legen fest, ob ein Protein beziehungsweise die Region eines Proteins hydrophil oder

hydrophob ist.
R

NSHL‘—COO'

H

Hydrophile Gruppen sind polar und interagieren mit Wasser unter Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen. Hydrophobe Gruppen sind nicht polar und interagieren
daher auch nicht mit Wasser. Die Hydrophobizitit der Aminosduren legt fest, wo die
Aminosédure innerhalb der Tertidrstruktur lokalisiert ist (Kyte und Doolittle, 1982). Bei
Proteinen, die im Cytosol lokalisiert sind, wie es bei der Pyridoxal-Kinase der Fall ist,
werden die hydrophoben Reste im Inneren des Proteins und die hydrophileren Reste an der
Oberfliche des Proteins, interagierend mit dem Wasser, lokalisiert sein.

Das MaB fiir die Hydrophobizitit ist die Energie in kcal/mol, die beim Ubergang von der
hydrophoben zur hydrophilen Phase bendtigt wird. Jeder Aminosdure wird ein
Hydrophobizitidtswert zwischen -4,5 und 4,5 zugeordnet. Ein Wert von 4,5 steht fiir die
hochste Hydrophobie und ein Wert von -4,5 steht fiir die hydrophilste Aminosdure. Zur
Berechnung der Hydrophobizitit wird anschlieBend festgelegt, von wie vielen
Aminoséduren (Fenster) der Hydrophobizitétswert gemittelt wird. Anschlieend werden die
Hydrophobizitidtswerte der einzelnen Fenster gemittelt. Der so gebildete Mittelwert wird
der mittleren Aminosdure des Fensters zugeordnet und als Graph dargestellt. Die y-Achse
zeigt den Hydrophobizitidtswert, und die x-Achse zeigt die Position in der Aminoséure-

sequenz an.
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2.6.8 DARSTELLUNG DER SUBSTRATBINDETASCHE DER PYRIDOXAL-KINASE

Die Substratbindetasche der Pyridoxal-Kinase wurde mit dem Computerprogramm MOE "
(Molecular Operating Environment); Chemical Computing Group Inc.; Montreal, Canada,
2003 dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression und Reinigung der menschlichen Pyridoxal-Kinase

Die Pyridoxal-Kinase musste zunichst in ausreichender Menge gewonnen werden, um die
enzymkinetischen Untersuchungen durchfiihren zu kénnen. Hanna et al. (1997) hatten aus
der cDNA menschlicher Testis die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende DNA isoliert, in
den Vektor pCDMS inseriert und in HEK-293 Zellen (Human embryonic kidney cells)
exprimiert. Diesen rekombinanten Vektor pCDMS8-PKH stellte Professor Ewen F. Kirkness
freundlicherweise zur Verfiigung.

Die menschliche Pyridoxal-Kinase wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl als
Fusionsprotein (Kapitel 3.1.1) als auch als natives Protein (Kapitel 3.1.2) in Escherichia
coli tiberexprimiert. Um zu untersuchen, wie sich die Expression im prokaryontischen
Organismus von der Expression beim Menschen unterscheidet, wurde die Pyridoxal-
Kinase dariiber hinaus in menschlichen Nierenzellen exprimiert (Kapitel 3.1.3).

Fiir die Uberexpression als Maltose-bindendes Fusionsprotein wurde die Pyridoxal-Kinase
in den Vektor pMAL-c2X und fiir die Uberexpression als natives Protein in den Vektor
pET-11a inseriert. Zur Expression der Pyridoxal-Kinase in menschlichen Nierenzellen

wurde das von Hanna et al. beschriebene Expressionssystem genutzt.

3.1.1 EXPRESSION DER PYRIDOXAL-KINASE ALS MALTOSE-BINDENDES FUSIONSPROTEIN MIT
DEM REKOMBINANTEN STAMM XL 1-BLUE MRF' KAN (PMAL-c2X-PKH)

Die Pyridoxal-Kinase wurde als Maltose-bindendes Fusionsprotein exprimiert, um diese
einfach aufreinigen zu konnen. Hierzu wurde die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende
DNA-Sequenz zwischen die BamH I und die Xba I Schnittstelle des Vektors pMAL-c2X
(New England Biolabs) ligiert. Abbildung 3.1 zeigt den Polylinker des Vektors pMAL-
c2X-PKH mit der enthaltenen Pyridoxal-Kinase (rot dargestellt). Die vollstindige
Vektorkarte befindet sich im Anhang (Abbildung 7.3).

BamH 1 Pyridoxal-Kinase Xba 1
ATT TCA GAA TTC GGA TCC AGG CCC GGC ATG GAG ... ... CTG TGA GGG CCC...ICTAGA GGATCT

Abbildung 3.1 Ausschnitt aus dem Polylinker des rekombinanten Vektors pMAL-c2X-PKH

Der Vektor pMAL-c2X enthdlt ein Ampicillin-Resistenz-Gen, das die Selektion von
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rekombinanten Klonen auf LB-Platten mit Penicillin ermdglicht. Die Transkription des
Fusionsproteins wird durch den starken fac-Promotor gesteuert und dieser durch den /lac-
Repressor. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von IPTG, das an
den lac-Repressor bindet und ihn damit vom Promotor abldst. Allerdings werden durch den
tac-Promotor kontrollierte Gene in geringem Mall auch in Abwesenheit von IPTG
exprimiert.

Transformationskompetente Zellen (Kapitel 2.4.5.) des Escherichia coli-Stammes XL1-
Blue MRF' Kan wurden nach Kapitel 2.4.5.3 mit dem Plasmid pMAL-c2X-PKH
transformiert und auf LB-PenGjy-Platten (Kapitel 2.1.4 und 2.1.5) selektiert. Die
erfolgreiche Transformation wurde mit drei verschiedenen Methoden iiberpriift. Im ersten
Schritt wurde durch Restriktionshydrolyse (Kapitel 2.4.3) nach vorheriger
Plasmidpréparation (Kapitel 2.4.1) kontrolliert, ob das Insert (PKH) im Plasmid des
jeweiligen Klones enthalten war. Bei positiven Klonen wurde im néchsten Schritt die
Proteinexpression mit Hilfe der denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Kapitel
2.6.3) und im letzten Schritt die erfolgreiche Umklonierung durch Sequenzierung (Kapitel
2.4.9) der DNA kontrolliert.

3.1.1.1 Uberpriifung der Klone des rekombinanten Stammes XLI1-Blue MRF' Kan
(pMAL-c2X-PKH) durch Restriktionshydrolyse

Die Inserierung der Pyridoxal-Kinase in den Vektor pMAL-c2X wurde durch Restriktions-
hydrolyse (Kapitel 2.4.3) mit den Restriktionsenzymen BamH I und Xba I iberpriift. Von
allen tiberpriiften Klonen enthielten 19 ein DNA-Fragment, dessen Grofle dem inserierten

Pyridoxal-Kinase-Gen entsprach.

3.1.1.2 Uberpriifung der Klone des rekombinanten Stammes XLI1-Blue MRF' Kan
(PMAL-c2X-PKH) auf Expression der Pyridoxal-Kinase

Von den Klonen, die ein Insert der korrekten Grofle im Plasmid enthielten, wurde im
ndchsten Schritt die Proteinexpression iiberpriift. 80 ml Medium wurden mit 0,8 ml einer
Ubernachtkultur angeimpft und im Schiittler bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Hatten die
Zellen eine ODg( von ungefihr 0,5 erreicht, wurde eine Probe der Zellkultur entnommen
(vor Induktion).

Die anschlieBende Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 0,3 mM). Nach 2 Stunden wurde eine weitere Probe genommen (nach

Induktion). Nach entsprechender Probenaufbereitung (Kapitel 2.6.3.1) wurde die Protein-
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expression mittels SDS-PAGE iiberpriift. Abbildung 3.2 zeigt beispielhaft ein Proteingel
zur Uberpriifung von fiinf Klonen auf Expression der Pyridoxal-Kinase. Im Gegensatz zu
der nicht-induzierten Probe (Spuren 1, 3, 5, 7, 9, SDS-PAGE Abbildung 3.2) ist in den
Spuren 2, 4, 6, 8 und 10 eine deutlich ausgeprigte Bande zwischen der 97 kDa und der
66 kDa Bande des Molekulargewichtsstandards (schwarzer Pfeil: fehlende Proteinbande,
roter Pfeil: gebildete Pyridoxal-Kinase) erkennbar, welche sehr gut zum theoretischen
Molekulargewicht des Fusionsprotein von 77,6 kDa (MBP: 42,5 kDa und PKH: 35,1 kDa)
passt. Sowohl die GroBe der Proteinbande nach Induktion (roter Pfeil) als auch die
Tatsache, dass sich diese Bande erst nach Induktion der Proteinexpression bildete, weisen
darauf hin, dass es sich bei dieser Bande um das rekombinante Fusionsprotein handeln
konnte.

Bei Klonen, die eine Proteinbande der korrekten GroBe bildeten, wurde tiberpriift, ob der
Proteinrohextrakt Pyridoxal-Kinaseaktivitit aufwies. Die Priifung der Klone auf Aktivitét
der Pyridoxal-Kinase erfolgte mit dem in Kapitel 2.6.1.4 beschriebenen photometrischen

Test im Proteinrohextrakt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Abbildung 3.2 SDS-PAGE ~ zur  Uberpriifung der  Pyridoxal-Kinaseexpression  fiinf
verschiedener Klone des rekombinanten Stammes XL1-Blue MRF' Kan(pMAL-c2X-PKH) und der
Kontrolle XL1-Blue MRF' Kan(pMAL-c2X)

Spur 1: Klon 9 vor Induktion Spur 7: Klon 20 vor Induktion

Spur 2: Klon 9 nach Induktion Spur 8: Klon 20 nach Induktion

Spur 3: Klon 17 vor Induktion Spur 9: Klon 21 vor Induktion

Spur 4: Klon 17 nach Induktion Spur 10: Klon 21 nach Induktion

Spur 5: Klon 19 vor Induktion Spur 11: XL1-Blue MRF' Kan(pMAL-c2X) nach Induktion
Spur 6: Klon 19 nach Induktion Spur 12: Molekulargewichtsstandard

In Spur 1 ist eine Probe vor Induktion der Proteinexpression und in Spur 2 eine Probe nach Induktion der
Proteinexpression aufgetragen (Klon 9). Bei positiven Klonen war nach Induktion der Proteinexpression eine
Bande von 77,6 kDa, entsprechend dem Molekulargewicht des Fusionsproteins sichtbar.
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3.1.1.3 Uberpriifung der Sequenz der Pyridoxal-Kinase im rekombinanten Vektor
PMAL-c2X-PKH

Die Uberpriifung der DNA-Sequenz erfolgte durch direkte Sequenzierung im Vektor
pMAL-c2X. Entsprechend der DNA-Sequenz wurden die Primer so gewdhlt, dass
kontrolliert werden konnte, ob die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende DNA-Sequenz in
der richtigen Orientierung und unter Beibehaltung des Leserasters in den Vektor
pPMAL-c2X inseriert wurde.

Eingesetzte Primer:

Hin-Primer pMAL-c2X: 5'-GGT CGT CAG ACT GTC GAT GAA G-3'
Riick-Primer pMAL-c2X: 5'-TGG CGA AAG GGG GAT GTG CTG C-3'
Hin-Primer innerhalb der PKH: 5'-AAA GTG GTG CCG CTT GC-3'
Riick-Primer innerhalb der PKH: 5'-AGA GTG CAG CAT GTC CAT C-3'

Um die DNA-Sequenz, der nach Kapitel 3.1.1.1 als auch 3.1.1.2 positiven rekombinanten
Klone zu tiberpriifen, wurde die DNA durch Plasmid-Miniprdparation (Kapitel 2.4.1)
isoliert. Fiir die Sequenzanalyse wurden 2 ug DNA eingesetzt. Nach Ablauf der
Sequenzierreaktion wurde die DNA durch ethanolische Fillung gereinigt und anschliefend
gelelektrophoretisch aufgetrennt und ausgewertet (Kapitel 2.4.9).

Insgesamt wurde die Sequenz von fiinf der bis dahin positiven Klone (K10, K12, K13, K15
und K24) tberpriift. Bei diesen fiinf Klonen befand sich die fiir die Pyridoxal-Kinase
codierende DNA-Sequenz in der richtigen Orientierung unter Beibehaltung des
Leserasters. Diese Klone wurden bei den weiteren Versuchen der Aktivititsbestimmung

verwendet.

3.1.14 Ermittlung der optimalen Expressionszeit des rekombinanten Stammes
XL1-Blue MRF' Kan (pMAL-c2X-PKH)

Zur Erhohung der Proteinausbeute wurde die optimale Expressionszeit ermittelt.
Entsprechend der in Kapitel 2.5.1 beschriebenen Methode wurden Escherichia coli-
Kulturen gewonnen und die Proteinexpression durch IPTG induziert. Um die Protein-
expression zeitabhdngig mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese
verfolgen zu kénnen, wurde vor Induktion der Proteinbildung, sowie jeweils 1, 2, 3 und 4
Stunden nach Induktion der Proteinexpression eine Probe entnommen. Die Proben wurden
auf ein Proteingel aufgetragen (Abbildung 3.3) und gelelektrophoretisch aufgetrennt. An-
schlieBend wurde das Gel mit Coomassie-Brilliant blue G250 (Kapitel 2.6.3.2) gefarbt.

Auf dem Proteingel war eine kontinuierliche Zunahme der Pyridoxal-Kinasebande erkenn-
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bar (Pfeile). In den nachfolgenden Versuchen wurden die Zellen 4 Stunden nach Induktion

der Proteinexpression geerntet.

: s Spur 1: Klon 10 vor Induktion
p— = T = Spur 2: Klon 10 1 h nach Induktion
== e — - Spur 3: Klon 10 2 h nach Induktion
— g % Spur 4: Klon 10 3 h nach Induktion
ﬂ R x Spur 5: Klon 10 4 h nach Induktion
"1“"‘“ ‘""; ““;“" 4 Spur 6: Molekulargewichtsstandard
Abbildung 3.3 SDS-PAGE zur Ermittlung der optimalen Expressionszeit des rekombinanten

Stammes XL1-Blue MRF' Kan(pMAL-c2X-PKH)

3.1.1.5 Aufreinigung des Maltose-bindenden Fusionsproteins

Zur Expression der Pyridoxal-Kinase als Fusionsprotein diente das pMALTM Protein Fusion
und Purification System der Firma New England Biolabs. Hierbei wurde die Pyridoxal-
Kinase als Fusionsprotein mit dem Maltose-bindenden Protein exprimiert. Die Reinigung
erfolgte mit einer Amylose-Matrix, an die das Zielprotein aufgrund seiner Maltose-
bindenden Doméne bindet. Fiir die ersten Versuche erfolgte die Anzucht der Escherichia
coli-Kulturen in LB-Medium bei 37 °C bis zu einer ODgy ~ 0,5. AnschlieBend wurde die
Expression des Fusionsproteins mit IPTG (0,3 mM) induziert, und die Zellen wurden
weiter bei 37 °C und 200 rpm im Rundschiittler inkubiert und nach 4 Stunden geerntet.

Die erfolgreiche Aufreinigung des Fusionsproteins ist in Abbildung 3.4 zu sehen. Die
erhaltenen Fraktionen (Abbildung 3.4, Spur 9, 10, 11 und Abbildung 3.19) bestehen jedoch
nicht nur aus der Pyridoxal-Kinase (Pfeil), sondern enthalten weitere Proteine (Banden
oberhalb und unterhalb der Pyridoxal-Kinase). Diese Aufreinigungsmethode fiihrte folglich
zu keiner sauberen Pyridoxal-Kinase.

Aus diesem Proteingel (Abbildung 3.4) ldsst sich auBerdem ableiten, dass sich die
Pyridoxal-Kinase nach Ultraschallaufschluss sowohl in der 16slichen (Spur 6) als auch in
der unldslichen Fraktion das Fusionsprotein befindet (Spur 7). Die Proteinbande der
Pyridoxal-Kinase ist jedoch in der l6slichen Fraktion (Spur 6) schwicher als in der
Fraktion der Gesamtproteine (Spur 5) und schwécher als in der Fraktion der unloslichen
Proteine (Spur 7). Der groBere Anteil des gebildeten Fusionsproteins liegt also in
unldslicher Form vor (vergleiche Pfeile). Werden Proteine heterolog in Escherichia coli
exprimiert, kdnnen sie zu einem hohen intrazelluldren, kolloidosmotischen Druck fiihren.
Da diese Fremdproteine fiir die Zellen toxisch sein konnen, werden diese in Membranen
eingeschlossen (Inclusion Bodies). Das Vorliegen eines grof3en Teiles der Pyridoxal-Kinase

in der unldslichen Proteinfraktion, deutet auf die Bildung von Inclusion Bodies hin.
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Spur 1: Molekulargewichtsstandard

Spur 2: pPMAL-c2X vor Induktion

Spur 3: PMAL-c2X nach Induktion

\ Spur 4: pMAL-c2X-PKH vor Induktion

Spur 5: PMAL-c2X-PKH nach Induktion

Spur 6: 16sliche Proteinfraktion

Spur 7: unldsliche Proteinfraktion

Spur 8: Durchfluss nach dem Auftragen des
Proteinrohextraktes auf die Affini-
tatssdule

Spuren 9, 10 und 11: mittels Affinitdtschromatographie
gereinigtes Fusionsprotein

1234 567 8 910 11
Abbildung 3.4 Aufreinigung des Maltose-bindenden Fusionsproteins

Eine hohe Uberexpression von Proteinen fiihrt hiufig zur Aggregatbildung (Inclusion
Bodies). Da die Bildung von Inclusion Bodies durch die hohe Konzentration des liberex-
primierten Proteins bedingt ist, kann die Aggregatbildung durch eine limitierte Induktion
vermindert werden. Anzucht bei niedrigerer Temperatur sowie die Gabe von nicht-
metabolisierbaren Glucose-Homologen zum Zeitpunkt der Induktion limitieren ebenfalls
die Bildung von Inclusion Bodies. Nichtmetabolisierbare Zuckeralkohole iiben hohen
osmotischen Stress auf die Zellen aus, der die Loslichkeit der Proteine erhdhen soll
(Blackwell und Horgan, 1991).

In weiteren Versuchen sollte der Anteil des gelost vorliegenden Fusionsproteins erhoht
werden. Dafiir wurden die Zellen nach einem modifizierten Protokoll fiir schwerldsliche
oder toxische Proteine in LB/Betain/Sorbitolmedium (Tabelle 2.11) angezogen. Die
Uberexpression erfolgte bei niedrigerer Temperatur (25 °C), wihrend die Zellernte nach 24
Stunden erfolgte. Die Ausbeute an 16slicher Pyridoxal-Kinase konnte dadurch erhoht

werden.

3.1.2 EXPRESSION DER PYRIDOXAL-KINASE ALS NATIVES PROTEIN MIT DEM REKOMBINANTEN
STamm BL21(DE3)(PET-114-PKH)

Der Maltose-bindende Anteil des Fusionsproteins ist grofler als die Pyridoxal-Kinase
(MBP: 42,5 kDa und PKH: 35,1 kDa). Ein Einfluss des Maltose-bindenden Proteins auf
die Aktivitdt der Kinase ist daher nicht auszuschlieen. Um diesen mdglichen Einfluss zu
untersuchen, wurde die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende DNA-Sequenz in einen
zweiten Expressionsvektor pET-11a (Novagen) inseriert, um eine Expression als natives
Protein ohne Fusionsanteil zu ermoglichen.

Die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende DNA wurde zwischen die Nde I und BamH [
Schnittstellen des Vektors pET-11a ligiert. Hierzu wurden durch PCR eine Nde [
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Schnittstelle auBerhalb des fiir die Pyridoxal-Kinase codierenden Bereiches am 5'- Ende
und eine BamH I Schnittstelle am 3'-Ende erzeugt. Als Matrize diente der Vektor pPCDM8-
PKH (Hanna et al., 1997). Zur Amplifikation der DNA und Erzeugung der Klonierungs-

stellen fanden die hier angefiihrten Oligonukleotide (Primer) Verwendung:

Primer zur Erzeugung der Nde I-Schnittstelle: 5'-ATC CAG GCC CCA TAT GGA GGA GGA-3'
Primer zur Erzeugung der BamH I-Schnittstelle: 5'-TCA CAA GGA TCC TCT AGA GTC G-3'

Die PCR wurde entsprechend der in Kapitel 2.4.7 beschriebenen Methode durchgefiihrt.
Als Polymerase wurde die Pfx-Polymerase (aus Thermococcus species KOD) eingesetzt.
Das PCR Programm wurde entsprechend den Herstellerangaben auf die Pfx-Polymerase
angepasst (Kapitel 2.4.8.2). Das erhaltene PCR-Produkt wurde durch Restriktions-
hydrolyse mittels BamH [ und Nde [ hydrolysiert, liber Agarose-Gelelektrophorese
gereinigt und anschlieBend aus dem Gel isoliert (Kapitel 2.6.2). Der Vektor pET-11a wurde
ebenfalls mit den Restriktionsendonucleasen BamH I und Nde [ hydrolysiert und iiber
Agarose-Gelelektrophorese mit anschlieender Gelextraktion gereinigt. Durch Ligation
(Kapitel 2.4.4) des vorbereiteten Vektors mit der fiir die Pyridoxal-Kinase codierenden
DNA-Sequenz wurde der rekombinante Vektor pET-11a-PKH erzeugt. Abbildung 3.5 zeigt
den Polylinker des Vektors pET-11a-PKH mit der inserierten Pyridoxal-Kinase-Sequenz
(rot dargestellt). Die vollstindige Vektorkarte befindet sich im Anhang (Abbildung 7.4).

Ndel  Pyridoxal-Kinase BamH I
GGA GAT ATA CAT ATG GAG ... ... ... CTG TGAGGG CCC ... ... CGC GAC ICT AGA GGATCC GGC TGC TAA
Abbildung 3.5 Ausschnitt aus dem Polylinker des rekombinanten Vektors pET-11a-PKH

Der Vektor pET-11a enhdlt ein Ampicillin-Resistenz-Gen, das die Selektion der
rekombinanten Klone ermdglicht. Die Transkription des Zielproteins wird durch den
T7-Promotor gesteuert und durch Zugabe von IPTG induziert. Der Stamm BL21(DE3)
wurde mit dem erzeugten rekombinanten Plasmid pET-11a-PKH transformiert (Kapitel
2.4.5, Bezeichnung des rekombinanten Stammes: BL21(DE3)(pET-11a-PKH)). Die
erfolgreiche Bildung des rekombinanten Plasmides pET-11a-PKH wurde mit Restriktions-
hydrolyse (Kapitel 2.4.3) und durch Sequenzierung der fiir die Pyridoxal-Kinase
codierenden DNA (Kapitel 2.4.9) tiberpriift. Die Expression der Pyridoxal-Kinase wurde
mittels SDS-PAGE (Kapitel 2.6.3) untersucht.
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3.1.2.1 Uberpriifung der Klone des rekombinanten Stammes BL21(DE3)(pET-11a-
PKH) durch Restriktionshydrolyse

Die Inserierung der Pyridoxal-Kinase in den Vektor pET-11a wurde durch Restriktions-
hydrolyse mit BamH I und Nde I bei 100 Klonen getestet. Bei den positiven Klonen wurde
das rekombinante Plasmid mit weiteren Restriktionsenzymen (EcoR I, Pvu II, Pst 1)
kontrolliert. Von den 100 iiberpriiften Klonen enthielten 12 ein DNA-Fragment, das in der
GroBe und dem Restriktionsschnittmuster dem inserierten Pyridoxal-Kinase-Gen

entsprach.

3.1.2.2 Uberpriifung der Klone des rekombinanten Stammes BL21(DE3)(pET-11a-
PKH) auf Expression der nativen Pyridoxal-Kinase

Die Klone mit Insertion der Pyridoxal-Kinase wurden im nédchsten Schritt auf die Protein-
expression getestet. Hauptkulturen wurden bis zu einer ODg ~ 0,5 bei 37 °C im Schiittler
angezogen. Vor Induktion der Proteinexpression mit IPTG ("nicht-induzierte Probe") und 4
Stunden nach Induktion ("induzierte Probe") wurde jeweils eine Probe genommen. Nach
entsprechender  Probenaufbereitung wurde eine denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Abbildung 3.6 zeigt beispielhaft ein Proteingel zur
Uberpriifung der Expression der Pyridoxal-Kinase.

e 97 kDa Spur 1: vor Induktiqn
- Spur 2: nach Induktion

W 66 kDa .

Spur 3: Molekulargewichtsstandard
o oo 45 kDa
. - —
@ 30kDa
1 2 3
Abbildung 3.6 SDS-PAGE (Trenngel 10 %) zur Uberpriifung der Expression der Pyridoxal-

Kinase von Klon T1/7 [BL21(DE3)(pET-11a-PKH)]. Spur 1 zeigt eine Probe vor Induktion der Protein-
expression ("nicht induzierte Probe") und in Spur 2 ist eine Probe der selben Kultur 4 Stunden nach
Induktion ("induzierte Probe") der Proteinexpression aufgetragen. Die Lage der Pyridoxal-Kinasebande ist
mit einem roten Pfeil markiert. Die Pyridoxal-Kinase hat ein Molekulargewicht von 35,1 kDa. Die Stérke der
Proteinbande hat nach 4 Stunden signifikant zugenommen.

Die Pyridoxal-Kinase hat ein Molekulargewicht von 35,1 kDa. Das Proteingel (Abbildung
3.6) zeigt, dass ein Protein iiberexprimiert wurde, dessen GroB3e zwischen 30 und 45 kDa

liegt. Die mit einem Pfeil markierte Proteinbande hatte in ihrer Stirke 4 Stunden nach
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Induktion deutlich zugenommen, wihrend die Stirke der iibrigen Proteinbanden gleich
blieb. Da das iiberexprimierte Protein ein Molekulargewicht zwischen 30 und 45 kDa hatte
und ein deutlicher Unterschied in der Bandenstirke vor und nach Induktion vorliegt, wurde
angenommen, dass die Pyridoxal-Kinase in Klon T1/7 iiberexprimiert worden war. Die 12
der nach Restriktionshydrolyse positiven Klonen exprimierten ein Protein der korrekten
Grofe.

3.1.2.3 Uberpriifung der Sequenz der Pyridoxal-Kinase im rekombinanten Vektor
BL21(DE3)(pET-11a-PKH)

Die Uberpriifung der DNA-Sequenz erfolgte durch direkte Sequenzierung (Kapitel 2.4.9)
im Vektor pET-11a. Entsprechend der DNA-Sequenz wurden die Primer so gewihlt, dass
analysiert werden konnte, ob die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende DNA-Sequenz in der
richtigen Orientierung und unter Beibehaltung des Leserasters in den Vektor pET-11a inse-
riert wurde und ob bei der PCR keine falschen Basen eingebaut wurden. Um die DNA-
Sequenz der nach Kapitel 3.1.2.1 und 3.1.2.2 positiven rekombinanten Klone zu
iiberpriifen, wurde die DNA durch Plasmid-Minipréparation (Kapitel 2.4.1) isoliert. Fiir die
Sequenzanalyse wurden 2 pg doppelstrangige DNA (~ 250 ng zu sequenzierendes Insert)
eingesetzt. Nach Ablauf der Sequenzierreaktion wurde die DNA durch ethanolische
Féllung gereinigt, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und ausgewertet. Es wurden zwei
"Primer"-Paare eingesetzt. Das eine "Primer"-Paar flankiert die Pyridoxal-Kinase, und das
andere "Primer"-Paar ist homolog zu Bereichen, die in der Mitte des fiir die Pyridoxal-

Kinase codierenden Genes liegen.

Eingesetzte Primer:

Hin-Primer pET-11a: 5'— ATA GGG GAATTG TGA GCG GA-3'
Riick-Primer pET-11a: 5'—CTT TGT TAG CAG CCG GA-13'
Hin-Primer innerhalb der PKH: 5'-AAA GTG GTG CCG CTTGC-3'
Riick-Primer innerhalb der PKH: 5'—=AGA GTG CAG CAT GTCCATC-3'

Insgesamt wurden die Sequenzen von vier der bis dahin als positiv erkannten Klone
iiberpriift. Bei drei von vier Klonen befand sich die fiir die Pyridoxal-Kinase codierende
DNA-Sequenz in der richtigen Orientierung unter Beibehaltung des Leserasters. Es wurden
keine falschen Basenpaare eingebaut. Mit den drei Klonen, die die fiir die Pyridoxal-
Kinase codierende DNA-Sequenz in der richtigen Orientierung und unter Beibehaltung des
Leserasters enthielten und die ein Protein der korrekten GroBe exprimierten, wurden die

nachfolgenden Versuche durchgefiihrt.



Ergebnisse 86

3.1.2.4 Aufreinigung der Pyridoxal-Kinase als natives Protein

Die native Pyridoxal-Kinase wurde in zwei Schritten gereinigt. Im ersten Schritt erfolgte
die Reinigung mit der in Kapitel 2.5.1.4.2 beschriebenen Affinitdtschromatographie. Im
zweiten Schritt wurde der pyridoxinhaltige Elutionspuffer durch Gelfiltration (Kapitel

2.5.1.4.3) entfernt, da dieser die nachfolgenden enzymkinetischen Messungen stort.

3.1.2.4.1 Verteilung der Pyridoxal-Kinase auf die einzelnen Aufreinigungsfraktionen

Der nach Kapitel 2.5.1.2 erzeugte Proteinrohextrakt wurde entsprechend der in Kapitel
2.5.1.4 beschriebenen Methode gereinigt. In Abbildung 3.7 ist beispielhaft dargestellt, wie

sich die Pyridoxal-Kinase auf die einzelnen Fraktionen der Affinitdtschromatographie

verteilte.
4350 5 O Vertellung der
400 A — Pyridoxal-Einase auf die
250 - - einzelnen Fraktonen
E 300 o
g 250
a 200 1
1500
100
21
0
F1 Fz F3 F4 F5 F&
119 pg (1095 g | 2520 pg | 2572 ug | 1868 pg| 873 g
Abbildung 3.7 Verteilung der Pyridoxal-Kinase auf die einzelnen Fraktionen nach Affinitét-

schromatographie. Angegeben sind die Proteinkonzentration und der Gesamtproteingehalt der erhaltenen
Fraktionen.

Sobald die Absorption am UV-Detektor anstieg, wurde die Pyridoxal-Kinase eluiert
(Fraktion 1). Innerhalb der ersten 3 Fraktionen steigt der Gehalt der Pyridoxal-Kinase
rasch an und fallt dann ebenso rasch wieder ab. Die Pyridoxal-Kinase ist nur auf wenige
Fraktionen verteilt. Angegeben ist die Konzentration der Pyridoxal-Kinase (pg/ml) in den
einzelnen Fraktionen und der Gesamtproteingehalt der einzelnen nach Affinitéts-

chromatographie erhaltenen Fraktionen.

3.1.2.42  Aufreinigungsschema

Tabelle 3.1 zeigt das Aufreinigungsschema fiir die nativ exprimierte Pyridoxal-Kinase. Es

wurde der Proteingehalt vom zellfreien Proteinrohextrakt nach Affinitdtschromatographie
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und Gelfiltration bestimmt. Die Aktivitdit wurde im Rohextrakt und nach Gelfiltration
bestimmt. Nach Affinitditschromatographie konnte die Aktivitit nicht bestimmt werden, da

das im Elutionspuffer enthaltene Pyridoxin die Aktivititsmessungen storte.

Aufreinigungsschritt Gesamtprotein Enzymaktivitét Reinigungsfaktor
[mg] [nmol/mg*min'] ]
Proteinrohextrakt 219 22,1 1

entfillt, da in dieser Fraktion | entfédllt, da in dieser Fraktion
das anwesende Pyridoxin die | das anwesende Pyridoxin die

Affinitatschromatographie 1,58 W W
Aktivitdtsmessungen stort Aktivititsmessungen stort
Gelfiltration 0,445 1262 57,1
Tabelle 3.1 Aufreinigungsschema

Die Enzymaktivitét ist angegeben als Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat in nmol pro mg
Protein pro Minute. Die angegebenen Proteinmengen entsprechen der aus einem Liter
Kultur gewonnenen Proteinmenge. Aus einem Liter Hauptkultur konnten circa 0,445 mg
Pyridoxal-Kinase gewonnen werden. Der Reinigungsfaktor wurde bestimmt, indem die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat pro mg Protein pro Minute des Proteinrohextraktes
gleich 1 gesetzt und anschliefend mit der Reaktionsgeschwindigkeit nach Gelfiltration ins

Verhiltnis gesetzt wurde. Die Aktivitét lie} sich um den Faktor 57 steigern.

3.1.2.4.3  Uberpriifung der Reinigung der nativen Pyridoxal-Kinase mit SDS-PAGE

Der Erfolg der Aufreinigung der nativen Pyridoxal-Kinase wurde durch denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese {iiberpriift und ist in Abbildung 3.8 dargestellt. Die
Detektion der Proteinbanden erfolgte mit der sehr empfindlichen Silberfarbung (Kapitel
2.6.3.3). Mit dieser Methode konnen noch circa 5 ng Protein pro Bande nachgewiesen
werden. Das Proteingel zeigt Proben der Gesamtproteine vor Induktion und nach Induktion
der Proteinexpression (losliche und unldsliche Proteine), den auf die Affinititssdule
aufgegebenen Proteinrohextrakt (Iosliche Proteine), der nach Affinitdtschromatographie
erhaltenen Proteinfraktion und der nach Gelfiltration erhaltenen reinen Pyridoxal-Kinase.
Das Proteingel zeigt beispielhaft jeweils die Probe einer nach Affinitdtschromatographie
(Spur 4) und Gelfiltration (Spur 5) erhaltenen Fraktion. Der gezeigte Reinheitsgrad der
Pyridoxal-Kinase entspricht dem Reinheitsgrad, der fiir die enzymkinetischen
Untersuchungen eingesetzten gereinigten Pyridoxal-Kinase.

Die Pyridoxal-Kinase hat ein Molekulargewicht von 35,1 kDa. In Spur 4 sind neben der

bereits sehr deutlichen Bande der Pyridoxal-Kinase nur noch sehr wenige diinne Banden
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von Begleitproteinen detektierbar. Somit fithrte die Aufreinigung mit Hilfe der Pyridoxal-

Sepharose-Matrix zu einem sehr reinen Enzym.

Spur 1: vor Induktion
- W 97kDa g nach Induktion
o o - o66kDa Spur 3: Proteinrohextrakt
— Spur 4: nach Affinitdtschromatographie (0,5 pg)
g ' 45 kDa Spur 5: nach Gelfiltration (Sephadex® G-15) (0,5 pg)
Spur 6: Molekulargewichtsstandard
—— . el
W 30kDa
s 20,1 kDa
— - 14,4 kDa
1 2 3 4 5 6
Abbildung 3.8 SDS-PAGE der in Escherichia coli (BL21(DE3)(pET-11a-PKH)) iiber-

exprimierten nativen Pyridoxal-Kinase

Eine weitere Reinigung erfolgte mit der sich anschlieBenden Gelfiltration, durch die die
restlichen nach Affinitdtschromatographie noch vorhandenen Begleitproteine entfernt
werden konnten (Spur 5). Die eingesetzte Methode zur Gewinnung der nativen Pyridoxal-
Kinase fiihrt also zu einer reinen Proteinfraktion, die nur aus einem Protein besteht. Diese
Methode der Aufreinigung wurde zur Gewinnung der Pyridoxal-Kinase fiir die enzym-

kinetischen Untersuchungen eingesetzt.

3.1.2.4.4  Untersuchung der menschlichen rekombinant exprimierten Pyridoxal-Kinase
mittels MALDI-TOF

Das Molekulargewicht und der Reinheitsgrad der nach Affinititschromatographie und
Gelfiltration erhaltenen Pyridoxal-Kinase wurde mittels MALDI-TOF (Kapitel 2.6.6)
iiberpriift. Die Messungen wurden mit dem Gerét Typ SpecTof E (Micromass, Manchester,
GB) durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten unter Reflektion im Positiv-Modus. Die
Beschleunigungsspannung betrug 29 kV und das Flugrohr hatte eine Lédnge von 1000 mm.
Als Matrix wurde Sinapinsdure verwendet (Tabelle 2.10).

Fiir die MALDI-TOF-Bestimmung wurde die mittels Affinitdtschromatographie (Kapitel
2.5.1.4.2) und Gelfiltration (Kapitel 2.5.1.4.3) gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Bei
der Gelfiltration wurde abweichend Wasser als Elutionsmittel eingesetzt. Der Gehalt der
Pyridoxal-Kinase wurde entsprechend der Methode nach Bradford bestimmt (Kapitel
2.6.1.3) und die Proben mit Acetonitril und Wasser (Verhéltnis 1:1) auf 10-20 pmol/ul
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eingestellt.

Das Spektrum (Abbildung 3.9) zeigt das einfach geladene Molekiil [MJrH]Jr (Peak
35035 Da), das zweifach geladene Monomer [M+2H]2+ (Peak 17470 Da), das einfach
geladene Dimer [2M+H]+ (Peak 70092 Da) und das zweifach geladene Trimer [3M+2H]2+
(Peak 52694 Da). Das MALDI-TOF-Spektrum verdeutlicht, dass mit der entwickelten

Aufreinigungsmethode eine sehr reine Pyridoxal-Kinase erhalten wurde.
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Abbildung 3.9 Abbildung des MALDI-TOF-Spektrums der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Das mittels MALDI-TOF ermittelte Molekulargewicht stimmt mit dem theoretischen
Molekulargewicht (35,1 kDa) iiberein. Es wurde folglich ein Protein der korrekten Grof3e
exprimiert. Neben dem einfach geladenen Monomer wurde auch das einfach geladene
Dimer detektiert. Das Vorhandensein des Dimers gibt jedoch nur einen Hinweis auf die
Quartérstruktur der Pyridoxal-Kinase, da sich das Dimer auch bei der Analyse gebildet
haben kann. Um genauere Informationen tiber die Quartérstruktur zu erhalten, sind weitere

Analysen (Gelfiltration) durchzufiihren.

3.1.3 EXPRESSION DER PYRIDOXAL-KINASE IN HEK-ZELLEN

Die Pyridoxal-Kinase wurde zusédtzlich zu der heterologen Expression in Escherichia coli
in menschlichen Nierenzellen (HEK-293-Zellen) exprimiert, um Unterschiede in der
Expression und der Aktivitdt zu untersuchen. HEK-293-Zellen wurden in Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe Dr. Matthias Kassack, Institut fiir Pharmazeutische Chemie der
Universitdt Bonn, mit dem rekombinanten Vektor pCDMS8-PKH transient transfiziert
(Kapitel 2.4.6). Die Expression der Pyridoxal-Kinase wurde durch denaturierende
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Abbildung 3.10) {iberpriift.

Mit diesem Expressionssystem konnten nur geringe Proteinmengen gewonnen werden, was
die weitere Aufreinigung unmoglich machte. Zudem zeigte der Proteinrohextrakt der in

HEK-Zellen exprimierten Pyridoxal-Kinase keine Aktivitét, so dass weitere Versuche mit
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diesem Expressionssystem nicht durchgefiihrt wurden.

= : \ Spur 1: BL21(DE3)(pET-11a-PKH) vor Induktion
: 97kDa  Spur 2: BL21(DE3)(pET-11a-PKH) nach Induktion
66 kDa  Spur 3: BL21(DE3)(pET-11a-PKH) Rohextrakt
Spur 4: BL21(DE3)(pET-11a-PKH) PKH nach
45 kDa Affinitdtschromatographie
Spur 5: HEK-293-Zellen mit (pCDM8-PKH)
Spur 6: HEK-293-Zellen ohne PKH
5 Spur 7: Molekulargewichtsstandard
P, ‘ 30 kDa
-
-
A & 20,1 kDa
1 2 3 4 5 6 7
Abbildung 3.10 SDS-PAGE von Proben der in HEK-293(pCDMS8-PKH)-Zellen exprimierten

Pyridoxal-Kinase (Spur 5) und einer Kontrolle (HEK-293-Zellen ohne PKH-Gen, Spur 6). Im Vergleich
hierzu wurden Proben der in Escherichia coli (BL21(DE3)(pET-11a-PKH)) heterolog exprimierten
Pyridoxal-Kinase aufgetragen.

3.2 Analytik von Vitamin B¢ und Strukturanaloga

Die Pyridoxal-Kinase setzt Pyridoxal, Pyridoxamin und Pyridoxin zu den entsprechenden
5'-Phosphatestern um. Zur enzymkinetischen Charakterisierung der Pyridoxal-Kinase und
um den Einfluss der Antivitamine auf die Aktivitdt zu bestimmen, mussten die Reaktions-
produkte der enzymatischen Umsetzung quantifiziert werden.

Mit Hilfe eines optischen Tests konnte die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat kontinuier-
lich erfasst werden. Die Umsetzung der anderen Vitamere der Bg-Gruppe und deren
Strukturanaloga lieB sich so nicht erfassen, da deren 5'-Phosphate kein zusitzliches
Absorptionsmaximum im Vergleich zu den nicht phosphorylierten Verbindungen aufweisen
(vergleiche Kapitel 7.4). Um den Umsatz aller Vitamere und deren Antivitamere Ginkgo-
toxin und Desoxypyridoxin zu untersuchen, wurde die Hochleistungs-Fliissigchromato-

graphie eingesetzt.

3.2.1 PHOTOMETRISCHE QUANTIFIZIERUNG VON PYRIDOXAL-5"-PHOSPHAT

Der in Kapitel 2.6.1.4 beschriebene photometrische Test ermoglicht die Erfassung von
Pyridoxal-5'-phosphat. Pyridoxal wird unter ATP-Verbrauch zu Pyridoxal-5'-phosphat
umgesetzt. Die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat kann photometrisch durch Messen der

Absorption bei 388 nm verfolgt werden. Die Absorptionsdnderung ist der im Ansatz
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befindlichen Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration = proportional. Der Vorteil der
photometrischen Quantifizierung von Pyridoxal-5'-phosphat ist, dass die Messung
kontinuierlich erfolgen kann und die Messungen schnell, einfach und genau durchzufiihren
sind. Daher wurde diese Methode zur schnellen Uberpriifung der Enzymaktivitit und zur
Bestimmung des Temperatur- und pH-Optimums sowie zur Untersuchung des Einflusses
von zweiwertigen Kationen auf die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die Unter-
suchungen erfolgten mit einem Zweistrahl-Photometer (Uvikon® 810, Kontron Biotek,
Miinchen). Die Messungen wurden durch Zugabe des Substrates in die Messkiivette

gestartet.

3.2.1.1 Optimierung der Bedingungen fiir die photometrische Quantifizierung von
Pyridoxal-5"-phosphat

Um die Messanordnung zu iiberpriifen, wurde die Anderung des Absorptionsspektrums in
An- und Abwesenheit der Pyridoxal-Kinase bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.11aund 3.11b dargestellt.

Abbildung 3.11a zeigt die zeitabhingige Anderung des Absorptionsspektrums von
Pyridoxal in Abwesenheit der Pyridoxal-Kinase (Blindwert, Absorptionsinderung
zwischen 0 Minuten und 20 Minuten) und Abbildung 3.11b in Anwesenheit der Pyridoxal-
Kinase. Aufgenommen wurden jeweils UV-Vis-Spektren (180-500 nm) vor Zugabe von
Pyridoxal (Blindwert, unterste Kurve), sofort nach Zugabe von Pyridoxal (0 Minuten) und
5, 10, 15 und 20 Minuten nach Zugabe von Pyridoxal. Die beiden Abbildungen zeigen,
dass zeitabhingig die Absorption bei 388 nm zunimmt und das bei dieser Wellenldnge ein

Absorptionsmaximum liegt.

20 min nach PL-Zugabe <]
15 min nach PL-Zugabe
10 min nach PL-Zugabe ~

5 min nach PL-Zugabe
0 min nach PL-Zugabe -«

L vor PL-Zugabe .y

Abbildung 3.11a Abbildung 3.11b

Absorptionsédnderung von Pyridoxal Absorptionsédnderung durch den enzy-
matischen Umsatz von Pyridoxal zu
Pyridoxal-5'-phosphat

Die Wellenldnge von 388 nm ist also geeignet, die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat



Ergebnisse 92

photometrisch zu verfolgen und ermdglicht die exakte Quantifizierung des gebildeten
Pyridoxal-5'-phosphates. Der Vergleich der Abbildung 3.11a mit 3.11b zeigt, dass in
Anwesenheit der Pyridoxal-Kinase (Abbildung 3.11b) eine groBere Anderung der
Absorption erfolgt, es aber auch in Abwesenheit der Pyridoxal-Kinase zu einer
Absorptionszunahme bei 388 nm kommt (Abbildung 3.11a). Die in diesem Versuch
gezeigte Absorptionsdnderung bei 388 nm in Abwesenheit der Pyridoxal-Kinase (Blind-
wert) wurde in den nachfolgenden Auswertungen der enzymkinetischen Daten bertick-

sichtigt.
Optimierung des Puffers

Fiir die Messungen wurde Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH-Wert 6,0) verwendet. Bei der
Uberpriifung des Testsystems stellte sich heraus, dass bereits ohne Vorliegen des Enzyms
eine Absorptionsidnderung allein mit dem Substrat Pyridoxal bei Konzentrationen hoher als
0,25 mM erfolgte und die Absorption bei 388 nm zeitabhingig zunimmt (Abbildung
3.11a). Eine mogliche FErklirung ist die enzymunabhingige Phosphorylierung des
Pyridoxals in Anwesenheit von ATP, die durch einen Phosphatpuffer moglicherweise noch
weiter begiinstigt wird. Eine Moglichkeit, diesen Effekt zu unterdriicken, schien die Wahl
eines neuen Puffersystems. Es wurde daher MES-Puffer (0,1M, pH-Wert 6,0) eingesetzt. In
diesem Puffer nahm die Absorption bei 388 nm zeitabhdngig noch stirker zu, als bei

Verwendung des Phosphatpuffers.
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—— Pyridoxal in Kaliumphosphat-Puffer (0,1 M, pH 6,0)
—@— Pyridoxal in MES-Puffer (0,1 M, pH 6,0)

Abbildung 3.12 Vergleich der enzymunabhingigen Phosphorylierung von Pyridoxal in Kalium-
phosphat- und MES-Puffer
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Der MES-Puffer war also nicht geeignet, die enzymunabhingige Phosphorylierung des
Pyridoxals zu vermindern. In Abbildung 3.12 ist dies graphisch dargestellt. Aufgrund des
negativen Einflusses des MES-Puffers und aufgrund der Tatsache, dass die nicht
enzymatische Phosphorylierung erst bei Pyridoxal-Konzentrationen gréfler 0,25 mM einen
Einfluss auf das Messergebnis hat, wurde der Phosphatpuffer in den nachfolgenden
Versuchen beibehalten und das Ausmal3 der nicht enzymatischen Phosphorylierung bei der

Auswertung berticksichtigt.

3.2.2 QUANTIFIZIERUNG DER UMSETZUNG VON PYRIDOXAL UND STRUKTURANALOGA DURCH
DIE PYRIDOXAL-KINASE ZU DEN 5'-PHOSPHATEN MITTELS HOCHLEISTUNGS-FLUSSIG-
CHROMATOGRAPHIE

Nur die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat aus Pyridoxal ldsst sich photometrisch
verfolgen. Daher wurde zur Quantifizierung des Umsatzes der anderen Vitamere und deren
Strukturanaloga die HPLC eingesetzt. Angewandt wurde eine von Mahuren und Coburn
(1990) entwickelte und von Arenz (1996) modifizierte Methode zur Bestimmung von
Vitamin Bg und Strukturanaloga (Kapitel 2.6.5). Zur Detektion der einzelnen Verbindungen
wurde deren Eigenfluoreszenz ausgenutzt. Zur Detektion von Ginkgotoxin/Ginkgotoxin-5'-
phosphat erfolgte, wie von Mahuren und Coburn (1990) beschrieben, die Fluoreszenz-
anregung bei Ao, = 330 nm und die Emissionsmessung bei A, = 400 nm. Bei Pyridoxal,
Pyridoxamin, Pyridoxin, Desoxypyridoxin und den entsprechenden 5'-Phosphaten erfolgte
die Detektion bei Ao, = 295 nm und A, = 405 nm (Rizzolo und Polesello, 1992). Die
HPLC-Chromatogramme der untersuchten Verbindungen sind in Kapitel 7.5 abgebildet.

3.3 Charakterisierung der rekombinanten menschlichen Pyridoxal-
Kinase
3.3.1 CHARAKTERISIERUNG DES MALTOSE-BINDENDEN FUSIONSPROTEINS

Fiir die Untersuchungen wurde der zellfreie Proteinrohextrakt (Kapitel 2.5.1.2) entweder
direkt oder nach Aufreinigung mittels Affinititschromatographie (Kapitel 2.5.1.3)
eingesetzt. Die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat wurde mit dem in Kapitel 2.6.1.4
beschriebenen photometrischen Test untersucht. Die Proteinmenge wurde entsprechend der
Methode nach Bradford quantifiziert (Kapitel 2.6.1.3).
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3.3.1.1 Vergleichende Aktivititsmessungen der Rohextrakte des rekombinanten
Stammes XLI-Blue MRF' Kan(pMAL-c2X-PKH) und des Kontrollstammes
XLI-Blue MRF' Kan(pMAL-c2X)

Vergleichende Aktivitdtsmessungen mit dem Kontrollstamm XL1-Blue MRF' Kan(pMAL-
c2X) sollten kldren, ob die durch den rekombinanten Stamm XL1-Blue MRF' Kan(pMAL-
c2X-PKH) iiberexprimierte Pyridoxal-Kinase aktiv war. Die Pyridoxal-Kinaseaktivitit des
iiberexprimierten Fusionsproteins, wurde mit der Escherichia coli eigenen Pyridoxal-
Kinaseaktivitdt verglichen. Die Messungen wurden im zellfreien Proteinrohextrakt
durchgefiihrt. Fiir diese Messungen wurden jeweils 1500 pg Protein eingesetzt. Die
Pyridoxal-Konzentration betrug 4,0 mM. Die Absorptionszunahme wurde bei 388 nm iiber
20 Minuten verfolgt. In Abbildung 3.13 ist das Ergebnis der Messungen graphisch
dargestellt.
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Abbildung 3.13 Vergleich der Pyridoxal-Kinaseaktivitit des Rohextraktes des Kontrollstammes
XL1-Blue MRF' Kan (pMAL-c2X) (griine Kurve) mit der Aktivitit des rekombinanten Stammes XL1-Blue
MRF' Kan (pMAL-c2X-PKH) (rote Kurve)

Die Abbildung zeigt, dass der Proteinrohextrakt mit der rekombinanten Pyridoxal-Kinase
eine deutlich hohere Aktivitit aufwies als der Proteinrohextrakt ohne rekombinante
Pyridoxal-Kinase. Daraus ldsst sich schlieBen, dass das iiberexprimierte Fusionsprotein
aktiv ist. Die Absorptionszunahme in der Kontrollinkubation beruht auf den in Escherichia

coli vorkommenden Pyridoxal-Kinasen PdxK und PdxY .

3.3.1.2 Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung des Maltose-bindenden Fusionsproteins

In Abbildung 3.14 und 3.15 ist die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung in Abhéngigkeit von der
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Menge des eingesetzten Proteinrohextraktes des Fusionsproteins dargestellt. Die Pyridoxal-
Konzentration betrug 4 mM. In den Messungen wurden 250 pg, 500 pg, 750 pg, 1000 pg
und 1500 pg Proteinrohextrakt eingesetzt. Die Absorptionsdnderung wurde bei 388 nm

tiber 20 Minuten verfolgt. Das Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 3.14 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 3.14 Abhingigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung von der eingesetzten Menge
Proteinrohextrakt und der Zeit
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Abbildung 3.15 Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der eingesetzten Menge Pro-

teinrohextrakt

Mit steigender Proteinmenge nahm die Geschwindigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung zu (Abbildung 3.14). Die Messergebnisse zeigen einen linearen Zusammenhang
zwischen der eingesetzten Proteinmenge und der Menge des gebildeten Pyridoxal-5'-

phosphates pro Minute (Abbildung 3.15). Aussagekriftige Werte fiir die Aktivitit eines
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Enzyms werden nur erhalten, wenn die Enzymkonzentration der limitierende Faktor der
Reaktionsgeschwindigkeit im Testsystem ist und die Messwerte zur eingesetzten Enzym-
menge proportional sind. Die weiteren Versuche mit dem Maltose-bindenden Fusions-

protein konnten unter den hier vorliegenden Bedingungen durchgefiihrt werden.

3.3.1.3 Untersuchung der Stabilitit des Pyridoxal-Kinasefusionsproteins im Protein-
rohextrakt

Der Einfluss der Lagerung bei -20 °C auf die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase wurde im
Proteinrohextrakt untersucht. Eingesetzt wurden 1500 png des Proteinrohextraktes der als
Fusionsprotein exprimierten Pyridoxal-Kinase. Der entsprechend Kapitel 2.5.1.2 erzeugte

Rohextrakt wurde aliquotiert und bei -20 °C eingefroren.
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Abbildung 3.16 Untersuchung der Stabilitit des Pyridoxal-Kinasefusionsprotein im Protein-

rohextrakt

Ein Aliquot der Pyridoxal-Kinase wurde am Messtag auf Eis aufgetaut und die Aktivitét
gemessen. Die Pyridoxal-Konzentration betrug 4,0 mM. Die Absorptionsédnderung wurde
bei 388 nm iiber 20 Minuten verfolgt. Das Ergebnis der Stabilititsuntersuchung ist in
Abbildung 3.16 dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass der Proteinrohextrakt iiber mehrere
Wochen eine ausreichend hohe Aktivitat aufwies. Fiir die nachfolgenden enzymkinetischen

Untersuchungen wurde ein Proteinrohextrakt eingesetzt, der nicht dlter als 3 Wochen war.



Ergebnisse 97

3.3.1.4 Photometrische Bestimmung des K,,-Wertes fiir Pyridoxal im Rohextrakt des

Fusionsproteins

Die Michaelis-Konstante K, ist ein wichtiges Mal} fiir die Affinitdt eines Enzyms zu
seinem Substrat. Es ist die Substratkonzentration, bei der die Umsetzung des Substrates mit
halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt. Je hoher der K;,-Wert ist, desto hoher
muss die Substratkonzentration sein, damit die Reaktion bei halbmaximaler
Reaktionsgeschwindigkeit ablduft. Ein niedriger K,,-Wert bezeichnet damit eine hohe
Substrataffinitdit des Enzyms. Die Bestimmung der enzymkinetischen Konstanten nach
Michaelis und Menten wurden unter den zuvor ermittelten optimalen Reaktions-
bedingungen der Pyridoxal-Kinase durchgefiihrt. Zur photometrischen Bestimmung der
K -Werte wurde bei 388 nm die Absorptionsdnderung bei unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen verfolgt. Die Werte fiir die Absorption wurden in nmol Pyridoxal-5'-
phosphat umgerechnet. Aus diesen Werten wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten
berechnet (Bildung PLP in nmol/mg*min'l) und in der Michaelis-Menten-Kurve und im

Lineweaver-Burk-Diagramm dargestellt.

Fiir die Bestimmung des K,,-Wertes wurden 1500 pug Proteinrohextrakt berechnet als BSA
eingesetzt. Die Absorptionsdnderung bei 388 nm wurde liber 20 Minuten beobachtet. Die

Pyridoxal-Konzentration variierte bei den Messungen zwischen 1,0 mM und 12,0 mM.
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Abbildung 3.17 Michaelis-Menten-Kurve zur Bestimmung des K,-Wertes fiir Pyridoxal im

Rohextrakt der als Fusionsprotein {iberexprimierten Pyridoxal-Kinase
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Die Absorptionsdnderung pro Zeiteinheit wurde in Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung pro Zeit
umgerechnet. Die entsprechende Michaelis-Menten-Kurve ist in Abbildung 3.17, das

entsprechende Lineweaver-Burk-Diagramm in Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18 Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K,,-Wertes fiir Pyridoxal im

Rohextrakt der als Fusionsprotein {iberexprimierten Pyridoxal-Kinase

Im Rohextrakt mit {iberexprimiertem Pyridoxal-Kinasefusionsprotein wurde photometrisch
ein K,,-Wert von 3,92 + 1,51 x 107 M fiir Pyridoxal ermittelt. Die maximale Reaktions-
geschwindigkeit war 4,63 £+ 0,68 x 107 mol/mg*min’l. Auffillig ist, dass der K-Wert
hoch und der V,,-Wert vergleichsweise klein ist (vergleiche Kapitel 3.3.2.1.7 und
3.3.2.2.6). Das Pyridoxal-Kinasefusionsprotein hat eine geringere Affinitit zu Pyridoxal im

Vergleich zur nativ exprimierten Pyridoxal-Kinase.

3.3.1.5 Einfluss der Abspaltung des Maltose-bindenden Proteins von dem Pyridoxal-
Kinasefusionsprotein auf die Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase

In vielen Fillen weisen Fusionsproteine eine hohere Stabilitdt auf als das reine Zielprotein.
Trotzdem sollte das Maltose-bindende Protein von der Pyridoxal-Kinase abgespalten
werden, da der Fusionsanteil die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase durch sterische
Behinderung mindern kann. Durch die Hydrolyse ldsst sich auch die korrekte Translation
iberpriifen. Wird das Fusionsprotein in Fusionsanteil und Zielprotein der richtigen Gro3en
gespalten, kann davon ausgegangen werden, dass das Fusionstranskript korrekt translatiert
wurde und kein Leserasterfehler aufgetreten ist. Die Abspaltung des Fusionsanteils vom
Zielprotein erfolgte nach vorheriger Aufreinigung des Fusionsproteins mit der in Kapitel
2.5.1.3.1 beschriebenen Methode. Zu Beginn der Hydrolyse, nach 2, 4, 6, 8, 16 und 24
Stunden Inkubation mit Faktor Xa wurde jeweils ein Aliquot des Hydrolyseansatzes als
Probe fiir die denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese und filir Aktivitits-
messungen (Abbildung 3.20 und 3.21) entnommen. Das Proteingel zu Uberpriifung der

Abspaltung des Maltose-bindenden Proteins von der Pyridoxal-Kinase mit Faktor Xa ist in
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Abbildung 3.19 dargestellt.
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Abbildung 3.19 SDS-PAGE zur Ermittlung der optimalen Inkubationszeit des Fusionsproteins
mit Faktor Xa zur Abspaltung des Maltose-bindenden Proteins von der Pyridoxal-Kinase. Die roten Pfeile
markieren das Fusionsprotein und die Pyridoxal-Kinase

Wihrend zu Beginn der Hydrolyse noch ein groBler Teil des Fusionsproteins (Spur 2, roter
Pfeil) vorhanden war, lag nach 8 Stunden fast das gesamte Fusionsprotein hydrolysiert vor
(Spur 8, roter Pfeil) und die Stirke der Bande des Fusionsproteins hatte deutlich
abgenommen. Das Proteingel zeigt die erfolgreiche Abspaltung des Maltose-bindenden

Proteins und dass ein Protein der korrekten GroBe (Pyridoxal-Kinase 35,1 kDa) erhalten

wurde.
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Abbildung 3.20 Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase in Abhingigkeit von der Hydrolysedauer mit

Faktor Xa, Pyridoxal-Konzentration im Ansatz: 1,0 mM
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Abbildung 3.20 und 3.21 zeigen den Einfluss der Inkubation mit Faktor Xa auf die
Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase. Abweichend vom Standardassay wurde die Absorptions-
dnderung bei 388 nm mit Pyridoxal-Konzentrationen von 1,0 mM (Abbildung 3.20) und
4,0 mM (Abbildung 3.21) tiber 20 Minuten verfolgt. Fiir die Aktivitditsmessungen wurden
100 ug Protein eingesetzt. Die Abbildungen zeigen, dass das Aktivititsmaximum bei
beiden Substratkonzentrationen nach 4 Stunden Inkubation erreicht wurde, obwohl zu
diesem Zeitpunkt die Hydrolyse noch nicht vollstindig abgeschlossen war (Abbildung
3.19). Die nach 16 und 24 Stunden Inkubation signifikant geringere Reaktions-
geschwindigkeit im Vergleich zu der Aktivitdt nach 4 Stunden Inkubation zeigt, dass das

Protein bei 4 °C nicht ausreichend stabil ist.
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Abbildung 3.21 Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase in Abhédngigkeit von der Hydrolysedauer mit
Faktor Xa, Pyridoxal-Konzentration im Ansatz: 4,0 mM

Bildung PLP Bildung PLP
Zeit [h] [nmol/min*mg'l] [nmol/min*mg'l]
1,0 mM Pyridoxal | 4,0 mM Pyridoxal
7,28 22,6
8,13 24,5
25,2 35,1
16 7,21 ---
24 8,14 25

Tabelle 3.2 Abhingigkeit der Enzymaktivitdt von der Inkubationszeit des Pyridoxal-Kinase-
fusionsproteins mit Faktor Xa. Bestimmt wurde die Reaktionsgeschwindigkeit bei zwei verschiedenen
Pyridoxal-Konzentrationen (1 mM und 4 mM)

Die Anderung der Absorption wurde in Reaktionsgeschwindigkeiten umgerechnet und ist
in Tabelle 3.2 wiedergegeben. Nach 4 Stunden Inkubation mit Faktor Xa werden bei einer

Substratkonzentration von 1,0 mM 25,2 nmol Pyridoxal-5'-phosphat pro mg Protein pro
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Minute gebildet. Dieser Versuch zeigt, dass sich die Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase durch
Abspaltung des Maltose-bindenden Proteins signifikant steigern ldsst. Die erhaltene
Pyridoxal-Kinase weist trotzdem im Vergleich zur nativ exprimierten Pyridoxal-Kinase
eine geringere Aktivitit (vergleiche Kapitel 3.3.2.2.1) auf. Zudem war es mit dieser
Methode nicht moglich, ein sauberes Protein zu erhalten. Fiir die Charakterisierung der
Pyridoxal-Kinase und zur Untersuchung des Einflusses von Ginkgotoxin wurde daher die

nativ exprimierte Pyridoxal-Kinase eingesetzt.

3.3.2 CHARAKTERISIERUNG DER NATIVEN PYRIDOXAL-KINASE

Fiir die Untersuchungen wurde der zellfreie Proteinrohextrakt (Kapitel 2.5.1.2) entweder
direkt oder nach Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie (Kapitel 2.5.1.4)
eingesetzt. Die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat wurde mit dem in Kapitel 2.6.1.4
beschriebenen Test untersucht. Die Proteinmenge wurde entsprechend der Methode nach
Bradford quantifiziert (Kapitel 2.6.1.3).

3.3.2.1 Charakterisierung der nativen Pyridoxal-Kinase im Proteinrohextrakt

3.3.2.1.1  Vergleich der Aktivitit des Kontrollstammes BL21(DE3)(pET-11a) mit der
Aktivitdt des rekombinanten Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH) im Protein-
rohextrakt

Die Priifung, ob die durch den rekombinanten Stamm BL21(DE3)(pET-11a-PKH)
iiberexprimierte Pyridoxal-Kinase aktiv ist, erfolgte durch vergleichende Aktivitéts-
messungen mit dem Kontrollstamm BL21(DE3)(pET-11a). Die Messungen wurden im
zellfreien Proteinrohextrakt durchgefiihrt. Es wurde die Aktivitdt von 12 erzeugten Klonen
iberpriift. Es wurde also die Pyridoxal-Kinaseaktivitit von Escherichia coli mit der
Aktivitdit der menschlichen Pyridoxal-Kinase verglichen. Fiir diese Aktivititsmessungen
wurden jeweils 1500 pg Proteinrohextrakt eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug
4,0 mM. Die Absorptionsdnderung bei 388 nm wurde iiber 20 Minuten verfolgt. Es wurden
jeweils Dreifachbestimmungen bei 37 °C durchgefiihrt. Die Proteinrohextrakte mit der
nativ liberexprimierten Pyridoxal-Kinase weisen eine signifikant hohere Aktivitdt auf, als
der Kontrollextrakt. 10 der 12 Klone zeigten Aktivitit. In Abbildung 3.22 sind beispielhaft
die Ergebnisse der Messungen der Klone T1/7 (rot), T1/13 (blau) und der Kontrolle (griin)
graphisch dargestellt. Die Reaktionsgeschwindigkeit betrug 7,16 + 0,25 nmol/mg*min’1 fiir
Klon T1/7, 7,83 £ 0,22 nmol/mg"‘min'1 fiir Klon T1/13 und 0,78 + 0,33 nmol/mg*min'l fiir
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Abbildung 3.22 Vergleich der Pyridoxal-Kinaseaktivitit im Rohextrakt des Kontrollstammes

BL21(DE3)(pET-11a) (grine Kurve) mit den Aktivititen der Klone T1/7 (rote Kurve) und T1/13 (blaue
Kurve) des rekombinanten Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH)

Die Pyridoxal-Kinase konnte also erfolgreich iiberexprimiert werden und ist aktiv im
Proteinrohextrakt. Klon T1/7, mit der Bezeichnung BL21(DE3)(pET-11a-PKH-T1/7),
wurde fiir die enzymkinetische Charakterisierung der Pyridoxal-Kinase und die nach-

folgenden Hemmstudien eingesetzt.

3.3.2.1.2  Expression der Pyridoxal-Kinase im Escherichia coli Stamm Rosetta(DE3)

Der Escherichia coli Stamm Rosetta(DE3) wurde mit dem Plasmid pET-11a-PKH
transformiert, um die Uberexpression der Pyridoxal-Kinase in Escherichia coli zu steigern.
Dieser Stamm wurde gewdhlt, weil er fiir die Expression von eukaryotischen Proteinen, die
Codons benétigen, die in Escherichia coli kaum verwendet werden, optimiert wurde. Es
wurden Aktivititsmessungen mit dem Rohextrakt des so erhaltenen Stammes
Rosetta(DE3)(pET-11a-PKH) durchgefiihrt. Die Hauptkulturen wurden 4, 24 und 72
Stunden nach Induktion der Proteinexpression geerntet. Mit dem nach Kapitel 2.5.1.2
gewonnenen Proteinrohextrakt wurden Aktivitdtsmessungen durchgefiihrt, um die optimale
Expressionszeit zu ermitteln. Fiir die Inkubationen wurden 100 pg Proteinrohextrakt
eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM. Nach 4 Stunden betrug die
Reaktionsgeschwindigkeit 25,7 + 2,93 nrnol/mg”‘min'1 und nach 24 Stunden 27,9 + 0,69
nmol/mg*min'l. Die Reaktionsgeschwindigkeit war 4 beziehungsweise 24 Stunden nach
Induktion der Proteinexpression durch IPTG deutlich hoher als 72 Stunden nach Induktion.
Die Kulturen fiir die folgenden Versuche wurden deshalb 24 Stunden nach Induktion der
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Proteinexpression geerntet, da die Aktivitét bei einer lingeren Inkubationszeit wieder sinkt.

Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3.23 graphisch dargestellt.

o)
(=)

—o— 4 hnach Induktion
—e— 24 h nach Induktion
o— 72 h nach Induktion

Bildung Pyridoxal-5'-phosphat [nmol/ml]

Abbildung 3.23 Abhingigkeit der Aktivitdt des Proteinrohextraktes von der Expressionszeit im
Stamm Rosetta(DE3)(pET-11a-PKH)

Die im Stamm Rosetta(DE3) iiberexprimierte Pyridoxal-Kinase hatte bei Messungen im
Proteinrohextrakt keine signifikant hohere Aktivitit im Vergleich zum Stamm BL21(DE3)
(Abbildung 3.24, rote Kurve, v =31,4 + 0,04 nmol/mg*min'l). Fiir alle weiteren Versuche
wurden Hauptkulturen des Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH) eingesetzt, die nach 24

Stunden geerntet wurden.

3.3.2.1.3 Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung im Rohextrakt der nativen Pyridoxal-Kinase

In Abbildung 3.24 und 3.25 ist die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung in Abhéngigkeit von der
eingesetzten Menge Proteinrohextrakt dargestellt. Es wurden 100 pg, 250 ug und 500 pg
Proteinrohextrakt eingesetzt. Mit steigender Proteinmenge steigt auch die Bildung von
Pyridoxal-5'-phosphat. Die Messergebnisse zeigen einen linearen Zusammenhang
zwischen der eingesetzten Proteinmenge und der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung pro
Minute. Aussagekriftige Werte fiir die Aktivitét eines Enzyms werden nur erhalten, wenn
die Enzymkonzentration der limitierende Faktor der Reaktionsgeschwindigkeit im Test-
system ist und das Messsignal zur eingesetzten Enzymmenge direkt proportional ist. Die
weiteren Versuche mit dem Proteinrohextrakt der nativ exprimierten Pyridoxal-Kinase

konnten unter den hier vorliegenden Bedingungen durchgefiihrt werden.
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Abbildung 3.24 Abhiangigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung von der eingesetzten Menge
Proteinrohextrakt

Bildung Pyridoxal-5'-phosphat [nmol/min]
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Abbildung 3.25 Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der eingesetzten Menge
Proteinrohextrakt

3.3.2.1.4 Untersuchung der Stabilitét der nativen Pyridoxal-Kinase im Proteinrohextrakt

Im Proteinrohextrakt wurde der Einfluss der Lagerung bei -20 °C auf die Aktivitdt der
Pyridoxal-Kinase untersucht. Der nach Kapitel 2.5.1.2 erzeugte Rohextrakt wurde
aliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Am Messtag wurde ein Aliquot der Pyridoxal-
Kinase auf Eis aufgetaut und die Aktivitit gemessen. Die Reaktionsgeschwindigkeit am
ersten Messtag wurde als 100 % definiert. Aus Abbildung 3.26 ist ersichtlich, dass die
Pyridoxal-Kinaseaktivitit des Rohextraktes iiber die ersten 3 Wochen nahezu gleich blieb
und dann kontinuierlich abnahm. Aktivititsmessungen konnten daher noch bis zu drei

Wochen nach Gewinnung des Rohextraktes durchgefiihrt werden.
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Abbildung 3.26 Untersuchung der Stabilitét der nativen Pyridoxal-Kinase im Proteinrohextrakt

3.3.2.1.5 Bestimmung des pH-Optimums der nativen Pyridoxal-Kinase im Protein-
rohextrakt

Das pH-Optimum der Pyridoxal-Kinase wurde im Proteinrohextrakt fiir den pH-Bereich

von 5,5 bis 8,0 bestimmt.
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Abbildung 3.27 Bestimmung des pH-Optimums im Rohextrakt der nativen Pyridoxal-Kinase

Relative Reaktionsgeschwindigkeit [%]

Es wurde die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat aus Pyridoxal iiber 20 Minuten bei
388 nm verfolgt. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei pH-Wert 6,0 wurde als 100 %
definiert. Die bei den weiteren pH-Werten ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten wurden
dazu ins Verhiltnis gesetzt. Fiir die Bestimmung des pH-Optimums wurden 100 pg

Proteinrohextrakt eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM. Das Ergebnis
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der Untersuchung ist in Abbildung 3.27 dargestellt. Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass
die native Pyridoxal-Kinase im Proteinrohextrakt ein Reaktionsoptimum bei pH-Wert 6,0

hat.

3.3.2.1.6 Bestimmung des Temperatur-Optimums der nativen Pyridoxal-Kinase im
Proteinrohextrakt

Das Temperatur-Optimum der nativen Pyridoxal-Kinase wurde im Proteinrohextrakt fiir
den Temperaturbereich von 10 bis 60 °C bestimmt. Um eine genaue Temperatureinstellung
zu gewdhrleisten, erfolgte die Inkubation in einem Thermoblock (Biometra, Gottingen).
Vor Substratzugabe wurden die Reaktionsansédtze bei der Untersuchungstemperatur 3
Minuten temperiert. Nach Substratzugabe erfolgte die Inkubation fiir 5 Minuten. Zur
Inaktivierung der Kinase wurden die Messansdtze anschlieend fiir 15 Minuten im
Thermoblock auf 100 °C erhitzt. Die denaturierten Proteine wurden abzentrifugiert
(20000xg, 5 Minuten) und die Absorption bei 388 nm im Uberstand bestimmt.

Die Messergebnisse zeigten, dass die Aktivitit des Pyridoxal-Kinaserohextraktes im
Bereich um 37 °C ein lokales Maximum hat. Auffillig bei den Messergebnissen waren die
grolen Standardabweichungen. Die Instabilitdit von Pyridoxal-5'-phosphat ist eine
mogliche Ursache fiir die hohen Standardabweichungen. Zur Verdeutlichung der
Instabilitdt von Pyridoxal-5'-phosphat ist im Anhang das Spektrum einer frischen
Pyridoxal-5'-phosphatlosung (Abbildung 7.7) und einer 24 Stunden alten Pyridoxal-5'-
phosphatlésung (Abbildung 7.8) abgebildet. Es ist zu erkennen, dass das Maximum von
Pyridoxal-5'-phosphat bei 388 nm nach 24 Stunden Lagerung bei -20 °C deutlich gesunken
ist und Pyridoxal-5'-phosphat sich zu Pyridoxal zersetzte. Das Erhitzen der Proben zur
Inaktivierung der Pyridoxal-Kinase (100 °C, 15 Minuten) hat in diesem Versuch zu einem
teilweisen Abbau des gebildeten Pyridoxal-5'-phosphates und damit zu sehr hohen
Standardabweichungen gefiihrt. Da weitere im Proteinrohextrakt vorhandene Proteine
einen Einfluss auf die Aktivitit der Kinase haben konnen, wurde das Temperatur-Optimum

ebenfalls fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase (Kapitel 3.3.2.2.4) bestimmt.

3.3.2.1.7 Photometrische Bestimmung des K.,-Wertes fiir Pyridoxal im Rohextrakt der

nativen Pyridoxal-Kinase

Fiir die Bestimmung des K,,-Wertes im Proteinrohextrakt der nativen Pyridoxal-Kinase
wurden 100 pg Gesamtprotein berechnet als BSA eingesetzt. Die Absorptionsénderung bei

388 nm wurde {iber 20 Minuten beobachtet. Die Pyridoxal-Konzentration variierte bei den
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Messungen zwischen 0,025 mM und 4,0 mM. Die Absorptionsédnderung pro Zeiteinheit
wurde in Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung pro Zeit umgerechnet. Die entsprechende
Michaelis-Menten-Kurve ist in Abbildung 3.28, das entsprechende Lineweaver-Burk-

Diagramm in Abbildung 3.29 dargestellt.
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Abbildung 3.28 Michaelis-Menten-Kurve zur Bestimmung des K,-Wertes fiir Pyridoxal im
Proteinrohextrakt der nativ tiberexprimierten Pyridoxal-Kinase
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Abbildung 3.29 Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K, -Wertes fiir Pyridoxal im

Proteinrohextrakt der nativ tiberexprimierten Pyridoxal-Kinase

Im Rohextrakt mit nativ iiberexprimierter Pyridoxal-Kinase wurde photometrisch ein
Kn-Wert von 4,91 £ 0,86 x 10° M fiir Pyridoxal ermittelt. Die maximale Reaktions-
geschwindigkeit war 6,01 + 0,22 x 10°® mol/mg*min'l. Der Vergleich mit dem fiir den
Proteinrohextrakt des Fusionsproteins ermittelten K,-Wert (3,92 + 1,51 x 107 M) zeigt,
dass die native Pyridoxal-Kinase eine hohere Affinitit zu Pyridoxal hat. Das Maltose-

bindende Protein beeinflusst also die Affinitdt der Pyridoxal-Kinase zum Substrat. Die
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maximale Reaktionsgeschwindigkeit des nativ exprimierten Enzyms ist ebenfalls deutlich
hoher als die des Fusionsproteins. Dies kann auf den Einfluss des Maltose-bindenden
Proteins und auf den moglicherweise unterschiedlichen prozentualen Anteil der Pyridoxal-

Kinase im Proteinrohextrakt zuriickgefiihrt werden.

3.3.2.2 Charakterisierung der nativen Pyridoxal-Kinase nach Aufreinigung mittels
Affinitdtschromatographie und Gelfiltration

3.3.2.2.1 Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und Enzymaktivitit der
gereinigten Pyridoxal-Kinase

In Abbildung 3.30 und 3.31 ist die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung in Abhingigkeit von der

eingesetzten Pyridoxal-Kinasemenge dargestellt.
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Abbildung 3.30 Abhingigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung von der eingesetzten Pyridoxal-

Kinase-Menge

Die Pyridoxal-Konzentration betrug in den Messungen 0,1 mM und es wurden 2,540 pg
Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Mit steigender Proteinmenge steigt auch die Pyridoxal-5'-
phosphat-Bildung an (Abbildung 3.30). Die Messergebnisse zeigen einen linearen Zusam-
menhang zwischen der eingesetzten Proteinmenge und der Bildung von Pyridoxal-5'-
phosphat pro Minute (Abbildung 3.31). Unter den Versuchsbedingungen ist die Reaktions-
geschwindigkeit von der eingesetzten Enzymmenge abhidngig und das Enzym ist mit
Pyridoxal gesittigt. Aussagekriftige Werte fiir die Aktivitdt eines Enzyms werden nur er-
halten, wenn die Enzymkonzentration der limitierende Faktor der Reaktionsgeschwindig-

keit im Testsystem ist und das Messsignal zur eingesetzten Enzymmenge direkt pro-
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Abbildung 3.31 Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der eingesetzten Pyridoxal-
Kinase-Menge

Die weiteren Versuche mit gereinigter nativ exprimierter Pyridoxal-Kinase konnten unter
den hier vorliegenden Bedingungen durchgefiihrt werden. Fiir die nachfolgenden Versuche
wurden 2,5-10 ug gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt, da bei diesen Konzentrationen

das Enzym mit dem Substrat gesittigt ist.

3.3.2.2.2  Untersuchung der Stabilitét der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Es wurde der Einfluss der Lagerung bei - 20 °C auf die Aktivitét der gereinigten Pyridoxal-
Kinase untersucht. Das nach Kapitel 2.5.1.4 gereinigte Enzym wurde aliquotiert und bei
-20 °C eingefroren. Am Messtag wurde ein Aliquot der Pyridoxal-Kinase aufgetaut und
Aktivitaitsmessungen durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurden 10 pg gereinigte Pyridoxal-
Kinase eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM. Das Ergebnis der
Stabilitdtsuntersuchung ist in Abbildung 3.32 dargestellt. Die Stabilitdtsuntersuchung
erfolgte iiber 42 Tage. Die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase war iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum ausreichend hoch. Fiir die nachfolgenden enzymkinetischen
Untersuchungen wurde maximal 35 Tage alte Kinase eingesetzt, um den Einfluss der

Lagerung auf die Messergebnisse mdglichst zu minimieren.
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Abbildung 3.32 Untersuchung der Stabilitdt der gereinigten Pyridoxal-Kinase

3.3.2.2.3 Bestimmung des pH-Optimums der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Das pH-Optimum der gereinigten Pyridoxal-Kinase wurde fiir den pH-Bereich von 5,0 bis

8,0 bestimmt.
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Abbildung 3.33 Bestimmung des pH-Optimums der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Als Puffer wurde 0,1 M Kaliumphosphatpuffer verwendet. Fiir die Messungen wurden
jeweils 2,5 pug Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM.
Die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat aus Pyridoxal wurde iiber 10 Minuten
photometrisch bei 388 nm verfolgt. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei pH-Wert 6,0 wurde
als 100 % definiert. Die bei den weiteren pH-Werten ermittelten Reaktionsgeschwindig-
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keiten wurden dazu ins Verhéltnis gesetzt. Das Ergebnis der Untersuchung ist in Abbildung
3.33 dargestellt. Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass die gereinigte Pyridoxal-Kinase ein
Reaktionsoptimum im Bereich pH-Wert 5,8-6,3 hat. Das pH-Optimum liegt also unterhalb
des Blut-pH (pH-Wert 7,41). Alle weiteren Messungen wurden bei pH-Wert 6,2 durchge-
fiihrt, da bei diesem pH-Wert die hochste Aktivitdt gemessen wurde.

3.3.2.2.4 Bestimmung des Temperatur-Optimums der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Die Reaktionsgeschwindigkeit bei enzymkatalysierten Reaktionen steigt mit der
Temperatur um den Faktor 2—-3 pro 10 °C (Bisswanger, 2000). Der Anstieg verzdgert sich
jedoch bei hoheren Temperaturen und durchlduft ein Maximum, oberhalb dessen die
Reaktionsgeschwindigkeit wieder sinkt. Es kommt zu einer Inaktivierung des Enzyms
aufgrund der Thermoinstabilitit von Proteinen. Um eine gute Wiarmeiibertragung bei
geringen Temperaturschwankungen und eine exakte Einstellung der Temperatur zu
gewdhrleisten, erfolgten die Inkubationen im Thermoblock, wie bei den Messungen im
Proteinrohextrakt (Kapitel 3.3.2.1.6). Vor Substratzugabe wurden die Inkubationsansitze
fiir 3 Minuten bei der Untersuchungstemperatur temperiert. Anschliefend erfolgte die

Zugabe von Pyridoxal und die Proben inkubierten 5 Minuten im Thermoblock.
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Abbildung 3.34 Bestimmung des Temperatur-Optimums der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Bildung Pyridoxal-5'-phosphat [nmol/mg* min-

Nach Ablauf der 5 Minuten wurde sofort die Absorption gemessen. Fiir die Inkubationen
wurden 2,5 pg Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM.
Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt zundchst an, durchlduft ein Maximum bei 45 °C und
fallt anschlieBend steil ab. Abbildung 3.34 zeigt, dass die Pyridoxal-Kinase auch bei

hoheren Temperaturen als 37 °C aktiv ist. Um physiologische Bedingungen fiir die
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Untersuchung der Wirkung von Ginkgotoxin auf die menschliche Pyridoxal-Kinase zu

schaffen, wurden alle weiteren Messungen bei 37 °C durchgefiihrt.

3.3.2.2.5 Untersuchung des Einflusses verschiedener zweiwertiger Kationen auf die
Enzymaktivitit der gereinigten Pyridoxal-Kinase

Fiir die Pyridoxal-Kinasen unterschiedlicher Spezies wurde eine Steigerung der Enzym-
aktivitdt durch den Zusatz von verschiedenen zweiwertigen Kationen beschrieben. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Zink-, Cobalt-, Mangan-, Magnesium- und
Calciumchlorid auf die menschliche rekombinante Pyridoxal-Kinase untersucht. Die
Metallchloride wurden den Inkubationsansdtzen in einer Konzentration von 0,1 mM
zugesetzt. Wie Abbildung 3.35 zeigt, ist die Enzymaktivitdt stark von der Anwesenheit

zweiwertiger Kationen abhingig.
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Abbildung 3.35 Einfluss zweiwertiger Kationen auf die Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase

In Abwesenheit von zweiwertigen Kationen sinkt die relative Reaktionsgeschwindigkeit
der Pyridoxal-Kinase auf 2,7 % im Vergleich zur Reaktionsgeschwindigkeit in
Anwesenheit von Zinkchlorid (100 %) ab. Die geringste Steigerung der Aktivitdt der
Pyridoxal-Kinase erbrachte der Zusatz von Calciumchlorid und die grofite Steigerung
bewirkten Cobaltchlorid und Zinkchlorid. Da Cobalt im menschlichen Kd&rper nur in
Spuren vorhanden ist (~ 0,005 g, Pschyrembel, 1994), wird dessen Einfluss auf die
Aktivitit der Pyridoxal-Kinase vermutlich nur gering sein. Daher wurde fiir die weiteren
Versuche Zinkchlorid in einer Konzentration von 0,1 mM eingesetzt, um moglichst
physiologische Untersuchungsbedingungen zu erhalten. Dieses kommt im menschlichen

Korper in wesentlich hoheren Konzentrationen vor (1,4 -2,3 g im Korper, Pschyrembel,
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1994) und kann daher stirker mit der Pyridoxal-Kinase interagieren. Die in der Literatur
beschriebenen Untersuchungen der Pyridoxal-Kinase wurden ebenfalls in Anwesenheit von
Zinkchlorid durchgefiihrt.

3.3.2.2.6  Photometrische Bestimmung des K;,-Wertes fiir Pyridoxal mit der gereinigten
Pyridoxal-Kinase

Fiir die Bestimmung des K,-Wertes der gereinigten Pyridoxal-Kinase wurden 10 pg
Gesamtprotein berechnet als BSA eingesetzt. Die Absorptionsdnderung bei 388 nm wurde
iiber 10 Minuten beobachtet. Die Pyridoxal-Konzentration variierte bei den Messungen
zwischen 0,005 mM und 5,0 mM. Die Absorptionsdnderung pro Zeiteinheit wurde in
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung pro Zeit umgerechnet. Die entsprechende Michaelis-
Menten-Kurve ist in Abbildung 3.36, das entsprechende Lineweaver-Burk-Diagramm in
Abbildung 3.37 dargestellt.
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Abbildung 3.36 Michaelis-Menten-Kurve zur Bestimmung des K, -Wertes fiir Pyridoxal mit der

gereinigten Pyridoxal-Kinase

Dargestellt sind hier nur die Reaktionsgeschwindigkeiten bis zu einer Substrat-
konzentrationen von 0,5 mM, da es bei hoheren Substratkonzentrationen zu einer Abnahme
der Reaktionsgeschwindigkeit kommt. Die Pyridoxal-Kinase wird also durch das Substrat
gehemmt. Die Substrathemmung ist in Kapitel 3.4.10 niher beschrieben.

Fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase wurde fiir Pyridoxal photometrisch ein K.,-Wert von
7,01 £ 1,01 x 10> M ermittelt. Dieser Wert liegt in der gleichen Grofenordnung wie der
photometrisch bestimmte K,,-Werte fiir den Proteinrohextrakt der nativ liberexprimierten

Pyridoxal-Kinase (Kapitel 3.3.2.1.7). Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit betrug
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6,42 + 0,51 x 107 mol/mg*min'1 und war damit um den Faktor 10 hoher als fiir den

Proteinrohextrakt (Kapitel 3.3.2.1.7), bedingt durch die Enzymreinigung.
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Abbildung 3.37 Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K,-Wertes fiir Pyridoxal mit

der gereinigten Pyridoxal-Kinase

3.3.2.2.7 Bestimmung des K,-Wertes der gereinigten Pyridoxal-Kinase mittels HPLC

Photometrisch kann nur die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat aus Pyridoxal verfolgt
werden. Die Bestimmung der K,,-Werte und die Untersuchung des Einflusses aller anderen
Substrate erfolgte mittels HPLC. Zur besseren Vergleichbarkeit der Messergebnisse wurde
der bereits photometrisch bestimmte K;,-Wert der gereinigten Pyridoxal-Kinase fiir
Pyridoxal (Kapitel 3.3.2.2.6) zusdtzlich mittels HPLC bestimmt. Die Pyridoxal-
Konzentration variierte bei den Messungen zwischen 0,01 mM und 0,4 mM. Fiir die
K -Bestimmung wurden 2,5 pg Pyridoxal-Kinase fiir 6 Minuten beziehungsweise 5 pg fiir
3 Minuten mit Pyridoxal inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden jeweils 50 pl
der Inkubationsansitze mittels HPLC aufgetrennt. Aus den Peakflachen von Pyridoxal-5'-
phosphat wurde die Reaktionsgeschwindigkeit (Bildung PLP in nmol/mg*min‘l) ermittelt
und gegen die Pyridoxal-Konzentrationen aufgetragen. Die entsprechende Michaelis-
Menten-Kurve ist in Abbildung 3.38, das entsprechende Lineweaver-Burk-Diagramm in
Abbildung 3.39 dargestellt.

Fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase wurde fiir Pyridoxal ein Ky,-Wert von 5,87 + 0,28 x
10> M mittels HPLC ermittelt. Dieser Wert liegt in der gleichen GroBenordnung wie der
photometrisch bestimmte K.,-Wert fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase. Die maximale

Reaktionsgeschwindigkeit war 1,70 + 0,36 x 10°° mol/mg*min'l.
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Bildung Pyridoxal-5'-phosphat [nmol/mg*min-1]
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Abbildung 3.38 Michaelis-Menten-Kurve zur Bestimmung des K,-Wertes flir Pyridoxal der
gereinigten Pyridoxal-Kinase mittels HPLC
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Abbildung 3.39 Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K, -Wertes fiir Pyridoxal der
gereinigten Pyridoxal-Kinase mittels HPLC

3.3.2.2.8 Photometrische Bestimmung des K;-Wertes fiir ATP mit der gereinigten
Pyridoxal-Kinase

Der K,,-Wert der gereinigten Pyridoxal-Kinase fiir das Cosubstrat ATP wurde ebenfalls
bestimmt. Die Bestimmung erfolgte photometrisch. Es wurden 10 pg Pyridoxal-Kinase
eingesetzt und die Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM. Die ATP-Konzentration
variierte bei den Messungen zwischen 0,01 mM und 0,4 mM. Die Absorptionsédnderung bei
388 nm wurde iiber 10 Minuten beobachtet. Die Absorptionsdnderung pro Zeiteinheit
wurde in Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung pro Zeit umgerechnet. Die entsprechende
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Michaelis-Menten-Kurve ist in Abbildung 3.40, das entsprechende Lineweaver-Burk-

Diagramm in Abbildung 3.41 dargestellt.
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Abbildung 3.40 Michaelis-Menten-Kurve zur Bestimmung des K.-Wertes fiir ATP der
gereinigten Pyridoxal-Kinase
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Abbildung 3.41 Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K, -Wertes fiir ATP der

gereinigten Pyridoxal-Kinase

Der ermittelte K;-Wert betrdgt 2,30 + 0,25 x 10° M. Die maximale Reaktions-
geschwindigkeit war 3,28 + 0,09 x 107 mol/mg*rnin'l. ATP wurde in allen Versuchen in

einer Konzentration von 1 mM eingesetzt.

3.3.2.2.9  Vergleich der Cosubstrateigenschaften von GTP und ATP

Es wurde untersucht, ob GTP neben ATP als Cosubstrat von der Pyridoxal-Kinase als
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Donor der Phosphatgruppe akzeptiert wird. Fiir die Inkubationen wurden 10 ug gereinigte
Pyridoxal-Kinase eingesetzt und die ATP beziehungsweise GTP-Konzentration betrug
1 mM. Die Absorptionsinderung wurde bei 388 nm iiber 10 Minuten verfolgt. Die
Pyridoxal-Konzentration betrug 0,05 mM. Abbildung 3.42 zeigt das Ergebnis des

Versuches.
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Abbildung 3.42 Darstellung der unterschiedlichen Cosubstrateigenschaften von ATP (rote Kurve)
und GTP (blaue Kurve)

In Anwesenheit von ATP kommt es zu einer deutlichen Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung,
wihrend es in Anwesenheit von GTP nur zu einer sehr geringen Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung kommt (5,47 + 4,97 nmol/mg*min'l). ATP und GTP lassen sich also nicht
gegeneinander austauschen. Unter den hier herrschenden Reaktionsbedingungen wird
Pyridoxal-5'-phosphat in Anwesenheit von ATP mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von

282 £2,37 nmol/mg*min'1 gebildet.

3.3.2.2.10 Untersuchung der Riickreaktion von Pyridoxal-5'-phosphat zu Pyridoxal

Die Bildung von Pyridoxal aus Pyridoxal-5'-phosphat (Riickreaktion) durch die Pyridoxal-
Kinase wurde untersucht. Fiir diesen Versuch wurden 10 pg Pyridoxal-Kinase eingesetzt.
Als Substrat diente Pyridoxal-5'-phosphat in einer Konzentration von 0,05 mM. Als
Cosubstrat wurden ADP beziehungsweise ATP in einer Konzentration von 1,0 mM den
Inkubationsansédtzen zugesetzt. Die Absorptionsinderung bei 388 nm wurde iiber 10
Minuten beobachtet. Das Ergebnis des Versuches ist in Abbildung 3.43 graphisch
dargestellt. Die blaue Kurve zeigt die Abnahme des Pyridoxal-5'-phosphates in Anwesen-
heit von ATP, und die rote Kurve stellt die Riickreaktion in Anwesenheit von ADP dar. Der
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Absorptionswert zu Beginn der Reaktion wurde als 100 % definiert. Die weiteren

Absorptionswerte wurden entsprechend umgerechnet.
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Abbildung 3.43 Untersuchung der Riickreaktion in Anwesenheit von ATP (blaue Kurve) und in

Anwesenheit ADP (rote Kurve)

Abbildung 3.43 zeigt, dass in Anwesenheit von ATP die Pyridoxal-5'-phosphat-Konzen-
tration nahezu konstant bleibt. In Gegenwart von ADP nimmt die Konzentration an
Pyridoxal-5'-phosphat linear ab und sinkt nach 10 Minuten auf 91 %. In Anwesenheit von
ADP betrug die Abnahme von Pyridoxal-5'-phosphat 52,8 + 1,72 nmol/mg*min'l. In
Anwesenheit von ATP nimmt die Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration mit einer
Geschwindigkeit von 8,96 +1,16 nrnol/mg"‘min'1 ab. Die Abnahme der Pyridoxal-5'-
phosphat-Konzentration in Anwesenheit von ADP lauft also wesentlich langsamer ab als
die Hinreaktion (Kapitel 3.3.2.2.1).

Die Abnahme der Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration kann auf der Riickreaktion oder
einer hydrolytischen Spaltung von Pyridoxal-5'-phosphat beruhen. Ist im Reaktionsansatz
ATP anwesend, kann das gebildete Pyridoxal durch ATP wieder zu Pyridoxal-5'-phosphat
umgewandelt werden, so dass sich ein Gleichgewicht einstellt und die Konzentration an
Pyridoxal-5'-phosphat konstant bleibt. Ist nur ADP vorhanden, kann gebildetes Pyridoxal
nicht rephosphoryliert werden, da ATP als Donor fiir die Phosphatgruppe fehlt. Sowohl im
Falle einer hydrolytischen Spaltung als auch bei einer echten Riickreaktion nimmt die
Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration in Anwesenheit von ADP ab. Um zwischen einer
hydrolytischen Spaltung von Pyridoxal-5'-phosphat und der Riickreaktion unterscheiden zu
konnen, miissten weitere Inkubationen ohne ATP und ohne ADP durchgefiihrt werden.
Gleichzeitig miissten die Anderungen der ADP- und ATP-Konzentration untersucht

werden.
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3.4 Einfluss verschiedener Vitamin Bg-Analoga auf die Aktivitdt der
menschlichen Pyridoxal-Kinase

3.4.1 EINFLUSS VON GINKGOTOXIN AUF DIE AKTIVITAT DER PYRIDOXAL-KINASE

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von Ginkgotoxin
auf die menschliche Pyridoxal-Kinase. Diese Versuche sollten zur Aufklarung des
Mechanismus der durch Ginkgotoxin und Ginkgosamen ausgeldsten Krampfanfille

beitragen.

Um den Einfluss von Ginkgotoxin (Abbildung 1.1) auf die Pyridoxal-Kinase und die
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung zu untersuchen, wurden Enzyminkubationen durchgefiihrt.
Hierbei wurde die Pyridoxal-Kinase mit Ginkgotoxin und Pyridoxal versetzt.

Der erste Versuch fand bei konstanter Pyridoxal-Konzentration und steigenden Ginkgo-
toxin-Konzentrationen statt und zeigte, wie Ginkgotoxin die Bildung von Pyridoxal-5'-
phosphat hemmt (Kapitel 3.4.1.1). Im zweiten Versuch variierte die Pyridoxal-
Konzentration und die Ginkgotoxin-Konzentration blieb konstant. Mit diesem Versuch
sollte gekldrt werden, ob sich die Wirkung von Ginkgotoxin durch steigende Pyridoxal-
Konzentrationen autheben lésst.

In beiden Féllen wurden die Inkubationsansitze vor Zugabe von Pyridoxal und Ginkgo-
toxin wie in Kapitel 2.6.1.4 beschrieben 3 Minuten bei 37 °C temperiert. Anschlieend
wurden Ginkgotoxin und Pyridoxal zugegeben und die Ansétze gemischt. Die Bildung von
Pyridoxal-5'-phosphat wurde photometrisch durch Messen der Absorption bei 388 nm

kontinuierlich verfolgt.

34.1.1 Einfluss steigender Ginkgotoxin-Konzentrationen bei konstanter Pyridoxal-
Konzentration auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung

3.4.1.1.1 Einfluss von Ginkgotoxin auf die Aktivitidt der nativen Pyridoxal-Kinase im
Proteinrohextrakt

Abbildung 3.44 zeigt den Einfluss steigender Ginkgotoxin-Konzentrationen auf die
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung pro Zeiteinheit. Die Pyridoxal-Konzentration betrug bei
allen Versuchen 0,05 mM. Ginkgotoxin wurde in Konzentrationen von 0,025-0,25 mM
eingesetzt. Fiir die Inkubationen wurden 100 ug Proteinrohextrakt der nativ im Stamm

BL21(DE3)(pET-11a-PKH) exprimierten Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die graue Kurve
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(links) zeigt den Reaktionsverlauf in Abwesenheit von Ginkgotoxin. Es ist erkennbar, dass
die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung nach Zugabe von Pyridoxal beginnt. In Anwesenheit
von Ginkgotoxin erfolgt in der ersten Reaktionsphase (lag-Phase) nur eine sehr geringe

Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung (alle weiteren Kurven).
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Abbildung 3.44 Einfluss von Ginkgotoxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung aus Pyridoxal

im Proteinrohextrakt des Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH). Die Pyridoxal-Konzentration betrug bei allen
Messungen 0,05 mM.

In der zweiten Reaktionsphase erfolgt auch in Gegenwart von Ginkgotoxin eine deutliche
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat. Je hoher die Ginkgotoxin-Konzentration, desto ldnger
ist die lag-Phase. Nach der anfianglichen lag-Phase erfolgt die Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung in der zweiten Reaktionsphase mit der gleichen Reaktionsgeschwindigkeit wie in
Abwesenheit von Ginkgotoxin (linear ansteigender Kurventeil). In Anwesenheit von
Ginkgotoxin sind die Kurven parallel nach rechts verschoben (zweite Reaktionsphase). Die
Kurven sind umso weiter nach rechts verschoben, je hoher die Ginkgotoxin-Konzentration
ist. Wird die Ginkgotoxin-Konzentration wesentlich erhoht, erfolgt im Beobachtungszeit-
raum keine Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung (gelbe Kurve). Die Pyridoxal-5'-phosphat-

Bildung ldsst sich durch eine ausreichend hohe Ginkgotoxin-Konzentration unterdriicken.

3.4.1.1.2 Einfluss von Ginkgotoxin auf die Aktivitdt der gereinigten nativen Pyridoxal-
Kinase

In Abbildung 3.45 ist das Ergebnis der Enzyminkubationen der gereinigten Pyridoxal-
Kinase mit steigenden Konzentrationen von Ginkgotoxin dargestellt. Fiir die Inkubations-

ansitze wurden 2,5 ug gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die Pyridoxal-Konzen-



Ergebnisse 121

tration betrug bei allen Versuchen 0,05 mM.
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Abbildung 3.45 Einfluss von Ginkgotoxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung aus Pyridoxal

durch die gereinigte Pyridoxal-Kinase des Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH). Die Pyridoxal-Konzen-
tration betrug bei allen Messungen 0,05 mM.

Ginkgotoxin wurde in Konzentrationen von 0,01-0,25 mM eingesetzt. Die linke Kurve
(rot) zeigt den Reaktionsverlauf in Abwesenheit von Ginkgotoxin. Die Pyridoxal-5'-
phosphat-Bildung beginnt sofort nach Substratzugabe und erfolgt linear. In Anwesenheit
von Ginkgotoxin hat die Kurve der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung wieder einen
zweiphasigen Verlauf. Zundchst kommt es wieder zur Ausbildung der lag-Phase, wie
bereits flir den Proteinrohextrakt gezeigt (Kapitel 3.4.1.1.1) und anschlieBend zur linearen
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat.

Die lag-Phase ist wiederum umso ldnger, je hoher die Ginkgotoxin-Konzentration ist. Mit
steigenden Ginkgotoxin-Konzentrationen sind die Kurven nach rechts verschoben. Die
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung wird durch Ginkgotoxin verzogert. Nach Ablauf der
lag-Phase erfolgt die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung mit der gleichen Reaktions-
geschwindigkeit, wie in Abwesenheit von Ginkgotoxin, erkennbar an der parallelen
Rechtsverschiebung der Kurven. Ist die Ginkgotoxin-Konzentration ausreichend hoch,
lasst sich die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung nahezu ganz unterdriicken (graue Kurve). Die
gezeigten Ergebnisse mit der gereinigten Pyridoxal-Kinase (Abbildung 3.45) stimmen mit
den Ergebnissen im Proteinrohextrakt (Abbildung 3.44) iiberein.

Die beobachtete Verzogerung der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung fiihrte zu der Hypothese,
dass Ginkgotoxin aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu den Vitameren der Bg-
Gruppe ebenfalls als Substrat von der Pyridoxal-Kinase akzeptiert wird und eine hohere

Affinitdt zur Pyridoxal-Kinase hat. Durch eine hohere Affinitdt der Pyridoxal-Kinase zu
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Ginkgotoxin wiirde Pyridoxal in Anwesenheit von Ginkgotoxin vom aktiven Zentrum der
Pyridoxal-Kinase verdrangt werden. Ginkgotoxin wiirde dann zuerst durch die Pyridoxal-
Kinase umgesetzt werden (lag-Phase der Kurve) und so die Umsetzung des eigentlichen
Substrates, Pyridoxal inhibieren. Das entspriache der Eigenschaft eines "silent substrate”
(Case et al., 2003). Erst wenn Ginkgotoxin nahezu vollstindig umgesetzt wurde, kann das
natiirliche Substrat Pyridoxal zu Pyridoxal-5'-phosphat umgesetzt werden (linearer Anstieg
der Kurven). Die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung erfolgt dann mit der gleichen Reaktions-
geschwindigkeit wie in Abwesenheit von Ginkgotoxin.

Diese Hypothese, dass Ginkgotoxin als Substrat von der Pyridoxal-Kinase umgesetzt wird,
wurde mittels Diinnschichtchromatographie (3.4.6.1) und HPLC (Bestimmung des K-
Wertes fiir Ginkgotoxin Kapitel 3.4.7.4 und durch Coinkubation der Pyridoxal-Kinase mit
Pyridoxal und Ginkgotoxin 3.4.9) untersucht.

3.4.1.2 Einfluss steigender Pyridoxal-Konzentrationen auf die Hemmung der
Pyridoxal-Kinase durch Ginkgotoxin
3.4.1.2.1 Untersuchung mit der gereinigten nativen Pyridoxal-Kinase

Mit diesem Versuch sollte tiberpriift werden, ob sich die Wirkung von Ginkgotoxin auf die
Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase mit steigenden Pyridoxal-Konzentrationen autheben lésst.
Die Ginkgotoxin-Konzentration betrug bei allen Messungen 0,2 mM. Pyridoxal wurde in
Konzentrationen von 0,1 mM bis 1,0 mM eingesetzt. Das Ergebnis der Messungen ist in
Abbildung 3.46 graphisch dargestellt. Der rote Graph zeigt die Bildung von Pyridoxal-5'-

phosphat bei der niedrigsten Pyridoxal-Konzentration in Anwesenheit von Ginkgotoxin.

28

] MPN 0,2 mM
=g PL 0,05 mM X
Eo 2] PL 0,25 mM
E2n ] MPN 0,2 mM MPN 0,2 mM
5 20 - PL 1,00 mM PL 0,20 mM
%}2 B MPN 0,2 mM MPN 0,2 mM
‘5.14: PL 0,75 mM PL 0,15 mM
% 12 MPN 0,2 mM MPN 0,2 mM
£10 PL 0,50 mM PL 0,10 mM
e 8
& 6 4 MPN 0,2 mM MPN 0,2 mM
%" 43 PL 0,40 mM PL 0,05 mM
Z 27 MPN 0,2 mM

0 T T T T T T T 1 T T 1T PL 0,30 mM
0 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit [min]
Abbildung 3.46 Authebung des Einflusses von Ginkgotoxin auf die Bildung von Pyridoxal-5'-

phosphat durch Pyridoxal. Ginkgotoxin wurde in einer Konzentration von 0,2 mM zugesetzt.
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Wird die Pyridoxal-Konzentration erhdht, steigt die Geschwindigkeit, mit der Pyridoxal-5'-
phosphat gebildet wird, an. Der Kurvenverlauf wird steiler. Pyridoxal verdringt also
Ginkgotoxin von der Pyridoxal-Kinase. Der Versuch zeigt, dass die Wirkung von Ginkgo-

toxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung mit Pyridoxal aufgehoben werden kann.

3.4.2 EINFLUSS VON PYRIDOXIN AUF DIE AKTIVITAT DER PYRIDOXAL-KINASE

Pyridoxin ist ein Vitamer der Bg-Gruppe (Abbildung 1.1). Mit diesem Versuch sollte

getestet werden, ob die Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase durch Pyridoxin beeinflusst wird.

3.4.2.1 Einfluss steigender Pyridoxin-Konzentrationen bei konstanter Pyridoxal-
Konzentration auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung

3.4.2.1.1 Einfluss von Pyridoxin auf die Aktivitit der nativen Pyridoxal-Kinase im
Proteinrohextrakt

In Abbildung 3.47 ist der Einfluss steigender Pyridoxin-Konzentrationen auf die Pyridoxal-
5'-phosphat-Bildung dargestellt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug bei allen Versuchen
0,05 mM. Pyridoxin wurde in Konzentrationen von 0,05 mM bis 5,00 mM eingesetzt. Fiir
die Inkubationen wurden 100 pg Proteinrohextrakt verwendet. Die Absorptionsidnderung
bei 388 nm wurde 20 Minuten verfolgt. Die graue Kurve (links) zeigt den Reaktionsverlauf

in Abwesenheit von Pyridoxin.
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Abbildung 3.47 Einfluss von Pyridoxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung aus Pyridoxal im

Proteinrohextrakt des Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH). Die Pyridoxal-Konzentration betrug bei allen
Messungen 0,05 mM.
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Es ist erkennbar, dass die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung mit konstanter Geschwindigkeit
beginnt, sobald Pyridoxal zugegeben wird. Wird neben dem Pyridoxal den Inkubations-
ansitzen Pyridoxin zugesetzt, nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit mit steigenden
Pyridoxin-Konzentrationen ab. In Anwesenheit von Pyridoxin folgt die Bildung von
Pyridoxal-5'-phosphat einer anderen Reaktionskinetik als in Anwesenheit von Ginkgo-
toxin. In Gegenwart von Ginkgotoxin haben die Kurven einen zweiphasigen Verlauf. In

Anwesenheit von Pyridoxin ist die Reaktionsgeschwindigkeit konstant.

3.4.2.2 Einfluss steigender Pyridoxal-Konzentrationen auf die Hemmung der
Pyridoxal-Kinase durch Pyridoxin

3.4.2.2.1 Untersuchung im Rohextrakt der nativ exprimierten Pyridoxal-Kinase

Der Test erfolgte bei einer konstanten Pyridoxin-Konzentration von 0,5 mM. Die
Pyridoxal-Konzentration wurde von 0,05 mM (blaue Kurve) bis 2,00 mM (olivfarbene
Kurve) erhoht. Der Versuch sollte kldren, ob sich die Wirkung von Pyridoxin auf die
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch den Zusatz von steigenden Pyridoxal-
Konzentrationen autheben l4sst.

Das Ergebnis ist in Abbildung 3.48 graphisch dargestellt. Wird die Pyridoxal-
Konzentration erhoht, steigt die Geschwindigkeit mit der Pyridoxal-5'-phosphat gebildet
wird an. Der Kurvenverlauf wird steiler. Die Wirkung von Pyridoxin auf die Pyridoxal-5'-
phosphat-Bildung lisst sich durch steigende Pyridoxal-Konzentrationen im Inkubationsan-

satz autheben. Pyridoxal verdrdngt also Pyridoxin von der Pyridoxal-Kinase.
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Abbildung 3.48 Authebung des Einflusses von Pyridoxin auf die Bildung von Pyridoxal-5'-

phosphat. Pyridoxin wurde in einer Konzentration von 0,2 mM zugesetzt.
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3.4.3 EINFLUSS VON DESOXYPYRIDOXIN AUF DIE AKTIVITAT DER PYRIDOXAL-KINASE

Desoxypyridoxin (Abbildung 1.1) ist wie Ginkgotoxin ein Vitamin Bg-Antivitamin. Es
sollten eventuell bestehende Unterschiede in der Wirkung von Desoxypyridoxin und

Ginkgotoxin auf die Pyridoxal-Kinase untersucht werden.

3.4.3.1 Einfluss  steigender  Desoxypyridoxin-Konzentrationen  bei  konstanter
Pyridoxal-Konzentration auf die Pyridoxal-5"-phosphat-Bildung

3.4.3.1.1 Einfluss von Desoxypyridoxin auf die Aktivitit der nativen Pyridoxal-Kinase
im Proteinrohextrakt

Abbildung 3.49 zeigt den Einfluss steigender Desoxypyridoxin-Konzentrationen auf die
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung im Proteinrohextrakt. Die Pyridoxal-Konzentration betrug
bei allen Messungen 0,05 mM. Desoxypyridoxin wurde in Konzentrationen von 0,005 mM
bis 0,5 mM verwendet. Fiir die Inkubationen wurden 100 pg Pyridoxal-Kinaserohextrakt
eingesetzt. Die graue Kurve (links) zeigt den Reaktionsverlauf in Abwesenheit von

Desoxypyridoxin.
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Abbildung 3.49 Einfluss von Desoxypyridoxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung aus

Pyridoxal im Proteinrohextrakt des Stammes BL21(DE3)(pET-11a-PKH). Die Pyridoxal-Konzentration
betrug bei allen Messungen 0,05 mM.

Es ist erkennbar, dass die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung mit konstanter Geschwindigkeit
beginnt, sobald Pyridoxal zugegeben wird. In Anwesenheit von Desoxypyridoxin erfolgt

die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung langsamer. Je hoher die Desoxypyridoxin-Konzen-
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tration, desto geringer ist die Geschwindigkeit, mit der Pyridoxal-5'-phosphat gebildet
wird. Die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung erfolgt jedoch wie nach Zusatz von Pyridoxin
(Kapitel 3.4.2) linear mit konstanter Geschwindigkeit. Im Gegensatz dazu erfolgt in
Anwesenheit von Ginkgotoxin die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat nicht linear (Kapitel
3.4.1).

3.43.1.2 Einfluss von Desoxypyridoxin auf die Aktivitit der gereinigten nativen
Pyridoxal-Kinase

In Abbildung 3.50 ist der Einfluss steigender Desoxypyridoxin-Konzentrationen auf die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat durch die gereinigte Pyridoxal-Kinase graphisch

dargestellt. Fiir die Inkubationen wurden 10 pg gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt.
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Abbildung 3.50 Einfluss von Desoxypyridoxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung aus

Pyridoxal durch die gereinigte Pyridoxal-Kinase. Die Pyridoxal-Konzentration betrug bei den Versuchen
0,05 mM.

Die Pyridoxal-Konzentration betrug bei allen Messungen 0,05 mM und Desoxypyridoxin
wurde in Konzentrationen von 0,01 bis 0,3 mM eingesetzt. Die graue Kurve zeigt den
Reaktionsverlauf in Abwesenheit von Desoxypyridoxin. Die Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung beginnt sofort nach Substratzugabe und die Bildung erfolgt linear. In Anwesenheit
von Desoxypyridoxin sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit und die Kurven werden flacher.
Je hoher die Desoxypyridoxin-Konzentration ist, desto geringer ist die Geschwindigkeit,
mit der Pyridoxal-5'-phosphat gebildet wird. Desoxypyridoxin verlangsamt also die
Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung. Die hier fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase gezeigte
Verlangsamung der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch Desoxypyridoxin stimmt mit
dem fiir den Proteinrohextrakt ermittelten Ergebnis (Kapitel 3.4.3.1.1) iiberein.
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3.4.3.2 Einfluss steigender Pyridoxal-Konzentrationen auf die Hemmung der
Pyridoxal-Kinase durch Desoxypyridoxin
3.4.3.2.1 Untersuchung mit der gereinigten nativen Pyridoxal-Kinase

Mit diesem Versuch sollte geklédrt werden, ob sich die Wirkung von Desoxypyridoxin auf
die Aktivitdit der Pyridoxal-Kinase mit steigenden Pyridoxal-Konzentrationen auftheben
lasst. Bei diesem Versuch betrug die Desoxypyridoxin-Konzentration bei allen Messungen
0,05 mM. Pyridoxal wurde in Konzentrationen von 0,01 mM bis 0,15 mM eingesetzt. In

Abbildung 3.51 ist das Ergebnis dieses Versuches graphisch dargestellt.
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Abbildung 3.51 Authebung der Desoxypyridoxin-Wirkung auf die Pyridoxal-Kinase durch
steigende Pyridoxal-Konzentrationen

Der rote Graph stellt das Ergebnis der Enzyminkubation mit der niedrigsten Pyridoxal-
Konzentration unter Zusatz von 0,05 mM Desoxypyridoxin dar. Wird die Pyridoxal-
Konzentration erhoht, steigt die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der Pyridoxal-5'-phosphat
gebildet wird. Der Kurvenverlauf wird steiler. Pyridoxal verdriangt Desoxypyridoxin von
der Pyridoxal-Kinase. Die Wirkung von Desoxypyridoxin auf die Pyridoxal-Kinase ldsst
sich also ebenso wie die Wirkung von Ginkgotoxin (Kapitel 3.4.1.2) mit Pyridoxal

auftheben.
3.4.4 GEGENUBERSTELLUNG DES [EINFLUSSES VERSCHIEDENER STRUKTURANALOGA DES
PYRIDOXALS AUF DIE PYRIDOXAL-KINASE

Abbildung 3.52 und 3.53 zeigen den unterschiedlichen Einfluss verschiedener Pyridoxal-
Strukturanaloga auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch die Pyridoxal-Kinase. Die



Ergebnisse 128

Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat wurde durch Messen der Absorptionszunahme bei
388 nm verfolgt (Kapitel 2.6.1.4). In Abbildung 3.52 ist der Einfluss von Desoxypyridoxin,
Pyridoxin und Ginkgotoxin auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch die Pyridoxal-
Kinase im Proteinrohextrakt und in Abbildung 3.53 durch das gereinigte Enzym darge-

stellt.
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Abbildung 3.52 Einfluss von Desoxypyridoxin, Pyridoxin und Ginkgotoxin auf die Bildung von

Pyridoxal-5'-phosphat durch die Pyridoxal-Kinase im Proteinrohextrakt

Der Kurvenverlauf der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung im Proteinrohextrakt ist mit dem

Kurvenverlauf der gereinigten Pyridoxal-Kinase vergleichbar.
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Abbildung 3.53 Einfluss von Desoxypyridoxin, Pyridoxin, Pyridoxamin und Ginkgotoxin auf die

Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat durch die gereinigte Pyridoxal-Kinase
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Diese Gegeniiberstellung verdeutlicht, dass sich der Einfluss von Ginkgotoxin auf die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat durch die menschliche Pyridoxal-Kinase von dem
Einfluss unterscheidet, den Pyridoxin, Pyridoxamin und Desoxypyridoxin auf sie ausiiben.
Pyridoxamin, Pyridoxin und Desoxypyridoxin haben einen &hnlichen Einfluss auf die
Pyridoxal-Kinase. Alle drei Verbindungen senken die Reaktionsgeschwindigkeit. Die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat beginnt sofort nach Zugabe von Pyridoxal und einem
der drei genannten Strukturanaloga mit konstanter Geschwindigkeit. Demgegeniiber erfolgt
die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat in Anwesenheit von Ginkgotoxin nicht linear. Es
gibt einen zweiphasigen Reaktionsverlauf. In der ersten Phase (lag-Phase) erfolgt nur eine
sehr geringe Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat. In einer zweiten Reaktionsphase verlauft
die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat mit der gleichen Geschwindigkeit wie in
Abwesenheit von Ginkgotoxin (linearer Teil der Kurve). In Abbildung 3.53 ist der Einfluss
von Ginkgotoxin, Pyridoxamin, Pyridoxin und Desoxypyridoxin jeweils in einer Konzen-
tration von 0,1 mM auf die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch die gereinigte Pyridoxal-
Kinase dargestellt. Pyridoxal wurde in einer Konzentration von 0,05 mM eingesetzt. In
Anwesenheit von Ginkgotoxin ist die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat innerhalb der
ersten 20 Minuten nahezu unterdriickt, wohingegen in Anwesenheit der anderen

Verbindungen eine deutlich Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat erfolgt.

3.4.5 BESTIMMUNG DER K-WERTE

Zur Charakterisierung der Enzym-Inhibitor Wechselwirkung wurde der K;-Wert fiir
Pyridoxin und fiir Desoxypyridoxin bestimmt (Kapitel 2.5.2.2.1). Die Bestimmung der
K;-Werte erfolgte photometrisch (Kapitel 2.6.1.4). Zusitzlich zu Pyridoxal wurden entwe-
der Pyridoxin oder Desoxypyridoxin zu den Inkubationsansétzen gegeben. Nach Zugabe
von Substrat und Inhibitor wurde die Messung gestartet. Die Bildung von Pyridoxal-5'-
phosphat wurde durch Messen der Absorption bei 388 nm verfolgt. Aus der Absorptionséin-
derung pro Zeiteinheit wurde die Reaktionsgeschwindigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-
Bildung berechnet. Die Ergebnisse dieser Messung wurden graphisch dargestellt. Es
wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten gegen die Inhibitorkonzentration und im Hemm-
Diagramm nach Dixon die reziproken Werte der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die
Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die K;-Werte wurden fiir Pyridoxin und Desoxy-
pyridoxin bestimmt, um die Hemmung der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch diese

beiden Substanzen miteinander vergleichen zu konnen.



Ergebnisse 130

3.4.5.1 Bestimmung des K;-Wertes fiir Pyridoxin

3.4.5.1.1 Bestimmung des K;-Wertes fiir Pyridoxin im Proteinrohextrakt

Der Kj-Wert fiir Pyridoxin wurde im Proteinrohextrakt der nativ im Stamm
BL21(DE3)(pET-11a-PKH) {iiberexprimierten Pyridoxal-Kinase bestimmt. Bei den
Versuchen wurden 100 pg Pyridoxal-Kinaserohextrakt eingesetzt. Die Pyridoxal-
Konzentration betrug 50 uM und Pyridoxin wurde in Konzentrationen von 50 uM bis
500 uM eingesetzt. Die Messergebnisse sind in Abbildung 3.54 und 3.55 graphisch
dargestellt.
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Abbildung 3.54 Bestimmung des K;-Wertes fiir Pyridoxin, Auftragung der Reaktions-
geschwindigkeit gegen die Inhibitorkonzentration

Die Messergebnisse zeigen, dass mit steigender Pyridoxin-Konzentration die Geschwindig-

keit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung sinkt (Abbildung 3.54).

Durch Anwendung der in Kapitel 2.5.2.2.1 angegebenen Gleichungen wurden folgende
Werte ermittelt:
Kiapp =108 +21,4 uM

Vi =31,8+2,40 nmol/mg*min'1

Aus dem apparenten K;-Wert von 108 uM fiir Pyridoxin, der Substratkonzentration von
50 uM und dem bereits photometrisch bestimmten K ,-Wert fiir Pyridoxal (70,1 uM,
Kapitel 3.3.2.2.6) wurde der K;-Wert fiir Pyridoxin berechnet. Der K;-Wert fiir Pyridoxin
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betragt 63,0 uM.
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Abbildung 3.55 Bestimmung des K;-Wertes fiir Pyridoxin, Hemm-Diagramm nach Dixon

3.4.5.2 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin

Der K;-Wert fiir Desoxypyridoxin wurde im Rohextrakt und an der gereinigten nativen

Pyridoxal-Kinase bestimmt.

3.4.5.2.1 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin im Proteinrohextrakt

Der K;-Wert fiir Desoxypyridoxin wurde im Proteinrohextrakt der nativ im Stamm
BL21(DE3)(pET-11a-PKH) iiberexprimierten Pyridoxal-Kinase bestimmt. Bei den
Versuchen wurden 100 pg Pyridoxal-Kinaserohextrakt eingesetzt. Die Pyridoxal-
Konzentration betrug 50 pM und Desoxypyridoxin wurde in Konzentrationen von 5 uM
bis 500 uM eingesetzt. Das Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 3.56 und 3.57
graphisch dargestellt. Die Messergebnisse zeigen, dass mit steigender Desoxypyridoxin-
Konzentration die Geschwindigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung sinkt (Abbildung
3.56).

Durch Anwendung der in Kapitel 2.5.2.2.1 angegebenen Gleichungen wurden folgende
Werte ermittelt:

Kiapp — 98,0+ 22,8 uM

Vi =31,8+0,42 nrnol/mg*min'1
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Aus dem apparenten K;-Wert von 98 uM fiir Desoxypyridoxin, der Substratkonzentration
von 50 uM und dem bereits photometrisch bestimmten K,,-Wert fiir Pyridoxal (70,1 uM,
Kapitel 3.3.2.2.6) wurde der K;-Wert fiir Desoxypyridoxin berechnet. Der K;-Wert fiir
Desoxypyridoxin betrigt 57,2 uM.
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Abbildung 3.56 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin im Proteinrohextrakt,

Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Inhibitorkonzentration
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Abbildung 3.57 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin im Proteinrohextrakt, Hemm-

Diagramm nach Dixon

Die K;-Werte fiir Pyridoxin (63,0 uM) und Desoxypyridoxin (57,2 uM) sind dhnlich. Beide

Substanzen hemmen die Pyridoxal-Kinase gleich stark.
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3.4.5.2.2 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin an der gereinigten nativen

Pyridoxal-Kinase

Der K;-Wert fiir Desoxypyridoxin wurde an der gereinigten nativen Pyridoxal-Kinase
bestimmt. Bei den Versuchen wurden 10 pg Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die Pyridoxal-
Konzentration wurde von 10 uM bis 150 uM variiert. Desoxypyridoxin wurde in Konzen-
trationen von 10 uM bis 300 uM eingesetzt. Das Ergebnis der Enzyminkubationen ist in

Abbildungen 3.58 und 3.59 graphisch dargestellt.
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Abbildung 3.58 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin mit der gereinigten Pyridoxal-

Kinase, Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit gegen die Inhibitorkonzentration
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Abbildung 3.59 Bestimmung des K;-Wertes fiir Desoxypyridoxin mit der gereinigten Pyridoxal-

Kinase, Hemm-Diagramm nach Dixon

Die Messergebnisse zeigen, dass mit steigender Desoxypyridoxin-Konzentration die



Ergebnisse 134

Geschwindigkeit der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung sinkt (Abbildung 3.58).
Durch Anwendung der in Kapitel 2.5.2.2.1 angegebenen Gleichungen wurden folgende
Werte ermittelt:

Kiapp =98,443,23 uM

Vi =532+ 60,5 nmol/mg"‘rnin'1

Aus dem apparenten K;-Wert von 98,4 uM fiir Desoxypyridoxin, der Substratkonzentration
von 50 uM und dem bereits photometrisch bestimmten K, -Wert fiir Pyridoxal (70,1 uM,
Kapitel 3.3.2.2.6) wurde der K;-Wert fiir Desoxypyridoxin berechnet. Der K;-Wert fiir
Desoxypyridoxin betrdagt 57,5 uM.

Der fiir Desoxypyridoxin im Proteinrohextrakt ermittelte K;-Wert (57,2 uM) korreliert mit
dem fiir die gereinigte Pyridoxal-Kinase bestimmten K;-Wert (57,5 uM).

3.4.6 UNTERSUCHUNG DER SUBSTRATEIGENSCHAFTEN VON GINKGOTOXIN

Die in Kapitel 3.4.1.1.2 genannte Hypothese, dass Ginkgotoxin ein Substrat der
menschlichen Pyridoxal-Kinase ist, sollte durch Inkubationen der Pyridoxal-Kinase mit
Ginkgotoxin untersucht werden. Die Auswertung dieser Enzyminkubationen erfolgte

mittels Diinnschichtchromatographie und HPLC.

3.4.6.1 Untersuchung der Substrateigenschaften von Ginkgotoxin mittels Diinnschicht-
chromatographie

Es wurden Enzyminkubationen mit Pyridoxal in An- und Abwesenheit von Ginkgotoxin
durchgefiihrt. Die Ginkgotoxin-Konzentration betrug 31,25 pM oder 250 uM. Nach der
Enzyminkubation erfolgte die diinnschichtchromatographische Trennung der Reaktions-
produkte.

Das Ergebnis ist in Abbildung 3.60 dargestellt. Die Inkubationsansdtze entsprachen der fiir
den photometrischen Test verwendeten Assay-Zusammensetzung (Kapitel 2.6.1.4). Von
den Inkubationsansitzen wurden jeweils 200 pl aufgetragen. Als FlieBmittel wurde eine
Mischung aus Wasser, Ammoniak (5 %), Tertidrbutanol und Ethylmethylketon im
Verhéltnis 1:2:4:3 verwendet. Die Detektion erfolgte mit 2,6-Dichlorchinonchlorimid unter
Bildung eines instabilen blauen Indophenol-Farbstoffes. Ginkgotoxin reagierte am
empfindlichsten. Die Konzentration von Pyridoxal, Pyridoxal-5'-phosphat und Ginkgo-

toxin-5'-phosphat war zu gering, um detektiert werden zu konnen. In Abbildung 3.60 ist
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Ginkgotoxin als blauer Fleck erkennbar. Die Lage von Ginkgotoxin wurde mit einem Pfeil
markiert.

In Spur 1 wurde der Inkubationsansatz der Pyridoxal-Kinase mit Ginkgotoxin (31,25 uM)
und Pyridoxal (50 uM) aufgetragen. In Spur 4 wurde der Inkubationsansatz ohne
Pyridoxal-Kinase mit Ginkgotoxin 31,25 uM aufgetragen (Kontrolle).

In Spur 4 ist ein Ginkgotoxinfleck (blau) erkennbar, in Spur 1 ist jedoch kein Ginkgotoxin
detektierbar. Das heil3t, bei gleichzeitiger Inkubation von Ginkgotoxin und Pyridoxal mit
der Pyridoxal-Kinase wurde Ginkgotoxin umgesetzt, gezeigt durch das Verschwinden des

Ginkgotoxinfleckes in Spur 1.

Spur 1: Inkubation mit PKH,
MPN (31,25 uM) und PL (50 uM)
Spur 2: Inkubation mit PKH,
. MPN (250 uM) und PL (50 uM)
— ' . ,..j Spur 3: Kontrolle ohne PKH,
! MPN (250 uM)
' Spur 4: Kontrolle ohne PKH,

MPN (31,25 uM)

1 2 3 4

Abbildung 3.60 Diinnschichtchromatogramm zur Uberpriifung der Ginkgotoxinumsetzung durch
die Pyridoxal-Kinase

Spur 2 unterscheidet sich von Spur 1 durch die hdéhere Ginkgotoxin-Konzentration
(250 uM). In dieser Spur ist Ginkgotoxin noch deutlich zu erkennen. Hier wurde das in
wesentlich hoherer Konzentration vorliegende Ginkgotoxin nicht vollstindig umgesetzt.
Die Inkubationsdauer reichte nicht aus, dass gesamte in Ansatz 2 befindliche Ginkgotoxin
durch die Pyridoxal-Kinase zu Ginkgotoxin-5'-phosphat umzusetzen. Die Kontrolle fiir
Ansatz 2 wurde in Spur 3 aufgetragen.

Diese diinnschichtchromatographische Untersuchung unterstiitzt die in Kapitel 3.4.1.1.2
genannte Vermutung, dass Ginkgotoxin ein Substrat der menschlichen Pyridoxal-Kinase ist
und von dieser umgesetzt wird. Die Umsetzung von Ginkgotoxin zu Ginkgotoxin-5'-
phosphat wurde im Folgenden durch Erfassung der Reaktionsprodukte mittels HPLC
genauer charakterisiert (Kapitel 3.4.6.2).
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3.4.6.2 Untersuchung der Substrateigenschaft von Ginkgotoxin mittels HPLC

Die Umsetzung von Ginkgotoxin zu Ginkgotoxin-5'-phosphat durch die menschliche
Pyridoxal-Kinase wurde mittels HPLC untersucht. Es wurde die in Kapitel 2.6.5
beschriebene Methode eingesetzt. Die Zusammensetzung der Inkubationsansétze entsprach
der in Kapitel 2.6.1.4 angegebenen Zusammensetzung fiir die photometrische Bestimmung
der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung. Vor Zugabe des Substrates Ginkgotoxin wurden die
Inkubationsansétze fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von Ginkgotoxin

wurden die Ansitze bis zur Beendigung der Inkubation bei 37 °C im Wasserbad temperiert.

3.4.6.2.1 Inkubation der Pyridoxal-Kinase mit Ginkgotoxin und zeitabhéngige Auftren-
nung der Reaktionsprodukte

Mit der gereinigten Pyridoxal-Kinase und Ginkgotoxin wurden Enzyminkubationen durch-
geflihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Ansitze direkt auf die HPLC-Séule
aufgegeben und das Stoffgemisch getrennt. Fiir die Inkubationen wurden 2,5 ug gereinigte

Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Die Ginkgotoxin-Konzentration betrug 25 uM.
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Abbildung 3.61 HPLC-Chromatogramme der Inkubationsansdtze der Pyridoxal-Kinase mit

Ginkgotoxin. Abgebildet sind die Chromatogramme nach 2, 4, 6, 8 und 10 Minuten Inkubation (von oben
nach unten). Angegeben wurden die Peakfldchen der eluierten Substanzen.
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In Abbildung 3.61 sind die Chromatogramme der Reaktionsansétze nach 2, 4, 6, 8 und 10
Minuten Inkubation abgebildet (Reihenfolge von oben nach unten angegeben). Ginkgo-
toxin wird nach 18-20 Minuten eluiert. Je ldnger die Inkubation von Ginkgotoxin mit der
Pyridoxal-Kinase erfolgte, desto kleiner wurde dieser Peak. Dieser Versuch zeigte, dass
Ginkgotoxin von der Pyridoxal-Kinase umgesetzt wurde. Gleichzeitig erfolgte die Bildung
eines neuen Peaks zwischen 7 und 9 Minuten. Dieser nahm mit steigender Inkubationszeit
Zu.

Ein Vergleich mit synthetisch hergestelltem Ginkgotoxin-5'-phosphat zeigte, dass es sich
bei diesem Peak um Ginkgotoxin-5'-phosphat handeln kann, da auch dieser Peak zwischen
7 und 9 Minuten eluiert (vergleiche Abbildung 7.26 und 7.27). Durch anschlieBende
Behandlung der Inkubationsansétze mit alkalischer Phosphatase (Kapitel 3.4.6.2.2) wurde
die Annahme {iberpriift, ob tatsdchlich Ginkgotoxin-5'-phosphat durch die Pyridoxal-

Kinase gebildet wurde.

3.4.6.2.2 Uberpriifung der Bildung von Ginkgotoxin-5'-phosphat durch Behandlung des
Inkubationsansatzes mit alkalischer Phosphatase

Die Hypothese, dass Ginkgotoxin durch die menschliche Pyridoxal-Kinase zu Ginkgo-
toxin-5'-phosphat umgesetzt wird, wurde durch Inkubation von Ginkgotoxin mit dem
Enzym und anschlieBender Hydrolyse mit alkalischer Phosphatase {iberpriift. Die Auftren-
nung der Inkubationsansitze erfolgte mittels HPLC. Es wurden 5,0 pg Pyridoxal-Kinase
mit 25 uM Ginkgotoxin bei 37 °C inkubiert. Nach 5 und nach 60 Minuten wurden 50 pl
des Inkubationsansatzes mittels HPLC aufgetrennt. Die Chromatogramme sind in
Abbildung 3.62 und 3.63 gezeigt.
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HPLC Chromatogramm nach 5 miniitiger Inkubation = HPLC Chromatogramm nach 60 miniitiger
der Pyridoxal-Kinase (5 pg) mit Ginkgotoxin Inkubation der Pyridoxal-Kinase (5 pg) mit Ginkgo-
25 uM) toxin (25 pM)

Nach fiinf Minuten war nur ein Teil des eingesetzten Ginkgotoxins umgesetzt (Abbildung
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3.62) und nach 60 Minuten Inkubation war das gesamte im Ansatz befindliche Ginkgo-
toxin umgesetzt worden (Abbildung 3.63). Zu diesem Zeitpunkt wurde die Pyridoxal-
Kinase durch Erhitzen (5 Minuten, 100 °C) inaktiviert. Die denaturierte Pyridoxal-Kinase
wurden durch Zentrifugieren (20000xg, 5 Minuten) sedimentiert. Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefdl3 liberfiihrt und mit alkalischer Phosphatase (100 u) versetzt. Der

Reaktionsansatz wurde bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
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Abbildung 3.64

HPLC Chromatogramm nach 5 miniitiger Reaktion
der alkalischen Phosphatase mit dem durch die
Pyridoxal-Kinase gebildeten Ginkgotoxin-5'-
phosphat

Nach 5 und nach 60 Minuten wurden 50

Abbildung 3.65

HPLC Chromatogramm nach 60 miniitiger Reaktion
der alkalischen Phosphatase mit dem durch die
Pyridoxal-Kinase gebildeten Ginkgotoxin-5'-
phosphat

ul des Inkubationsansatzes mittels HPLC

aufgetrennt. Abbildung 3.64 und 3.65 zeigen die erhaltenen HPLC-Chromatogramme.
Nach 5 Minuten Reaktion mit dem nach Inkubation von Ginkgotoxin mit der Pyridoxal-
Kinase erhaltenen Substanzgemisches mit alkalischer Phosphatase war bereits ein Teil des
nach 7 Minuten eluierenden Peaks unter Bildung von Ginkgotoxin umgesetzt worden
(Abbildung 3.64). Nach 60 Minuten war fast die gesamte Substanzmenge zu Ginkgotoxin
hydrolysiert worden (Abbildung 3.65).

Aus den Ergebnissen der Inkubationen von Ginkgotoxin mit der Pyridoxal-Kinase, der
Hydrolyse des dabei gebildeten Reaktionsproduktes durch die alkalische Phosphatase und
dem Vergleich mit Chromatogrammen des Ginkgotoxin-5'-phosphatstandards, lédsst sich
folgern, dass Ginkgotoxin unter Bildung von Ginkgotoxin-5'-phosphat durch die
menschliche Pyridoxal-Kinase umgesetzt wird. Ginkgotoxin ist also ein Substrat der

menschlichen Pyridoxal-Kinase.

3.4.6.3 Bestimmung der logP-Werte fiir Ginkgotoxin und Pyridoxal

Die Bestimmung des logP-Wertes erfolgte mit der in Kapitel 2.6.1.5 beschriebenen
Methode. Die Bestimmung des logP-Wertes ermdglicht eine Bewertung der Lipophilie



Ergebnisse 139

einer Substanz. Die Bestimmung wurde durchgefiihrt, um zu zeigen, dass Ginkgotoxin
lipophiler ist als Pyridoxal und deshalb besser mit dem aktiven Zentrum der menschlichen
Pyridoxal-Kinase interagieren kann.

Wasser wurde mit n-Octanol versetzt und bei Raumtemperatur im Schiittler fiir 20 Stunden
bei 180 rpm zur Séittigung mit n-Octanol belassen. Nach dem gleichen Prinzip wurde
umgekehrt n-Octanol mit Wasser gesittigt. Nach 20 Stunden wurden n-Octanol und Wasser
durch Zentrifugieren getrennt (9000xg).

Zur Bestimmung des logP-Wertes wurden von Pyridoxal und Ginkgotoxin jeweils 5 mM
Losungen in n-Octanol gesittigtem Wasser hergestellt (Stocklosungen). Mit diesen
Losungen wurden photometrisch Eichgeraden erstellt, um die Konzentration von Pyridoxal
und Ginkgotoxin nach Verteilung in den Phasen ermitteln zu konnen. Fiir Pyridoxal
erfolgte die Bestimmung bei 290 nm und fiir Ginkgotoxin bei 327 nm, jeweils in einem
Konzentrationsbereich von 0,02 mM bis 0,25 mM (vergleiche UV-Vis-Spektren Abbildung
7.6 und 7.16).

Fiir die logP-Bestimmung wurden die 5 mM Stockldsungen mit n-Octanol geséttigtem
Wasser auf 0,5 mM verdiinnt (Ausgangskonzentration). 10 ml der 0,5 mM Substratlésung
wurden jeweils mit 10 ml des mit Wasser gesittigten n-Octanol versetzt und fiir 24 Stunden
bei Raumtemperatur geschiittelt (180 rpm). Um die Phasen zu trennen, wurden die Proben
anschlieend zentrifugiert (9000xg). Die wéssrige Phase wurde abgenommen und die
Konzentration von Pyridoxal beziehungsweise Ginkgotoxin darin bestimmt (End-
konzentration). Aus der Differenz der Ausgangskonzentration und der Endkonzentration
wurde die Konzentration des Analyten in der n-Octanol-Phase berechnet. Der Verteilungs-
koeftizient (Pg,w) wurde durch Division der Konzentration des Analyten in n-Octanol mit
der Konzentration in der wissrigen Phase erhalten. Dieser Versuch belegt, dass Ginkgo-
toxin einen hoheren Verteilungskoeffizienten fiir das Gemisch n-Octanol/Wasser hat als

Pyridoxal.

Po/w, Ginkgotoxin' 0,502
Po/w, Pyridoxal: 0,066
Aus den Verteilungskoeffizienten ergeben sich folgende logP-Werte:
logPGinkgotoxin' -0,299
10gPpyridoxal: -1,182

Dieser Versuch zeigte, dass Ginkgotoxin hydrophober ist als Pyridoxal. Ginkgotoxin kann
daher umso besser mit Strukturen interagieren, je hydrophober diese sind. Der Bereich der

Pyridoxal-Kinasebindetasche, der den 4'-Substituenten des Substrates bindet, ist



Ergebnisse 140

hydrophob (Kapitel 3.5.3). Daher kann Ginkgotoxin aufgrund der hoheren Hydrophobie
besser mit der Pyridoxal-Kinase interagieren als Pyridoxal. Dies korreliert mit den
ermittelten K, -Werten der menschlichen Pyridoxal-Kinase fiir Pyridoxal und Ginkgotoxin
(Tabelle 3.4).

3.4.7 BESTIMMUNG DER K,-WERTE VON PYRIDOXIN, PYRIDOXAMIN, DESOXYPYRIDOXIN UND
GINKGOTOXIN MITTELS HPLC

Ginkgotoxin wird von der Pyridoxal-Kinase als Substrat akzeptiert und zu Ginkgotoxin-5'-
phosphat umgesetzt (Kapitel 3.4.6). Es inhibiert die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat
(Kapitel 3.4.1) durch die Pyridoxal-Kinase. Die Bestimmung des K,,-Wertes der
Pyridoxal-Kinase fiir Ginkgotoxin, Pyridoxin und Pyridoxamin sollte einen Vergleich
dieser Substanzen hinsichtlich ihrer Qualitit als Substrat fiir die Pyridoxal-Kinase
ermOglichen. Gleichzeitig konnte so liberpriift werden, ob die menschliche Pyridoxal-
Kinase die Vitamere Pyridoxal, Pyridoxamin und Pyridoxin umsetzt und ob eine dieser
Substanzen bevorzugt umgesetzt wird (vergleiche Kapitel 4.3.3). Die Bestimmung der
K -Werte erfolgte mittels HPLC. Zusétzlich wurde der K ,-Wert fiir Desoxypyridoxin
bestimmt, da diese Verbindung, wie Ginkgotoxin, ein Vitamin Bg-Antivitamin ist.
Entsprechend dem Standardassay wurden Kaliumphosphatpuffer (70 mM, pH-Wert 6,2),
Wasser, Zinkchlorid (0,1 mM), ATP (1,0 mM) und die Pyridoxal-Kinase (2,5-5 pg)
miteinander gemischt und anschlieBend im Wasserbad 3 Minuten temperiert (37 °C). Nach
der Temperierung wurde das jeweilige Substrat zugegeben und fiir 1 bis 6 Minuten inku-
biert. AnschlieBend wurden 50 pl des Inkubationsansatzes mittels HPLC getrennt. Nach
der Umrechnung der Peakfldchen der gebildeten 5'-Phosphate mittels Eichgeraden in Reak-
tionsgeschwindigkeiten [Bildung 5'—Phosphat/mg*min'1] wurden die K;,-Werte bestimmt
(Kapitel 2.5.2.1.6).

3.4.7.1 Bestimmung des K,,-Wertes fiir Pyridoxin

Fiir die Bestimmung des K,,,-Wertes fiir Pyridoxin mittels HPLC wurden 5 pg gereinigte
Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Diese wurde mit Pyridoxin-Konzentrationen von 0,005 mM
bis 0,075 mM fiir 1 Minute bei 37 °C inkubiert. Die entsprechende Michaelis-Menten-
Kurve ist in Abbildung 3.66, das entsprechende Lineweaver-Burk-Diagramm in Abbildung
3.67 dargestellt.

Fiir Pyridoxin wurde ein K;,-Wert von 9,87 £ 1,20 x 10° M ermittelt. Die ermittelte

maximale Reaktionsgeschwindigkeit war 2,11 + 0,073 x 10° mol/mg*min'l.
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Abbildung 3.66

Abbildung 3.67
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Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K,,-Wertes fiir Pyridoxin

Der K,-Wert fiir Pyridoxin ist kleiner als der K,,,-Wert fiir Pyridoxal (5,87 x 10° M). Die

Affinitét der Pyridoxal-Kinase zu Pyridoxin ist also hoher als zu Pyridoxal. Die maximale

Reaktionsgeschwindigkeit ist fiir Pyridoxin ebenfalls hoher als fiir Pyridoxal (1,70 x 10°

mol/mg*min'l).

3.4.7.2 Bestimmung des K,,-Wertes fiir Pyridoxamin

Fiir die Bestimmung des K,-Wertes von Pyridoxamin mittels HPLC wurden 5 pg

gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Diese wurde mit Pyridoxamin-Konzentrationen

von 0,05 mM bis 0,4 mM fiir 1 Minute bei 37 °C inkubiert. Die entsprechende Michaelis-

Menten-Kurve ist in Abbildung 3.68, das entsprechende Lineweaver-Burk-Diagramm in
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Abbildung 3.69 dargestellt.
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Abbildung 3.69 Lineweaver-Burk-Diagramm zur Bestimmung des K,,-Wertes fiir Pyridoxamin

Fiir Pyridoxamin wurde ein K;-Wert von 1,26 + 0,25 x 10* M ermittelt. Die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit war 1,35+ 0,10 x 10° mol/mg*min'l. Der K,-Wert fiir
Pyridoxamin ist grofer als der K,,-Wert fiir Pyridoxal (5,87 x 10° M). Die Affinitét der
Pyridoxal-Kinase zu Pyridoxamin ist also geringer als zu Pyridoxal. Die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit fiir Pyridoxamin ist geringer als fiir Pyridoxal (1,70 x 10 mol/

mg*min'l).
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3.4.7.3 Bestimmung des K,,-Wertes fiir Desoxypyridoxin

Fiir die Bestimmung des K,,-Wertes von Desoxypyridoxin mittels HPLC wurden 5 pg
gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Diese wurde mit Desoxypyridoxin-Konzen-
trationen von 0,015 mM bis 0,1 mM fiir 1 Minute bei 37 °C inkubiert. Die entsprechende
Michaelis-Menten-Kurve ist in Abbildung 3.70, das entsprechende Lineweaver-Burk-

Diagramm in Abbildung 3.71 dargestellt.
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pyridoxin

Fir Desoxypyridoxin wurde ein Kpj-Wert von 2,16 + 1,05 x 10° M ermittelt. Die

maximale Reaktionsgeschwindigkeit war 2,62 + 0,40 x 10°° mol/mg*min'l. Der K;,-Wert
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fiir Desoxypyridoxin ist kleiner als der K-Wert fiir Pyridoxal (5,87 x 10” M). Die
Affinitdt der Pyridoxal-Kinase zu Desoxypyridoxin ist also héher als zum natiirlichen
Substrat Pyridoxal. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit ist fiir Desoxypyridoxin

hoher als fiir Pyridoxal (1,70 x 10°° mol/mg*min’l).

3.4.7.4 Bestimmung des K,,-Wertes fiir Ginkgotoxin

Fiir die Bestimmung des K,,-Wertes von Ginkgotoxin mittels HPLC wurden 5 pg
gereinigte Pyridoxal-Kinase eingesetzt. Diese wurde mit Ginkgotoxin-Konzentrationen
von 0,005 mM bis 0,025 mM fiir 30 Sekunden bei 37 °C inkubiert.
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Die entsprechende Michaelis-Menten-Kurve ist in Abbildung 3.72, das entsprechende
Lineweaver-Burk-Diagramm in Abbildung 3.73 dargestellt. Fiir Ginkgotoxin wurde ein
K-Wert von 4,95 +0,21 x 10° M ermittelt. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit war
7,87 0,69 x 107 mol/mg*min’l. Die Affinitdt der Pyridoxal-Kinase zu Ginkgotoxin ist
also hoher als zum natiirlichen Substrat Pyridoxal. Die maximale Reaktionsge-

schwindigkeit ist fiir Ginkgotoxin niedriger als fiir Pyridoxal (1,70 x 10° mol/mg*min'l).

3.4.7.5 Zusammenfassung aller K-, K;- und V,,,,-Wert-Bestimmungen

In den Tabellen 3.3 bis 3.5 sind alle im Rahmen dieser Arbeit bestimmten K-, K;- und

Vinax-Werte zusammengefasst.

K, ,-Wert A%
Verbindung " e 1
[M] [mol/mg*min ]
Pyridoxal* 491x10°|  6,01x 107
Pyridoxal 701x10°|  642x107
ATP 230x10°]  328x10”
Tabelle 3.3 Photometrisch bestimmte K- und V,,,-Werte flir Pyridoxal und ATP. *Dieser

Wert wurde im Proteinrohextrakt der nativ exprimierten Pyridoxal-Kinase bestimmt. Alle anderen Werte
wurden mit gereinigter Pyridoxal-Kinase bestimmt.

Die Untersuchung der Umsetzung von Pyridoxal, Pyridoxamin, Pyridoxin, Desoxy-
pyridoxin und Ginkgotoxin haben gezeigt, dass alle genannten Verbindungen Substrate der
Pyridoxal-Kinase sind. Die Pyridoxal-Kinase hat zu diesen Verbindungen eine

unterschiedlich hohe Affinitét.

Verbindung K,,-Wert Vinax

[M] [mol/mg*min'l]
Pyridoxal 587x10°|  1,70x 10
Pyridoxin 9,87x 10°|  2,11x10°

Pyridoxamin 1,26 x 10™ 1,35x 10°
Desoxypyridoxin| 2,16 x 107 | 2,62 x 10°®

Ginkgotoxin _ [4,95x10°|  7.87x 107
Tabelle 3.4 Mittels HPLC bestimmte K- und V,..-Werte fiir die gereinigte Pyridoxal-
Kinase

Aus der Tabelle 3.4 ist zu entnehmen, das Ginkgotoxin den kleinsten K,,-Wert hat. Ordnet
man die Verbindungen nach ihrem K,,,-Wert beginnend mit dem kleinsten K,-Wert ergibt

sich folgende Reihenfolge:
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Ginkgotoxin<Pyridoxin<Desoxypyridoxin<Pyridoxal<Pyridoxamin

Die Pyridoxal-Kinase hat folglich eine hohere Affinitit zu den Antivitaminen Ginkgotoxin
und Desoxypyridoxin als zum natiirlichen Substrat Pyridoxal. Der Vergleich der V.-
Werte zeigt folgende Reihenfolge, beginnend mit der kleinsten maximalen Reaktions-

geschwindigkeit:

Ginkgotoxin<Pyridoxamin<Pyridoxal<Pyridoxin<Desoxypyridoxin

Das Antivitamin Ginkgotoxin hat die geringste und das Antivitamin Desoxypyridoxin hat

die hochste maximale Reaktionsgeschwindigkeit.

K;-Wert [M]
Verbindung Rohextrakt| gereinigte PKH
Pyridoxin 63x107 -

Desoxypyridoxin| 5,72 x 107 5,74 x 107
Tabelle 3.5 Photometrisch bestimmte K;-Werte fiir Pyridoxin und Desoxypyridoxin

Tabelle 3.5 zeigt, dass Pyridoxin und Desoxypyridoxin einen anndhernd gleich groflen
K;-Wert haben. Sie inhibieren die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat gleich stark. Diese
beiden Substrate haben einen kleineren K,-Wert als Pyridoxal. Sie verdrdngen Pyridoxal
vom aktiven Zentrum und werden selbst von der Pyridoxal-Kinase umgesetzt.

Beide Substanzen inhibieren die menschliche Pyridoxal-Kinase wie Ginkgotoxin, indem

sie als Substrate der Kinase fungieren.

3.4.7.6 Berechnung der katalytischen Konstanten

Die katalytische Konstante k., oder Wechselzahl ("turnover number") gibt die Umsatz-
geschwindigkeit eines Enzyms an. Sie entspricht der Anzahl an Substratmolekiilen, die von
einem Enzymmolekiil pro Sekunde bei vollstindiger Sattigung mit Substrat, in das Produkt
umgewandelt werden kann [s'l]. Sie ergibt sich aus der maximalen Reaktions-

geschwindigkeit und der molaren Menge des eingesetzten Enzyms ( kear = Vmax/ E ).

Die im Rahmen dieser Arbeit berechneten k.,-Werte (Tabelle 3.6) sind als relative
Angaben zu betrachten, da die fiir die Versuche eingesetzte Enzymkonzentration mit der
relativ ungenauen Methode nach Bradford (Kapitel 2.6.1.3 ) bestimmt wurde. Der
Berechnung der k.,-Werte wurde also nicht die Konzentration der aktiven Pyridoxal-

Kinase-Molekiile zugrunde gelegt. Die Werte dienen dem relativen Vergleich der einzelnen
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Vitamere und Antivitamere.

kcat

[s]
Pyridoxal 0,995
Pyridoxin 1,233

Pyridoxamin 0,790
Desoxypyridoxin 1,535
Ginkgotoxin 0,460

Tabelle 3.6 kea-Werte fiir die untersuchten Substrate der Pyridoxal-Kinase

3.4.8 VERGLEICH DER REAKTIONSGESCHWINDIGKEITEN DER VITAMERE UND ANTIVITAMERE
PRO MINUTE

Der Substratumsatz von Vitamin Bg, Desoxypyridoxin und Ginkgotoxin wurde
miteinander verglichen, indem jeweils 2,5 png gereinigte Pyridoxal-Kinase mit dem
Substrat (0,05 mM) unter Standardbedingungen inkubiert wurde. Die Inkubationsansitze
wurden mittels HPLC aufgetrennt. Aus den Peakflichen wurde die Bildung der entspre-
chenden 5'-Phosphate pro mg Pyridoxal-Kinase pro Minute berechnet. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3.74 graphisch dargestellt und zeigt, dass Ginkgotoxin langsamer umgesetzt

wird als Pyridoxal.
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Abbildung 3.74 Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten der Vitamere und Antivitamere pro
Minute bei einer Substratkonzentration von 0,05 mM

Bildung der 5'-Phosphate [nmol/mg*min-1]

3.4.9 UNTERSUCHUNG DER UMSETZUNG VON PYRIDOXAL DURCH DIE PYRIDOXAL-KINASE IN
GEGENWART VON GINKGOTOXIN MITTELS HPLC

Analog des in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Versuches wurde mittels HPLC der Umsatz von
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Pyridoxal in Anwesenheit von Ginkgotoxin untersucht. In Kapitel 3.4.1.1.2 konnte gezeigt
werden, dass bei gleichzeitiger Inkubation der Pyridoxal-Kinase mit Pyridoxal und
Ginkgotoxin die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung umso spéter einsetzt, je hoher die Ginkgo-
toxin-Konzentration ist.

Mit diesem Versuch sollte iiberpriift werden, ob die gezeigte Unterdriickung der Pyridoxal-
5'-phosphat-Bildung aus einer in der lag-Phase stattfindenden Ginkgotoxin-5'-phosphat-
Bildung resultiert. 5 pg gereinigte Pyridoxal-Kinase wurden mit Pyridoxal (0,025 mM)
und Ginkgotoxin (0,0125 mM beziehungsweise 0,025 mM) inkubiert. Zur Kontrolle wurde
der Umsatz von Ginkgotoxin und Pyridoxal auch in separaten Inkubationen unter den
gleichen Bedingungen untersucht (Abbildung 3.75). Die Komponenten des Assays wurden
bis auf Pyridoxal und Ginkgotoxin miteinander gemischt und 3 Minuten im Wasserbad bei
37 °C temperiert. AnschlieBend wurden Ginkgotoxin und Pyridoxal zugegeben und die
Inkubationsansétze bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Reak-
tionsprodukte mittels HPLC getrennt. Die separate Umsetzung der einzelnen Substanzen
ist in Abbildung 3.75 und die Ergebnisse der Coinkubationen sind in Abbildung 3.76 und
3.77 graphisch dargestellt. Die separate Umsetzung der Einzelsubstanzen zeigt, dass
sowohl die Bildung von Ginkgotoxin-5'-phosphat als auch die Bildung von Pyridoxal-5'-
phosphat linear erfolgt und Ginkgotoxin-5'-phosphat (griine Kurve) langsamer gebildet
wird als Pyridoxal-5'-phosphat (rote Kurve).
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Bildung Pyridoxal-5'-phosphat [nmol/ml]
N
|

Bildung Ginkgotoxin-5'-phosphat [nmol/ml]
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A—  Ginkgotoxin-5'-phosphat —#&— Pyridoxal-5'phosphat

Abbildung 3.75 Umsatz von Ginkgotoxin und Pyridoxal (jeweils 0,025 mM) in separaten
Inkubationen

Abbildung 3.76 zeigt die Umsetzung von Ginkgotoxin und Pyridoxal durch die Pyridoxal-

Kinase bei einem &quimolaren Substratverhdltnis. Die Bildung von Ginkgotoxin-5'-
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phosphat erfolgt mit signifikant hoherer Geschwindigkeit als die Bildung von Pyridoxal-5'-

phosphat. Die Bildung des Pyridoxal-5'-phosphates ist bei gleichzeitiger Bildung von

Ginkgotoxin-5'-phosphat nahezu unterdriickt. Dies ist umgekehrt zu dem Umsatz bei

separater Inkubation der Pyridoxal-Kinase mit Ginkgotoxin oder Pyridoxal (Abbildung

3.75).

Abbildung 3.76
(0,025 mM)

Abbildung 3.77
(0,0125 mM)
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©— Ginkgotoxin-5'-phosphat —@— Pyridoxal-5'-phosphat

Coinkubation der Pyridoxal-Kinase mit Pyridoxal (0,025 mM) und Ginkgotoxin
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Bildung Pyridoxal-5'-phosphat [nmol/ml]

Bildung Ginkgotoxin-5'-phosphat [nmol/ml]
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40

©— Ginkgotoxin-5'-phosphat —@— Pyridoxal-5'-phosphat
Coinkubation der Pyridoxal-Kinase mit Pyridoxal (0,025 mM) und Ginkgotoxin

Ist das Verhiltnis Pyridoxal zu Ginkgotoxin 2:1 (Abbildung 3.77), findet die Bildung von

Ginkgotoxin-5'-phosphat zundchst mit anndhernd gleicher Geschwindigkeit statt wie die



Ergebnisse 150

Umsetzung von Pyridoxal zu Pyridoxal-5'-phosphat. Die Kurven verlaufen zundchst
nahezu parallel. AnschlieBende erfolgt die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat mit hoherer
Geschwindigkeit, als die Bildung von Ginkgotoxin-5'-phosphat.

Diese Versuche bestitigen die in Kapitel 3.4.1.1.2 genannte Hypothese, dass bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Pyridoxal und Ginkgotoxin zundchst ein Umsatz von
Ginkgotoxin zu Ginkgotoxin-5'-phosphat stattfindet, bedingt durch den signifikant
niedrigeren K, -Wert von Ginkgotoxin im Vergleich zu Pyridoxal. Dieser Versuch zeigt,
dass das Toxin bei gleichzeitigem Vorliegen von Ginkgotoxin und dem natiirlichen
Substrat Pyridoxal von der menschlichen Pyridoxal-Kinase bevorzugt umgesetzt wird.
Daraus resultiert die Inhibierung der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung in Anwesenheit von
Ginkgotoxin. Auf das menschliche Gehirn {ibertragen, ldsst sich aus diesem Ergebnis
folgern, dass Ginkgotoxin die Bildung des fiir den Aminoséurestoffwechsel notwendigen

Cofaktors Pyridoxal-5'-phosphat unterdriicken kann.

3.4.10 SUBSTRATHEMMUNG

Wird ein Enzym durch sein Substrat gehemmt, ist das in der Michaelis-Menten-
Darstellung daran erkennbar, dass sich die Reaktionsgeschwindigkeit nicht asymptotisch
einer Maximalgeschwindigkeit annédhert und im doppelt reziproken Diagramm kehrt sich
der Kurvenverlauf zur Ordinate um. Die hdufig zu beobachtende Substrathemmung ist
damit zu erkldren, dass neben dem umzusetzenden Substratmolekiil noch ein weiteres
Substratmolekiil an das Enzym bindet und es hemmt (Bisswanger, 2000). Bei den
Versuchen zur Bestimmung des K,-Wertes fiir Pyridoxal wurde beobachtet, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit bei hohen Substratkonzentrationen nach Erreichen der
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit wieder absinkt. Die Pyridoxal-Kinase wird also bei
hohen Substratkonzentrationen durch das Substrat gehemmt. Eine Hemmung der
Pyridoxal-Kinase durch Pyridoxal wurde ebenfalls fiir 7Trypanosoma brucei durch Scott
und Phillips (1997) beschrieben.

3.4.10.1  Hemmung der gereinigten Pyridoxal-Kinase durch Pyridoxal

In Abbildung 3.78 und 3.79 ist die Substrathemmung durch Pyridoxal graphisch
dargestellt. Pyridoxal wurde in Konzentrationen von 0,005 mM bis 5,0 mM eigesetzt. Die
Inkubationen wurden mit 10 pg Pyridoxal-Kinase bei 37 °C durchgefiihrt. Abbildung 3.78
und 3.79 zeigen, dass das Substrat Pyridoxal die Pyridoxal-Kinase in Konzentrationen

grofler als 0,25 mM hemmt. Bis zu einer Substratkonzentration von 0,20 mM steigt die
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Reaktionsgeschwindigkeit der Pyridoxal-Kinase mit steigender Pyridoxal-Konzentration
an. Bei Substratkonzentrationen grofler als 0,25 mM sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit

der Umsetzung von Pyridoxal durch die Pyridoxal-Kinase.
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Abbildung 3.79 Doppel-reziproke Darstellung der Substrathemmung fiir Pyridoxal

3.4.10.2  Hemmung der gereinigten Pyridoxal-Kinase durch Ginkgotoxin

In Abbildung 3.80 und 3.81 ist die Substrathemmung durch Ginkgotoxin dargestellt.
Ginkgotoxin wurde in Konzentrationen von 0,005 mM bis 0,04 mM eingesetzt. Die
Inkubationen wurden mit 5 pg Pyridoxal-Kinase bei 37 °C durchgefiihrt. Abbildung 3.80
und 3.81 zeigen, dass das Substrat Ginkgotoxin die Pyridoxal-Kinase in Konzentrationen

grofler als 0,02 mM hemmt. Bis zu einer Substratkonzentration von 0,02 mM steigt die
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Reaktionsgeschwindigkeit der  Pyridoxal-Kinase mit steigender  Ginkgotoxin-

Konzentration.
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Abbildung 3.80 Direkte Darstellung der Substrathemmung fiir Ginkgotoxin

Bei Substratkonzentrationen groBer als 0,02 mM sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit der
Umsetzung von Ginkgotoxin durch die Pyridoxal-Kinase. Ginkgotoxin inhibiert also
einerseits die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung, weil es selbst ein Substrat der Pyridoxal-
Kinase ist und von dieser bevorzugt umgesetzt wird und andererseits, indem es das Enzym
in Konzentrationen grofler als 0,02 mM hemmt und die Reaktionsgeschwindigkeit

vermindert (Substrathemmung).
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Abbildung 3.81 Doppel-reziproke Darstellung der Substrathemmung fiir Ginkgotoxin

Die Substrathemmung wurde in vitro ab einer Konzentration von 20 uM beobachtet. Bei

Vergiftungen mit Ginkgosamen wurden so hohe Konzentration allerdings noch nicht im
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Blut von Patienten gemessen. Die hochste bei Vergiftungen gemessene Konzentration war
6,99 uM. In vivo wird die Substrathemmung des Ginkgotoxins daher nicht fiir die

toxischen Symptome einer Vergiftung verantwortlich sein.

3.4.10.3  Hemmung der gereinigten Pyridoxal-Kinase durch Desoxypyridoxin

In Abbildung 3.82 und 3.83 ist die Substrathemmung durch Desoxypyridoxin dargestellt.
Desoxypyridoxin wurde in Konzentrationen von 0,015 mM bis 0,20 mM eingesetzt. Die

Inkubationen wurden mit 5 pg Pyridoxal-Kinase bei 37 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 3.82 Direkte Darstellung der Substrathemmung fiir Desoxypyridoxin
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Abbildung 3.83 Doppel-reziproke Darstellung der Substrathemmung fiir Desoxypyridoxin
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Abbildung 3.82 und 3.83 zeigen, dass das Substrat Desoxypyridoxin die Pyridoxal-Kinase
in Konzentrationen groBler als 0,05 mM hemmt. Bis zu einer Substratkonzentration von
0,05 mM steigt die Reaktionsgeschwindigkeit der Pyridoxal-Kinase mit steigender
Desoxypyridoxin-Konzentration an. Bei Substratkonzentrationen grofer als 0,05 mM sinkt
die Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzung von Desoxypyridoxin durch die Pyridoxal-
Kinase. Ist die Substratkonzentration ausreichend hoch, wird die menschliche Pyridoxal-

Kinase von allen im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Substraten gehemmt.

3.5 Untersuchung der Struktur der Pyridoxal-Kinase

3.5.1 HYDROPHOBIZITATS-PLOT DER PYRIDOXAL-KINASE

Der Hydrophobizitéts-Plot der menschlichen Pyridoxal-Kinase ist in der Darstellung nach
Kyte und Doolittle (1982) in Abbildung 3.84 graphisch abgebildet. Er zeigt die Verteilung
polarer und apolarer Aminosduren entlang der Proteinsequenz (Kapitel 2.6.7). Der
Hydrophobizitits-Plot wurde mit dem Programm Protean (Lasergene, DNASTAR, Lon-
don, UK) erstellt.
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Abbildung 3.84 Hydrophobizitits-Plot der menschlichen Pyridoxal-Kinase nach Kyte und
Doolittle (1982).
3.5.2 RAUMLICHE STRUKTUR DER PYRIDOXAL-KINASE

Die Substratbindetasche der menschlichen Pyridoxal-Kinase wurde hinsichtlich ihrer
hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften untersucht. Die Substratbindetasche wurde
mit Hilfe des Computerprogramms MOE "™ (Molecular Operating Environment; Chemical
Computing Group Inc.; Montreal, Canada, 2003) in Zusammenarbeit mit Professor Dr.
Michael Wiese und Christian Hallmen, Universitdt Bonn, dargestellt. Um die Substrat-
bindetasche untersuchen zu kdnnen, musste zunichst die raumliche Struktur der gesamten
menschlichen Pyridoxal-Kinase ermittelt werden.

Bisher wurde nur die aus dem Schaf isolierte Pyridoxal-Kinase kristallisiert (Li et al.,
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2002; 2004). Diese in Anwesenheit von Pyridoxal-5'-phosphat und ADP kristallisierte
Pyridoxal-Kinase aus dem Schaf (RCSB Protein Data Bank: /RFU) wurde fiir ein
Stukturalignment mit der menschlichen Pyridoxal-Kinase genutzt. Die daraus abgeleitete
Struktur der Pyridoxal-Kinase vom Menschen ist in Abbildung 3.85 dargestellt.

In Abbildung 3.86 ist diese noch mal nach einem anderen Modell dargestellt (Homology
Modelling) und zeigt Bereiche mit helikaler und B-Faltblattstruktur (Kopp und Schwede,
2004).

Abbildung 3.85 Abbildung 3.86

Réumliche Darstellung der menschlichen Pyridoxal-  R&umliche Darstellung der Pyridoxal-Kinase
Kinase, Homologie Modelling, Christian Hallmen, (SWISS-MODEL Repository)

Universitdt Bonn

3.5.3 DARSTELLUNG DER SUBSTRATBINDETASCHE DER PYRIDOXAL-KINASE

Die Substratbindetasche der Pyridoxal-Kinase wurde hinsichtlich ihrer Hydrophobizitit
untersucht. Mit dieser Analyse sollte liberpriift werden, ob Ginkgotoxin aufgrund seiner
Struktur besser mit der Pyridoxal-Kinase interagieren kann als Pyridoxal.

Aus der Kristallstruktur der Pyridoxal-Kinase vom Schaf mit ADP und Pyridoxal-5'-
phosphat wurden die Aminosduren ermittelt, die die Oberfldche der Substratbindetasche
bilden. Anhand der Substratbindetasche der Pyridoxal-Kinase vom Schaf und der
ermittelten rdumlichen Struktur der menschlichen Pyridoxal-Kinase wurden die
Aminosduren bestimmt, die die Substratbindetasche der menschlichen Pyridoxal-Kinase
bilden. Die Oberfldche der Substratbindetasche der menschlichen Pyridoxal-Kinase wurde
hinsichtlich der Hydrophobizitit der beteiligten Aminoséuren in Abbildung 3.87 graphisch
dargestellt. Hydrophile Bereiche der Substratbindetasche sind blau, stark hydrophobe
Bereiche sind braun und leicht hydrophobe Bereiche sind griin dargestellt.

Es wurde die Substratbindetasche mit Pyridoxin-5'-phosphat, Ginkgotoxin-5'-phosphat und
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ADP dargestellt. Pyridoxin-5'-phosphat wurde fiir die Darstellung gewéhlt, da es sich von
Ginkgotoxin-5'-phosphat nur durch die fehlende Methylgruppe in Position 4' unterscheidet
(Abbildung 1.1). Es ist erkennbar, dass der Bereich, an dem die Phosphatgruppe bindet,
hydrophil und der Bereich, an dem die Hydroxylgruppe beziehungsweise die Methoxy-
gruppe bindet, hydrophob ist.

Je hydrophober das Substrat in der 4'-Position ist, desto besser sollte das Substrat binden,
desto hoher sollte die Affinitdt des Substrates zur Pyridoxal-Kinase und umso kleiner sollte
der K,,-Wert sein. Dies wird durch die ermittelten K,,-Werte fiir Pyridoxal und Ginkgo-

toxin am menschlichen Enzym bestdtigt (Tabelle 3.4).

Abbildung 3.87 Computermodel der Substratbindetasche der menschlichen Pyridoxal-Kinase mit
den gebildeten Produkten Pyridoxin-5'-phosphat/Ginkgotoxin-5'-phosphat (links) und ADP (rechts)
(Christian Hallmen, Universitit Bonn )

Die hydrophobere Methoxygruppe des Ginkgotoxins in Position 4' im Vergleich zur
Aldehydgruppe des Pyridoxals fiihrt dazu, dass Ginkgotoxin aufgrund der hydrophoben

Bindungstasche besser an die Pyridoxal-Kinase bindet als Pyridoxal.
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4 Diskussion

4.1 Konvulsive Wirkung von Ginkgotoxin und mdgliche konvulsive
Nebenwirkungen von Ginkgo biloba L.-Extrakten

Granger (2001) publizierte zwei Einzelfallberichte, bei denen es nach Einnahme von
Ginkgo  biloba L.-Priparaten zu generalisierten tonisch-klonischen Anfillen
beziehungsweise zum Status epilepticus kam. Im ersten Fall handelte es sich um einen
78-jdhrigen Mann, der seit 18 Monaten anfallsfrei war. Er wurde mit 120 mg Ginkgo
biloba L.-Tabletten téglich behandelt. Zwei Wochen nach Behandlungsbeginn traten
Krampfanfille auf. Daraufhin wurde das Ginkgo biloba L.-Priparat abgesetzt. Wahrend
der nédchsten 8 Monate (Beobachtungszeitraum) kam es zu keinen weiteren epileptischen
Anfillen. Im zweiten Fall handelte es sich um eine 84-jahrige Frau, die nach 12-tdgiger
Einnahme eines Ginkgo biloba L.-Priparates (120 mg, tiglich) im Status epilepticus in die
Klinik eingeliefert wurde. Nach Behandlung mit Diazepam kam es innerhalb der nichsten
48 Stunden noch dreimal zu epileptischen Anfillen. Nach dem Absetzen des Ginkgo biloba
L.-Priparates traten wéhrend der nichsten 4 Monate (Beobachtungszeitraum) keine
weiteren epileptischen Anfdllen auf.

Granger vermutet, dass die Ginkgo biloba L.-Préparate zu den epileptischen Anfillen
gefiihrt haben. In der Publikation wird weder erwédhnt, um welche Priparate es sich
handelt, noch wie diese zusammengesetzt sind. Der Ausschluss einer Uberdosierung und
moglicher Wechselwirkungen durch weitere Inhaltsstoffe der Préparate ist daher nicht
moglich. Eine Ursache fiir epileptische Anfdlle nach Einnahme von Ginkgo biloba L.-
Priparaten konnte das in den Medikamenten nachgewiesene Ginkgotoxin (Arenz et al.,
1996; Scott et al., 2000; Lawrence und Scott, 2005) sein, das bei Tieren Krampfanfille
auslost (Mizuno et al., 1980; Wada et al., 1985 und 1988). In Tabelle 4.1 sind die von
Arenz et al. in Arzneimitteln ermittelten Ginkgotoxingehalte aufgefiihrt. Spalte 4 weist die
mit der maximalen Tagesdosis eingenommenen Ginkgotoxin-Mengen aus und Spalte 5 die
daraus resultierenden ungefdhren Plasmaspiegel. Der geringere Wert bezieht sich auf ein
Blutvolumen von 6 L und der hohere Wert auf ein Blutvolumen von 4 L. Tabelle 4.2 gibt
an, welche Anzahl der Tagesmaximaldosen eingenommen werden miissen, um die bei
Krampfanfillen nach iberméfBigem Verzehr von Ginkgosamen bestimmten Ginkgotoxin-
Plasmaspiegel zu erreichen. Bei dieser Berechnung wurde vereinfachend angenommen,
dass sich Ginkgotoxin nur im Plasma verteilt. Der Plasmaspiegel von 1,28 pg Ginkgotoxin
pro ml wurde in einer Probe 4 Stunden nach Verzehr der Ginkgosamen gemessen (Hori et

al., 2004). Um den niedrigsten (0,24 pg/ml) wihrend eines Krampfanfalles beim Menschen
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gemessenen  Plasmaspiegel zu erreichen, miisste mindestens die 20fache
Tagesmaximaldosis Tebonin® forte eingenommen werden. Dieser Plasmaspiegel wurde bei
einer 38-jahrigen Frau 12 Stunden nach dem Verzehr von 60 Ginkgosamen bestimmt. Zu

diesem Zeitpunkt traten bei ihr Krampfe auf.

Préparat Konzentration | Empfohlene maximale Aufnahme | Konzentration im Blut nach
Ginkgotoxin |Dosierung von Ginkgotoxin (ug)| Einnahme der maximalen
(ug/ml) Tagesdosis BV 4-6 L, pg/L)

Tebonin® forte 8,13 3x téglich 1-2 ml 48,78 8,13-12,20

Rokan® 9,77 3x téglich 1-2 ml 58,62 9,77-14,70

Kaveri® forte 3,80 3x I ml 11,40 1,9-2,85

Gingium® 7.18 3x taglich 1-2 ml 43.08 7.18-10.77

Tabelle 4.1 Ginkgotoxin-Konzentration in Arzneimitteln

Von Arenz et al. (1996) erhobene Daten der untersuchten Ginkgo biloba L.-Priaparate. Angegeben sind die
Ginkgotoxin-Konzentrationen der Zubereitungen, die empfohlene Dosierung und die mit der maximalen
Tagesdosis aufgenommenen Ginkgotoxin-Mengen.

Ginkgotoxin-Konzentrationen | Anzahl der Tagesdosen Tebonin forte”~ zum
bei Vergiftungen Erreichung der bei Vergiftungen bestimmten
pg/ml uM Ginkgotoxin-Konzentrationen (BV 4-6 L)
Minimum 0,24 1,31 19,7 29,5
Maximum 1,28 6,99 105 157
Tabelle 4.2 Tagesdosen Tebonin® forte zum erreichen toxischer Ginkgotoxin-Plasmaspiegel

Der linke Teil der Tabelle gibt die von Hori et al. (2004) bestimmten Ginkgotoxin-Konzentrationen im
Plasma an. Angegeben ist sowohl die hdchste als auch die niedrigste bei einem Krampfanfall gemessene
Ginkgotoxin-Konzentration. Der rechte Teil der Tabelle gibt an, wie viele Tagesdosen Tebonin® forte
eingenommen werden miissen, um die nach einer Vergiftung mit Ginkgosamen im Plasma gemessene
Ginkgotoxin-Konzentration zu erreichen. Die Anzahl der Tagesdosen sind fiir 4 und 6 L Blutvolumen
angegeben.

Neben dem Ginkgotoxin konnten auch die in Ginkgo biloba L.-Extrakten enthaltenen
Ginkgolide und Bilobalid zu den epileptischen Krampfanfillen gefiihrt haben, da diese
antagonistisch am rekombinanten humanen o,B,y,;. GABA-Rezeptor wirken (Ivic et al.,
2003; Huang et al., 2004 und 2003). Die Hypothese, dass die Ginkgo biloba L.-haltigen
Priparate zu den epileptischen Anfillen gefithrt haben, wird weiter durch die
Untersuchungen von Anshu et al. (1996) unterstiitzt. Deren Versuche ergaben, dass Ginkgo
biloba L.-Extrakte die Wirkung von Natriumvalproat mindern konnen, bei durch
Picrotoxin und Strychnin ausgelosten Krampfanfillen. Die beiden beschriebenen
Epileptiker wurden mit Natriumvalproat behandelt. Die Behandlung mit Ginkgo biloba L.-
Praparaten konnte daher die Wirkung von Natriumvalproat vermindert haben. Die
moglicherweise epileptogene Wirkung der Ginkgo biloba L.-Extrakte konnte durch einen
additiven Eftekt aller in Ginkgo biloba L.-Préparaten vorkommenden konvulsiv wirkenden
Substanzen hervorgerufen werden. Andererseits wird dem in den Extrakten enthaltenen

Bilobalid auch eine antikonvulsive Wirkung zugeschrieben (Sasaki et al., 1997 und 1995).
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Priparate aus Ginkgo biloba L. gehdren zu den meistverkauften Phytopharmaka. Auf3er
den beiden genannten Féllen, von moglicherweise durch Ginkgo biloba L.-Préparaten
hervorgerufenen epileptischen Anfillen, findet sich kein weiterer Fall in Literatur-
datenbanken. In Anbetracht der Haufigkeit der Einnahme von Ginkgo biloba L.-Préaparaten
ist die Fallzahl zu gering, um einen direkten Zusammenhang zwischen der Einnahme von
Ginkgo biloba L.-haltigen Praparaten und dem Auftreten epileptischer Anfille herzustellen.
Trotzdem sollte diese mogliche Nebenwirkung in den Packungsbeilagen erwéhnt werden
und bis zum Ausschluss eines Zusammenhanges sollten Praparate aus Ginkgo biloba L. bei
Epileptikern nur mit Vorsicht angewendet werden (Granger, 2001; Gregory, 2001).

Die Fallbeschreibungen sind im Zusammenhang mit den beschriebenen Wirkungen von
Ginkgotoxin Anlass, den moglichen Zusammenhang zwischen epileptischen Anfillen und

der Einnahme Ginkgo biloba L.-haltiger Praparate niher zu untersuchen.

4.2 Zusammenhang zwischen dem Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat,
GABA, Glutamat und dem Auftreten von epileptischen Anfdllen

Pyridoxal-5'-phosphat ist Cofaktor vieler Enzyme des Aminosdure- und Neurotransmitter-
metabolismus im Gehirn. Die Entfernung des Cofaktors vom Enzym hat einen groflen
Einfluss auf die Aktivitit des Enzyms (Tunnicliff und Ngo, 1998). Pyridoxal-5'-phosphat
ist unter anderem an der Bildung und dem Metabolismus des inhibitorischen
Neurotransmitters GABA beteiligt.

GABA wird hauptsidchlich durch die Glutamat-Decarboxylase aus dem exzitatorischen
Neurotransmitter Glutamat gebildet. In einem Schritt wird aus dem stdrksten
exzitatorischen Neurotransmitter der stirkste inhibitorische Neurotransmitter gebildet. Die
Glutamat-Decarboxylase existiert beim Menschen in zwei Isoformen, der GADgsip, und
der GADg7kpa (Bu et al., 1992; Buss et al., 2001; Battaglioli et al., 2003). Die beiden
Glutamat-Decarboxylasen  unterscheiden sich  hinsichtlich  ihrer  Eigenschaften
(Molekulargewicht, posttranslationale Modifikationen, pH-Optimum, Temperatur-
Optimum), ihrer Lokalisation und der Sattigung mit dem Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat
(Chen et al., 2003). Die GADgsipa, kommt hauptsichlich in den Nervenendigungen vor und
kontrolliert die lokale und akute GABA-Bildung in den Synapsen. Sie ist verantwortlich
fiir die schnelle bedarfsgerechte Nerven-Inhibierung und ist reversibel mit der Membran
der synaptischen Vesikel verbunden. Die GADgskp, liegt hauptséchlich als Apoenzym
(~93 %) vor (Battaglioli et al., 2003; Chen et al., 2003). Damit die GADgsp, katalytisch
aktiv ist, muss diese erst den Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat unter Bildung des
Holoenzyms binden. Thre Aktivitdt ist daher stirker von der Verfiigbarkeit des Cofaktors
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abhingig als die Aktivitdt der GADg7yp, (Martin und Rimvall, 1993; Chen et al., 2003). So
dokumentierte Buss (2000), dass die Aktivitit der GADgskp, In Abwesenheit von
Pyridoxal-5'-phosphat sehr gering ist. Die GADgsyp, reagiert empfindlich auf Anderungen
der Cofaktorkonzentration. Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen von Buss et al.
(2001) wieder, die eine stirkere Beeinflussung der GADgsip, als der GADg7xp, durch
Ginkgotoxin-5'-phosphat beobachteten. Bei der GADgskp, konkurriert Ginkgotoxin-5'-
phosphat mit weniger Pyridoxal-5'-phosphat um die Cofaktorbindestelle. Es muss nur
wenig Cofaktor von der GADgsip, verdrangen. Die Anwesenheit eines Inhibitors, der den
Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat aus der Bindung verdrdngt, wirkt sich also wesentlich
starker bei der GADgsip, aus als bei der GADg7xpa-

Die GADg7kp, ist vorrangig im Zytosol der Zellkorper lokalisiert und liegt zum
iiberwiegenden Teil als Holoenzym (~ 72 %) vor (Battaglioli et al., 2003; Chen et al.,
2003). Einerseits ist sie am Metabolismus und der daraus resultierenden Energie-
bereitstellung beteiligt und andererseits an der Aufrechterhaltung des GABA-Basalspiegels
(Kash et al., 1997; Kelly und Stanley, 2001). Eine Hemmung der Glutamat-Decarboxylase
filhrt zu erniedrigten GABA-Spiegeln und damit zu einem Ungleichgewicht zwischen
exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission, was zu epileptischen Krampf-
anféllen fiihren kann (Tunnicliff und Ngo, 1998).

Warum Krampfanfille beginnen und enden, ist weitgehend unklar. Es ist wahrscheinlich,
dass die Auslosung von epileptischen Anféllen durch ein Ungleichgewicht zwischen
exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission ausgelost wird. Welches wiederum
zur Initiation von anormalen neuronalen Impulsen fiihrt (Scott et al., 1998).

Durch einen gezielten Eingriff ins GABAerge System lassen sich Krampfanfille auch
auslosen. Dies gelingt durch Minderung der GABAergen Hemmung, durch Interaktion mit
einer Modulationsstelle am GABA-Rezeptor (zum Beispiel Picrotoxin, Pentetrazol),
kompetitive Antagonisten am GABAj-Rezeptor (zum Beispiel Bicucullin) oder
kompetitive Antagonisten am Glycin-Rezeptor (zum Beispiel Strychnin) (Forth et al.,
1996). Durch Applikation von Arzneistoffen, die den GABA-Spiegel senken oder durch
lokale Infusion von Glutamat in den Hippokampus konnen bei Tieren Krampfanfille
herbeigefiihrt werden (Sasaki et al., 2000). Ein Auslésen von epileptischen Anfillen ist
auch durch elektrische Stimulation des Gehirns moglich (Snodgrass, 1992). Experimentelle
Ergebnisse und klinische Studien haben gezeigt, dass das GABAerge System eine wichtige
Rolle bei dem biochemischen Mechanismus und bei der Behandlung von epileptischen
Anfallen spielt (Treimann, 2001).

Zu Beginn eines Anfalls steigt die Konzentration exzitatorischer Neurotransmitter und die

Konzentration inhibitorischer Neurotransmitter sinkt. Dies wurde in vivo durch
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intracerebrale Mikrodialyse gezeigt (During und Spencer, 1993; Haglit et al., 1994; Scott et
al., 1998). Zum Zeitpunkt des Anfalls ist die Glutamat-Konzentration signifikant erhoht
und die GABA-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle signifikant erniedrigt (During
und Spencer, 1993). Die Konzentration inhibitorischer Neurotransmitter wie GABA steigt
nach einem Anfall in der betroffenen Hirnregion wieder an und stellt die Balance zwischen
Exzitation und Inhibition wieder her (During und Spencer, 1993; Scott et al., 1998).

Haglit et al. (1994) untersuchten Proben von 48 therapieresistenten Epileptikern, bei denen
ein operativer Eingriff zur Entfernung des epileptogenen Herdes durchgefiihrt wurde. Sie
stellten fest, dass die Glutamat-Konzentration im Vergleich zu Nichtepileptikern erhoht
war. Sie folgerten, dass exzitatorisch wirkende Aminosduren an der Entwicklung von
epileptischen Anféllen beteiligt sind. Carlson et al. (1992), die wéhrend eines chirurgischen
Eingriffs zur Behandlung der Epilepsie die Extrazelluldrfliissigkeit untersuchten,
beobachteten erhohte Glutamat- und Aspartat-Konzentrationen und einen erniedrigten
Glycin-Spiegel wihrend des Status epilepticus.

Wie wichtig die Funktion der Glutamat-Decarboxylase ist, verdeutlichten Kash et al.
(1997) mit ihrer Arbeit an homozygoten GAD65" -Miusen. Diese Mangelmutanten, denen
die GADg¢sip, fehlte, entwickelten nach ihrer Geburt haufiger spontane Krampfanfille.
Gleichzeitig war die Mortalitdt der Mause erhoht.

Neben der GABA-Konzentration hat auch der Cofaktor der GABA-Bildung, Pyridoxal-5'-
phosphat, einen entscheidenden Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit. Dies zeigt sich
deutlich bei der Pyridoxin-abhingigen Epilepsie, einer Sonderform der Epilepsie. Die
Betroffenen sprechen nur auf eine Behandlung mit pharmakologischen Dosen Pyridoxin
(0,2-30 mg/kg) an. Die Erscheinungsform der Krampfanfille variiert. Es konnen partielle,
generalisierte, atonische, myoklonale oder tonisch-klonische Krampfanfille auftreten. Die
Atiologie dieser Erkrankung ist noch nicht geklirt, aber eine Verinderung der GABA-
Synthese wird vermutet. So beobachteten Gospe et al. (1994) eine im Vergleich zur
Kontrolle erniedrigte GABA-Bildung in Fibroblasten von Patienten, die an Pyridoxin-
abhingiger Epilepsie litten. Eine Verminderung der GABA-Synthese konnte auch durch
Verdanderungen der Pyridoxal-5'-phosphat-Bindung an die Glutamat-Decarboxylase
hervorgerufen werden. Durch ein erhdhtes Angebot an Pyridoxal-5'-phosphat konnte die
verminderte Bindung iiberwunden und das Ungleichgewicht zwischen Exzitation und
Inhibition ausgeglichen werden (Gospe, 2002). Bestitigt wurde diese Hypothese durch das
Ansprechen der betroffenen Patienten auf eine hohe Dosis Pyridoxin, das in den Zellen und
im Gehirn zum Cofaktor Pyridoxal-5'-phosphat phosphoryliert wird. Der Hypothese
spricht allerdings entgegen, dass Mutationen der beiden Glutamat-Decarboxylase-

Isoformen nicht nachgewiesen werden konnten. Somit scheinen Verdnderungen der
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Bindung von Pyridoxal-5'-phosphat an die Glutamat-Decarboxylase nicht die Ursache der
Pyridoxin-abhingigen Epilepsie zu sein. Weiterhin wird diskutiert, dass der Vitamin Bg-
Transport der betroffenen Patienten verdndert ist (Gospe, 2002; Said et al., 2003). Ein
verminderter Transport von Vitamin Bg ins Zentralnervensystem konnte die Ursache fiir
erniedrigte GABA- und erhohte Glutamat-Spiegel und als deren Folge eine erhohte
Krampfanfilligkeit sein. Fiir die Transporthypothese sprechen die erniedrigten Pyridoxal-
5'-phosphat-Spiegel bei Epileptikern (Gospe, 2002; Schulze-Bonhage et al., 2004).

Bisher wurde ein Transportprotein nur fir Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Stolz
und Vielreicher, 2003). Tpnlp (transport of pyridoxine-1) wurde als das fiir den Vitamin By
Transport verantwortliche Protein identifiziert. Die Deletion des Gens fiihrte zu einer
deutlichen Verminderung der Pyridoxinaufnahme in die Zellen. Ein Vitamin Bg-
Transporter wurde beim Menschen noch nicht endgiiltig identifiziert (Gospe, 2002). Said et
al. (2003) beobachteten allerdings, dass die Aufnahme von Vitamin Bg in menschliche
epitheliale Caco-2 Zellen pH-abhidngig ist und wahrscheinlich durch intrazelluldre
Proteinkinase A reguliert wird. Sie vermuten daher die Beteiligung eines speziellen
carriervermittelten Prozesses an der Aufnahme von Vitamin Bg durch menschliche
intestinale epitheliale Caco-2 Zellen.

Da verminderte Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegel zu Krampfanféllen fiihren konnen, bei
Epileptikern verminderte Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegel bestimmt wurden, eine verénderte
Bindung von Pyridoxal-5'-phosphat an die Glutamat-Decarboxylase nicht bestitigt werden
konnten, wird eine verminderter Transport von Vitamin Bg bei Epileptikern vermutet
(Gospe, 2002). So beschrieben Schulze-Bonhage et al. (2004), dass bei einer Patientin, die
in ihrer Kindheit an Pyridoxin-abhidngiger Epilepsie litt, wahrend der Schwangerschaft
erneut epileptische Anfille auftraten. Sie stellten fest, dass der Pyridoxal-5'-phosphat-
Spiegel dieser Patientin erniedrigt war (2,96 ng/ml, normal: 4,3-17,5 ng/ml). Bernstein
(1990) berichtet iiber einen Patienten, der aufgrund einer Uberdosis Isoniazid
Krampfanfille entwickelte. Isoniazid reagiert mit Pyridoxal und Pyridoxal-5'-phosphat
unter Hydrazon-Bildung. Dabei sinkt die Konzentration an Pyridoxal und Pyridoxal-5'-
phosphat. Das gebildete Hydrazon ist gleichzeitig ein potenter Hemmer der Pyridoxal-
Kinase.

Ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung von Vitamin Bg-Mangel an der Entwicklung von
Krampfanfillen lieferten Gachon et al. (2004). Sie ziichteten knock-out-Méuse, denen die
Proteine DBP (albumin D-site-binding protein), HLF' (hepatic leukemia factor) und 7RF
(thyrotroph embryonic factor) fehlten. Diese Maiuse erlitten hédufiger spontane
generalisierte oder durch Audioreize ausgeloste Krampfanfille, die zum Teil todlich waren.

Gachon et al. fanden heraus, dass bei diesen Méusen die mRNA-Spiegel von PdxK im
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Gehirn und als Folge davon die Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegel erniedrigt waren.
Gleichzeitig waren die Serotonin- und Dopamin-Spiegel verringert und der Histamin-
Spiegel erhoht. Dass verminderte Pyridoxal-5'-phosphat-Spiegel Krampfanfille bei
verschiedenen Spezies auslosen, zeigten unter anderem Horton et al. (1979). Sie
verabreichten Ratten intraperitoneal Thiosemicarbazon, Methyldithiocarbazon oder
Isoniazid. Mit allen drei Substanzen entwickelten 85 % der Versuchstiere myoklonische
Kriampfe, dabei waren die Konzentrationen von GABA und Pyridoxal-5'-phosphat in allen
untersuchten Gehirnregionen reduziert.

Die dargelegten Ergebnisse verschiedener Versuche zeigen, dass mehrere Faktoren an der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes zwischen neuronaler Hemmung und Erregung

beteiligt sind.

4.2.1 MOGLICHE ANGRIFFSPUNKTE VON GINKGOTOXIN UND GINKGO BILOBA L.-EXTRAKTEN

Die Beeinflussung des Gleichgewichtes zwischen neuronaler Hemmung und Erregung
kann zur Beglinstigung oder Auslosung von Krampfanfillen fiihren. Faktoren, die eine

Auslosung von Krampfanfillen begiinstigen, sind im Folgenden aufgefiihrt:

. erhohte Konzentrationen von exzitatorischen Neurotransmittern,

. erniedrigte Konzentrationen von inhibitorischen Neurotransmittern,
. verminderte GABAerge Hemmung und

. verstirkte glutaminerge Erregung.

Die GABA-Bildung kann direkt durch Hemmung der Glutamat-Decarboxylase, durch
verringerte Expression der Glutamat-Decarboxylase oder indirekt durch Senkung der
Pyridoxal-5'-Konzentration verringert werden. Die Pyridoxal-5'-phosphat-Konzentration
kann durch verringerte Expression oder Hemmung der Pyridoxal-Kinase,
Pyridoxinphosphat-Oxidase und Pyridoxal-Phosphatase gesenkt werden.

Ginkgotoxin senkt nach intravendser Applikation bei Kaninchen die GABA-Konzentration
in verschiedenen Hirnregionen, mindert die Aktivitdt der Glutamat-Decarboxylase und
kann Krampfanfille auslosen (Nitsch und Okada, 1976; Mizuno et al., 1980; Nitsch, 1980;
Haug und Nitsch, 1982; Yanai et al., 1990; Wada und Haga, 1997). Die Hemmung der
Glutamat-Decarboxylase fithrt zu verminderten GABA-Spiegeln und so zu einer
geringeren neuronalen Hemmung. Dies begiinstigt das Auftreten von epileptischen
Krdmpfen und fiihrte zu der Hypothese, dass das GABA bildende Enzym, die Glutamat-
Decarboxylase, durch Ginkgotoxin gehemmt wird. Die direkte Beeinflussung der
Glutamat-Decarboxylase war bereits durch Buss et al. (2001) untersucht und als alleinige

Ursache fiir die durch Ginkgotoxin ausgelosten Vergiftungen ausgeschlossen worden.
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4.3 Pyridoxal-Kinase

Das Ansprechen auf Behandlung mit Vitamin Bg bei durch Ginkgotoxin ausgeldsten
Krampfanfillen (Fujisawa et al., 2002; Kajiyama et al., 2002; Shannon et al., 2003), die
Strukturverwandschaft von Ginkgotoxin und Vitamin B¢ und die Beteiligung von Vitamin
B¢ an der GABA-Bildung deuten auf eine Beeinflussung der Vitamin Bg-Homdostase
durch Ginkgotoxin hin. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Ginkgotoxin auf
die menschliche Pyridoxal-Kinase untersucht, da dieses Enzym den aktiven Cofaktor
Pyridoxal-5'-phosphat (Abbildung 1.2) der Glutamat-Decarboxylase bereitstellt. Die
Phosphorylierung der mit der Nahrung aufgenommenen Vorstufen Pyridoxal, Pyridoxin
und Pyridoxamin wird durch die Pyridoxal-Kinase katalysiert. Eine Pyridoxal-Kinase
wurde bei verschiedenen Sdugern (Kwok and Churchich, 1979; Cash et al., 1980; Tagaya
et al., 1989; Hanna et al., 1997; Lee et al., 2000), bei Protozoen (Scott und Phillips 1997;
Wrenger et al., 2005), in Bakterien (Yang et al., 1996; Yang et al., 1998) und Pflanzen
(Lum et al.,, 2002) nachgewiesen. Zielstellung dieser Arbeit war die Priifung der
Hypothese, dass Ginkgotoxin iiber eine Hemmung der Pyridoxal-Kinase die Auslosung

von Krampfanfillen induzieren kann.

4.3.1 DIE PYRIDOXAL-KINASE DES MENSCHEN

Das fiir die menschliche Pyridoxal-Kinase codierende Gen (GenBank™ accession number:
000764) ist auf Chromosom 21q22.3 lokalisiert (Hanna et al., 1997; Hattori et al., 2000).
Der Leseramen enthdlt 960 bp und codiert fiir ein Protein aus 312 Aminosduren. Die
berechnete Molekiilmasse betrdgt 35,1 kDa und der isoelektrische Punkt ist 5,93. Die
genomische Sequenz der Pyridoxal-Kinase ist auf 11 Exons verteilt und wird durch 10
Introns unterbrochen (GenBank™ accession number: AP001752).

Die entsprechende DNA wurde von Hanna et al. (1997) identifiziert und sequenziert. Die
menschliche Pyridoxal-Kinase weist eine hohe Homologie (27 % Identitdt der
Aminosduren) zur Pyridoxal-Kinase PdxK aus Escherichia coli auf. Die bakterielle
Pyridoxal-Kinase PdxK akzeptiert Pyridoxin, Pyridoxamin und Pyridoxal als Substrat
(Abbildung 1.2, Yang et al., 1996). Daneben existiert in Escherichia coli noch eine weitere
Pyridoxal-Kinase PdxY (Yang et al., 1998). Sie akzeptiert nur Pyridoxal als Substrat
(Abbildung 1.2). Die Pyridoxal-Kinasen sind wichtige Enzyme des "Salvage Pathway" des
Vitamin Bg-Metabolismus aller Organismen. Sie katalysieren ATP-abhédngig die Bildung
der 5'-Phosphatester aus Pyridoxal, Pyridoxin und Pyridoxamin.

Hanna et al. (1997) untersuchten die Expression des fiir die Pyridoxal-Kinase codierenden



Diskussion 165

Gens in menschlichen Geweben. Sie konnten die mRNA in allen untersuchten Geweben
nachweisen (Herz, Gehirn, Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, Nieren, Pankreas,
Milz, Thymus, Prostata, Testis, Ovarium, Diinndarm, Colon und Leukozyten). Pyridoxal-
5'-phosphat kann die Zellmembran nicht tiberwinden. Vor Aufnahme in eine Zelle muss
zirkulierendes Pyridoxal-5'-phosphat dephosphoryliert und nach Diffusion durch die
Zellmembran wieder durch die Pyridoxal-Kinase zum aktiven Cofaktor phosphoryliert
werden. Daher ist ein ubiquitdres Vorkommen der Pyridoxal-Kinase im Kdrper notwendig.
Die Pyridoxal-Kinase ist im Zytoplasma lokalisiert und liegt als Dimer vor (Kerry et al.,
1986; Kwok et al., 1987; Arnone et al., 1989; Dominici et al., 1989; Tagaya et al., 1989;
Churchich und Kim, 1990; Hirakawa-Sakurai et al., 1993; Scott und Phillips, 1997; Lum et
al., 2002; Wrenger et al., 2005). Li et al. (2004) kristallisierten die Pyridoxal-Kinase aus
dem Gehirn vom Schaf und untersuchten die Bindung von Vitamin Bg. Die an der
Substratbindung beteiligten Aminoséduren sind Ser-12 (Wasserstoffbriickenbindung mit N;
des Substrates), Thr-47 (Wasserstoffbriickenbindung mit O3 des Substrates) und Asp-235
(Wasserstoftbriickenbindung mit O5 des Substrates). Val-19 und Tyr-84 interagieren mit
den beiden Seiten des Pyridinringes. Die Phosphatgruppe des Reaktionsproduktes
interagiert mit den Aminosduren Thr-127, Gly-232, Thr-233, Gly-234 und Asp-235. Die
mit ATP interagierenden Aminosduren sind Thr-186, Ser-187, Asn-150, Glu-153, Asp-113,
Asp-118, Tyr-127 und Thr-148. Die angegebenen Aminosduren finden sich bei der
menschlichen Pyridoxal-Kinase an der gleichen Position. Neben der im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten ubiquitir im Menschen vorkommenden Pyridoxal-Kinase (Isoform I)
kommen noch zwei weitere potentielle Splice-Varianten, Isoformen II und III vor
(Abbildung 4.1).

10 20 30 40 50 60 70 80
Isoform I.PRO MEEECRVLSI QSHVI RGYVGNRAATFPLQVLGFEI DAVNSVQFSNHTGYAHWKGQVLNSDELQELYEGLRLNNMNKYDYV
Isoform ILPRO MEEECRVLSI QSHVI RGYVGNRAATFPLQVLGFEI DAVNSVQF SNHTGYAHWKGQVLNSDELQELYEGLRLNNMNKYDYV
Isoform IIL.LPRO e T T e N RN NKYDYV
9(] 100 110 120 130 140 150 160
Isoform I.PRO LTGYTRDKSFLAMVVDI VQELKQQNPRLVYVCDPVLGDKWDGEGSMYVPEDLLPVYKEKVVPLADI I TPNQF EAELLSGR
Isoform ILPRO L= - = - o oo oo h s oo oo TVCDPVLGDKWDGEGSMYVPEDLLPVYKEKVVPLADI T TPNQFEAELLSGR
Isoform IIL.PRO LTGYTRDKSFLAMVVDI VQELKQQNPRLVYVCDPVLGDKWDGEGSMYVPEDLLPVYKEKVVPLADIITITPNQFEAELLSGR
170 180 190 200 210 220 230 240
Isoform LPRO KI HSQEEALRVMDMLHSMGPDTVVI TSSDLPSPQGSNYLI VLGSQRRRNPAGSVVMERI RMDI RKVDAVFVGTGDLFAAM
Isoform ILPRO KI HSQEEALRVMDMLHSMGPDTVVI TSSDLPSPQGSNYLI VLGSQRRRNPAGSVVMERI RMDI RKVDAVFVGTGDLFAAM
Isoform IIL.PRO KI HSQEEALRVMDMLHSMGPDTVVI TSSDLPSPQGSNYLI VLGSQRRRNPAGSVVMERI RMDI RKVDAVFVGTGDLFAAM
250 260 270 280 290 300 310
Isoform LPRO LLAWTHKHPNNLKVACEKTVSTLHHVLQRTI QCAKAQAGEGVRPSPMQLELRMVQSKRDI EDPEI VVQATVL
Isoform IL.LPRO LLAWTHKHPNNLKVACEKTVSTLHHVLQRTI QCAKAQAGEGVRPSPMQLELRMVQSKRDI EDPEI VVQATVL
Isoform IIL.PRO LLAWTHKHPNNLKVACEKTVSTLHHVLQRTI QCAKAQAGEGVRPSPMQLELRMVQSKRDI EDPEI VVQATVL
Abbildung 4.1 Aminosdurevergleich der drei beim Menschen gefundenen Isoformen der

Pyridoxal-Kinase.

Isoform I ist die von Hanna et al. (1997) klonierte und im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte DNA. Die
Isoformen I und II wurden im Rahmen des Mammalian Gene Collection (MGC) Programms identifiziert
(Hattori et al. 2000; Strausberg et al., 2002). Isoform III wurde von Fang et al. (2004) veréffentlicht. Die
mRNA konnte in Testis nachgewiesen werden, nicht aber in Herz, Gehirn, Lunge, Plazenta, Leber,
Skelettmuskulatur, Nieren, Pankreas, Milz, Thymus, Prostata, Ovarium, Diinndarm, Colon und Leukozyten.
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Isoform II wurde im Rahmen des Mammalian Gene Collection Program sequenziert
(Hattori et al., 2000; Strausberg et al., 2002). Isoform III wurde von Fang et al. (2004) in
den Testis, aber nicht in den anderen untersuchten Organen, auch nicht im Gehirn
nachgewiesen.

Die von Fang et al. gefundene DNA codiert fiir 239 Aminosduren mit einem berechneten
Molekulargewicht von 26,8 kDa. Im Vergleich zur untersuchten Pyridoxal-Kinase fehlen
die ersten 73 Aminosduren. Daher vermuten Fang et al., dass es sich um eine neue Splice-
Variante der schon bekannten menschlichen Pyridoxal-Kinase handelt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde mit der Isoform I gearbeitet. Diese kommt ubiquitér vor und wird unter

anderem im Gehirn exprimiert (Hanna et al., 1997; Jang et al., 2003; Kang et al., 2004).

4.3.2 HETEROLOGE EXPRESSION UND CHARAKTERISIERUNG DER PYRIDOXAL-KINASE

4.3.2.1 Expression als Maltose-bindendes Fusionsprotein

Die menschliche Pyridoxal-Kinase konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich als
Maltose-bindendes Fusionsprotein heterolog {iberexprimiert werden. Eine partielle
Aufreinigung gelang mit Affinitdtschromatographie (Abbildung 3.4 und 3.19). Das
Proteingel zeigt, dass eine vollstindige Reinigung der erhaltenen Pyridoxal-Kinase nicht
moglich war. Es sind mehrere Proteine mit hoéherem als auch niedrigerem
Molekulargewicht enthalten. Fiir die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter wurde
der zellfreie Proteinrohextrakt des Fusionsproteins eingesetzt. Diese Parameter sind in

Tabelle 4.3 angegeben.

K [IM] |V, [mol/mg*min]| keat[s'] [Keat/Kpm [ *mol™]

Fusionsprotein|3,92 x 10 4,63x10° 2,71x 103 6,91x 10!
natives Protein|4,91 x 107 6,01 x 10° 352x 102 7,16 x 107

Tabelle 4.3 Vergleich der enzymkinetischen Parameter des Fusionsproteins mit denen des
nativen Enzym

In Tabelle 4.1 sind die enzymkinetischen Parameter des Maltose-bindenden Fusionsproteins und die
entsprechenden Daten des nativen Proteins angegeben. Untersucht wurde die Umsetzung von Pyridoxal zu
Pyridoxal-5'-phosphat. Der K, -Wert und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit wurden photometrisch im
zellfreien Proteinrohextrakt bestimmt.

Im Vergleich zu den Parametern des Fusionsproteins sind auch die Werte fiir das native
Protein angegeben. Die Gegeniiberstellung der K.,- und V.-Werte zeigt, dass das
Fusionsprotein einen hoheren K,-Wert und eine niedrigere maximale Reaktions-
geschwindigkeit fiir Pyridoxal hat, als das native Protein. Der Quotient aus k., und K, ist

fiir das Fusionsprotein signifikant kleiner als fiir das native Protein. Der Quotient k.,/K,
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ist die Geschwindigkeitskonstante fiir die Wechselwirkung zwischen Pyridoxal und der
Pyridoxal-Kinase und ein MaB fiir die katalytische Effizienz. Aus den Werten ergibt sich,
dass der Proteinrohextrakt der nativen Pyridoxal-Kinase Pyridoxal effizienter umsetzt als
der Rohextrakt des Fusionsproteins. Eine mogliche Ursache fiir den geringeren k..~ und
geringeren k ,/K,-Wert ist die Expression als Fusionsprotein. Das Maltose-bindende
Protein hat ein Molekulargewicht von 42,5 kDa und ist somit groBer als die zu
untersuchende Pyridoxal-Kinase (35,1 kDa). Der Fusionsanteil kann die Konformation des
Zielproteins beeinflussen und zu Verdanderungen in der Funktion des Zielproteins fiihren.
Die hier dargestellten Ergebnisse belegen einen negativen Einfluss des Fusionsanteils
(Maltose-bindendes Protein) auf die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen werden durch die von
Fitzpatrick et al. (2004) beschriebenen Versuchsergebnisse bestdtigt. Sie exprimierten das
aus Bacillus subtilis stammende Old Yellow Enzym (YgjM) nativ, als GST-Fusionsprotein
und mit Hexahistidin-Fusionsanteil 1in Escherichia coli. Die enzymkinetischen
Untersuchungen der aufgereinigten Proteine belegen eine signifikant hohere Reaktions-
geschwindigkeit des nativen Proteins im Vergleich zum GST-Fusionsprotein. Die Werte
keat und k.,/K,, waren fiir das Fusionsprotein signifikant geringer als flir das native
Protein.

Um den Verhiltnissen in vivo moglichst nahe zu sein und den Einfluss des Maltose-
bindenden Protein auf die Pyridoxal-Kinase auszuschlieen, wurde die Pyridoxal-Kinase in

den weiteren Versuche als natives Protein eingesetzt.

4.3.2.2 Expression und Charakterisierung der nativen Pyridoxal-Kinase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Reinigungsmethode etabliert, die es ermdglichte, die
native menschliche Pyridoxal-Kinase in zwei Schritten zu reinigen. Im ersten Schritt
erfolgte die Reinigung durch Affinitditschromatographie (Kapitel 2.5.1.4.2) mit einer
Pyridoxal-Sepharose-Matrix (Kapitel 2.5.1.4.1). Es wurde die Affinitit der Pyridoxal-
Kinase zu ithrem natiirlichen Substrat ausgenutzt. Im zweiten Schritt wurde das nach
Affinitdtschromatographie im Elutionspuffer enthaltene Pyridoxin durch Gelfiltration
(Kapitel 2.5.1.4.3) entfernt. Als Matrix wurde Sephadex® G-15 (Amersham Biosciences,
Handbuch auf der beiliegenden CD /Herstellerangaben/Amersham Biosciences) eingesetzt.
Mit der entwickelten Methode gelang eine schnelle und einfache Aufreinigung der nativen
Pyridoxal-Kinase. Sowohl das mit Silber gefdrbte Proteingel (Abbildung 3.8) als auch das
MALDI-TOF-Spektrum (Abbildung 3.9) belegen, dass keine weiteren Proteine neben der

Pyridoxal-Kinase anwesend sind. Eine Beeinflussung der durchgefiihrten Messungen
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durch weitere im Inkubationsansatz befindliche Proteine kann daher ausgeschlossen
werden. Die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter wurde erfolgreich mit der
reinen Pyridoxal-Kinase durchgefiihrt.

Die heterolog exprimierte Pyridoxal-Kinase wurde sowohl im zellfreien Lysat (Kapitel
3.3.2.1) aus Escherichia coli BL21(DE3)(pET-11a-PKH) als auch nach Aufreinigung
(Kapitel 3.3.2.2) charakterisiert. Fiir den Proteinrohextrakt wurde ein pH-Optimum bei
pH-Wert 6,0 (Abbildung 3.27) und fiir die aufgereinigte Pyridoxal-Kinase bei pH-Wert
5,8-6,3 (Abbildung 3.33) ermittelt. Die erhaltenen Maxima sind im Vergleich zu Lee et al.
(2000) etwas hoher. Sie exprimierten die menschliche Pyridoxal-Kinase als Maltose-
bindendes Fusionsprotein und spalteten anschlieBend den Fusionsanteil ab. Das pH-
Optimum in ihrem Versuch lag zwischen 5,5 und 6,0. Ubereinstimmend bei beiden
Untersuchungen war, dass bei einem pH-Wert kleiner als 5,5 beziehungsweise grofBer als
6,5 die Aktivitit signifikant sinkt.

Das Temperatur-Optimum fiir die aufgereinigte Pyridoxal-Kinase lag bei 45 °C (Abbildung
3.34). Ein Temperatur-Optimum zwischen 40 °C und 50 °C trifft fiir die meisten Enzyme
zu (Bisswanger, 2000). McCormick et al. (1961a) stellten fiir die Pyridoxal-Kinase aus
Streptococcus faecalis 8043, Lactobacillus casei 7469, Rattenleber und menschlichem
Gehirn ein Temperatur-Optimum in Héhe von 63 °C, 55 °C, 55 °C und 40 °C fest. Auch
hier lagen die ermittelten Temperatur-Optima liber der Korpertemperatur. McCormick et al.
ermittelten ein niedrigeres Temperatur-Optimum fiir die menschliche Pyridoxal-Kinase, als
im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurde. McCormick et al. setzten fiir ihre
Untersuchungen ein Hirnhomogenat ein. Die Pyridoxal-Kinase konnte also durch weitere
im Homogenat befindliche Proteine beeinflusst werden und sie arbeiteten mit einer
anderen analytischen Methode.

Das Temperatur-Optimum ist auch von der Zeit der Temperierung abhéngig. Je linger
Enzyme vor der Messung bei der Inkubationstemperatur temperiert werden, desto stdrker
ist das Temperatur-Optimum zu einem niedrigeren Wert verschoben (Lottspeich und
Zorbas, 1998).

Die Inkubationsversuche die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, erfolgten
nicht bei dem ermittelten Temperatur-Optimum sondern bei 37 °C, um die Reaktions-

bedingungen den in vivo Bedingung anzupassen.

Die Untersuchung des Einflusses verschiedener zweiwertiger Kationen (Kapitel 3.3.2.2.5)

auf die Aktivitdt der menschlichen Pyridoxal-Kinase ergab nachfolgendes Ergebnis:

Co*" > Zn®" > Mn*" > Mg2+ > Ca’" > kein Zusatz von Kationen
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Die Kationen sind nach ihrem Einfluss auf die Aktivitdt der Pyridoxal-Kinase angeordnet.
In Anwesenheit von Cobaltionen ist die Aktivitit im Vergleich mit Zinkionen am hochsten.
Ohne Zusatz von zweiwertigen Kationen sinkt die Aktivitit auf 2,7 % im Vergleich mit
Zinkionen (Aktivitit gleich 100 % gesetzt). Die Anwesenheit von zweiwertigen Kationen
ist fir eine hohere Enzymaktivitit und fiir die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat
erforderlich. Dies bestitigen auch die Ergebnisse von Lee et al. (2000) und Lum et al.
(2002). Lee et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss von zweiwertigen Kationen auf die
Pyridoxal-Kinaseaktivitdt mit heterolog exprimierter menschlicher Pyridoxal-Kinase. In
Abwesenheit von zweiwertigen Kationen war auch hier die Aktivitét signifikant erniedrigt
(<5 % im Vergleich zu Zn*" = 100 %). Im Gegensatz zu den Ergebnissen im Rahmen
dieser Arbeit steigerten Zinkionen (100 %) in den Untersuchungen von Lee et al. die
Aktivitit der Pyridoxal-Kinase stirker als Cobaltionen (~ 85 %). Lum et al. (2002)
ermittelten den Einfluss zweiwertiger Kationen auf die Aktivitit der Pyridoxal-Kinase aus
Arabidopsis thaliana. Auch in deren Versuchen hatten Zinkionen (100 %) groBeren
Einfluss auf die Aktivitét als Cobaltionen (32,1 %). Ohne Zusatz von Kationen konnten sie
keine Aktivitdt messen. Lum et al. und Lee et al. ermittelten folgende Reihenfolge der
Kationen:

Zn*" > Co*" > Mn*" > MgZJr > Ca”" > kein Zusatz von Kationen

Die in verschiedenen Arbeiten ermittelten Reihenfolgen der zweiwertigen Kationen sind
hinsichtlich des Einflusses von Zinkionen und Cobaltionen unterschiedlich. Die
Reihenfolge der iibrigen zweiwertigen Kationen ist gleich. Alle Ergebnisse zeigen, dass
Zinkionen einen starken Einfluss auf die Aktivitit der Pyridoxal-Kinasen haben und ohne
den Zusatz zweiwertiger Kationen die Aktivitit deutlich vermindert ist.

Die differierenden Ergebnisse spiegeln einerseits die Unterschiede der Pyridoxal-Kinasen
verschiedener Spezies wieder und andererseits den konzentrationsabhéngigen Einfluss der
einzelnen Ionen (McCormick et al., 1961a; Rosenberg et al., 1990). Die Bedeutung dieser
in vitro Untersuchungen in Bezug auf die in vivo Aktivitit der Pyridoxal-Kinase ist
allerdings unklar, da die Konzentration an freiem Zn*" in vielen Geweben kleiner als
10” M ist. Im Plasma betrdgt die Konzentration 2,1x10'10 M (Magneson et al., 1987). In
vivo ist die freie Zinkionen-Konzentration also deutlich geringer als die fiir in vitro
Untersuchungen erforderliche und eingesetzte Zinkionen-Konzentration (Magneson et al.,
1987; Lee et al., 2000).

Die durchgefiihrte Untersuchung der Substratspezifitdt fiir die Nukleosidtriphosphate
zeigte, dass die menschliche Pyridoxal-Kinase Pyridoxal in Anwesenheit von ATP effektiv

zu phosphorylieren vermag und in Anwesenheit von GTP keine Phosphorylierung
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stattfindet (Kapitel 3.3.2.2.9). Dieses Ergebnis stimmt mit den Beobachtungen von
McCormick et al. (1961a) liberein, die die Substratspezifitit der Pyridoxal-Kinase der
Ratte fiir die Nukleosidtriphosphate ATP, ITP, GTP, CTP und UTP untersuchten. Die
gereinigte Pyridoxal-Kinase aus der Leber von Ratten setzte in deren Versuchen nur ATP
um. Aktivititsmessungen mit dem Pyridoxal-Kinaserohextrakt von Saccharomyces
carlsbergensis ergaben, dass die Aktivitidt in Anwesenheit von GTP auf circa die Hilfte
und mit UTP beziehungsweise CTP auf ein Viertel der Aktivitdt mit ATP sank. Messungen
mit dem Rohextrakt von Streptococcus faecalis 8043 ergaben mit CTP, GTP und UTP
ungefahr ein Zehntel der Aktivitdt mit ATP. Hurwitz (1953) Untersuchungen der Pyridoxal-
Kinase von Streptococcus faecalis ergaben, dass weder ADP noch ITP an Stelle von ATP
als Cosubstrat umgesetzt werden. Die genannten Ergebnisse weisen darauf hin, dass ATP in
allen Féllen das bevorzugte phosphorylierende Agens ist. Ausgehend von den
Versuchsergebnissen die im Rahmen dieser Arbeit erbracht wurden (Kapitel 3.3.2.2.9) und
den diskutierten Publikationen wurde in den weiteren Versuchen ATP als Donor fiir die

Phosphatgruppe eingesetzt.

4.3.3 INKUBATIONEN DER PYRIDOXAL-KINASE MIT VITAMIN Bg UND ERMITTLUNG DER
KINETISCHEN KONSTANTEN

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Inkubationen mit den Vitameren der Bg-
Gruppe zeigten, dass die menschliche Pyridoxal-Kinase sowohl Pyridoxal als auch
Pyridoxin und Pyridoxamin zu den entsprechenden 5'-Phosphatestern umsetzt. Dies
bestitigt die Ergebnisse von di Salvo et al. (2004, Tabelle 4.5). Die Pyridoxal-Kinase hat
eine unterschiedlich hohe Affinitdt zu den drei Substraten. Von den drei Vitameren hat

Pyridoxin den kleinsten und Pyridoxamin den hochsten K, ,,-Wert. Die Werte sind in Tabelle

4.4 aufgelistet.
Substrat K [M] Vinax [mol/mg*min'] Keat [s'] | keat/Kim [s*mol ]
Pyridoxal 587x107 1,70x 10°® 0,995 1,70 x 10*
Pyridoxin 9,87 x 10 2,11x10° 1,233 125x 10°
Pyridoxamin 126 x 107 135x 10° 0,790 6,28 x 10°
Tabelle 4.4 Gegeniiberstellung der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werte fiir Ky, Viaxo

Keat und keo/K;,, der menschlichen Pyridoxal-Kinase

Neben dem K, sind auch V., Kkeat, keat/ Ky angegeben. Die Werte belegen, dass die
Pyridoxal-Kinase die hochste Affinitdt zu Pyridoxin hat und es am effizientesten umsetzt.
Die Effizienz mit der Pyridoxamin umgesetzt wird, ist am geringsten.

Tabelle 4.5 zeigt die bereits publizierten K,,-Werte fiir Pyridoxal, Pyridoxamin, Pyridoxin
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und ATP der Pyridoxal-Kinasen unterschiedlicher Spezies im Vergleich mit den im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werten. Die K,,-Werte fiir Pyridoxal variieren von
3,3 bis 688 uM, fiir Pyridoxamin von 6 bis 2100 uM, fiir Pyridoxin von 9,9 bis 200 uM
und fiir ATP von 9,1 bis 210 uM. Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten K ,-Werte

liegen im Bereich der bisher bestimmten Werte.

Organismus K, pyridoxal | Km, Pyridoxamin |Km, Pyridoxin | Km, aTp |Literatur
(uM) (M) (M) (M)
Mensch 58,7 125,7 9.9 23,0 Ergebnisse dieser Arbeit
Mensch 3,3 Hanna et al., 1997
Mensch 97 12 Lee et al., 2000
Mensch 350 a 15 di Salvo et al., 2004
Ratte (Leber) 15 25 McCormick und Snell, 1961b
Rind (Gehirn) 91 2100 67 210 Hirakawa-Sakurai et al., 1993
Rind (Gehirn) 50 200 McCormick und Snell, 1961b
Schaf (Gehirn) 40 6 26 20 Kerry et al., 1986
Schwein (Gehirn) 25 kein Substrat [17 12 Kwok und Churchich, 1979
Arabidopsis thaliana 688 98 Lum et al., 2002
Escherichia coli (PdxK) 190 (pH 7,3) di Salvo et al., 2004
130 (pH 6,1) |10 70
Plasmodium falciparum |212 a 70 82 Wrenger et al., 2005
Trypanosoma brucei 79b 9,1° Scott und Phillips, 1997
38° 12,7
Tabelle 4.5 Vergleich der fiir die menschliche Pyridoxal-Kinase ermittelten K, -Werte

Tabelle 4.5 zeigt einen Vergleich der fiir die menschliche Pyridoxal-Kinase ermittelten K,,-Werte mit den aus
der Literatur bekannten K,-Werten der Pyridoxal-Kinasen unterschiedlicher Spezies.

a Dieser Wert wurde nicht bestimmt. Es wurde aber dargelegt, dass Pyridoxamin umgesetzt wird.
b Aus Trypanosoma brucei gereinigte Pyridoxal-Kinase (natives Protein).
c In Escherichia coli heterolog exprimierte Pyridoxal-Kinase (Hisg-tag Fusionsprotein).

Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Resultate von di Salvo et al. (2004) zeigen, dass die
menschliche Pyridoxal-Kinase alle drei Vitamere als Substrat akzeptiert. Dies entspricht
der Pyridoxal-Kinase PdxK aus Escherichia coli (Yang et al., 1996). Im Gegensatz dazu
akzeptiert die aus Escherichia coli bekannte Pyridoxal-Kinase PdxY nur Pyridoxal als
Substrat (Yang et al., 1998). Funktionell zeigt die menschliche Pyridoxal-Kinase
Ahnlichkeiten mit der Pyridoxal-Kinase PdxK aus Escherichia coli. Von den untersuchten
Pyridoxal-Kinasen von Sdugern konnte lediglich fiir die Pyridoxal-Kinase aus dem Gehirn
von Schweinen belegt werden, dass sie kein Pyridoxamin umsetzt (Kwok und Churchich,
1979). Die aufgelisteten Pyridoxal-Kinasen unterscheiden sich in ihrem Substratmuster
und ihrer Substratspezifitit. Alle bestimmten K, -Werte liegen im mikromolaren Bereich.
Werden die in Tabelle 4.5 angegebenen K,,,-Werte mit den gemessenen Plasmaspiegeln und
der Konzentration im Gehirn verglichen, ist auffillig, dass die K,,,-Werte hoher sind als die

fiir Vitamin B¢ bestimmten Plasmaspiegel. Diese liegen im nanomolaren Bereich (Kapitel
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1.3). Das heift, die Pyridoxal-Kinase wird in vivo die Vitamere der Bg-Gruppe vermutlich
unterhalb der Substratsittigung phosphorylieren. Fiir die Hemmung der Pyridoxal-Kinase
kann das bedeuten, dass Inhibitoren noch leichter mit der Kinase interagieren und diese
hemmen konnen, da sie mit weniger Substratmolekiilen um die Substratbindestelle konkur-
rieren.

Bei dem Vergleich der in Tabelle 4.5 angegebenen K,,,-Werte der menschlichen Pyridoxal-
Kinase fiir Pyridoxal fallt auf, dass der Wert von Hanna et al. am geringsten ist. Sie
arbeiteten mit einem Homogenat aus in menschlichen Nierenzellen exprimierter Pyridoxal-
Kinase. Die im Rahmen dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen wurden mit heterolog in
Escherichia coli exprimierter Pyridoxal-Kinase durchgefiihrt. Eukaryontische Proteine
werden  hédufig  posttranslational — modifiziert. Dies umfasst  beispielsweise
Glykosylierungen, Phosphorylierungen, Acylierungen oder proteolytische Prozessierungen.
In Escherichia coli heterolog exprimierte eukaryontische Proteine besitzen diese
Modifikation nicht oder sie sind verdndert. Die moglicherweise fehlenden
posttranslationalen Modifikationen konnen die biologische Aktivitit der Pyridoxal-Kinase
beeinflusst haben.

Die Analyse der Pyridoxal-Kinasesequenz mit der ScanProsite-Software (http://
expasy.hcuge.ch/sprot/prosite.html) ergab die in Tabelle 4.6 angegebenen mdglichen

Stellen fiir posttranslationale Modifikationen.

Position mogliche Modifikation

20 N-Myristilierung

45 N-Glykosylierung

54 N-Myristilierung

68 N-Myristilierung

127 Phosphorylierung (Tyrosin-Kinase)

158 Amidierung

158 Phosphorylierung (Protein-Kinase C)

164 Phosphorylierung (Casein-Kinase II)

186 Phosphorylierung (Casein-Kinase II)

204 Phosphorylierung (Protein-Kinase C)

245 Phosphorylierung (Protein-Kinase C)

296 Phosphorylierung (Protein-Kinase C)

296 Phosphorylierung (Casein-Kinase II)
Tabelle 4.6 Maogliche posttranslationale Modifikationen der Pyridoxal-Kinase

Das Fehlen der posttranslationalen Modifikationen ist eine mogliche Begriindung fiir den
im Vergleich zu Hannah et al. (1997) erhohten K,,-Wert fiir Pyridoxal (58,7 uM versus
33uM). In der Literatur sind allerdings noch keine Untersuchungen iiber
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posttranslationale Modifikationen der Pyridoxal-Kinase beschrieben worden. Der
signifikante Unterschied zwischen den K,-Werten konnte auch den unterschiedlichen
Methoden zugeschrieben werden, die fiir die Messung der enzymatischen Umsetzung
eingesetzt wurden. Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Werte wurden mittels HPLC
bestimmt. Hanna et al. untersuchten die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat durch Messung

der Fluoreszenz nach Interaktion mit Hydroxylamin.

4.4 Inkubationen der Pyridoxal-Kinase mit Vitamin Bg-Antivitaminen

Mit der gereinigten Pyridoxal-Kinase wurde der Einfluss der Antivitamine Ginkgotoxin
(Kapitel 3.4.1 und 3.4.9) und 4'-Desoxypyridoxin (Kapitel 3.4.3) auf die Bildung von
Pyridoxal-5'-phosphat untersucht, um den Mechanismus der Interaktionen zwischen
Ginkgotoxin und der Pyridoxal-Kinase aufzukldren. Diese Ergebnisse sollten Aussagen
tiber potentielle Interaktionen von Ginkgo biloba L.-Trockenextrakten und ftber die
Ursache von Vergiftungen mit Ginkgosamen ermdglichen.

Mit den durchgefiihrten Versuchen konnte erstmals an der gereinigten menschlichen
Pyridoxal-Kinase die Umsetzung von Ginkgotoxin zu Ginkgotoxin-5'-phosphat gezeigt

werden (Abbildung 3.61). Die ermittelten K, -Werte sind in Tabelle 4.7 zusammengefasst.

Substrat K IM] | Vinax [molV/mg*min™] | kea [s'] | Keat/Kin [s™*mol™]
Pyridoxal 587x 107 1,70 x 10 0,995 1,70 x 10*
Pyridoxin 9,87x 10° 2,11x10° 1,233 1,25x 10°
Pyridoxamin 1,26x 10™ 1,35x10° 0,790 6,28 x 10°
Desoxypyridoxin| 2,16 x 10™ 2,62x10° 1,535 7,10x 10*
Ginkgotoxin 4,95x10° 7,87 x 107 0,460 9,30 x 10*
Tabelle 4.7 Vergleich der enzymkinetischen Parameter von Vitamin Bg mit den Parametern

von Ginkgotoxin und Desoxypyridoxin

Die Affinitit der Pyridoxal-Kinase zum toxischen Agens Ginkgotoxin ist hoher als die
Affinitdt zu den physiologischen Substraten. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von
Ginkgotoxin und Vitamin Bg interagiert die Pyridoxal-Kinase bevorzugt mit Ginkgotoxin
(Kapitel 3.4.9). Aus dem Quotienten k,/K,, ergibt sich, dass Ginkgotoxin nicht mit der
hochsten Effizienz umgesetzt wird, aber effizienter als Pyridoxal. Ginkgotoxin kann auf-
grund der hochsten Affinitdt zur Pyridoxal-Kinase die anderen Verbindungen aus dem
aktiven Zentrum verdriangen. Im Vergleich zu den Vitameren ist der K,,-Wert von
Ginkgotoxin (4,95 uM) kleiner als der von Pyridoxin (9,9 uM).

Diese Ergebnisse werden durch die durchgefiihrte Untersuchung der Substratbindetasche

der Pyridoxal-Kinase unterstiitzt. Die Computerdarstellung der Substratbindetasche der
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Pyridoxal-Kinase (Kapitel 3.5.3) beschreibt die Verteilung der hydrophoben und
hydrophilen Bereiche (Abbildung 3.87). Der Bereich, in dem die funktionelle Gruppe in
Position 4' der Vitamere mit der Pyridoxal-Kinase interagiert, ist hydrophob. Je
hydrophober die funktionelle Gruppe, desto hoher sollte die Affinitdt des Substrates zur
Pyridoxal-Kinase sein. Abbildung 3.87 zeigt das natiirliche Substrat Pyridoxin und
Ginkgotoxin in der Substratbindetasche der Pyridoxal-Kinase. Ginkgotoxin miisste nach
Betrachtung der Hydrophilie/Hydrophobie-Verhéltnisse der Substratbindetasche besser mit
der Pyridoxal-Kinase interagieren als Pyridoxin. Dass Ginkgotoxin lipophiler ist als Pyri-
doxal, wurde durch Bestimmung der Verteilungskoeffizienten (logP, Po,w) von Pyridoxal
und Ginkgotoxin gezeigt (Kapitel 3.4.6.3). Aufgrund der hoheren Lipophilie kann
Ginkgotoxin besser mit der Pyridoxal-Kinase interagieren. Die ermittelten K, -Werte fiir
Pyridoxin (9,9 uM) und Ginkgotoxin (4,95 uM) sind dafiir ein Beleg.

Durch die hohere Lipophilie kann Ginkgotoxin die Blut-Hirn-Schranke zudem besser
iiberwinden als Pyridoxal. Ginkgotoxin kann nach Resorption aus dem Darm ins Blut und
iiber den Blutkreislauf ins Gehirn gelangen.

Ginkgotoxin verzogert in vitro die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat (Abbildung 3.44 und
3.45), erkennbar an der Rechtsverschiebung der Kurven. In Anwesenheit von Ginkgotoxin
entsteht zundchst Ginkgotoxin-5'-phosphat (Abbildung 3.76 und 3.77). Da Ginkgotoxin
eine hohere Affinitit zur Pyridoxal-Kinase besitzt (K,,-Wert ist flir Pyridoxal um den
Faktor 10 hoher), verdringt es das gleichzeitig anwesende Pyridoxal aus dem aktiven
Zentrum der Pyridoxal-Kinase und wird umgesetzt. Erst danach kann das Pyridoxal mit der
Kinase interagieren und umgesetzt werden. In Anwesenheit von Ginkgotoxin wird also die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat durch die bevorzugte Bildung von Ginkgotoxin-5'-
phosphat unterdriickt.

Die Umsetzung von 4'-Desoxypyridoxin zu 4'-Desoxypyridoxin-5'-phosphat konnte im
Rahmen dieser Arbeit ebenfalls belegt werden. Die beiden Antivitamine Ginkgotoxin und
Desoxypyridoxin sind Substrate der Pyridoxal-Kinase. Die Hemmung der Pyridoxal-
Kinase durch die beiden Antivitamine hat aber eine unterschiedliche Auswirkung.
Befinden sich Ginkgotoxin und Pyridoxal im Inkubationsansatz zeigen die Kurven einen
zweiphasigen Verlauf (Abbildung 3.45 und 3.77). Wihrend der ersten Phase der Reaktion
wird nur sehr wenig Pyridoxal-5'-phosphat gebildet. In der zweiten erfolgt die Pyridoxal-
5'-phosphat-Bildung mit konstanter Geschwindigkeit. Die Geschwindigkeit der Pyridoxal-
S'-phosphat-Bildung im zweiten Teil entspricht der Umsetzung von Pyridoxal in
Abwesenheit von Ginkgotoxin. In Anwesenheit von Ginkgotoxin sind die Kurven nach
rechts verschoben und zwar umso weiter, je hoher die Konzentration von Ginkgotoxin im

Ansatz ist (Abbildung 3.45). Ist die Ginkgotoxin-Konzentration hoch genug, lésst sich die
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Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung wihrend des Beobachtungszeitraumes vollstindig unter-
driicken. In der ersten Reaktionsphase erfolgt die Umsetzung von Ginkgotoxin zu
Ginkgotoxin-5'-phosphat, dargestellt in Abbildung 3.76 und 3.77. Die Kurven fiir die
gleichzeitige Inkubation von Desoxypyridoxin und Pyridoxal zeigen einen anderen Verlauf
(Abbildung 3.49 und 3.50) und sind nicht zweiphasig. Sie sind iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum linear. Mit steigender Desoxypyridoxin-Konzentration sinkt die
Reaktionsgeschwindigkeit und die Kurven verlaufen flacher.

Zusétzlich wurde untersucht, ob sich die Hemmung der Pyridoxal-Kinase durch Ginkgoto-
xin beziehungsweise Desoxypyridoxin mit steigenden Konzentrationen von Pyridoxal
auftheben ldsst. Die Versuchsergebnisse sind in Abbildung 3.46 und 3.51 dargestellt. Aus
den Kurven geht hervor, dass die Hemmung der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch
Ginkgotoxin und Desoxypyridoxin mit steigenden Pyridoxal-Konzentrationen aufgehoben
werden kann. Pyridoxal kann sowohl Ginkgotoxin als auch Pyridoxin aus dem aktiven
Zentrum der Pyridoxal-Kinase verdringen, wenn es in geniigend hoher Konzentration
vorliegt.

Die nachgewiesene Umsetzung von Ginkgotoxin zu Ginkgotoxin-5'-phosphat durch die
Pyridoxal-Kinase bestétigt die Ergebnisse von Mizuno et al. (1980), die die Umsetzung
von 4'-substituierten Pyridoxin-Analoga durch die Pyridoxal-Kinase der Maus unter-
suchten. Sie wiesen die Umsetzung von Ginkgotoxin jedoch an partiell aufgereinigter
Pyridoxal-Kinase nach. Da Mizuno et al. fiir ihre Versuche nicht das reine Enzym
einsetzten, konnen weitere Enzyme die Untersuchungen beeinflusst haben. Weiterhin
quantifizierten sie die Bildung der 5'-Phosphate nicht direkt, sondern indirekt durch
Messung des gleichzeitig gebildeten ADP. Bei der Untersuchung der Umsetzung von
4'-substituierten Pyridoxin-Analoga (Ethoxy-, Methoxy-, Propoxy- und iso-Propoxyme-
thylpyridoxin) durch die Pyridoxal-Kinase zeigten sie, dass Ginkgotoxin die Pyridoxal-5'-
phosphat-Bildung stirker minderte als Desoxypyridoxin. Sie ermittelten fiir Ginkgotoxin
einen K,,-Wert von 2,9 x 10° M. Dieser ist deutlich hoher als der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ermittelte K,-Wert von 4,95 x 10° M fiir die gereinigte menschliche
Pyridoxal-Kinase (Tabelle 4.7). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur
gezeigt, dass Ginkgotoxin durch die gereinigte menschliche Pyridoxal-Kinase umgesetzt
wird, sondern auch erstmals der Nachweis erbracht, dass bei gleichzeitiger Anwesenheit
von Ginkgotoxin und Pyridoxal zunichst Ginkgotoxin umgesetzt wird und erst danach die
Umsetzung von Pyridoxal erfolgt. Die Untersuchungsergebnisse zeigten weiterhin, dass die
Wirkung von Ginkgotoxin durch Vitamin Bg antagonisierbar ist. Es lieB sich in vitro
zeigen, dass die Hemmung der Pyridoxal-Kinase durch Ginkgotoxin bzw. Desoxy-

pyridoxin mit steigender Pyridoxal-Konzentration aufgehoben werden kann (Kapitel
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34.1.2.1 und 3.4.3.2.1). Der geringe K,-Wert von Ginkgotoxin im Vergleich zu
Desoxypyridoxin (Tabelle 4.7) korreliert mit der krampfauslosenden Wirkung von Ginkgo-
toxin bei Madusen. Die krampfauslosende Wirkung von 4'- substituierten Pyridoxin-
Analoga nimmt in folgender Reihenfolge ab MPN > EPN > PPN > isoPPN > DPN
(Mizuno et al., 1980).

Dass die Wirkung der Antivitamine durch Pyridoxal aufgehoben werden kann, wird auch
durch die Versuche von Hanna et al. (1997) dokumentiert. Ihre Versuchsergebnisse belegen
eine kompetitive Wechselwirkung zwischen Pyridoxal und Desoxypyridoxin. Die in vivo
beobachtete Aufhebung der Symptome einer Ginkgosamenvergiftung durch Vitamin Bg
stiitzt zusammen mit den beschriebenen Ergebnissen der in vitro Untersuchungen die
Hypothese, dass Ginkgotoxin und Ginkgosamen durch Hemmung der Pyridoxal-5'-
phosphat-Bildung zu Krampfanfillen fiihren.

Ginkgotoxin unterdriickt die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat, indem es selbst
phosphoryliert wird. Dadurch steht weniger Cofaktor fiir die Glutamat-Decarboxylase zur
Verfiigung. Gleichzeitig wird ein Inhibitor der Glutamat-Decarboxylase gebildet. Buss et
al. (2001) konnten zeigen, dass Ginkgotoxin-5'-phosphat in hohen Konzentrationen (ICsg =
2,7 mM) die Glutamat-Decarboxylase (GADgskpa) hemmt. Damit potenziert sich die
Wirkung von Ginkgotoxin, da es die Pyridoxal-Kinase unter Bildung des Inhibitors der
Glutamat-Decarboxylase hemmt. Als Folge der Hemmung beider Enzyme ist die Synthese

von GABA beeintrachtigt.

4.5 Abschliefende Betrachtungen und Ausblick

Die neuronale Hemmung und Erregung wird im Gehirn iiber komplexe Mechanismen
kontrolliert. Fiir die Ausbreitung von Krampfanfillen spielt das Verhéltnis des stirksten
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat zum stérksten inhibitorischen Neurotransmitter
GABA ceine entscheidende Rolle. Diese Neurotransmitter sind iiber verschiedene
Zwischenstufen ineinander {iiberfithrbar. Einige Reaktionsschritte sind Pyridoxal-5'-
phosphat-abhédngig (Abbildung 1.4). Ein Eingriff in dieses komplexe System ist iiber
verschiedene Mechanismen moglich und kann zur Auslosung von epileptischen
Krampfanfillen fiihren.

Krampfanfille wurden beim Menschen nach {ibermédBigem Verzehr von Ginkgosamen
beobachtet (Yagi et al., 1993; Miwa et al., 2001; Fujisawa et al., 2002; Kajiyama et al.,
2002; Hori et al., 2004). Diese Samen enthalten Ginkgotoxin (Arenz et al., 1996; Hori et
al., 2004; Lawrence und Scott, 2005), das im Tierversuch zuverlissig Krampfanfille aus-

16st. Es greift in den Neurotransmitterhaushalt ein und senkt die GABA-Konzentration im
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Gehirn (Nitsch und Okada, 1976; Nitsch, 1980; Haug und Nitsch, 1982; Yanai et al., 1990;
Wada und Haga, 1997). Enzyme, die direkt oder indirekt die Bildung oder den Abbau von
GABA beeinflussen, sind die Glutamat-Decarboxylase, GABA-Transaminase, Pyridoxal-
Kinase, Pyridoxinphosphat-Oxidase und Pyridoxal-Phosphatase. Eine Hemmung oder eine
verminderte Expression dieser Enzyme beeinflusst die GABA-Konzentration. Eine
verstirkte Bindung von Glutamat oder eine verringerte Bindung von GABA an die
entsprechenden Rezeptoren filihrt ebenfalls zu einer erh6hten Krampfbereitschaft.

Die Aufklarung des Wirkungsmechanismus von Ginkgotoxin ist von Bedeutung, da es in
Arzneimitteln aus Ginkgo biloba L. enthalten ist (Arenz et al., 1996; Scott et al., 2000;
Lawrence und Scott, 2005). Die Aufklarung des Wirkungsmechanismus von Ginkgotoxin
und die Risikobewertung der Anwendung von Ginkgo biloba L.-Extrakten sind ein wesent-
licher Schritt zur Arzneimittelsicherheit und kénnten zur Entwicklung neuer Antiepileptika
beitragen.

Untersuchungen, die vor Beginn dieser Arbeit vorlagen hatten gezeigt, dass Ginkgotoxin
die GABA-Konzentration im Gehirn vermindert. Der Einfluss von Ginkgotoxin und
Ginkgotoxin-5'-phosphat auf das GABA bildende Enzym, die Glutamat-Decarboxylase,
hatten Buss et al. (2001) untersucht. Sie haben belegt, dass die GADgs,p, durch hohe
Konzentrationen an Ginkgotoxin-5'-phosphat gehemmt wird. Der I1Cso-Wert fiir
Ginkgotoxin-5'-phosphat betrdgt 2,7 mM. Da dieser Wert deutlich {iber den beim
Menschen wihrend eines Krampfanfalles gemessenen Ginkgotoxin-Konzentrationen liegt
(1,31 uM—6,99 uM, Hori et al., 2004), kann die Hemmung der Glutamat-Decarboxylase
aber nicht die einzige Ursache fiir durch Ginkgotoxin ausgeldste Krampfanfille sein.

Die Abhingigkeit der Aktivitit der Glutamat-Decarboxylasen, insbesondere der GADgskpa,
von Pyridoxal-5'-phosphat fiihrten zu der Hypothese, dass Ginkgotoxin die Pyridoxal-5'-
phosphat-Konzentration beeinflusst. Das wichtigste an der Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung
beteiligte Enzym ist die Pyridoxal-Kinase. Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die
Untersuchung des Einflusses von Ginkgotoxin auf die Pyridoxal-Kinase.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die menschliche Pyridoxal-Kinase durch
Ginkgotoxin gehemmt wird, weil die Kinase Ginkgotoxin bevorzugt umsetzt. Der K, -Wert
fiir Ginkgotoxin ist geringer als der K,-Wert fiir das natiirliche Substrat Pyridoxal.
Ginkgotoxin kann durch die hohere Affinitit zum Enzym die natiirlichen Substrate
Pyridoxal, Pyridoxin und Pyridoxamin aus der Substratbindetasche verdringen. Erst nach
Umsetzung des Toxins findet eine Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat statt, da Pyridoxal
erst mit dem aktiven Zentrum der Pyridoxal-Kinase interagiert, wenn es nicht mehr von
Ginkgotoxin verdringt werden kann.

Es wurde der Nachweis erbracht, dass zwei Enzyme (Pyridoxal-Kinase und Glutamat-
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Decarboxylase), die das Neurotransmitter-Gleichgewicht im Gehirn kontrollieren, durch
Ginkgotoxin beziehungsweise Ginkgotoxin-5'-phosphat beeinflusst werden.

Die menschliche Pyridoxal-Kinase wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit als
heterolog in Escherichia coli iliberexprimiertes Protein untersucht. Posttranslationale
Modifikationen wurden daher nicht eingefiihrt (Kapitel 4.3.3). Diese konnten
moglicherweise einen Einfluss auf die biologische Aktivitit der Pyridoxal-Kinase haben.
In weiteren Versuchen sollte daher iiberpriift werden, ob die menschliche Pyridoxal-Kinase
posttranslational modifiziert wird und ob diese Modifikationen die Hemmung durch
Ginkgotoxin beeinflussen.

Da der GABA-Spiegel durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Enzyme
kontrolliert wird, sollte der Einfluss von Ginkgotoxin und Ginkgotoxin-5'-phosphat auf alle
an der Regulation des GABA-Spiegels beteiligten Enzyme untersucht werden. Nur dies
ermoglicht eine vollstindige Aufkldrung des Wirkmechanismus von Ginkgotoxin und der
Ginkgosamen. Weitere an der Aufrechterhaltung des GABA-Spiegels beteiligte Enzyme
sind die Pyridoxal-Phosphatase, die Pyridoxinphosphat-Oxidase und die GABA-
Transaminase (Kapitel 1.4.3).

Eine Hemmung der Pyridoxal-Phosphatase und der Pyridoxinphosphat-Oxidase flihrt wie
die Hemmung der Pyridoxal-Kinase zu verdnderten Pyridoxal-5'-phosphat-
Konzentrationen und damit indirekt zur Beeinflussung aller Pyridoxal-5'-phosphat-
abhédngigen Enzyme.

Eine Beeinflussung der Pyridoxal-Phosphatase kann dazu fiihren, dass die Vitamin Bg-
Phosphatester nicht die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden kdnnen. Wird weniger Vitamin Bg
ins Gehirn aufgenommen, sinkt die Vitamin Bg-Konzentration im Gehirn und als Folge die
Aktivitdt der Vitamin Bg-abhingigen Enzyme. Wird die Phosphatase im Gehirn gehemmt,
kann Pyridoxal-5'-phosphat nicht abgebaut werden. Dies fiihrt dazu, dass die Zellen
einerseits kein Pyridoxal-5'-phosphat aufnehmen konnen und andererseits {liberschiissiges
Pyridoxal-5'-phosphat nicht mehr abgebaut werden kann. Uberschiissiges Pyridoxal-5'-
phosphat konnte zu epileptischen Anféllen fiihren, indem es die Bindung von GABA an
den GABA-Rezeptor inhibiert. Dies wurde in in vitro Versuchen beobachtet (Tunnicliff
und Ngo, 1998). Die Beeinflussung der Pyridoxinphosphat-Oxidase wiirde in den Zellen
zu einer verminderten Bereitstellung des Cofaktors Pyridoxal-5'-phosphat fiihren. Da
dieses Enzym nur Pyridoxin-5'-phosphat und Pyridoxamin-5'-phosphat als Substrat
akzeptiert (Friedrich, 1988; Notheis et al., 1995), wird es vermutlich stirker durch
Ginkgotoxin-5'-phosphat als durch Ginkgotoxin beeinflusst.

Die GABA-Konzentration kann auch direkt durch Interaktion von Ginkgotoxin mit der

GABA-Transaminase verdndert werden. Eine Hemmung der GABA-Transaminase miisste
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zu einer Erhohung der GABA-Konzentration im synaptischen Spalt fithren. Eine erhdhte
Konzentration von GABA im synaptischen Spalt wirkt antikonvulsiv. Dieses wird auch als
Wirkprinzip bei verschiedenen Antiepileptika ausgenutzt. Eine Hemmung der GABA-
Transaminase in den Astrozyten konnte die Umwandlung von GABA zu Glutamin
verringern. Damit wiirde weniger Glutamin an die GABAergen Neuronen abgegeben
werden und als Folge davon weniger GABA in den GABAergen Neuronen gebildet
werden konnen (Abbildung 1.4) und die Kramptbereitschaft konnte erhoht werden. GABA
ist tiber den GABA-Shunt, einem Nebenweg des Citratzyklus, am oxidativen Stoffwechsel
des Gehirns beteiligt. Wird die GABA-Transaminase gehemmt, sinkt die Konzentration
von a-Ketoglutarat und der oxidative Stoffwechsel wird gestort. Dies konnte in der Folge
zu Krampfanfillen flihren.

Eine in vitro Untersuchung an rekombinanten Enzymen kann nur einen Teilaspekt der
Ginkgotoxin-Wirkung aufkldren. Eine Beeinflussung der genannten Enzyme in vivo kann
moglicherweise je nach Wirkort zu unterschiedlichen Effekten fiihren (Kapitel 1.4.3). Die
Untersuchung der Wirkungen von Ginkgotoxin und des Ginkgo biloba L.-Extraktes kann
helfen, die Relevanz des Ginkgotoxin-Vorkommens in Arzneimitteln aus Ginkgo biloba L.

zu beurteilen.
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5 Zusammenfassung

Todesfalle und tonisch-klonische Krampfanfélle nach dem Verzehr von Ginkgosamen, die
epileptischen Krampfanfillen dhneln (Wada et al., 1985; Yanai et al., 1990; Yagi et al.,
1993; Miwa et al., 2001; Fujisawa et al., 2002; Kajiyama et al., 2002; Hori et al., 2004),
sowie Berichte iiber epileptische Krimpfe nach der Einnahme von Ginkgo biloba L.-
Extrakten (Granger, 2001) waren in der Vergangenheit Anlass, die toxische Wirkung von
Inhaltsstoffen aus Ginkgo biloba L. zu untersuchen. Als toxisches Wirkprinzip in Ginkgo-
samen wurde Ginkgotoxin identifiziert. Beeinflussungen des komplexen GABAergen
Systems und bestimmter von Pyridoxal-5'-phosphat abhingiger Reaktionen durch Ginkgo-

toxin wurden vielfach untersucht und diskutiert.

Erstmalig im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum direkten Einfluss von
Ginkgotoxin auf die Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat durch die gereinigte menschliche
Pyridoxal-Kinase durchgefiihrt.

Hierzu musste die Pyridoxal-Kinase zundchst gewonnen und charakterisiert werden. Sie
wurde heterolog in Escherichia coli exprimiert, einerseits als Maltose-bindendes Fusions-
protein und andererseits als natives Protein. Die Aufreinigung der nativen Pyridoxal-
Kinase erfolgte nach Optimierung der Methode von Cash et al. (1980) in zwei Schritten
mittels Affinitdtschromatographie und Gelfiltration. Dadurch gelang es, die Pyridoxal-
Kinase als reines Protein zu erhalten. Durch die separaten Untersuchungen der Kinase als
natives Protein und als Fusionsprotein konnte gezeigt werden, dass der Maltose-bindende
Anteil des Fusionsproteins die Aktivitidt der so gewonnenen Pyridoxal-Kinase erheblich
mindert. Der K;,-Wert des Fusionsproteins fiir Pyridoxal betrdgt 3,92 x 107 M, wihrend
der der nativen Pyridoxal-Kinase 5,87 x 10° M betrdgt. Das Fusionsprotein
(keat = 2,71 x 107 s'l) setzt Pyridoxal also erheblich weniger effizient um als die native

Pyridoxal-Kinase (kegt = 0,995 s7).

Somit ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf in vivo Verhiltnisse nur mit dem nativen
Protein als hinreichend genau anzusehen. Daher wurden die Charakterisierung der
Pyridoxal-Kinase und die Hemmstudien mit der nativen Pyridoxal-Kinase unter den
optimierten Bedingungen durchgefiihrt. Fiir die Umsetzung von Pyridoxal durch die native
Pyridoxal-Kinase liegt das pH-Optimum in einem Bereich von 5,8-6,3 und das
Temperaturmaximum bei 45 °C. Die Bestimmung der Enzymaktivitit erfolgte sowohl

photometrisch, als auch mittels HPLC.
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Die K,,-Werte der menschlichen Pyridoxal-Kinase wurden fiir Pyridoxal, Pyridoxamin,
Pyridoxin, Desoxypyridoxin, Ginkgotoxin und ATP ermittelt. Die Hemmstudien dieser
Arbeit zeigen, dass Ginkgotoxin und Desoxypyridoxin in vitro die Bildung von Pyridoxal-
5'-phosphat durch die Pyridoxal-Kinase hemmen. Diese beiden Vitamin Bg-Struktur-

analoga werden durch die Pyridoxal-Kinase umgesetzt.

Der K,,,-Wert der Pyridoxal-Kinase fiir Ginkgotoxin ist mit 4,95 pM signifikant kleiner als
fiir Pyridoxal (58,7 uM). Ginkgotoxin ist aufgrund seiner Methoxygruppe in 4'-Position
lipophiler als Pyridoxal. Daher kann es die Blut-Hirn-Schranke vermutlich deutlich
schneller und besser iiberwinden. Die Darstellung der Substratbindetasche im Computer-
modell ergab, dass diese in dem Bereich, in dem die 4'-Substituenten der Vitamere binden,
lipophil ist. Folglich hat Ginkgotoxin eine hohere Affinitit zur Pyridoxal-Kinase und
verdrangt das Pyridoxal aus der Substratbindetasche. Es inhibiert so voriibergehend die
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat. Erst nach vollstindiger Umsetzung von Ginkgotoxin
zu Ginkgotoxin-5'-phosphat findet in vitro die Umsetzung von Pyridoxal zu Pyridoxal-5'-

phosphat wieder ungestort statt.

Wegen seiner Rolle als aktiver Cofaktor in der GABA-Synthese bedeutet eine verminderte
Bildung von Pyridoxal-5'-phosphat in vivo eine Verringerung der GABA-Konzentration.
Sollte Ginkgotoxin die Umsetzung von Pyridoxal zu Pyridoxal-5'-phosphat in vivo
qualitativ und quantitativ ebenso inhibieren, wie in vitro nachgewiesen, wiirde das die nach
Einnahme von Ginkgosamen beobachteten konvulsiven Vergiftungssymptome unmittelbar

erklaren.

Tatsdchlich liegt der ermittelte K.,-Wert fiir Ginkgotoxin (4,95 uM) in der gleichen
GroBenordnung wie die gemessenen Plasmaspiegel bei Personen mit "Gin-nan-
Sitotoxismus" nach iibermadfigem Verzehr von Ginkgosamen (1,31-6,99 uM; Hori et al.,
2004). Im Plasma der Patienten wurden also Ginkgotoxin-Konzentrationen gemessen, bei

denen in vitro die Pyridoxal-5'-phosphat-Bildung durch Ginkgotoxin gehemmt wird.

Die vorgelegten Untersuchungsergebnisse liefern eine Erklirung fiir die nach
tibermdBigem Verzehr von Ginkgosamen beobachteten epileptiformen Krimpfe und

konnen Ansatzpunkte fiir die Erforschung neuer Antiepileptika geben.
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7 Anhang
7.1 Sequenzen
7.1.1 SEQUENZ DES REKOMBINANTEN VEKTORS PMAL-c2X-PKH

CCGACACCATCGAATGGTGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATG
TGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGGTGAACCAGGCCA
GCCACGTTTCTGCGAAAACGCGGGAAAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAATTACATTCCCAACCGCGTGGCACA
ACAACTGGCGGGCAAACAGTCGTTGCTGATTGGCGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCGTCGCAAATTGTCG
CGGCGATTAAATCTCGCGCCGATCAACTGGGTGCCAGCGTGGTGGTGTCGATGGTAGAACGAAGCGGCGTCGAAGCCTGT
AAAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCCGCTGGATGACCAGGATGCCATT
GCTGTGGAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGGCGTTATTTCTTGATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTC
CCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTGGTCGCATTGGGTCACCAGCAAATCGCGCTGTTAGCGGGCCCATT
AAGTTCTGTCTCGGCGCGTCTGCGTCTGGCTGGCTGGCATAAATATCTCACTCGCAATCAAATTCAGCCGATAGCGGAACG
GGAAGGCGACTGGAGTGCCATGTCCGGTTTTCAACAAACCATGCAAATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCT
GGTTGCCAACGATCAGATGGCGCTGGGCGCAATGCGCGCCATTACCGAGTCCGGGCTGCGCGTTGGTGCGGATATCTCGGT
AGTGGGATACGACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTTAACCACCATCAAACAGGATTTTCGCCTGCTGGGG
CAAACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGT
GAAAAGAAAAACCACCCTGGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCAC
GACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTAAGTTAGCTCACTCATTAGGCACAATTCTCA
TGTTTGACAGCTTATCATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGGCTGT
GCAGGTCGTAAATCACTGCATAATTCGTGTCGCTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATAA
CGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACA
ATTTCACACAGGAAACAGCCAGTCCGTTTAGGTGTTTTCACGAGCACTTCACCAACAAGGACCATAGCATATGAAAATCGA
AGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATAAAGGCTATAACGGTCTCGCTGAAGTCGGTAAGAAATTCGAGAAAG
ATACCGGAATTAAAGTCACCGTTGAGCATCCGGATAAACTGGAAGAGAAATTCCCACAGGTTGCGGCAACTGGCGATGGC
CCTGACATTATCTTCTGGGCACACGACCGCTTTGGTGGCTACGCTCAATCTGGCCTGTTGGCTGAAATCACCCCGGACAAA
GCGTTCCAGGACAAGCTGTATCCGTTTACCTGGGATGCCGTACGTTACAACGGCAAGCTGATTGCTTACCCGATCGCTGTTG
AAGCGTTATCGCTGATTTATAACAAAGATCTGCTGCCGAACCCGCCAAAAACCTGGGAAGAGATCCCGGCGCTGGATAAAG
AACTGAAAGCGAAAGGTAAGAGCGCGCTGATGTTCAACCTGCAAGAACCGTACTTCACCTGGCCGCTGATTGCTGCTGAC
GGGGGTTATGCGTTCAAGTATGAAAACGGCAAGTACGACATTAAAGACGTGGGCGTGGATAACGCTGGCGCGAAAGCGGG
TCTGACCTTCCTGGTTGACCTGATTAAAAACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGAAGCTGCCTTTAAT
AAAGGCGAAACAGCGATGACCATCAACGGCCCGTGGGCATGGTCCAACATCGACACCAGCAAAGTGAATTATGGTGTAAC
GGTACTGCCGACCTTCAAGGGTCAACCATCCAAACCGTTCGTTGGCGTGCTGAGCGCAGGTATTAACGCCGCCAGTCCGAA
CAAAGAGCTGGCAAAAGAGTTCCTCGAAAACTATCTGCTGACTGATGAAGGTCTGGAAGCGGTTAATAAAGACAAACCGC
TGGGTGCCGTAGCGCTGAAGTCTTACGAGGAAGAGTTGGCGAAAGATCCACGTATTGCCGCCACTATGGAAAACGCCCAG
AAAGGTGAAATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCTGGTATGCCGTGCGTACTGCGGTGATCAACGCCGCCAGC
GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAGACTAATTCGAGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAA
CAACCTCGGGATCGAGGGAAGGATTTCAGAATTCGGATCCAGGCCCGGCATGGAGGAGGAGTGCCGGGTGCTCTCCATAC
AGAGCCACGTCATCCGCGGCTACGTGGGCAACCGGGCGGCCACGTTCCCGCTGCAGGTTTTGGGATTTGAGATTGACGCG
GTGAACTCTGTCCAGTTTTCAAACCACACAGGCTATGCCCACTGGAAGGGCCAAGTGCTGAATTCAGATGAGCTCCAGGA
GTTGTACGAAGGCCTGAGGCTGAACAACATGAATAAATATGACTACGTGCTCACAGGTTATACGAGGGACAAGTCGTTCCT
GGCCATGGTGGTGGACATTGTGCAGGAGCTGAAGCAGCAGAACCCCAGGCTGGTGTACGTGTGTGATCCAGTCTTGGGTG
ACAAGTGGGACGGCGAAGGCTCGATGTACGTCCCGGAGGACCTCCTTCCCGTCTACAAAGAAAAAGTGGTGCCGCTTGCA
GACATTATCACGCCCAACCAGTTTGAGGCCGAGTTACTGAGTGGCCGGAAGATCCACAGCCAGGAGGAAGCCTTGCGGGT
GATGGACATGCTGCACTCTATGGGCCCCGACACCGTGGTCATCACCAGCTCCGACCTGCCCTCCCCGCAGGGCAGCAACTA
CCTGATTGTGCTGGGGAGTCAGAGGAGGAGGAATCCCGCTGGCTCCGTGGTGATGGAACGCATCCGGATGGACATTCGCA
AAGTGGACGCCGTCTTTGTGGGCACTGGGGACCTGTTTGCTGCCATGCTCCTGGCGTGGACACACAAGCACCCCAATAAC
CTCAAGGTGGCCTGTGAGAAGACCGTGTCTACCTTGCACCACGTTCTGCAGAGGACCATCCAGTGTGCAAAAGCCCAGGC
CGGGGAAGGAGTGAGGCCCAGCCCCATGCAGCTGGAGCTGCGGATGGTGCAGAGCAAAAGGGACATCGAGGACCCAGA
GATCGTCGTCCAGGCCACGGTGCTGTGAGGGCCCCGCCGCTCGCCCGTGACACGCAGCGCGTTGGTGTCTCCGTGTTTGT
CCCTGATGCAGGTCGCGGCCGCGACTCTAGAGTCGACCTGCAGGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTG
ACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG
CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGATAAGA
TTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGG
TCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTA
GGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAA
CGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGA
CGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTT
TTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAG
GAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAG
AAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGT
AAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTCTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTAT
CCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCA
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CAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCA
ACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTG
ATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACG
TTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTG
CAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCG
GTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGA
TGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATA
CTTTAGATTGATTTACCCCGGTTGATAATCAGAAAAGCCCCAAAAACAGGAAGATTGTATAAGCAAATATTTAAATTGTAAA
CGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCC
TTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGA
CTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCAAATCAAGTTTTTTGGG
GTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACG
TGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAA
CCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGA
CCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTT
TTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACC
AACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCA
CCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAG
TCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCAC
ACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCG
AAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAA
ACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCT
GCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGC
GCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACC
GCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTG
GGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAG
ACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCTGCGGT
AAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGCAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGTTTCTCCAGAA
GCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCTCCGTGTAAGG
GGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATGATGAACATGCC
CGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACTCAGGGTCAATG
CCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGGAACATAATGGT
GCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCTCAGGTCGCAG
ACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAACCCCGCCAGC
CTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAACGCTGCCCGAAATT

Abbildung 7.1 Sequenz des rekombinanten Vektors pMAL-c2X-PKH
Die fiir die menschliche Pyridoxal-Kinase kodierende DNA-Sequenz ist rot dargestellt.

Die aufgefiihrte Sequenz befindet sich auch auf der beiliegenden CD-ROM unter Vektoren/

rekombinante Plasmide/Sequenzen/.

7.1.2 SEQUENZ DES REKOMBINANTEN VEKTORS PET-114-PKH

TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATA
TACATATGGAGGAGGAGTGCCGGGTGCTCTCCATACAGAGCCACGTCATCCGCGGCTACGTGGGCAACCGGGCGGCCACG
TTCCCGCTGCAGGTTTTGGGATTTGAGATTGACGCGGTGAACTCTGTCCAGTTTTCAAACCACACAGGCTATGCCCACTGG
AAGGGCCAAGTGCTGAATTCAGATGAGCTCCAGGAGTTGTACGAAGGCCTGAGGCTGAACAACATGAATAAATATGACTAC
GTGCTCACAGGTTATACGAGGGACAAGTCGTTCCTGGCCATGGTGGTGGACATTGTGCAGGAGCTGAAGCAGCAGAACCC
CAGGCTGGTGTACGTGTGTGATCCAGTCTTGGGTGACAAGTGGGACGGCGAAGGCTCGATGTACGTCCCGGAGGACCTCC
TTCCCGTCTACAAAGAAAAAGTGGTGCCGCTTGCAGACATTATCACGCCCAACCAGTTTGAGGCCGAGTTACTGAGTGGC
CGGAAGATCCACAGCCAGGAGGAAGCCTTGCGGGTGATGGACATGCTGCACTCTATGGGCCCCGACACCGTGGTCATCAC
CAGCTCCGACCTGCCCTCCCCGCAGGGCAGCAACTACCTGATTGTGCTGGGGAGTCAGAGGAGGAGGAATCCCGCTGGCT
CCGTGGTGATGGAACGCATCCGGATGGACATTCGCAAAGTGGACGCCGTCTTTGTGGGCACTGGGGACCTGTTTGCTGCCA
TGCTCCTGGCGTGGACACACAAGCACCCCAATAACCTCAAGGTGGCCTGTGAGAAGACCGTGTCTACCTTGCACCACGTT
CTGCAGAGGACCATCCAGTGTGCAAAAGCCCAGGCCGGGGAAGGAGTGAGGCCCAGCCCCATGCAGCTGGAGCTGCGGA
TGGTGCAGAGCAAAAGGGACATCGAGGACCCAGAGATCGTCGTCCAGGCCACGGTGCTGTGAGGGCCCCGCCGCTCGCC
CGTGACACGCAGCGCGTTGGTGTCTCCGTGTTTGTCCCTGATGCAGGTCGCGGCCGCGACTCTAGAGGATCCGGCTGCTAA
CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGG
TCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCC
TATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTAGATTTCATACACGGTGCCTGACTGCG
TTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTCTTGAAGACGAAA
GGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAA
ATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGC
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TTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTC
CTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAA
CTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTG
CTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG
GTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATG
AGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGG
GGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGC
CTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTG
GATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGC
CGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACG
GGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCA
GACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGAT
AATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCT
TGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATC
AAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGT
AGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAG
TGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGG
GTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCC
ACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTC
CAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTC
AGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACAT
GTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAA
CGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGT
ATTTCACACCGCATATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGC
TACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCAT
CCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGG
CAGCTGCGGTAAAGCTCATCAGCGTGGTCGTGAAGCGATTCACAGATGTCTGCCTGTTCATCCGCGTCCAGCTCGTTGAGT
TTCTCCAGAAGCGTTAATGTCTGGCTTCTGATAAAGCGGGCCATGTTAAGGGCGGTTTTTTCCTGTTTGGTCACTGATGCCT
CCGTGTAAGGGGGATTTCTGTTCATGGGGGTAATGATACCGATGAAACGAGAGAGGATGCTCACGATACGGGTTACTGATG
ATGAACATGCCCGGTTACTGGAACGTTGTGAGGGTAAACAACTGGCGGTATGGATGCGGCGGGACCAGAGAAAAATCACT
CAGGGTCAATGCCAGCGCTTCGTTAATACAGATGTAGGTGTTCCACAGGGTAGCCAGCAGCATCCTGCGATGCAGATCCGG
AACATAATGGTGCAGGGCGCTGACTTCCGCGTTTCCAGACTTTACGAAACACGGAAACCGAAGACCATTCATGTTGTTGCT
CAGGTCGCAGACGTTTTGCAGCAGCAGTCGCTTCACGTTCGCTCGCGTATCGGTGATTCATTCTGCTAACCAGTAAGGCAA
CCCCGCCAGCCTAGCCGGGTCCTCAACGACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAACGCTGCCCGAGAT
GCGCCGCGTGCGGCTGCTGGAGATGGCGGACGCGATGGATATGTTCTGCCAAGGGTTGGTTTGCGCATTCACAGTTCTCCG
CAAGAATTGATTGGCTCCAATTCTTGGAGTGGTGAATCCGTTAGCGAGGTGCCGCCGGCTTCCATTCAGGTCGAGGTGGCC
CGGCTCCATGCACCGCGACGCAACGCGGGGAGGCAGACAAGGTATAGGGCGGCGCCTACAATCCATGCCAACCCGTTCCA
TGTGCTCGCCGAGGCGGCATAAATCGCCGTGACGATCAGCGGTCCAGTGATCGAAGTTAGGCTGGTAAGAGCCGCGAGCG
ATCCTTGAAGCTGTCCCTGATGGTCGTCATCTACCTGCCTGGACAGCATGGCCTGCAACGCGGGCATCCCGATGCCGCCGG
AAGCGAGAAGAATCATAATGGGGAAGGCCATCCAGCCTCGCGTCGCGAACGCCAGCAAGACGTAGCCCAGCGCGTCGGC
CGCCATGCCGGCGATAATGGCCTGCTTCTCGCCGAAACGTTTGGTGGCGGGACCAGTGACGAAGGCTTGAGCGAGGGCGT
GCAAGATTCCGAATACCGCAAGCGACAGGCCGATCATCGTCGCGCTCCAGCGAAAGCGGTCCTCGCCGAAAATGACCCAG
AGCGCTGCCGGCACCTGTCCTACGAGTTGCATGATAAAGAAGACAGTCATAAGTGCGGCGACGATAGTCATGCCCCGCGCC
CACCGGAAGGAGCTGACTGGGTTGAAGGCTCTCAAGGGCATCGGTCGAGATCCCGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTTAC
ATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGC
GGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCCAGGGTGGTTTTTCTTTTCACCAGTGAGACGGGCAACAGCTGATTGCCCTTC
ACCGCCTGGCCCTGAGAGAGTTGCAGCAAGCGGTCCACGCTGGTTTGCCCCAGCAGGCGAAAATCCTGTTTGATGGTGGT
TAACGGCGGGATATAACATGAGCTGTCTTCGGTATCGTCGTATCCCACTACCGAGATATCCGCACCAACGCGCAGCCCGGAC
TCGGTAATGGCGCGCATTGCGCCCAGCGCCATCTGATCGTTGGCAACCAGCATCGCAGTGGGAACGATGCCCTCATTCAGC
ATTTGCATGGTTTGTTGAAAACCGGACATGGCACTCCAGTCGCCTTCCCGTTCCGCTATCGGCTGAATTTGATTGCGAGTGA
GATATTTATGCCAGCCAGCCAGACGCAGACGCGCCGAGACAGAACTTAATGGGCCCGCTAACAGCGCGATTTGCTGGTGAC
CCAATGCGACCAGATGCTCCACGCCCAGTCGCGTACCGTCTTCATGGGAGAAAATAATACTGTTGATGGGTGTCTGGTCAG
AGACATCAAGAAATAACGCCGGAACATTAGTGCAGGCAGCTTCCACAGCAATGGCATCCTGGTCATCCAGCGGATAGTTAA
TGATCAGCCCACTGACGCGTTGCGCGAGAAGATTGTGCACCGCCGCTTTACAGGCTTCGACGCCGCTTCGTTCTACCATCG
ACACCACCACGCTGGCACCCAGTTGATCGGCGCGAGATTTAATCGCCGCGACAATTTGCGACGGCGCGTGCAGGGCCAGA
CTGGAGGTGGCAACGCCAATCAGCAACGACTGTTTGCCCGCCAGTTGTTGTGCCACGCGGTTGGGAATGTAATTCAGCTCC
GCCATCGCCGCTTCCACTTTTTCCCGCGTTTTCGCAGAAACGTGGCTGGCCTGGTTCACCACGCGGGAAACGGTCTGATA
AGAGACACCGGCATACTCTGCGACATCGTATAACGTTACTGGTTTCACATTCACCACCCTGAATTGACTCTCTTCCGGGCGC
TATCATGCCATACCGCGAAAGGTTTTGCGCCATTCGATGGTGTCCGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTA
GGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGAGCACCGCCGCCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAA
CAGTCCCCCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTT
CCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCGT
AGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAAT

Abbildung 7.2 Sequenz des rekombinanten Vektors pET-11a-PKH
Die fiir die menschliche Pyridoxal-Kinase kodierende DNA-Sequenz ist rot dargestellt.

Die aufgefiihrte Sequenz befindet sich auch auf der beiliegenden CD-ROM unter Vektoren/
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rekombinante Plasmide/Sequenzen/.

7.1.3

SEQUENZ DES REKOMBINANTEN VEKTORS PCDMS8-PKH

Die Sequenz befindet sich auf der beiliegenden CD-ROM unter Vektoren/ rekombinante

Plasmide/Sequenzen/.

7.2

7.2.1

Karten der verwendeten Vektoren

KARTE DES VEKTORS PMAL-Cc2X

Die Vektorkarte findet sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /Vektoren/Vektor pMAL-

c2X/.

7.2.2

KARTE DES VEKTORS PET-114

Die Vektorkarte findet sich auf der beiliegenden CD-ROM unter

pET-11a/.

7.3

7.3.1

Karten der rekombinanten Vektoren

KARTE DES REKOMBINANTEN PLASMIDES PMAL-c2X-PKH

Van9ll, 7

; Mlul, 431
Bpul0I, 7507 _BStEIL 612
R N "EcoRV, 879
: Hpal, 935

Bst11071, 6844 : BESI- 1on
Sapl, 6735, asl, 1070
Pail, 6613 arl, 1070

_Ndel, 1525

~ wn pMAL-c2X-PKH BWL 1818
NgoMIV, 5728:;— 7671 b 2000 _
Nael,5728 .-— Ps
I Pyridoxal-Kinase ”‘Bsml. 2142
e 3000 (Fusionsprotein)
Swal, 5399 ) g 2000 Bpul1021, 2313
Ahdl, 5225 :
% Aval, 2671
7 . = Xmnl, 2684
s [4-7"47 % BamHI, 2701
o2l Sacll, 2760
tul, 2916 35702;\'1
$ Bsu36l, 2919 N“:I
Neal, 2000 Ecos2I
Styl, 2990 Xbal
Sall
Sbil
HindIll
3752

Abbildung 7.3 Karte des rekombinanten Plasmides pMAL-c2X-PKH

/Vektoren/Vektor
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Die Karte des rekombinanten Vektors befindet sich auch auf der beiliegenden CD-ROM

unter Vektoren/rekombinante Plasmide/Vektorkarten.

7.3.2 KARTE DES REKOMBINANTEN PLASMIDES PET-114-PKH

Ndel, 86
¢ Bul, 125
§Sacll, 133

_Ecl13611, 269
iSacl, 269
H £iBsu36l, 292

SPhL64SL : 12 2NCor 363

Miul, 5922
Bell, 5908 .7

BStEIL 5740,
Notl, 1094
< BamHI, 1111

" Bpul1021, 1163

Pyridoxal-Kinase

\
laclq 6000
s

BssHIL, 5511 .
Hpal, 5418 ..

HindIII, 1401
< Clal, 1407

Aatll, 1507
PShAL 5077 - pET-11a-PKH Sspl, 1623
= 5000
6663 bps
2000
Nrul, 4821
“'Scal, 1947
“Pvul, 2058
Bsml, 4440 -+~
Aval, 4368
- Bsal, 2358
Ahdl, 2425

Bpulol, 421

Bst11071,3549 1 Peil, 3318
Sapl, 3440

Abbildung 7.4 Karte des rekombinanten Plasmides pET-11a-PKH.

Die Karte des rekombinanten Vektors befindet sich auch auf der beiliegenden CD-ROM

unter Vektoren/rekombinante Plasmide/Vektorkarten.
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7.4 UV-Vis-Spektren
7.4.1 UV-Vis-SPEKTRUM VON PYRIDOXAL
Abbildung 7.5 UV-Vis-Spektrum von Pyridoxal
7.4.2 UV-Vis-SPEKTRUM VON PYRIDOXAL IN N-OCTANOL GESATTIGTEM WASSER
\
W
N £ g = \
Abbildung 7.6 UV-Vis-Spektrum von Pyridoxal in n-Octanol gesaittigtem Wasser
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7.4.3 UV-ViS-SPEKTRUM VON EINER FRISCHEN PYRIDOXAL-5'-PHOSPHAT-LOSUNG

abs
2.200

Tw
@
5

[}

28@.8 nm
286.8 nm

1.000

1.178

387.8 nm

2.000
1

=] 268 340 428 508 nm
Abbildung 7.7 UV-Vis-Spektrum von einer frischen Pyridoxal-5'-phosphat-Lésung
7.4.4 UV-Vis-SPEKTRUM VON EINER 24 STUNDEN ALTEN PYRIDOXAL-5'-PHOSPHAT-LOSUNG
abs
2.9880
1.0980
B6.800
188 260 348 420 508 nm

Abbildung 7.8 UV-Vis-Spektrum von einer 24 Stunden alten Pyridoxal-5'-phosphat-Losung
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7.4.5 UV-Vis-SPEKTRUM VON PYRIDOXAMIN

abs
2.e90

1.6806

1.494
1.744
1.595

PIR.A om
AR nm
325.4 nm

Abbildung 7.9 UV-Vis-Spektrum von Pyridoxamin
7.4.6 UV-Vis-SPEKTRUM VON PYRIDOXAMIN-5'"-PHOSPHAT

abs
1.88a

a.5a84

S
=
o
&
[

128 2608 348 420 589 nm

Abbildung 7.10 UV-Vis-Spektrum von Pyridoxamin-5'-phosphat
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7.4.7 UV-Vis-SPEKTRUM VON PYRIDOXIN

abs
2.0900

1.09004

@.000

-
-
rago
=0

1.732

323.8 nm

Abbildung 7.11 UV-Vis-Spektrum von Pyridoxin
7.4.8 UV-Vis-SPEKTRUM VON PYRIDOXIN-5'-PHOSPHAT
Abbildung 7.12 UV-Vis-Spektrum von Pyridoxin-5'-phosphat

588 nm
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7.4.9 UV-Vis-SPEKTRUM VON DESOXYPYRIDOXIN

abs
2.6090

1.3034

7.53R

PRU.A om

188 269 340 420 588 nm
Abbildung 7.13 UV-Vis-Spektrum von Desoxypyridoxin
7.4.10 UV-Vis-SPEKTRUM VON DESOXYPYRIDOXIN-5'-PHOSPHAT
abs
1.382
a.9a4
158 268 340 420 508 nm

Abbildung 7.14 UV-Vis-Spektrum von Desoxypyridoxin-5'-phosphat
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7.4.11 UV-Vis-SPEKTRUM VON GINKGOTOXIN
!/
1.2534
B8.067 $
1 268 348 428 S8 nm
Abbildung 7.15 UV-Vis-Spektrum von Ginkgotoxin
7.4.12 UV-Vis-SPEKTRUM VON GINKGOTOXIN IN N-OCTANOL GESATTIGTEM WASSER

abs
1.z68

a. 89

138 z2ea 346 4za 588 nm

Abbildung 7.16 UV-Vis-Spektrum von Ginkgotoxin in n-Octanol geséttigtem Wasser
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7.4.13 UV-Vis-SPEKTRUM VON GINKGOTOXIN-3'-PHOSPHAT

8. 1304

6.000
1

Abbildung 7.17 UV-Vis-Spektrum von Ginkgotoxin-5'-phosphat
7.5 HPLC-Chromatogramme
7.5.1 HPLC-CHROMATOGRAMM VON PYRIDOXAL
400
350
63.723
300
2507
NN
= 200
1507
1007
50
0 T T T T [ T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40
Time (min)

Abbildung 7.18 HPLC-Chromatogramm von Pyridoxal
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7.5.2 HPLC-CHROMATOGRAMM VON PYRIDOXAL-5'"-PHOSPHAT

300
82.316

250

2007

mVolt

150

100 \

507

0

0 30 40
Time (min)
Abbildung 7.19 HPLC-Chromatogramm von Pyridoxal-5'-phosphat
7.5.3 HPLC-CHROMATOGRAMM VON PYRIDOXAMIN
300
2007 49.015
z
g
100
] L
0 ; : — : i : i ; ; T ; : : : T
0 10 20 30 40
Time (min)

Abbildung 7.20 HPLC-Chromatogramm von Pyridoxamin
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7.5.4 HPLC-CHROMATOGRAMM VON PYRIDOXAMIN-5'"-PHOSPHAT
400
64.898

3007
G
° |
= 200

1007 ‘

0 . : . : : : : : . : : ; : : - : : . ;

0 10 20 30 40
Time (min)
Abbildung 7.21 HPLC-Chromatogramm von Pyridoxamin-5'-phosphat
7.5.5 HPLC-CHROMATOGRAMM VON PYRIDOXIN
10 xE+3
0.9 328.951
0.87
0.7
0.6
© ,
= 0.5 1
0.47
0.37
0.27
0.1 \
0.0 “J L T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40
Time (min)

Abbildung 7.22 HPLC-Chromatogramm von Pyridoxin
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7.5.6 HPLC-CHROMATOGRAMM VON PYRIDOXIN-5'-PHOSPHAT

300

78.862

2007

mVolt

100 \

0 I e e e e e e e
0 10 20 30 40

Time (min)

Abbildung 7.23 HPLC-Chromatogramm von Pyridoxin-5'-phosphat

7.5.7 HPLC-CHROMATOGRAMM VON DESOXYPYRIDOXIN

9001 321,521

8007
700
600

500

mVolt

400

3007

200 \

] \
1007 50.138 \‘ ‘

.

0 ————— e ——————
0 10 20 30 40

Time (min)

Abbildung 7.24 HPLC-Chromatogramm von Desoxypyridoxin
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7.5.8 HPLC-CHROMATOGRAMM VON DESOXYPYRIDOXIN-5"-PHOSPHAT
400
3007
98.828
S ,
= 200 ‘
100 \
|
‘ |
] L@
0 T LA T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40
Time (min)
Abbildung 7.25

HPLC-Chromatogramm von Desoxypyridoxin-5'-phosphat

7.5.9 HPLC-CHROMATOGRAMM VON GINKGOTOXIN
400
332267
3001
|
G} i
= 200 \
|
|
l
\
100 ‘
|
0 16 ‘ ‘ 26 3‘0 4‘0
Time (min)

Abbildung 7.26 HPLC-Chromatogramm von Ginkgotoxin
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7.5.10 HPLC-CHROMATOGRAMM VON GINKGOTOXIN-3 '-PHOSPHAT
100
14.638
E |
= 50

|

0 30 40
Time (min)
Abbildung 7.27 HPLC-Chromatogramm von Ginkgotoxin-5'-phosphat
7.5.11 HPLC-CHROMATOGRAMM DES FLIEJSMITTELS
350
300
2507
2007
<
g
1507
1007
50
M
0 — T T
0 10 20 30 40
Time (min)

Abbildung 7.28 HPLC-Chromatogramm des FlieBmittels
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7.6 Herstellerangaben

7.6.1 QIlApuick GEL EXTRACTION KIT, QIAGEN

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /Herstellerangaben/
Qiagen/.

7.6.2 ABI-PRISM™ 377 GELSYSTEM, APPLIED BIOSYSTEMS

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /Herstellerangaben/
Applied Biosystems/.

7.6.3 PMAL™ PROTEIN FUSION AND PURIFICATION SYSTEM, NEW ENGLAND BIOLABS

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /Herstellerangaben/New
England Biolabs/.

7.6.4 EAH-SEPHAROSE 4B, AMERSHAM BIOSCIENCES

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /Herstellerangaben/

Amersham Biosciences/.

7.6.5 SEPHADEX G15, AMERSHAM BIOSCIENCES

Die Angaben befinden sich auf der beiliegenden CD-ROM unter /Herstellerangaben/

Amersham Biosciences/.





