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Pflanzen sind eine wichtige Quelle fiir Alkaloide, von denen
bis heute tiber 20000 identifiziert und in eine Vielzahl von
verschiedenen Familien eingeordnet wurden.!! Wegen der
lang bekannten therapeutischen Wirkung,** der strukturel-
len Diversitit™ und der komplexen Biosynthese*”! hat die
Familie der monoterpenoiden Indol-Alkaloide signifikantes
Interesse auf sich gezogen. Viele Alkaloide der Ajmalan- und
Sarpagan-Unterfamilien haben eine C,- anstelle einer Cj-
monoterpenoiden Struktureinheit. Alkaloide des Ajmalan-
Typs, wie das Ajmalin selbst, werden fiir die Behandlung von
Herzarrhythmien eingesetzt. Wie alle monoterpenoiden
Indol-Alkaloide leiten sich die Mitglieder dieser Unterfami-
lien vom 3a(S)-Glucoalkaloid Strictosidin (1) ab,*” welches
das C,-Gertist von Secologanin enthilt. Aus diesem Grunde
muss der Verlust einer C,-Einheit wéihrend der Biosynthese
nach der Umsetzung von 1 erfolgen. Hier beschreiben wir die
Rontgenkristallstruktur des Enzyms Polyneuridinaldehyd-
Esterase (PNAE),®'% die einen wichtigen Einblick in die
Biosynthese der beiden oben genannten Alkaloid-Unter-
familien gibt.

Zur biochemischen Charakterisierung der PNAE wurde
das Enzym aus pflanzlichen Zellsuspensionskulturen der in-
dischen Medizinalpflanze Rauvolfia serpentina™ isoliert und
teilweise sequenziert, die PNAE-cDNA kloniert und in
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Escherichia coli tiberexprimiert, wie frither schon beschrie-
ben.™'”l PNAE zeigt eine sehr hohe Spezifitit fiir das natiir-
liche Substrat Polyneuridinaldehyd (2): Von insgesamt 14
Alkaloiden oder aromatischen Methylestern werden nur 2
und sein Ethylester enzymatisch umgesetzt.®) Sequenzanaly-
sen der PNAE ermoglichten eine vorldufige Klassifizierung
des Enzyms als Mitglied der groBen a/p-Hydrolase-Super-
familie.””'!! Diese Klassifizierung beruhte insbesondere auf
dem Vorhandensein der katalytischen Triade Ser87, Asp216
und His244, die vorher durch Punktmutationen und Homo-
logiemodellierung nachgewiesen worden war.”! Die Rolle der
PNAE in der Alkaloid-Biosynthese wird in Schema 1 darge-
stellt, zusammen mit mehreren gut bekannten und kiirzlich
charakterisierten Enzymen.['>!%]

Mechanistisch gesehen besteht die wesentliche Funktion
des Enzyms in der Hydrolyse der Methylestereinheit in 2, die
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Schema 1. Die zentrale Rolle der PNAE in der Biosynthese der Co-mo-
noterpenoiden Ajmalan- und Sarpagan-Alkaloid-Unterfamilien (bioge-
netische Nummerierung; STR1: Strictosidin-Synthase, SG: Strictosidin-
Glucosidase, SBE: Sarpagan-Briickenenzym).
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zur postulierten Polyneuridin (3-Aldehydosdure (2a) fiihrt. 3-
Ketosduren, wie die Oxalbernsteinsdure im Krebs-Zyklus,
sind wegen ihrer leichten enzym- oder pufferkatalysierten
Decarboxylierung hoch instabil und kommen gelegentlich als
Intermediate in Biosynthesewegen vor. Die Decarboxylie-
rung von 2a ergibt das erste Cy-monoterpenoide Alkaloid 16-
Epivellosimin (3), die direkte Vorstufe der Ajmalan-Unter-
familie in Rauvolfia. Die Epimerisierung von 3 liefert an-
schlieBend Vellosimin (4), das als unmittelbare Vorstufe in
der Biosynthese der C,-Sarpagan-Alkaloide fungiert. Es ist
also die Abspaltung von CO, (C-22) vom Cjy-terpenoiden
Kohlenstoffgeriist, die entscheidend fiir die Biosynthese der
Cq-Rauvolfia-Alkaloide aus den C,-Vorstufen 2 und 2a ist
(Schema 1). Biochemische Daten hatten zwar grundsitzlich
bereits die enzymkatalysierte Bildung beider Alkaloidgrup-
pen nachgewiesen, nun geben wir aber einen direkten Ein-
blick in die dreidimensionale Struktur und den Mechanismus
der PNAE."!

Die Struktur der PNAE im Kristall (Abbildung 1) zeigt
die Kerndoméne aus sechs (-Faltblittern, die von fiinf o-
Helices flankiert werden. Zusammen mit der so genannten
Cap-Dominel™ bestitigt die dreidimensionale Struktur
erstmals eindeutig, dass die PNAE zum gut bekannten o/f-
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Abbildung 1. a) Dreidimensionale Gesamtstruktur der PNAE (PDB-
Code: 2WFL). b) Enzymprodukt 3 (blau), kovalent gebunden an Ser87
als Halbacetat im aktiven Zentrum der PNAE-Mutante His244Ala
(PDB-Code: 3GZ)), uiberdeckt mit His244 und H,O der nativen drei-
dimensionalen Struktur (gelb) und der Komplexstruktur (rot).

Die Estergruppe (gelb) ist modelliert. Die Cap-Domaine ist orange.

Hydrolase-Faltungstyp gehort, jedoch eine neue Funktion
hat. Die Offnung des Reaktionskanals liegt in der Cap-
Domine (siche Hintergrundinformationen), einer Region,
die im Unterschied zum kanonischen Kernbereich der a/p-
Hydrolasen eine sehr variable Struktur hat. Der Kanal fiihrt 2
zu den katalytischen Aminosduren mit typischer Folge der
o/p-Faltung aus nucleophilem Ser87, saurem Asp216 und
basischem His244, deren Vorhandensein auf einen Serin-Es-
terase-Mechanismus schlieBen ldsst (Schema 2).

Die PNAE-His244Ala-Mutante zeigt eine stark verrin-
gerte Hydrolase-Aktivitit (ca. 1.3% relative Aktivitit ver-
glichen mit dem Wildtyp). Wie jetzt die Kristallstruktur des
Komplexes von His244Ala mit dem Produkt 3 zeigt, wech-
selwirkt die Indol-Teilstruktur mit Met113, Phe125, Tyr128
und Lys187. Auf diese Weise wird das Alkaloid durch hy-
drophobe, Sandwich-dhnliche Wechselwirkungen fiir die
Katalyse in optimaler Anordnung fixiert. Die optimierte
Geometrie des aktiven Zentrums, die Substratstruktur und
die C-17-Aldehydfunktion sind entscheidend fiir die PNAE-
Aktivitit, da bereits leichte Anderungen in Struktur oder
Funktionalitdt zum Verlust der Hydrolase-Aktivitit fiihren,
z.B. wenn 2 mit dem Indol-Alkaloid Picralinal oder mit Po-
lyneuridin (reduzierte CHO-Gruppe an C-17; Hintergrund-
informationen) verglichen wird.

AuBer der katalytischen Triade (gepriift durch Mutatio-
nen®) ist auch Met245 in der Bindungstasche fiir die Hy-
drolyse unverzichtbar, da die Mutante Met245Ala lediglich
ca. 0.4% relative Aktivitit zeigt. Met245 ist vom H,0O-Mo-
lekiil im katalytischen Zentrum weit entfernt (ca. 5 A), und
als Nachbar des katalytischen His244 hat Met eher struktu-
relle als katalytische Bedeutung. Diese Situation ist dhnlich
zu der von His86, dem Nachbarn von Ser87, da die Mutante
His86Ala ebenfalls nur ca. 0.1 % relative Aktivitit aufweist.
Nach Ser87-unterstiitzter Hydrolyse wird 2a (Schema 2) zur
Enolform von 3 decarboxyliert, wobei das Enolat-Anion
durch H-Briicken mit Gly19 und Phe88 eine Oxyanion-Hohle
bildet. Von den drei méglichen Decarboxylierungsmechanis-
men™ — a) Metall-Tonen katalysiert, b) unterstiitzt durch
Bildung einer Schiff-Base und c) H-Briickenbindung und/
oder Polarisierung der Ketofunktion durch elektrostatische
Krifte — entfallen (a) und (b). Weder Kationen komplexie-
rendes Ethylendiamintetraacetat!'® noch eine BH,-Re-
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Schema 2. Vorgeschlagener Serin-Esterase-Reaktionsmechanismus der PNAE, der die Grundlage fiir die Biosynthese von Cg- aus C;o-monoterpe-
noiden Indol-Alkaloiden der Ajmalan- und Sarpagan-Unterfamilien in der indischen Medizinalpflanze Rauvolfia serpentina bildet (Teilstrukturen des
Substrates 2 und des Produktes 3 sind gezeigt; das kovalent gebundene Enzymprodukt 3 ist mit einem Stern markiert. Durchschnittliche Abstin-
de der Aminosauren sind in A angegeben).
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duktion in Gegenwart von 2, die eine intermedidre Schiff-
Base reduzieren und damit die Katalyse blockieren wiirde,
beeinflussen die PNAE-Aktivitdt. Auflerdem weisen die
dreidimensionalen Strukturen des Enzyms und des Komple-
xes keine Schiff-Basen bildenden Aminoséduren in der Bin-
dungstasche auf, und der Komplex enthilt keine Metall-Ionen
(keine signifikanten Signale in der anomalen Fourier-Map).
Beide Resultate sprechen ebenfalls fiir Mechanismus (c).

Die Strukturdaten der PNAE sind in Einklang mit dem
Mechanismus in Schema 2, der zweifelsfrei die Schliissel-
reaktion fiir die Biosynthese der Cy-monoterpenoiden Rau-
volfia-Alkaloide ist. Die neuen Daten werden auch ein ra-
tionales, strukturbasiertes Redesign des Enzyms ermoglichen,
dhnlich wie wir fiir die Strictosidin-Synthase!'® zeigen konn-
ten, die als Pictet-Spenglerase wirkt und jetzt fiir die chemo-
enzymatische Synthese neuer Alkaloidbibliotheken einge-
setzt wird.

Da die Cap-Domine (siche Hintergrundinformationen)
und die Architektur der Bindungstasche der PNAE die hohe
Substratspezifitidt bestimmen, sollten zukiinftige systemati-
sche strukturbasierte Mutationen, Mutationen in zweiten
Bindungssphiaren sowie Zufallsmutationen Polyneuridin-
aldehyd-Esterasen mit veridnderter, insbesondere niedriger
Substratspezifitit liefern. Solche mutierten Enzyme konnten
dann als Vielzweck-Katalysatoren fiir die Synthese neuer
Alkaloidstrukturen und deren biologisches Screening einge-
setzt werden.
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