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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Evolution und Regulation von Protein-Protein
Wechselwirkungen am Beispiel der Glutamin-Amidotransferasen (GATasen) untersucht. Die
Bi-Enzymkonplexe aus der Familie der GATasen bestehen jewells aus einer Synthase und
einer Glutaminase und sind fur den Einbau von Stickstoff in den Biosynthesen von

Nukleotiden, Aminosduren, Coenzymen und Antibiotika verantwortlich.

Es wurde mit der Imidazolglycerinphosphat-Synthase (ImGP-S; 1.1 Komplex aus der
Glutaminase HisH und der Synthase HisF) aus der Biosynthese des Histidin und der
Anthranilat-Synthase (AS; 2:2 Komplex aus der Glutaminase TrpG und der Synthase TrpE) aus
der Biosynthese des Tryptophan gearbeitet. Beide Enzyme stammen aus dem

hyperthermophilen Organismus Thermotoga maritima.

Der erste Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Regulation und der wechselseitigen
Aktivierung der Aktivitdten im HisH:HisF Komplex. HisH gehtrt zur Klasse | der
Glutaminasen mit einer ab-Hydrolase-Faltung und einer katalytischen Triade (Cys-His-Glu).
HisF ist ein pa)s-Barrel Enzym, welches mit der Niterminalen Seite des Fasses mit HisH
interagiert. Es war bekannt, dass die Bindung des HisF Substrates PRFAR (N’-[(5-
phosphoribul osyl)-formiminoj-5-aminoimidazol-4- carboxamid-ribonukleotid) zur Hydrolyse
von Glutamin am 25A entfernten aktiven Zentrum von HisH fiihrt und der dabei erzeugte
Ammoniak durch einen hydrophoben Kanal, der das Innere des b-Fasses von HisF mit
einschliefdt, zu dessen aktivem Zentrum wandert. Dort reagiert er mit PRFAR zu den Produkten
IMmGP und AICAR (5’ -Aminoimidazol-4-carboxamid-Ribonucl eotid).

Es sollten Aminosauren an der Kontaktflache der beiden Untereinheiten identifiziert werden,
die an deren wechselseitiger Aktivierung bzw. Kommunikation zwischen HisH und HisF
beteiligt sind. Dazu wurden zunéchst n Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Matthias
Wilmanns am EMBL Hamburg mehrere Kristallstrukturen von ligandiertem HisH:HisF
Komplex mit einer Auflésung von 2,4-2,84 A aufgeklart. Dabei handelt es sich um Strukturen
mit (1) dem HisH-Substrat Glutamin, (2) dem HisH-Substrat Glutamin zusammen mit dem
HisF-Produkt ImGP, (3) dem HisH-Produkt Glutamat und (4) dem HisF-Produkt AICAR. Aus
dem Vergleich der apo- mit der Glutamin-gebundenen Struktur wurden vier Aminosauren in
HisH identifiziert (R117, N124, Y 138 und S183), die ligandenabhangige Unterschiede in ihrer
Konformation oder der Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbriicken zeigen, und gegen

Alanin ausgetauscht. Ebenso wurde das streng konservierte HisF_ Q123 an der Kontaktflache zu
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HisH durch Alanin ersetzt. Darliber hinaus wurde HisF_T78 im Ammoniak-Kanal gegen die
volumindsere Aminosaure Methionin ausgetauscht. Parallel dazu wurden in HisH ganze
Sekundérstrukturelemente (b-Strang 5, 6, 7, 9, a-Helix 5) mit konservierten Aminosduren an
der Kontaktflache zu HisF durch die entsprechenden Abschnitte aus TrpG ersetzt &tretch
Varianten HisH_b5, b6, b7, b9, ab). So sollte die wildtypische Faltung erhalten werden, da
im Rahmen dieser Arbeit durch Sequenz- und Strukturvergleiche festgestellt wurde, dass HisH
der Glutaminase TrpG sehr éhnlich ist.

Samtliche HisH und HisF Varianten wurden durch heterologe Genexpressionin Escherichia
coli hergestellt, gereinigt und biochemisch charakterisiert. Inkubation mit Trypsin und
spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Varianten sehr stabil sind und native
Sekundér- und Tertidrstrukturen ausbilden. Durch native Polyacrylamidelektrophorese und
analytische Gelfiltration wurde nachgewiesen, dass sie stabile 1:1 HisH:HisF Komplexe mit
dem wildtypischen Partnerprotein bilden. Die funktionelle Bedeutung der ausgetauschten
Aminosauren wurde mittels steady-state Enzymkinetik analysiert. Die Ergebnisse deuten auf
eine Beteiligung von HiskF_ Q123 an der Bindung, nicht jedoch an der Hydrolyse von Glutamin
an HisH hin. Dagegen spielen HisH_R117A und HisH_N124A bei der Gesamtreaktion und der
Kommunikation zwischen den aktiven Zentren eine wichtige Rolle. Vermutlich geht dies auf
die Induktion weit reichender Konformationsanderungen von der Kontaktflache Uber das N
terminale Ende des zentralen b-Fasses von HisF zu dessen aktiven Zentrum zurtick, welche die
Stéarke und die Produktivitét der Bindung von PRFAR beeintréchtigen.

Der Austausch von b-Strang 7 gegen den entsprechenden Abschnitt von TrpG fihrte dazu, dass
aus der konditionalen Glutaminase HisH die konstitutive Glutaminase HisH_b7 wurde, deren
Aktivitat nicht langer von der Bindung eines Liganden an das aktive Zentrum von HisF
abhéngt. Der dafur hauptsichlich verantwortliche Rest ist HisH_Y 138, dem somit ene
entscheidende Rolle in der Regulation der Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen
Glutaminase und Synthase zukommt. Dies hat vermutlich mit seiner zentralen Position als

Brickenrest zwischen der katalytischen Triade von HisH und dem b-Fass von HisF zu tun.

Im zweiten Tell der Arbeit wurde wildtypisches TrpG biochemisch charakterisiert und seine

evolutive Verwandtschaft zu HisH ndher untersucht.

In T.maritima ist TrpG mit TrpD fusioniert. Die TrpG Doméne wurde durch heterologe
Genexpression in E. coli hergestellt, gereinigt und charakterisiert. TrpG ist ein stabiles, dimeres

Protein mit definierter Sekundar- und Tertiarstruktur. Bislang ist die Rontgenstruktur von TrpG
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aus T.maritima nicht bekannt. Mittels des online verfigbaren Programm SWISS Model konnten
jedoch zuverlassige Vorhersagen zur Sekundér- und Tertidrstruktur gemacht werden. Die flr
TrpG modédllierte Struktur lasst sich sehr gut mit HisH zur Deckung bringen, wobei ein rmsd
Wert von nur 1,16 A fiir die tiberlagerten C, Atome ermittelt wurde.

Anaog zu den oben beschriebenen HisH stretch Varianten wurden an der Kontaktflache von
TrpG groRRere Sequenzabschnitte einzeln und in Kombination durch die entsprechende
Sequenzabschnitte aus HisH ersetzt. Dadurch sollten TrpG:HisF Mischkomplexe hergestellt
werden. Die TrpG stretch Varianten konntentrotz der Vielzahl von bis zu 20 Aminosdure-
Austauschen in grof3en Mengen und in |8slicher Form durch heterologe Genexpression in E.
coli gewonnen, gereinigt und charakterisiert werden. Inkubation mit Trypsin und
spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Varianten sehr stabil sind und native
Sekundér- und Tertidrstrukturen ausbilden. Analytische Gelfiltration ergab fir die meisten
Varianten eine signifikante Reduzierung der Dimerisierungstendenz, die im wildtypischen
TrpG sehr ausgeprégt ist. TrpG_b7, TrpG_ab, TrpG_b5 a5, TrpG b6 a5 und TrpG_b5 b9 a5
liegensogar Uberwiegend in monomerer Form vor. Dies lasst die Vermutung zu, dass vor allem
das Einfigen der HisH-Aminosauren aus b-Strang 7 und a-Helix 5 zur Bildung der fir
wildtypisches HisH typischen Monomere fuhrt. Umgekehrt zeigten die HisH stretch Varianten
eine Tendenz zur Dimerbildung. In den TrpG stretch Varianten wurden bis zu 63% der
Aminosauren, die in HisH die Kontaktflache mit HisF bilden, an &quivalenter Position
eingebaut. Dabel wurden konservierte Aminosduren besonders berticksichtigt. Dennoch
konnten fur keine der ef charakterisierten TrpG stretch Varianten in vivo (yeast-two-hybrid
System) oder in vitro (native PAGE, analytische Gelfiltration,
Fluoreszenzemissionsspektroskopie, steady-state Enzymkinetik) Hinweise auf eine stabile
Interaktion mit HisF erhalten werden

Der Austausch von b-Strang 7 gegen den entsprechenden Abschnitt von HisH fihrte dazu, dass
aus der konditionalen Glutaminase TrpG die konstitutive Glutaminase TrpG_b7 wurde, deren
Aktivitdt unabhangig von der Anwesenheit einer Synthase ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass
der Austausch grof3erer Sequenzbereiche zwischen HisH und TrpG zu keiner wesentlichen
Beeintrachtigung der Struktur fihrt und in beiden Enzymen der ,molekularer Schalter* zur
Regulation der Glutaminase-Aktivitét in b-Strang 7 liegt. Dies spricht fir einen gemeinsamen

evolutiondren Ursprung von HisH und TrpG.
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1 Einletung

la Funktionelle Bedeutung und Nachweisvon Protein-Protein I nteraktionen

Proteine spielen in praktisch allen biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle und sind
bei der strukturellen und funktionellen Organisation von Zellen von zentraler Bedeutung
(Camacho & Vada, 2002). Viele Funktionen werden jedoch nicht von einzelnen Proteinen
ausgefuhrt, sondern von miteinander interagierenden Proteinen bis hin zu groféen
Multiproteinkomplexen wie dem Muskel, dem Proteasom oder dem Transkriptionsapparat
(Piehler, 2005; Dutta et al., 2005; Zhang et al., 2004; Jones et al., 1996; Alvarez et al., 2003;
Gavin & Superti-Furga, 2003). Die Komplexbildung bietet Proteinen den Vorteil der
Koordination von Aktivitéten Uber allosterische Signale. Darlber hinaus kénnen instabile oder
flichtige Intermediate ohne Kontakt zum Lésungsmittel von einem aktiven Zentrum zum
néchsten transferiert werden, was als Substrat-Channeling bezeichnet wird (Huang et al., 2001,
Miles et al., 1999). Bei hyperthermophilen Bakterien wurde nachgewiesen, dass durch
Komplexierung die Stabilitdt von Proteinen erhéht werden kann (Sterner & Liebl, 2001).

Nach der Sequenzierung und Annotierung zahlreicher Genome ist die Identifikation und
Charakteriserung von Protein-Protein Interaktionen ein zentrales Ziel der aktuellen
biochemischen Forschung (Piehler, 2005; Deng et al., 2002; Pandey & Mann, 2000). Auf
theoretischer Seite konnen durch die systematische bioinformatische Analyse von
Genomsequenzen Hinweise auf Protein-Protein Interaktionen erhalten werden (Vaencia &
Pazos, 2002; Huynen et al., 2003). So ist eine identische Anordnung mehrerer Gene in den
Genomen unterschiedlicher Organismen oder das gleichzeitige Vorhandensein bzw. das
gleichzeitige Fehlen von Genen ein Hinweis auf Komplexbildung der kodierten Proteine
(Dandekar et al., 1998; Pellegrini et al., 1999; Pazos & Vaencia, 2001). Aber auch auf
funktioneller Ebene sind Hinweise auf Interaktion zu finden, wie etwa die Betelligung von
Enzymen an gleichen Stoffwechselwegen. Ein sehr deutliches Indiz auf Interaktion zweier
Proteine ist das Vorhandensein dieser Proteine in anderen Organismen als bifunktiorelle
Fusionsproteine (Enright et al., 1999; Marcotte et al., 1999). Es ist zu beriicksichtigen, dass
diese Analysen lediglich mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit auf eine Interaktion
zwischen Proteinen hindeuten. Die Summe dieser Indizien auf Interaktionen konnen

biochemische Experimente jedoch stark motivieren.
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Auf experimenteller Seite wurden in den letzten Jahren Uber neue Screening-Verfahren, wie
dem large-scale yeast-2-hybrid System, zahlreiche neue Protein-Protein Wechselwirkungen
detektiert (Clarke et al., 2005; Uetz et al., 2002; Uetz, 2000; Ito et al., 2001; Vidaain et al.,
2003; Toby & Golemis, 2001; Fields & Song, 1989), so dass heute etwa 46.000
Wechselwirkungen zwischen Proteinen aus mehr as 100 Organismen bekannt sind (Database
of Interacting Proteins, DIP, Xenarios et al., 2002). In zahireichen Datenbanken wie STRING
(Search Tool for Retrieval instances of Interacting Genes & proteins, http://string.embl.de, von
Mering et al.,, 2005), MIPS (Munich Information center for Protein Sequences,
http://mips.gsf.de/proj/ppi, Pagel et al., 2005), DIP (Database of Interacting Proteins,
http://dip.doe-mbi.ucla.edu, Salwinski et al., 2004), BIND (Biomolecular Interacion Network
Database, http://bind.ca, Alfarano et al., 2005) und MINT (a Molecular INTeraction database,
http://mint.bio.uniroma2.it/mint, Zanzoni et al., 2002) kdnnen Informationen tber bekannte und

postulierte Protein-Protein I nteraktionen abgerufen werden.

Zusammengenommen ermoglichen diese theoretischen und experimentellen Arbeiten die
Erstellung von Protein- Interaktions-Netzwerken (protein-protein interaction maps). Inzwischen
sind solche Protein-Interaktions-Netzwerken fur Bakterien und Viren Helicobacter pylori,
Rain et al., 2001; T7 Bakteriophagen Bartel et al., 1996), sowie de Hefe Saccharomyces
cerevisiae (Uetz et al., 2000; Ito et al., 2001; Ho et al., 2002; Gavin et al, 2002, Schwikowski et
al., 2000), den Nematoden Caenorhabditis elegans (Li et al., 2004) und die Fruchtfliege
Drosophila melanogaster (Giot et al., 2003; Formstecher et al., 2005) verflgbar.

Zur effizienten Ausfihrung spezifischer Funktionen in der Zelleist die Regulation von Protein-
Protein-Wechselwirkungen fur Organismen unverzichtbar. Die Bedeutung der Regulation von
Protein-Protein Interaktionen wird deutlich, betrachtet man die Auswirkungen fehlregulierter

Wechselwirkungen an einem Beispiel naher.

Die miteinander interagierenden Proteine Ras und GAP sind Tel der
Signaltransduktionskaskade, die durch die Bindung von Wachstumsfaktoren, wie z.B. dem EGF
(epidermal growth factor), an entsprechende Rezeptoren ausgelost wird. Letztendlich fhrt
diese Kaskade zur Aktivierung eines Transkriptionsfaktors, welcher die Mitose ausldst und
dadurch zur Teilung der Zelle fuhrt (Weaver, 1997). Rasist ein kleines G-Protein (GTPase) und
nur aktiv, wenn es die engergiereiche Verbindung GTP gebunden hat. In diesem Zustand kann
Ras die Stimulierung durch Wachstumsfaktoren innerhalb der Zelle weiterleiten (Pruitt & Der,
2001; Shields et al., 2000; Campbell et al., 1998; Voet & Voet, 1995). Das Protein GAP
(GTPase Aktivierendes Protein) ist ein negativer Ras-Effektor. Durch die Bindung von GAP
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wird in Ras eine GTPase-Aktivitét stimuliert, die Ras beféhigt, GTP in GDP zu hydrolysieren
und damit in den inaktiven Zustand Uberzugehen. Die Signalweiterleitung wird dadurch
gestoppt (Bischop et al., 2000; Peck et al., 2002; Weaver, 1997). Eine Punktmutation in Ras
kann zur Verschlechterung der Bindung von GAP fihren und dadurch die Stimulierung der
GTPase-Aktivitdt vermindern (Al-Mulla et al., 1999). Dies fuhrt dazu, dass Ras dauerhaft in
der aktivierten GTP-gebundenen Form vorliegt und die Teilung der Zelle ununterbrochen
stimuliert. Diese Fehlregulation der Wechselwirkungen zwischen den Proteinen Ras und GAP
fuhrt somit zu unreguliertem Zellwachstum und kann die Bildung von Tumoren beglnstigen
(Shields et al., 2000; Pruitt & Der, 2001; Burbelo et al., 2004).

Dies zeigt sehr anschaulich, dass neben dem Wissen Uber das Vorhandensein von Protein-
Protein Wechselwirkungen ein Verstandnis der Regulation und der mechanistischen Prinzipien
funktioneller Protein-Protein Wechselwirkungen notwendig ist. Bislang sind dariiber wenige
Informationen verflgbar. Solche Regulationsprinzipien kdnnen am besten durch die genaue
Analyse von Modellsystemen verstanden werden. Ein vergleichsweise einfaches Modellsystem
bilden die im Rahmen der vorliegenden Dissertation untersuchten Bienzymkomplexe aus der

Familie der Glutamin- Amidotransferasen.
1b. Strukturelle Grundlage von Protein-Protein | nteraktionen

Die Komplexbildung von Proteinen erfolgt im Allgemeinen Uber nicht-kovalenten Bindungen
(Piehler, 2005). Dazu zadhlen (1) elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen
Seitenketten (Salzbriicken), (2) Wasserstoffbricken zwischen Sauerstoff- und Stickstoff-
Atomen, (3) hydrophobe Wechselwirkungen zwischen unpolaren Seitenketten und (4)
unspezifische vander-Waas-Bindungen zwischen Elektronenhtillen benachbarter Atome. Die
Reichweite dieser nicht-kovalenten Wechselwirkungen liegt zwischen 2,6 und 4A, der
Energiegehalt bei bis zu 30 kJmol. Im Vergleich dazu weisen kovalente Bindungen einen
Energiegehalt von 200-500 kJ/mol auf (Winter & Noll, 1998).

Proteinkomplexe lassen sich aufgrund verschiedener struktureller Charakteristika ihrer
Kontaktflachen in Gruppen einteilen. Neben dem chemischen Charakter der beteiligten
Aminosauren sind vor allem die Groéf3e der Kontaktflache (Jones & Thornton, 1996; LoConte et
al., 1999), Komplementaritdt (Shoichet et al., 1992; Kuntz et al., 1982), Hydrophaobizitét
(Young et al., 1993), elektrostatische Eigenschaften (Goodford, 1985), Konservierung (Valdar
& Thornton 2001; Hu et al., 2000), sowie die Wasserstoffbriickendichte (Danziger & Dean,
1989a, 1989b) untersucht worden Daneben wird zwischen Homo-Oligomeren, d.h.

Komplexen, die aus identischen Proteinen bestehen, und Hetero-Oligomeren, die sich aus
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verschiedenen Proteinen zusammensetzen, unterschieden. Weiterhin wird zwischen transienten
Komplexen, d.h. die komplexbildenden Proteine liegen in vivo auch in isolierter monomerer
Form vor, und permanenten Komplexen unterschieden (Ofran & Rost, 2003; Nooren &
Thornton, 2003).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen sich wie folgt zusammenfassen:

- Proteine, die in transienten Proteinkomplexen vorkommen weisen im Allgemeinen relativ
polare Kontaktflachen auf, da sie auch in isolierter Form vorliegen und dabei stabil gefaltet und
|6glich sein missen (Nooren et al., 2003; Jones & Thornten, 1996; LoConte et al., 1999).

- Dagegen weisen Proteine, die obligat in Proteinkomplexen vorkommen im Allgemeinen
grofdere und hydrophobere Kontaktflachen auf (Nooren et al., 2003; Jones & Thornten, 1996;
LoConte et al., 1999).

- Die Grofe von Protein-Protein Kontaktflachen betragt in einem idealtypischen Komplex
1600 +400A? (,standard size*) und kann bis hin zu >2000A? (,large) reichen (Jones &
Thornten, 1996; LoConte et d., 1999). Kontaktflachen zwischen Doménen eines Proteins
weisendagegenim Allgemeinen eine Gréfe von rund 600-1000A% auf (Wells, 1991).

- Proteine, welche in Komplexe mit Kontaktflachen >1000 A2 eingebunden sind, filhren bei
der Assoziation haufig Konformationsanderungen durch (LoConte et al., 1999; Nooren et al.,
2003).

- An Kontaktflachen gibt es keine Bevorzugung fir bestimmte Sekundéarstrukturelemente
(Tsai et al., 1997).

Diese abgeleiteten Prinzipien konnen bei der Vorhersage von Kontaktflachen hilfreich sein.
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2a. Die Familieder Glutamin-Amidotransferasen (GATasen)

Die Enzyme der Familie der Glutamin-Amidotransferasen (GATasen) sind fir den Einbau von
Stickstoff (in Form von Ammoniak) in den Biosynthesen von Nukleotiden, Aminosauren,
Coenzymen und Antibiotikaverantwortlich (Raushel et al., 1999). Da freier Ammoniak unter
physiologischen pH-Bedingungenin der Zelle hauptséchlich a's nicht-reaktives Ammoniumion
vorliegt, wird Glutamin as Stickstoffquelle verwendet. GATasen sind Bienzymkomplexe mit
zwel aktiven Zentren(Buchanan, 1973; Abbildung 1.1).

Ak zeptorsubstrm Produktie)

Abbildung 1.1: Modulare Struktur und
allgemeines Reaktionsschema der
Glutamin-Amidotransferasen (GATasen).
. NH Die Synthase ist in orange dargestellt mit
:‘::::H:J.tf?.j}... dem hydrophoben Kana in gelb; die

Glutaminase in blau. Die aktiven Zentren
sind in rot angedeutet. Die Stochiometrie und

NH. die Quartarstruktur des dargestellten

Komplexes entspricht der im Rahmen dieser

Arbeit untersuchien

Glutaminase- : Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus der
Unteremiit Synthase-Untereinheit  HisF und  der

Glummin - Gl taminase-Untereinheit~— HisH (vl

o Abbildung 1.5).

Cilutamat

An der Glutaminase-Untereinheit entsteht bei der Hydrolyse von Glutamin zu Glutamat
naszierender Ammoniak, der an das aktive Zentrum der Synthase-Untereinheit transferiert wird
und dort mit dem Substrat der Synthase zu den fur die jeweilige GATase spezifischen
Produkten reagiert. Die beiden Untereinheiten sind entweder auf einer Polypeptidkette
lokalisiert oder als zwel getrennte Proteine in einem Bienzymkomplex organisiert. Die
Reaktionen an den beiden aktiven Zentren der GATasen laufen koordiniert ab (Guillou et al.,
1992; Mareya & Raushel, 1994; Bera et al., 1999). So wird in der Regel die Glutaminase-
Aktivitdt erst durch die Bindung des Substrates der Synthase-Untereinheit induziert, um die
unndtige Hydrolyse von Glutamin zu verhindern (Massiére & Badet-Denisot, 1998). Dies wird
als konditionale Glutaminase-Aktivitdt bezeichnet. AulRerdem wird in alen bisher untersuchten
GATasen neu gebildeter Ammoniak vom aktiven Zentrum der Glutaminase zum aktiven

Zentrum der Synthase durch einen hydrophoben Kanal transferiert, was die Protonierung zum
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nicht-reaktivem Ammmionium durch umgebendes Wasser verhindert (Huang et al., 2001). In
vitro konnen die meisten GATasen auch externen Ammoniak in Form von Ammoniumsalzen
als Amiddonor verwenden

Die 16 bisher bekannten GATasen werden nach ihren Glutaminase-Doménen in zwel
evolutionar nicht verwandte Klassen unterteilt (Massiére & Badet-Denisot, 1998; Zakin, 1993;
Zakin & Smith, 1998). GATasen der Klasse | enthalten Glutaminasenmit einer a/b Hydrolase-
ahnlichen Faltung, deren Kern ein offenes, siebenstrangiges gemischtes b-Faltblatt bildet (Ollis
et al., 1992). lhr aktives Zentrum besteht aus einer konservierten Cystein-Histidin-Glutamat
Triade, welche die Hydrolyse des Glutamins Uber zwel tetraedrische und ein Glutamyl-
Thioesterintermediat katalysiert (Thoden et al., 1999). Zu dieser Klasse zahlen neben der
Imidazolglycerinphosphat-Synthase (ImMGP-S) und der Anthranilat-Synthase (AS), auch
Carbamoylphosphat- Synthase (CPS) und GMP-Synthase. GATasen der Klasse |l enthalten
dagegen Glutaminasen mit der einzigen katalytisch essentiellen Aminosaure Cystein am N
Terminus der Polypeptidkette (N-terminales Nukleophil, Ntn) und weisen eine so genannte
Ntn-Hydrolase Faltung auf. Zu dieser Klasse zahlen unter anderem die Asparagin-Synthase
(AsnS) und die Glutamat- Synthase (GIu-S).

Im Unterschied zu den Glutaminasen zeigen die verschiedenen Synthase-Doménen welche die
fur die jeweilige GATase spezifischen Reaktionen katalysieren, weder Gemeinsamkeiten in der
Faltung noch im katalytischen Mechanismus (Massiere & Badet-Denisot, 1998; Zakin &
Smith, 1998) (Abbildung 1.5).

2b. Evolution von Glutamin-Amidotr ansfer asen

Interessanterweise sind in einigen Organismen, wie z.B. Salmonella thyphimurium,
Glutaminasen der Klasse | gefunden worden, die aktive Komplexe mit mehreren
unterschiedlichen Synthasen aus verschiederen Stoffwechselwegen bilden konnen (Sawula &
Crawford, 1972; Kane, 1977; Buvinger et al., 1981). Die Identifizierung dieser ,,amphibolaren”

Glutaminasen fihrte zu zwei Modellen des evolutiven Ursprungs der GATasen.

Crawford (1975) postulierte, dass die Deletion einer spezifischen Glutaminase, die nur mit einer
wohl definierten Synthase aus einem Stoffwechselweg wechselwirken konnte, dazu fuhrte, dass
eine andere Glutaminase die Funktion der deletierten Glutaminase nach Ansammlung von
Mutationen mit Ubernommen hat. Diese neue, weniger spezifische Glutaminase war nun in der

Lage an zwel verschiedene Synthasen aus zwei verschiedenen Stoffwechselwegen zu binden
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und mit ihnen jewells funktionelle GATasen zu bilden. Diese Theorie wird die Beobachtung
unterstiitzt, dass die bekannten amphibolaren Glutaminasen in unterschiedlichen Organismen
Sequenzadhnlichkeiten zu unterschiedlichen Glutaminasen aufweisen. So ist die amphibolare
GATase aus Acinetobacter calcoaceticus der monofunktionalen Glutaminase TrpG aus der
Tryptophan-Biosynthese anderer Organismen sehr dhnlich, wahrend die aus Bacillus subtilus
eine hohere Sequenzidentitidt zu der monofunktionalen Glutaminase pABA der
Paraaminobenzoat- Synthese (PABA) aufwelst.

Einige Jahre spéter stellte Y anofsky (1984) eine adternative Evolutionstheorie fur GATasen auf.
Danach soll eine urspringliche prokaryotische Glutaminase der Klasse | in der Lage gewesen
sein, an verschiedene Synthasen zu binden und mit ihnen jeweils funktionelle GATasen zu
bilden. Im Verlauf der Evolution sollen sich aus dieser Ur-Glutaminase durch Genduplikationen
und Mutationen die heutigen hoch spezialisierten Glutaminasen der Klasse | entwickelt haben,

die jewells nur noch mit einer Synthase einen aktiven Komplex bilden kénnen.

Haben sich die heutigen GATasen wie in diesem Modell postuliert tatséchlich ortholog, d.h. aus
einem gemeinsamen Vorlaufer mit gleicher Funktion, entwickelt, dann sollten sich zwischen
ihnen Ahnlichkeiten in Struktur, Funktion und Regulation finden lassen. Dariiber hinaus sollte
esin diesem Falle mdglich sein, durch eine begrenzte Anzahl von Aminosaureaustauschen eine
spezidisierte Glutaminase in eine weniger spezialisierte umzuwandeln, die auch mit anderen als
»ihrer Synthase wechselwirkt und damit ahnliche Eigenschaften wie die postulierte Ur-

Glutaminase aufwelist.
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3a. Die Imidazolglycerinphosphat-Synthase, eine GATase aus der Histidin-
Biosynthese

Die Imidazol glycerinphosphat-Synthase (ImGP-S) ist eine GATase, die sich in Bakterien aus je
einer Untereinheit der Klasse | Glutaminase HisH und der Synthase HisF zusammensetzt. In der
Hefe liegen beide Aktivitdten fusioniert auf einer bifunktionellen Polypeptidkette (His7) vor
(Klem & Davisson, 1993; Chittur et al., 2000). Das Enzym katalysiert eine Schllisselreaktion in
der Biosynthese der Aminosdure Histidin und erzeugt dabei gleichzeitig ein Intermediat fur die
Nukleotidbiosynthese (Abbildung 1.2).

Purin-Biosynthese

A
AlCAR [\f,\N—R\buse-®
ATP + PRPP W,
HisG
\IS H|S| @N—waose-@ n/\N—Rlbose-@)
A HisE o/ . 2
'Y N 4 HisA HZNHIN_/ HisH:HisF
oo P of
H\{ H H-C-OH
H H H—IC—OH
(|:H2-0-® 1
ProFAR PRFAR b
IMGP #-¢-on
H-C-OH
(I:H2-0-®
€ HiS'Bd
Abbildung 1.2: Die Histidin-Biosynthese | Hl'jing
Gezeigt ist ein Ausschnitt aus der prokaryotischen ** HisD
Histidin- Biosynthese mit Hervorhebung der fur Histidin

diese Arbeit relevanten Enzyme und Intermediate.

Relevante Enzyme:
HisA : Phosphoribosyl-formimino-5-aminoimidazol -4-carboxamid-Ribonucleotid-1somerase
HisH: HisF Imidazolglycerinphosphat - Synthase

Relevante Intermediate :

ProFAR : N -[5'-phosphoribosylformimina] -5-aminoimidazol-4-carboxamid- Ribonukleotid
PRFAR : N -[5’-phosphoribul osylformimino]- 5-aminoi mi dazol-4-carboxami d- Ribonukl eotid
AICAR : 5’-Aminoimidazol-4-carboxamid-Ribonucleotid

ImGP : Imidazol glycerinphosphat

HisH (Klem & Davidson, 1993; Beismann-Driemeyer, 2001) katalysiert die Hydrolyse von
Glutamin zu Glutamat unter Freisetzung von Ammoniak. Dieser lagert sich am aktiven
Zentrum von Hisk an N'-[5 -phosphoribul osylformimino]-5-aminoimidazol-4- carboxamid-
Ribonukleotid (PRFAR) an, wonach es zu dessen Spaltung in ImGP, aus dem Histidin gebildet

wird, und 5’-Aminoimidazol-4-carboxamid-5-aminoimidazol (AICAR) kommt, welches in die
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de novo Purinsynthese eingeschleust wird (Winkler, 1987). Die ImGP-S aus Hefe und dem
hyperthermophilen Bakterium Thermotoga maritima wurden durch steady-state Enzymkinetik
und Mutationsanalysen eingehend charakterisiert (Klem et al., 1993, 2001; Chittur et al., 2000;
Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Dabei zeigte sich, dass die Aktivitat der
Glutaminasedoméne von der Bindung des Substrates PRFAR bzw. des Substratanalogons
ProFAR oder des Produktes ImGP am aktiven Zentrum der Synthase-Domaéne abhangt.

Die Rontgenstrukturen mehrerer ImGP-S sind bekannt. Fur das Enzym aus Thermotoga
maritima wurden sowohl die Strukturen der isolierten HisF- (mit gebundenen Phosphationen,
1thf) und HisH- (1k9v / 1jvn) Untereinheiten als auch die des HisH:HisF Komplexes (mit
gebundenen Phopshationen, 1gpw; sowie bislang unvertffentlichte Strukturen mit gebundenem
Glutamin, ImGP + Glutamin, Glutamat, AICAR) aufgeklart (Lang et al., 2000; Douangamath et
al., 2002; Korolev et al., 2002; Vega, Héager, Sterner, Wilmanns, unverdffentlichte Daten). Des
Weiteren wurden die Strukturen von HisF aus dem hyperthermophilen Archaeon Pyrobaculum
aerophilum (mit gebundenen Phosphationen + Glycerinmolekilen; 1h5y), von HisH:HisF aus
Thermus thermophilus (Apo-Enzym, 1ka9) und von His7 aus Saccharomyces cerevisiae (Apo-
Enzym, 10x6; mit kovalent gebundenem Glutamin-Analogon Acvicin, 1jvn; Acvicin + PRFAR,
1ox5; Glutamin-Analogon DON, lox4;) veroffentlicht (Banfield et al., 2001; Chaudhuri et al.,
2001, 2003; Omi et al., 2002). Sdmtliche Strukturenlassen sich jeweils gut superpositionieren
und weisen hohe Sequenzidentitdten auf (Banfield et al., 2001; Chaudhuri et al., 2001).

HisH aus Thermotoga maritima gehort zur Familie | der Glutaminasen (Zalkin & Smith, 1998)
mit der charakteristischen katalytischen Triade (Cys84, Hisl78, Glul80) und einer a/b-
Hydrolase Faltung (Ollis et al., 1992). Die HisF Proteine weisen eine (ba)gs-barrel Faltung auf,
die erstmals flr die Triosephosphat-1somerase (TIM) aus Gallus gallus beschrieben wurde und
daher auch as TIM-Barrel bekannt ist (Banner et al., 1975), (ba)s-Barrd Enzyme bilden ein
zentrales, achtstrangiges paralleles b-Faltblatt, dass Barrel (Fass), welches von den acht a-
Helices umgeben ist (Gerlt & Raushel, 2003; Vega et al., 2003). Zwe fir die Katalyse
essentielle Aspartatreste (Aspll und Aspl30 in der IMGP-Saus T. maritima) liegen an den C-
terminalen Enden von b-Strang 1 und 5 (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). In allen
bekannten ImGP-S Strukturen liegt die Kontaktfl&che zwischen den beiden Untereinheiten bzw.
Doménen am N-terminalen Ende des b-Fasses von HisF und in der Nahe des aktiven Zentrums
von HisH. Daraus wurde abgeleitet, dass der an HisH erzeugte Ammoniak in einem
hydrophoben Kanal, der die Kontaktflache und das Innere des Fasses von HisF umfasst, zum
aktiven Zentrum von HisF gelangt (vgl. Abbildung 1.5).
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3b. Die Anthranilat-Synthase, eine GATase aus der Tryptophan-Biosynthese

Die Anthranilat-Synthase (AS; TrpG:TrpE Komplex) ist eine GATase, die den ersten Schritt in
der Biosynthese der Aminosaure Tryptophan katalysiert. Dabel stellt die Glutaminase TrpG
Ammoniak fur die Synthase TrpE bereit, welche unter Freisetzung von Pyruvat Anthranilat aus
Chorismat erzeugt. Die TrpE-Reaktion erfolgt in zwei Schritten. Zundchst reagiert Chorismat
reversibel mit Ammoniak zu 2-Deoxychorismat (ADIC), gefolgt von der irreversiblen
Eliminierung von Pyruvat (Abbildung 1.3). Beide Reaktion sind M¢f*-abhéngig und ADIC
wird nicht ins Losungsmittel freigesetzt (Morollo & Bauerle, 1993). Die AS steht unter
negativer Feedback-Regulation von Tryptophan, dem Endprodukt des Biosyntheseweges.

Chorismat Anthranilat Pyruvat
COOH
e O
CH, IpG:TrpE COOH )L
)J\ 7 T Q + H,C™ "COOH
B S eele Gln Glu NH,

Abbildung 1.3: Katalysierte Reaktion der Anthranilat-Synthase (TrpG:TrpE Komplex)

Bisher wurden die Rontgenstrukturen der Anthranilat-Synthasen aus dem hyperthermophilen
Archaeon Sulfolobus solfataricus (Apo-Enzym; 1qdl), sowie den mesophilen Bakterien
Salmonella typhimurium (mit gebundenem Inhibitor Tryptophan; 1ilg) und Serratia marcescens
(mit gebundenen Substraten Chorismat + Glutamin + Produkt Glutamat; 1i7q; Inhibitor
Tryptophan; 1i7s) gelost (Kndchel et al., 1999; Morollo & Eck, 2001; Spraggon et al., 2001).

TrpG gehort zur Familie | der Glutaminasen (Zakin & Smith, 1998) mit der charakteristischen
katalytischen Triade (Cys34, Hisl75, Glul77 in der AS aus S. solfataricus) und einer a/b-
Hydrolase Faltung (Knochel et al., 1999). TrpE weist eine neuartige und komplizierte a/b-
Topologie auf, wobel zwei Doméanen durch einen Spalt getrennt sind. Biochemisch am besten
untersucht ist die AS aus Salmonella typhimurium (Zalkin, 1993). An ihr wurde gezeigt, dass
die Bindung von Chorismat an TrpE essentiell fur die Glutamin-Hydrolyse an TrpG i,
Tryptophen ale Tellreaktionen des TrpG:TrpE Komplexes inhibiert (Caligiuri & Bauerle,
1991a), sowie die katalytisch essentiellen Reste in TrpE identifiziert (11€243, Asp266, His306,
Thr333, Gly393, Glu403; Morollo & Bauerle, 1993).

Die Quartarstruktur ist in allen drei Félen ein Heterotetramer (TrpG:TrpE), aus zwel
funktionellen TrpG:TrpE Einheiten. Wahrend die Kontaktflachen innerhalb der funktionellen



Einleitung 14

TrpG:TrpE Einheiten in allen Strukturen hohe Ahnlichkeit zeigen, ist die Verknipfung der
beiden funktionellen Einheiten sehr unterschiedlich (Abbildung 1.4). Wéahrend bei der AS aus
Sulfolobus solfataricus der Kontakt zwischen den funktionellen TrpG:TrpE Einheiten
ausschlief3lich tber die beiden TrpG Untereinheiten erfolgt, werden in der Struktur der AS von
Serratia marcescens die funktionellen TrpG:TrpE Einheiten Uber die TrpEUntereinheiten

verknupft. InS. typhimurium sind sowohl TrpGas auch TrpE an der Verknlpfung beteiligt.

- - = o -
- T
TmpE Tk TipE [l
TrpE
=
TepG - _— Trpli TrpG o Trpti - =
(a =5 (b) (©
pE
L ]
Abbildung 1.4: Schematischer Vergleich bekannter Quartarstrukturen der Anthranilat-

Synthase
Gezeigt ist die schematische Anordnung der funktionellen TrpG:TrpE Einheiten der

Anthranilat-Synthase in (a) Sulfolobus solfataricus, (b) Serratia marcescens und (c) Salmonella
typhimurium

In keine der Strukturen finden sich offensichtliche Hinweise darauf, wie der an TrpG erzeugt
Ammoniak ohne Kontakt mit dem Lésungsmittel zum aktiven Zentrum von TrpE gelangt. Dies
deutet darauf hin, dass im Vergleich zu den bekannten Strukturen eine grof3ere

K onformationsanderung zur Ausbildung des postulierten Ammoniakkanals notwendig ist.

3c. Vergleich der Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus Thermotoga
maritimaund der Anthranilat-Synthase aus Sulfolobus solfataricus

In Abbildung 1.5 ist die Rontgenstruktur des HisH:HisF Komplexes aus Thermotoga maritima
(tm) zusammen mit der Struktur einer funktionellen TrpG:TrpE Einheit des (TrpG:TrpE)2
Komplexes aus Sulfolobus solfataricus (ss) dargestellt. Sowohl TrpG als auch HisH zeigen die
charakteristische Faltung der Glutaminasen der Klasse |, wdhrend die Strukturen von TrpE und
HisF keine Gemeinsamkeiten aufweisen. Darlber hinaus unterscheiden sich die beiden

Enzymkomplexe in der GroRe der intermolekularen Kontaktflachen: 2700 A% zwischen TrpG
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und TrpE (Knochel et al., 1999) und 1100 A? zwischen HisH und HisF (Douangamath et al.,
2002).

TrpE

HisH TrpG

Abbildung 1.5: Vergleich der Strukturen von I midazolglycerinphosphat-Synthase und
Anthranilat-Synthase

Gezeigt sind die Ribbonstrukturen der ImGP-S (HisH:HisF Komplex) aus Thermotoga
maritima (Douangamath et al., 2002) und der AS ([TrpG:TrpE]> Komplex) aus Sulfolobus
solfataricus (Kndchel et al., 1999). Die Synthasen HisF und TrpE sind in gelb dargestellt, die
Glutaminasen HisH und TrpG in blau. Die katalytisch essentiellen Reste an den aktiven Zentren
sind rot markiert. Der Einfachheit halber ist nur eine funktionale TrpG:TrpE Einheit gezeigt.

Die Uberlagerung der Strukturen der von TrpG aus Sulfolobus solfataricus und HisH aus T.
maritima ergeben eine groRe Ahnlichkeit (rmsd = 2,6A) und identische Positionen der
katalytischen Triade Cys-His-Glu auf (Abbildung 1.6). Diese Ahnlichkeit unterstiitzt das oben
Skizzierte Modell eines gemeinsamen evolutiondren Ursprungs von Klasse | Glutaminasen
(Yanofsky, 1984).
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Kontaktfldche Kontaktflache

Abbildung 1.6: TrpG und HisH weisen ahnliche Raumstrukturen und identische aktive
Zentren auf.

Gezeigt ist eine Superpositionierung des Proteinriickgrates von TrpG aus S solfataricus (in
orange) mit dem von HisH aus T. maritima (in blau) (Stereodarstellung; Swiss PDB Viewer /
PovRay). Die rms Abweichung der Ubereinander gelagerten C,-Atome betrégt 2.6 A. Die
katalytischen Triaden aus Cys-His-Glu von TrpG (in grin) und HisH (in rot) superpositionieren
sehr gut. , Kontaktflache: Der mit TrpE bzw. HisF in Kontakt tretende Bereich von TrpG bzw.
HisH.
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2 Zidsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten die strukturelle Grundlagen und die Evolution von
Protein-Protein Wechselwirkungen in GATasen am Beispiel der ImGP-S und der AS untersucht

werden. Die Arbeit umfasste zwei mit einander verknlpfte Teilbereiche.

1. Es war bekannt, dass erst durch die Bindung des Substrates PRFAR (bzw. seines Analogons
ProFAR oder des Produktes ImGP) an HisF die Hydrolyse von Glutamin an HisH induziert
wird (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Umgekehrt war bekannt, dass die Bindung von
Glutamin an HisH zu Anderungen in der Konformation einer flexiblen Schleife in der Nahe des
aktiven Zentrums von HisF fuhrt (H&ger, 2001). Dies bedeutet, dass es im HisH:HisF Komplex
zu ligandeninduzierten Konformationsanderungen kommen muss, die tUber die Kontaktflache

hinweg in beide Richtungen weitergeleitet werden.

Es sollte nun untersucht werden, welche Aminosauren im Kontaktbereich von HisH und HisF
an der Weiterleitung der Konformationsdnderungen beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden
ausgewahlte Reste in beiden Enzymen gegen Alanin ausgetauscht. Darlber hinaus wurden bis
zu 10 Aminosduren lange Sequenzabschnitte aus HisH gegen die entsprechenden Abschnitte
der verwandten Glutaminase TrpG ersetzt. Die mittels gerichteter Mutagenese erzeugten
Varianten wurden durch heterologe Genexpression in E. coli hergestellt, gereinigt und
biochemisch, biophysikalisch und enzymologisch charakterisiert.

Dieses Projekt soll der Beantwortung folgender Fragen dienen:

Welche Wechselwirkungen sind essentiell fur die Stabilitat der HisH:HisF Interaktion? Welche
Reste sind essentiell fur die katalytische Effizienz der isolierten Synthase- und
Glutaminasereaktionen bzw. der Gesamtreaktion der ImGP-S? L&sst sich durch die Austausche
ein molekularer Schalter identifizieren, der fur die Koordination der Aktivitéten an den aktiven

Zentren essentiell ist?

2. Die Glutaminasen TrpG und HisH weisen sehr dhnliche Strukturen auf und katalysieren die
Hydrolyse von Glutamin tber einen identischen Mechanismus. Nach dem Modell der Evolution
der GATasen von Yanofsky (1984) haben sich HisH und TrpG aus einer urspriinglichen
GATase der Klasse | durch Genduplikation, gefolgt von der Ausbildung spezifischer
funktioneller Interaktionen mit den Synthasen HisF bzw. TrpE entwickelt.
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Um diese Verwandtschaft naher zu untersuchen, wurden - analog zur oben beschriebenen
Mutationsanalyse in HisH - bis zu 10 Aminosauren lange Sequenzabschnitte im TrpE
Kontaktbereich von TrpG durch die entsprechenden Reste von HisH ersetzt. Die so erzeugten
Varianten wurden wie oben beschrieben hergestellt, charakterisiert, sowie die Ahnlichkeiten zu
HisH und die Komplexbildung mit HisF in vitro und in vivo untersucht.

Dieses Projekt soll der Beantwortung folgender Fragen dienen:

Gibt es neben der Faltung und der katalysierten Reaktion weitere Gemeinsamkeiten zwischen
den Glutaminasen HisH und TrpG? Sind die hergestellten chiméren Proteine aus TrpG und
HisH gefaltet? Ist es durch gerichtete Mutagenese moglich, gezielt HisH Eigenschaften auf
TrpG zu etablieren? Bilden die TrpG Varianten einen stabilen Komplex mit HisF aus? Stiitzen

die Ergebnisse die Existenz einer Ur-Glutaminase?

Es wurde mit den HisH, HisF und TrpG Enzymen aus dem Organismus Thermotoga maritima
gearbeitet, da Proteine aus hyperthermophilen Organismen im Allgemeinen durch ihre erhdhte
Stabilitdt eine groRere  Toleranz  gegenliber Mutationen aufweisen, was eine
Grundvoraussetzung fur beide Projekte darstellt. Zudem ist die ImGP-S aus T. maritima
biochemisch gut charakterisiert (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001) und ihre
Kristallstruktur aufgeklart (Lang et al., 2000; Douangamath et al., 2002).
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3 Material

3.1 Gerate

Chromatographie-Anlagen:
BioCAD-Sprint Perfusion Systems

FPLC LCC-501 plus

AKTA basic 10

mit folgenden Saulen :
Superdex 75 HR 10/30
Superdex 75 pg HiL oad 26/60

Mono Q HR 16/10
Affinitétssaule POROS MC/20

PERSEPTIVE BIOSY STEMS,
Weiterstadt

AMERSHAM Pharmacia Biotech,
Freiburg

AMERSHAM Biosciences, Cambridge,
UK

AMERSHAM Pharmacia Biotech,
Freiburg

Hydroxlyapatit (selbstgepackt) in XK 26/40 tube

Brutschrénke:

Binder

Heraeus B6060
Circular Dichroismus System J715
Cell density meter Ultrospec 10

Concentrator 5301
Electroporator 2510
Fluoreszenz- Spektrophotometer Cary Eclipse
Gefrierschranke -80°C:
Heraeus Hera freeze
MDF-U72V
Gefrierschrénke -20°C
Gelelektrophorese-Kammern:
Agarose-Elektrophorese- Apparatur

SDS-Elektrophoresekammer Mighty Small 11

BINDER GmbH, Tuttlingen
KENDRO, Hanau

JASCO, Cremella, Italien
AMERSHAM Biosciences, Cambridge,
UK

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
VARIAN, Darmstadt

KENDRO, Hanau
SNAY O, Tokyo, Japan

LIEBHERR, Nussbaumen

hauseigene Werkstatt Universitéat Koln
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und Multi Gel Caster Gelgief3stand

Polyacrylamid- Elektrophorese-Apparatur

Glaspipetten und Glaswaren

Hamilton Mikroliterspritze
Heizblock-Thermostat HBT-2131
Imager:

GelDoc 1000

mit GelDoc1000 White Light Source

und Single Wavelength Mini- Transilluminator
Multi-Doc-1t Digital Imaging System

| nkubati onsschiittler:

Innova 4000, 4400, 4430 Incubator Shaker

Certomat Sl|
Kuvettenschleuder Roto-Vette 310
Magnetrihrer (beheizbar):

IKAMAG RCT basic

MR3001
Mikroliterpipetten:

Pipetman P20, P200, P1000

Research 2,5, 10, 100, 1000
Mikrowellen:

Micromat 15, 600W

HMT 842C
PCR-Geréte:

Mastercycler personal

Mastercycler gradients

T3 Thermocycler
pH-Meter
Pipettus-accu
Power Supply EPS 301

AMERSHAM Pharmacia Biotech,
Freiburg

HOEFER Pharmacia Biotech, San
Francisco, CA, USA

SCHOTT, Mainz; FISCHER SCIENTIFIC,
Schwerte; NOVOGLAS, Bern, Schweiz
HAMILTON, Bansduz, Schweiz

HCL, Bovenden

BioRAD, Hercules, USA

UVP Inc., Upland, USA

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC,
Nurtingen

B. BRAUN Biotech, Melsungen
HELLMA, Milheim

IKA-LABORTECHNIK, Staufen
HEIDOPLH, Kehlheim

GILSON Medical Electronics, Frankreich
EPPENDORF, Hamburg

AEG, Nirnberg
BOSCH, Nirnberg

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
BIOMETRA, Géttingen

INOLAB, Wellheim

HIRSCHMANN Laborgréte, Eberstadt
AMERSHAM Pharmacia Biotech,
Freiburg
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Quarzkivetten (2 ml, 1 cm Schichtdicke) STARNA, Pfungstadt; GLASKELLER,
Basdl, Schweiz; VARIAN, Darmstadt
Schitteltische:
Rocking Platform BIOMETRA, Gottingen
GFL 3013 GFL, Burgwedel
Ultraschallgerét Branson Sonifier 250D HEINEMANN, Schwab. Gmind
UV-Leuchttische:
N90 MW 310nm Konrad Benda, Wiesloch
Reprostar CAMAG Chemie Erzeugnisse, Berlin
Vakuum Speed, LyoVac GT2 LEYBOLD Vacuum, KaéIn
Vakuumpumpe ME 2C VACUUBRAND, Wertheim
Varioklav Dampfsterilisator Typ 500 H& P LABORTECHNIK, Minchen
Vortex ReaxTop HEIDOLPH, Kehlheim
Waagen:
SBA 33 und 52 SCALTECH, Helligenstadt
H54AR und H20T METTLER, Giessen
Pl 1200 METTLER, Giessen
Wasserbad 1012 GFL, Burgwede
Wasserfiltrationsanlagen:
SG Reinstwaser-System UF 60 SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation, Hamburg
Ultrafree-20 Nanopore-Wasser-Anlage MILLIPORE, Eschborn
Zentrifugen:
Varifuge 20 RS SCHUTT LABORTECHNIK, Go6ttingen
Centrifuge 5415D, 5415R, 5810 R EPPENDORF, Hamburg
HERAEUS Biofuge pico, fresco SCHUTT LABORTECHNIK, Géttingen
Sorvall RC 2B, 5C plus Du Pont Instruments, Bad Homburg
Zweistrahl-Spektralphotometer Cary 100 Bio VARIAN, Darmstadt

32 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien besal3en den héchstméglichen Reinheitsgrad und wurden von

folgenden Firmen bezogen:

AMERSHAM PHARMACIA Biotech (Freiburg)
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B10101 Inc.

BIORAD LABORATORIES
BIOZYM

BOEHRINGER MANNHEIM
DIFCO

FLUKA

GERBU Biotechnik GmbH
GIBCO/BRL

MERCK

NATIONAL DIAGNOSTICS
OXOID

RIEDEL-DE HAEN

ROCHE DIAGNOSTICS
ROTH

SERVA

SIGMA-ALDRICH

33 Kits
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR-Purification Kit

NucleoBond? AX DNA-Extraction Kit

NucleoSpir? Gel-Extraction Kit

NucleoSpir? PCR-Purification Kit | +1
GENE ELUTE Plasmid Miniprep Kit
LMW Gel Filtration Calibration Kit

34 Enzyme
DNA-Polymerasen

Pfu: STRATAGENE, Heidelberg
Pwo : ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim

(Carlshad, USA)
(MUnchen)

(Hess. Oldendorf)
(Mannheim)
(Dreieich)
(Neuw-Ulm)
(Gailberg)
(Eggestein)
(Darmstadt)
(Simerville, NJ, USA)
(Wesdl)

(Seelze)
(Mannheim)
(Karlsruhe)
(Heidelberg)

(Deisenhofen)

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
MACHEREY-NAGEL, Diiren
MACHEREY-NAGEL, Diren
MACHEREY-NAGEL, Diiren
SIGMA-ALDRICH, Steinheim

AMERSHAM Biosciences, Cambridge,

UK

Vent : NEW ENGLAND BIOLABS, Bad Schwalbach

Taq : PROMEGA, Madison, USA

ReadyMixRED Tag PCR Reaction Mix: SIGMA- ALDRICH, Deisenhofen
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Benzonase: MERCK Eurolabs, Lohmar

Glutamat-Dehydrogenase aus Rinderleber: SIGMA- ALDRICH, Deisenhofen

Restriktionsendonukleasen :

MBI FERMENTAS, St. LeontRot; NEW ENGLAND BIOLABS, Bad Schwalbach

T4-DNA-Ligase : ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim

Trypsin: ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim

35 Verbrauchsmaterialien

Centricon amicon Miniconcentratoren
Dialyseschlauche Visking Typ 36/32
Einmalkantlen fine ject 100

Einweg K Uvetten (%2 MikrokUvetten)

Elektroporationskiivetten 2 mm Gap
Faltenfilter

L atex-Handschuhe Safeskin
Membranfilter ME 24, Porengréfie 0,2um
Nitril- Handschuhe Safeskin

Parafilm ,M*“ Laboratory Film
Pasteurpipetten

PCR Softstrips 0,2 ml

PCR Gefélze 0,2ml

Petrischalen

Pipettenspitzen 200 pl, 1000 pl
Reaktionsgefal3e 1,5 ml, 2 ml
Reaktionsgefélie mit Schraubdeckel 2 ml
Raéhrchen 15 ml, 50 ml

Spritzen Omnifix 5Smi

Spritzenfilter 0,22uM Porengrofie

Umpuffersaulchen, NAP Columns

MILLIPORE, Bedford, MA, USA
ROTH, Karlsruhe

Henke Sass Wolf, Tuttlingen
RATIOLAB, Dreleich

SARSTEDT, Numbrecht

FISCHER SCIENTIFIC, Schwerte
MACHEREY-NAGEL, Diren
KIMBERLY-CLARK, Roswell, USA
SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel
KIMBERLY-CLARK, Roswell, USA
American Nationa Can, Chicago, USA
HIRSCHMANN, Eberstadt

BIOZYM Diagnostik, Hess. Oldendorf
PEQLAB, Erlangen

GREINER, NUrtingen

ROTH, Karlsruhe; SARSTEDT, Numbrecht
ROTH, Karlsruhe

SARSTEDT, Numbrecht

ROTH, Karlsruhe

B. BRAUN, Melsungen

RENNER, Daunstadt

AMERSHAM Pharmacia Biotech, Freiburg
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3.6 Bakterien- und Hefestamme

E. coli DH5a (Hanahan, 1983)
BF, endAl, hsdR17 (rcm), supE44, thil, recAl, gyrA (Na), reAl, D(lacZYA-
argF)U169, F 80lacZDM 15]

E. coli BL21 (DE3) (Studier & Moffat, 1986)
hsdS, gal, [l cl, ts857, cndl, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thil, rel Al]

E. coli BL21 CodonPlus (DE3) RIPL (Stratagene)

BF ompT hsdS(rz~ mg”) dem™ Tet' gal ?2(DE3) endA Hte [argU proL Canl] [argU ileY
leuw Strep/Spec’]

Bei BL21 CodonPlus (DE3) RIPL Zellenwerden Gene von einem zusdétzlichen Plasmid

coexprimiert, welche fur in E. coli seltenen CodontRNAs kodieren @rgu (AGA,
AGG); proL (CCC); ileY (AUA); leuw (CUA)). Das Plasmid enthdt zusétzlich die
Antibiotikaresistenz fur Chloramphenicol.

E. coli KK8 = W3110trpEA2 (Schneider et al., 1981)
trpR, tna2, DtrpEA2

E. coli SG200 +50 (Casabadan et al.,1976)
lonA™(Tn5), F, DlacU169, araD139, rpsL, relA, thiA, flbB

E. coli UTH860 (DhisF, Goldschmidt et al.,1970)

_ R
ara-14, ginvV44 (AS), galK2, | , hisF860 (stable), rpsL145 (strR), malT1 (I ), xylA5,
mtl-1

S. cerevisae AH109 (James et al., 1996)
MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4D, ga80D, LY S2::GAL1-HIS3,
GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ

S. cerevisae HF7c (Feilotter et al., 1994)
MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trpl-901, leu2-3, 112, ga4-542, gal80-
538, LYSZIZGALlUAgGALlTATA-H|83, URA?)ZIGAL417mers(xg)-CYC1TATA-|&IZ
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S. cerevisae SFY526 (Bartel et al.,1993)

MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trpl-901, leu2-3, 112, canl, ga4-542,
0a80-538, URA3::GAL1-lacZ

Tabelle 3.1: Ubersicht (ber die Eigenschaften der Promotoren der verwendeten S

cerevisae-Stamme
(nach Clontech)
Stamm Reporter- | Herkunft der Regulation | Herkunft | Expressions- | Expressions-
gen UAS der UAS der level bei strenge
durch TATA positiver
Interaktion
AH109 HIS3 Gdl Gd4 Gdl hoch hoch
ADE2 Gdz2 Gd4 Gdz2 hoch hoch
lacZ Mell Gd4 Gdz2 niedrig
HF7c HIS3 Gdl Gd4 Gal hoch hoch
SFY526 | lacZ Gal Gd4 Gdl hoch
3.7 Vektoren
3.71 PpET 1lc
Die Expresson von Genen in pET- __;
Vektoren (NOVAGEN, plasmid for W [31%-1120|
expression by T7 RNA polymerase) SRS
erfolgt Uber die RNA-Polymerase des "o
Phagen T7 (Studier et al., 1990). Daher :55:{:;3-33"_'; pET 11c
konnen pET-Vektoren nur in Stdmmen hisF
. : (6438 bp)
verwendet werden, in denen eine lac
[1506.24675)
chromosomale Kopie des T7-RNA-
Polymerasegens vorhanden ist (z.B. in E.
OB 322 o
coli BL21 (DE3)). Die Expression des e
Polymerasegens erfolgt unter Kontrolle Abbildung ~ 31:  Vektorkarte  von
pET11c hisF

enes lacUV5-Promotor-Operators und

wird durch Zugabe von Isopropyl-b-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert (Abbildung 3.3).
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Die Abbildung 3.1 zeigt die Vektorkarte des zur Expresson von hisF verwendeten
pPET11lcVektors. Die Expression ist ebenfalls Uber einen lac-Operator reguliert. Das dazu
erforderliche lac-Repressor-Gen (lacl) ist plasmidkodiert und wird konstitutiv exprimiert. Das
Plasmid kodiert das b-Lactamase-Gen (bla), so dass plasmidtragende Zellen gegentber

Ampicillin resistent sind.

3.7.2 pDS56/RBSII/Sphl

RigH

Sphil 1e-T10)

TE Prormather
o
Hirea Nl

Der Vektor pDS56/RBSII/Sphl (Bujard et al.,
1987; Stlber et al., 1990) entspricht dem
kommerziellen pQE40 Vektor (QIAGEN). Er

besitzt zwei Kopien des lac-Operators, die den 009512 pDS

starken TS5 Promotor regulieren. Zur Selektion hisH

L - . (4008 bp)

ist ein b-Lactamase-Gen (Ampicillin- Resistenz) cot
vorhanden. Das Gen fur die Chloramphenicol-

Acetyl-Transferase  (cat) besitzt  keinen s

funktionellen Promoter und kann daher nicht als
Selektionsmarker verwendet werden (Abbildung

3.2). Die regulierte und durch IPTG induzierte

(2174

Abbildung 3.22 Vektorkarte wvon
pDS_hisH

Expression von einklonierten Genen erfordert

die Anwesenheit des Repressorplasmids pDMI,1 (Certa et al., 1986) (Abbildung 3.3). Dieses
Repressorplasmid entspricht dem kommerziell erhdtlichen pREP4 Plasmid QIAGEN) und
enthalt das konstitutiv exprimierte lacl-Gen. Als Selektionsmarker besitzt der Vektor pDMI,1

ein Kanamycin-Resitenzgen.

3.7.3 pQE70

Der pQE70 Vektor (QIAGEN) besitzt downstream der multicloning site einen His-tag (6x His),
welcher jedoch bel Klonierung Uber die Restriktionsendonuklease-Schnittstellen Sphl und
BamH1 entfernt wird. Zur Selektion ist ein b-Lactamase-Gen (bla) vorhanden. Die Expression

des einklonierten Gens erfordert ebenfalls die Anwesenheit des Repressorplasmids pDMI, 1.
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(@) (b)

IPTG

. IPTG
@®
: ‘m‘ ?M ‘)

/ T7 Pl
\ I_acP/O T7 Polymer:
'
pDS '
Wirtsgenol

/
: pET ) Iacl/
\ f \
N /
) N / R = anpR
amp

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des pDSpDM- (a) und des PpET-
Expressionssystems (b)

Der Induktor IPTG (grun) verhindert die Bindung des vektorkodierten lac-Repressors (rot) an
die lac Promotor / Operator Region, so dass das nachfolgende Gen abgelesen werden kann. Im
pPET-System erfolgt die Transkription durch die im Wirtsgenom kodierte T7 RNA Polymerase
(orange), deren Expression ebenfalls unter Kontrolle eines lac-Promotor/Operator-Bereiches
steht.

lacl

IO kloniertes Gen
oy

lac P/

-~
Id
/

/ \

374 pTNA ol gen

Pia
- Hind
Der Vektor pTNA (C. Yanofsky, Stanford; Jirgens et - .

al., 2000) entsprichtt mit Ausnahme des

bl

Promotorbereichs dem  pDS56/RBSII/Sphl-V ektor ffgﬁf:dllf:ﬂ

(Bujard et al., 1987; Stlber et al., 1990). Statt der lac-

Promotor-Operator-Region ist eine verkirzte Variarte =
des Tryptophanase-Promotors von E. coli vorhanden,

welcher zu schwach  kondtitutiver — Expression Col E1 o

einklonierter Gene fiihrt (Abbildung 3.4). Abbildung 3.4: Vektorkarte

von pTNA
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3.7.5 pGAD424

Der E. coli-Hefe-Shuttle-Vektor pGAD424 =

EALA AD Smal
(Bartel et al., 19939) ist ein Beute (orey) Vektor - SALA AD ri
aus dem CLONTECH Matchmaker yeast-2- — #©"

Pst|
hybrid System. Fir Klonierungen in E. coli ist

= sl

(5=
i

eine multicloning site (mcs) mit Schnittstellen fir DG AD424
verschiedene  Restriktionsendonukleasen, ein @ (6,6kbp)
ColE1 ori und ein Ampicillin-Resistenz-Gen (bla)
vorhanden. Das in frame einklonierte Gen wird in LELI2
S cerevisae as Fusionsprotein mit der Gal4- colEl o
Aktivierungsdoméne (AD) hergestellt und Uber )

T Abbildung 3.5: Vektorkarte von
das Nukleus-Translokationssignal der Alkohol  hcAD424
Dehydrogenase (Tapnr) in den Zellkern transportiert. Zur Selektion in S, cerevisae ist ein 2|1 ori
vorhanden und das Gen fur die 3Isopropylmalat Dehydrogenase (eu2) vorhanden, welches
| eu-defiziente Hefen komplementieren kann (Abbildung 3.5).

376 pAS2-1

Der E. coli-Hefe-Shuttle-Vektor pAS2-1 (Harper et ) _
., 1993) ist ein Koder (bait) Vektor aus dem "
CLONTECH Matchmaker yeast-2-hybrid System. mes

Fur Klonierungen in E. coli ist eine multicloning % TaoH
ste (mcs) mit Schnittstellen fur verschiedene pAS2-1

. . . . (B4hbp:| ColE] oo
Restriktionsendonukleasen, ein ColE1 ori und ein

Ampicillin-Resistenz-Gen (bla) vorhanden. Das in -

frame einklonierte Gen wird in S cerevisae als iy
Fusionsprotein mit der Gal4-DNA-Bindedomane e

(DBD) hergestellt und Uber das Nukleus-

Translokationssignal der Alkohol-Dehydrogenase g\:gg_dlung 36: Vextorkarte von
(Tapn) in den Zellkern transportiert. Zur Selektion

in S cerevisae it en 2u ori vorhanden und das Gen fur die Phosphoribosylanthranilat-
Isomerase (trpl) vorhanden, welches trp-defiziente Hefen komplementieren kann (Abbildung

3.6).
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3.8 Oligodesoxyribonukleotide

V ektorspezifische Amplifikations- und Sequenzierungsprimer

T7 Promotor

T7 Terminator

CyRI

CyPstl

pGAD 5 AD

pGAD 3 AD

pAS 5 BD

pAS 3" BD

His-Operon-Primer

HisB_HisH_oben

HisH_HisA_unten

flr pET -Konstrukte, 88-69 bp upstreamdes Startcodons

5-TAA TACGACTCA CTATAGGG -3

fUr pET -Konstrukte, 59-77 bp downstreamdes Stopcodons

5- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3

fur pDS- und pTNA -Konstrukte, 137-117 bp upstreamdes Startcodons
5-TCA CGAGGCCCTTTCGTCTT -3

fur pDS- und pTNA -Konstrukte, 132-110 bp downstreamdes Stopcodons
5-TCGCCAAGCTAGCTTGGATICT -3

fur pGAD-Konstrukte, 78-62bp downstreamdes Genbeginns
5-TACCACTACAATGGATG -3

fur pGAD- Konstrukte, 43-57bp downstreamdes Stopcodons
5-TTGAAGTGAACTTGCGGGG -3

fur pAS-Konstrukte, 76-60bp downstreamdes Genbeginns

5- TCG GAA GAG AGT AGT AA -3

fur pAS-Konstrukte, 122-99bp downstreamdes Stopcodons
5-TCGTTT TAA AACCTA AGA GTCA -3

iN E. coli hisB 89-106bp upstreamdes Startcodons fiir E. coli hisH
5- ACGATCATCACCGTGTAG -3

iN E. coli hisA 87-104bp downstreamdes Stopcodons fiir E. coli hisH
5- CAATCGCGGCAGCGGGTC -3

K12 eHisA Ndel forw (von Ralf Thoma)

5- AACCTGGACATATGA TGA TTATTCCGGC-3

K12 eHisA_BamHI_rev (von Ralf Thoma)

5- CACGAG GAT CCA GACATGGGA TTATG -3

Insertspezifische Primer zum Einfligen verschiedener Restriktionsendonuklease- Schnittstellen

HisH Eco ATG

fur Klonierung in pGAD

5- GCGCGAATTCATGAGGATCGGAATA A -3
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HisH_Bam_STOP fir Klonierung in pGAD

5- GAATGGATCCGCTATCGCCGGGACAA -3
TrpG_Eco _Nde ATG fiir Klonierung in pGAD

5- GCGCGAATTCCATATGAAACGTGTGAT -3
TrpG_Bam_STOP  fir Klonierung in pGAD

5- CGCGGGATCCGTCACTTTACCTGAAT -3
HisH_Pstl_ STOP fir Klonierung in pGAD

5- GCGCCTGCAGCTATCGCCGGGACAA -3
HisH Bam ATG  fir Klonierungin pGAD

5- GCGCGGATCCAAATGAGGATCGGAATAATC -3
TrpG_Sph ATG fir Klonierung in pTNA

5- GCGCGCATGCATGAAACGTGTGATCGTT -3
TrpG_Hind_STOP  fir Klonierung in pTNA

5- CGCGAAGCTTTTACTTTACCTGAATATCCTGG -3
TrpG_BamH1 _ATG fur Klonierung in pTNA

5- GCGCGGATCCATGAAACGTGTGAT -3
HisH_Sphl KH LA _oben zur Generierung der TrpG-HisH-Chimere

5- GGA AAC GTC GTG CAT GCG AGG AGC AGA AGA-3
HisH_Sphl KH_LA_unten zur Generierung der TrpG-HisH-Chimere

5-TCT TCT GCT CCT CGC ATG CACGACGTT TCC -3

Mutagenisierungsprimer fur HisF (Einzelaustausche neu eingefligter Nukleotide unterstrichen)

HisE T78M_5 5- GACATT CCG TTCATG GTT GGA GGA GGT -3’
HisE T78M_3 5'- ACC TCC TCC AAC CAT GAA CGG AAT GTC -3
HisF_Q123A_hin  5- ACT TTT GGG AGT GCG GCC GTT GTC GTG -3’

HisF_Q123A_riick 5- CAC GAC AAC GGC CGC ACT CCC AAA AGT -3

Mutagenisierungsprimer fur HisH (Einzelaustausche neu eingefugter Nukleotide unterstrichen)

HisH_R117A_hin 5- CTG AGG AGC AGA GCA CTT CCCCACATG -3
HisH_R117A _riuck 5- CAT GTG GGG AAG TGC TCT GCT CCT CAG -3
HisH_N124A_hin 5- CACATG GGC TGG GCC GAG GTGATCTTC -3
HisH_N124A_rick 5- GAA GAT CAC CTC GGC CCA GCC CAT GTG-3
HisH_Y138A_hin 5- AAC GGG TAT TACGCC TTC GTC CACACC-3
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HisH_Y138A_rick 5- GGT GTG GAC GAA GGC GTA ATA CCCGTT-3
HisH_S183A_hin  5- CCC GAA AAG AGT GCA AAA ATC GGA AGA -3
HisH_S183A_ruck 5- TCT TCCGAT TTT TGC ACT CTT TTC GGG -3

Mutagenisierungsprimer  fir

Nukleotide unterstrichen)

HisH_b6_118-124 hin

HisH_b6 118-124 riick

HisH_b7 135-140 hin

HisH_b7 135-140 riick

HisH_b9 157-158 hin

HisH_b9 157-158 riick

HisH_a5_181-185 hin

HisH_a5_181-185 riick

Mutagenisierungsprimer  for TrpG (Austausch mehrerer Aminosauren neu eingefgter

Nukleotide unterstrichen)

TrpG_sheet6 H oben

TrpG_sheet6 H_unten

TrpG_HisH_b6b7_oben

HisH (Austausch mehrerer Aminosauren neu engeflgter

5- CTGAGG AGC AGA AGA CGT ATT CTG CAC
GGCAAG ACCGAGGTGATCTTCAAA GAC-Z
5-GTCTTT GAA GAT CACCTCGGT CTT GCC
GTG CAGAATACGTCT TCT GCT CCT CAG-3
5-ACGTTT CCGAACTTGGTTTACACCTTC
TAC CACACCTACAGA GCT -3

5- AGCTCT GTA GGT GTG GTA GAA GGT GTA
AAC CAA GTT CGG AAA CGT -3

5- CACGTT CTG GGA ACA ACT TCA GAC GAC
GGT GAGATCTTT CCA -3

5-TGG AAA GAT CTCACCGTC GTCTGA AGT
TGT TCCCAGAACGTG -3

5- CCA TCC CGA AAG CGT GTT AAC CGA GGA
AGG AAG AAA ACT GCT TGA G -3
5-CTCAAGCAGTTT TCT TCCTTC CTC GGT
TAA CACGCTTTC GGG ATG G -3

5- ATC GTG CAC GCA AAGAGG CTT CCCCAC
ATG GGC TGG AACAAGATC GTA CACAAC
GGA -3

5-TCCGTT GTG TACGAT CTT GTT CCA GCC
CAT GTG GGG AAG CCT CTT TGC GTG CACGAT
-3

5- GGA AAG ATC GTG CAT GCA AAG CTT CCC
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TrpG_HisH_b6b7_unten

TrpG_b6b7_lang_oben

TrpG_b6b7_lang_unten

TrpG_b5 HisH_oben

TrpG_b5 HisH_unten

TrpG_b7_135-140 hin

TrpG_b7_135-140 rick

TrpG_b9 157-158 hin

TrpG_b9_157-158 rtick

TrpG_a5_181-185_hin

TrpG_ab 181-185 riick

CAC ATG GGC TGG AAC -3

5- AAC TTC AGG AAG GGA TGC CTC CAC AGC
TCT GTA GGT GTG CAC -3

5- TGG TGG AAA GAT CGT GCA TGC AAA GCT
TCC CCA CAT GGG CTG GAA CGA GGT GAT CTT
CAA AGA CAC GTT TCC GAA CGG GTA T-3

5'- CCA GAA CTT CAG GAA GGG ATG CCT CCA
CAG CTC TGT AGG TGT GGA CGA AGT AGT AAT
ACC CGT TCG GAA ACG TGT CTT TGA A -3

5- ATC GGC TAC GCT TTT GGT GGA AAC GTC
GTG AAA CTG AGG AGC AGA AGA AGG ATT
CTT CAT GGA AAG ACA GAC -3’

5- GTC TTT CCA TGA AGA ATC CTT CTT CTG
CTC CTC AGT TTC ACG ACG TTT CCA CCA AAA
GCG TAG CCG AT -3

5- GTG AAA AAT CCA GGC TAT GCT TAT CGG
GTC CAT TCA CTC GTT GTT -3

5- AAC AAC GAG TGA ATG GAC CCG ATA AGC
ATA GCC TGG ATT TTT CAC -3

5- GAA ATC ACC GCC AAA GAA TAC GAT GGA
GAGATCATG -3

5- CAT GAT CTC TCC ATC GTA TTC TT GGC GGT
GAT TTC-3

5- TTC ATC CAG AAA AGT CGT CGA AAA TAG
GAA AGA GAA TCA TAA AG -3

5- CTT TAT GAT TCT CTT TCC TAT TTT CGA
CGA CTT TTC TGGATG AA -3

Primer zur Erstellung eines DhisH Stammes

N-outer HisH

N-inner_HisH

C-outer HisH

5- GCG CGGATCCTCAGA TCGCT A CCCACG
GCG-3

5-CTCACGACA TTA CTTGCA CCCACG CAA
TAA CCT TCA CACTCCAAATTT ATAAC-3
5-CGA CCGTTCTCT TGA GCC CGC CTA GGG
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CGC-3
C-inner_HisH 5- GTT ATA AAT TTG GAG TGT GAA GGT TAT
TGC GTG TGA GAT GTG ATGATTATTC-3

39 DNA-Langenstandard
SMART LADDER (Eurogentec)

Polynukleotidgr 6Ren [bp] ng DNA / Bande

bei 5ul Auftrag

10.000 100

8.000

6.000

5.000

4.000

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000

800

600

400

S EEEESSEEEEE

200

3.10 Protein-Standard
Low Molecular Weight—-Marker (AMERSHAM PHARMACIA)

Protein Molmasse [kDa]
Phosphorylase B 97,0 &
BSA 66,2 -
Ovabumin 45,0 -
Carboanhydrase 30,0 -
Trypsininhibitor

(Sojabohne) 20,1 .
a-Lactalbumin 14.4 -
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MidRange (PROMEGA)
Molmassen [kDa]: 97,4 (Phosphorylase A), 66,2 (BSA), 55 (Glutamat Dehydrogenase), 42,7
(Ovabumin), 40 (Aldolase), 31 (Carboanhydrase), 21,5 (Trypsin Inhibitor (Sojabohne)), 14,4

(Lysozym)

3.11 Puffer und L 6sungen
Soweit nicht anders angegeben, wurden die verwendeten Puffer sterilfiltriert und bel

Raumtemperatur gelagert.

3.11.1 Fur Arbeiten mit DNA :

PCR-dNTP-Ldsung (2mM)
je2mM dNTP (N =A, C, Goder T) in HO gel6st, bel —20°C gelagert

LiClStammldsung (5M)

5M LiCl in Wasser gelogt, sterilfiltriert, bei RT gelagert

3.11.2 Fir Arbeten mit E. coli:

Ampicillin-Stammldsung (1000x)
150 mg/ml Ampicillin (NaSalz) in Wasser gelogt, sterilfiltriert, bel 4°C gelagert

KanamycinStammldsung (1000x)

75 mg/ml Kanamycin in Wasser gel6st, sterilfiltriert, bei 4°C gelagert

Streptomycin-Stamml 6sung (1000x)
100 mg/ml Streptomycin in Wasser gel0st, sterilfiltriert, bei 4°C gelagert

Chlorampheni col- Stamml 6sung (1000x)
30 mg/ml Streptomycinin 100% EtOH gelost, sterilfiltriert, bel 4°C gelagert
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| PTG-Stammldsung (1IM)
1M IPTG in Wasser, stexilfiltriert, bei —20 °C gelagert

Glycerin (87%)

TFB |
100mM KClI, 50mM MnCh, 30mM KOAc, 10mMCaCl, 15% Glycerol;
die Einzelkomponenten wurden bei 4°C gelagert und der Puffer direkt vor der

Verwendung frisch angesetzt

TFB Il
100mM TrisHCI 7,0, 10mM KCI, 75mM CaClb;
die Einzelkomponenten wurden bei 4°C gelagert und der Puffer direkt vor der
Verwendung frisch angesetzt

3.11.3 Fir Arbeiten mit S. cerevisae:

Lysepuffer
60mM K3HPO4, 40mM  NaHPO4, 10mM  KCI, 1mM MgSO4, 50mM  b-

M ercaptoethanol

LiAc/PEG-Puffer
10mM TrisHCI, ImM EDTA, 100mM LiAc, 40% PEG, pH 7,5
[8ml 50% PEG (in H,O gel6st, gegebenenfalls zum Losen auf 50°C erwéarmen)
Iml 1M LiAc (pH 7,5 mit Salzsdure einstellen, autoklavieren)
Iml 10x TE (100mM Tris HCI, 10mM EDTA, pH 7,5, autoklaviert)]

LiAc -Puffer
10mM TrisHCI, 1mM EDTA, 100mM LiAc, pH 7,5
[Iml 10x TE (100mM Tris HCI, 10mM EDTA, pH 7,5, autoklaviert)
Iml 1M LiAc (pH 7,5 mit Salzsdure einstellen autoklavieren)
8ml H.O]
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TE-Puffer (1x)
10mM TrisHCI, ImM EDTA, pH 7,5, autoklaviert

fish sperm carrier DNA (10mg/ml), Roche
zur Denaturierung 20min in kochendem Wasser inkubieren und danach sofort auf Eis

abkuhlen, bel —20°C lagern, fir jede dritte Benutzung erneut denaturieren

3.11.4 Fur Agarose-Gelelektrophorese:

Agarose (1 und 2,5%)
Eine entsprechende Menge an Agarose in 0,5x TBE gelost, aufgekocht und kurzzeitig
bei 60°C aufbewahrt

Hydroxyethylcellulose (HEC)-Agarose
0,5% der HEC-L6sung mit 1% Agarose in 0,5x TBE-Puffer

Sukrose-Farbmarker
60% (w/v) Sukrose, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 0,1% (w/v) Xylencyanol FF
in0,5x TBE
TBE (5x)
445 mM Borsdure, 12,5 mM EDTA, 445 mM Tris (der pH-Wert stellt sich automatisch

auf 8,15 ein)

Ethidiumbromid- Stamml6sung (10mg/ml)

3.11.5 Fur Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (denaturierend und nativ):

Protogel™
30% (v/v) Acrylamid, 0,8% (v/v) Bisacrylamid, bei 4°C gelagert
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Ammoniumperoxodisulfid (APS)-Stammldsung (25% und 40%)
25% bzw. 40% (w/v) APS in Wasser gelogt, sterilfiltriert, bei -20°C gelagert

SDS-PAGE Trenngel puffer
0,4% (w/v) SDS, 1,5 M TrisHCI, pH 8,8

SDS-PAGE Sammelgel puffer
0,4% (w/v) SDS, 0,5 M TrisHCI, pH 6,8

SDS-PAGE Laufpuffer
0,025 M Tris, 0,1% (w/v) SDS, 0,2 M Glycin (der pH-Wert stellt sich automatisch auf
8,5€n)

SDS-PAGE Probenpuffer (2x)
10% (w/v) Glycerin, 5% (v/v) b-Mercaptoethanol, 2% (v/v) SDS; 0,01% (w/v)
Bromphenolblau, 1,25 M TrisHCI, pH 6,8

Farbel 6sung
0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 und R250, 50% (v/v) Ethanol, 10% (v/v)
Eisessig, filtriert, bel RT lichtgeschiitzt gelagert

nativer Trenngelpuffer
3M TrisHCI pH 8.8

nativer Sammel gel puffer
0.5M TrisHCI pH 6.8

nativer Laufpuffer (1x)
50mM Tris, 284mM Glycin (kein Einstellen des pHWertes notwendig)

nativer Probenpuffer (3,3x)
100pul 60% Saccharose, 200ul 05M EDTA, 200ul H20, ein Krimelchen

Bromphenolblau
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Tris Tricin Gelpuffer
3M TrisHCI, pH 8,45, 0,3% SDS

oberer Tris Tricin Laufpuffer
0,1M TrisHCI, pH 8,45, 0,1 M Tricin, 0,1% SDS

unterer Tris Tricin Laufpuffer
0,2M TrisHCI, pH 8,9

3.11.6 Fir Arbeten mit Proteinen:

Kaliumphosphatpuffer (KP)
1M K;HPO, und 1M KH,PO,4 wurden durch Mischen der beiden Komponenten auf die
pH-Werte 6,5/ 7,0/ 7,5 und 7,8 eingestelIt.

TrisHCI
IM Tris HCI mit den pH-Werten pH 7,5/ 7,8/ 8,0 und 8,5

Tris Acetat
1M Tris Acetat mit den pHWerten pH 8,0 und 8,5

Aufschlul3puffer
100mM KP, pH 7,5, 2mM EDTA

Diayse- und Lagerungspuffer
10mM KP, pH 7,5, ImM EDTA

FPLC-Puffer (flr préparative Gelfiltration)
10mM KP, 300mM KClI, pH 7,5

Glutamin-Stammlésung (125mM und 250mM)
entsprechende Menge Glutamin in entsprechendem Puffer direkt vor der Verwendung
frisch angesetzt
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DTT-Stammldsung (500mM)
500mM DTT in Wasser gelost, sterilfiltriert, bel -20°C gelagert

EDTA-Stammldsung (250mM, pH 8,8)
entsprechende Menge EDTA unter Zugabe von NaOH in HO gel6st und pH-Wert auf
8,8 eingestellt, bel RT gelagert

Ammoniumacetat- Stamml dsungen (8,3M und 83mM)
entsprechende Menge Ammoniumacetat in Wasser gelost, sterilfiltriert, bei RT

gelagert

Kaliumchlorid-Stammldsung (3M)
3M KCI in Wasser gelost, sterilfiltriert, bei RT gelagert

Natriumchlorid- Stammlésung (3M)
3M NaCl in Wasser gelost, sterilfiltriert, bel RT gelagert

3.12 Nahrmedien fur E. coli

LB-Vollmedium (Sambrook et al., 1989)
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt, 1% (w/v) Trypton, 1% (w/v) NaCl
zu Selektivmedien wurden

LB-Agar
LB-Medium zuzuglich 1,5% (w/v) “Bacto-Agar”

Selektiv-Agar
LB-Medium zuztglich 1,5% (w/v) “Bacto-Agar”
nach dem Autoklavieren wurden die entsprechenden Antibiotika als 1000x konzentrierte

sterilfiltrierte StammlGsungen zugegeben

3.13 Nahrmedien fur S. cerevisae
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Y PD-Vollmedium
20g Trypton, 10g Hefe-Extrakt, mit Wasser auf 950ml aufflllen, nach dem
Autoklavieren 50ml 40% sterilfiltrierte Glukose- StammlGsung zugeben

Y PDA-Vollmedium

Y PD-Vollmedium zuziglich 30mg Adenin nach dem Autoklavieren

Y PD-Agar
Y PD-Medium zuziiglich 1,7% (w/v) “Bacto-Agar”

SD (synthetic dropout) -Minimalmedien
6,79 YNB (yeast nitrogen base, mit Ammoniumsulfat, ohne Aminosduren, ohne
Dextrose), 0,61g CSM-Ade-His-LeuTrp (complete suppelment mixture, enthdlt alle
Nukleotide und Aminosauren aufer Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan), ergibt
SD-TLHA-Minimamedium, bei Bedarf wurden je 20mg Adenin, Histidin, Leucin
und/oder Tryptophan zugegeben (z.B. zur Herstellung von SD-TL), mit Wasser auf
950ml aufgeflllt, nach dem Autoklavieren 50ml 40% sterilfiltrierte Glukose-

Stamml 6sung zugegeben
SD (synthetic dropout) - Selektiv-Agar

SD-Minimamedium zuzuglich 1,7% (w/v) “Bacto-Agar”
bei Bedarf wurden je 20mg Adenin, Histidin, Leucin und/oder Tryptophan zugegeben

3.14 Software

Adobe Photoshop Version 7.0 © 2002 Adobe Systems Inc.

AKTA Unicorn Version 5.01 (318) © 2004 Amersham Biosciences

BioCAD Perfusion Chromatography Workstation
Version 3.01 © 1999 Perseptive Biosystems

Cary Eclipse Version 1.0 (75) © Varian Australia Pty Ltd. 1999/2000
Version 1.1 (175) © Varian Australia Pty Ltd. 2002

Cary Win UV Version 2.0 (25) © Varian Australia Pty Ltd. 1999
Version 3.0 (182) © Varian Austraia Pty Ltd. 2002

Chromas Version 1.45 © 1998 Conor McCarthy
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Corel draw
Ccosy
Dali

http://www.technelysium.com.au/chromas.html

Version 9,11,12 © 1999/2002/2003 Corel Corporation
Version 5.5 © 1994, Eberhard (1990)
http://www.ebi.ac.uk/dali

Deep View Swiss PDB Viewer

Doclt
EndNote

|SIS Draw

NNPredict

pl wrapper

Pov Ray
PredictProtein
Primer Generator
PyMOL

Wisconsin Package
SigmaPlot
SmartFTP

SWISS Modell
WinGene

WinPep

Verson3.6.b3/3.7  © 1999/2001 N. Guex
http://www.expasy.org/spdbv

Version 2.3.0 © 2003, UVP Inc.

Version 7.0.0 © 2000 Wintertree Software Inc
http://www.endnote.com

Version 2.3 © 2000 MDL Information Systems

www.mdli.com
http://www.cmpharm.ucsf.edu/~nomi/nnpredict.html
http://www.embl- heidel berg.de/cgi/pi- wrapper.pl

© 1999 POV-team

http://cubic.bioc.col umbia.edu/predictprotei n/predictprotein.htmi

Version 3.1g

http://www.med.j hu.edu/medcenter/ primer/primer.cgi

Version 0.98 © 2002 Delano Scientific
http://www.pymol.org

Version 10.2-UNIX © 2001 Genetics Computer group
(GCG), Madison, Wisconsin, USA

© 1999/2002 SPSS, Inc.

© 2001 Mike Walter

http://swissmodel .expasy.org

Version 5.0/8.0
Version 1.0

Version 2.31 © 2002 Lars Hennig
http://www.ipw.agrl.ethz.ch/~lhennig/wingene.html
Version 3.0 © 2002 Lars Hennig

http://www.ipw.agrl.ethz.ch/~lhennig/winpep.html
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4 Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Sterilisation von L6sungen, Nahrmedien und Ger aten

Zur Sterilisation wurden hitzestabile Lésungen und Néhrmedien, sowie Glasgeréte fur 20min
bei 121°C autoklaviert. Hitzelabile Bestandteile wurden in konzentrierten Stammldsungen
hergestellt und durch Membranfilter der Porengréfe 0,2um von Partikeln  und
Mikroorganismen befreit. Verdinnungen wurden grundsdtzlich mit Millipore-Wasser

angesetzt.

4.1.2 Vermehrungvon E. coli Kulturen

E. coli Stdmme wurden im Schittelinkubator bel 37°C und 150rpm (bzw. 250rpm bei 50ml
Kolben) in LB-Medium, welches bei plasmidtragenden Stdmmen mit dem entsprechenden
Antibiotikum  (Ampicillin  150"%,, Chloramphenicol 20"%,,, Kanamycin 75"/,
Streptomycin 100"Y,) versetzt wurde, kultiviert.

Bel Bedarf wurde das Wachstum der Zellen durch Messungen der optischen Dichte bei

600nm gegen Medium verfolgt.

4.1.3 Lagerung von Mikroorganismen (Glycerinkulturen)

Zur langerfristigen Lagerung von E. coli und S cerevisae Stdmmen wurden Glycerinkulturen
angelegt. Dazu wurden Aliquots von frisch angezogenen Ubernachtkulturen im Verhaltnis 1:1
mit 87% Glycerin versetzt und bei —80°C aufbewahrt.

4.1.4 Abt6ten von Mikroorganismen

Nicht mehr bendtigte E. coli und S cerevisae Kulturen, sowie mit Bakterien oder Hefen in

Kontakt gekommene Ldsungen wurden vor der Entsorgung autoklaviert.

415 Transformationvon E. coli

4.15.1 Préaparation chemisch kompetenter Zellen
Zur Herstellung chemisch kompetenter DH5a Zellen nach Inoue et al. (1990) wurden 50ml

LB Medium angeimpft und O/N unter Schitteln bel 37°C inkubiert. Aus dieser Vorkultur
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wurde eine Literkultur LB-Medium angeimpft. Bei einer ODggp Von 0,4-0,6 wurden die Zellen
fur 15min auf Eis gestellt, geerntet (30min, 2900g, 4°C) und mit 100ml eiskaltem TBF |
Puffer gewaschen (15min, 32009, 4°C). Das Z€llpellet wurde in 10ml eiskaltem TBF 11 Puffer
resuspendiert und in Aliquots von 100ul bei —80°C eingefroren und gelagert.

4.1.5.2 Chemische Transformation
Zur Transformation chemisch kompetenter DH5a Zellen nach Inoue et al. (1990) wurde ein

Aliquot der Zellen auf Eis aufgetaut und mit etwa 50ng (in einem Volumen von 1-4ul)
Plasmid-DNA  versetzt. Nach 5-mindtiger Inkubation auf Eis wurde der
Transformationsansatz fur 42s einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach weiteren 5min
auf Eis wurden 800ul LB Medium zugegeben. Zur Ausbildung der Antibiotika-Resistenz
wurden die Zellen unter Schitteln fur 1h bel 37°C inkubiert (, kuren®). In einem Volumen von
100p! wurden Aliquots auf Selektiv- Agar ausplattiert und O/N bei 37°C inkubiert.

4.1.5.3 Préaparation elektrokompetenter Zellen
Zur Prdparation elektrokompetenter Zellen nach Dower et al. (1988) wurden 50ml LB-

Medium mit den entsprechenden Zellen angeimpft und O/N unter Schitteln bei 37°C
inkubiert. Aus dieser Vorkutur wurden 500ml LB-Medium angeimpft. Bei einer ODgy VOn
0,4-0,6 wurden die Zellen geerntet (10min, 2900g, 4°C) und mit 2x 250ml und 1x 80ml
eiskaltem Wasser gewaschen (15min, 3200g, 4°C). Das Zéllpellet wurde in 1,5ml eiskaltem
10% Glycerin aufgenommen und in 50ul Aliquots bel -80°C eingefroren.

4.1.5.4 Elektrotransformation
Zur Transformation durch Elektroporation nach Dower et al. (1988) wurde ein Aliquot der

Zellen auf Eis aufgetaut und mit etwa 50ng (in einem Volumen von 1-4ul) salzfreler Plasmid-
DNA  vermischt. Der  Transformationsansatz wurde in  ene  vorgekuhlte
Elektroporationskiivette pipettiert und mit einem elektrischen Puls (2500V, 25uF, 200 W, die
Zeitkonstante sollte Uber 4,5 liegen) ausgesetzt. Zum Kuren wurden die Zellen in 1ml LB-
M edium aufgenommen und unter Schitteln fur 1h bel 37°C inkubiert. In einem Volumen von
100ul wurden Aliquots auf Selektiv- Agar ausplattiert und O/N bei 37°C inkubiert.

4.1.5.5 Bestimmung der Transformations-Effizienz
Zur Bestimmung der Transformations-Effizienz (Tg) wurde ein Aliquot der Zellen wie unter

4.1.5.2 und 4.1.5.4 beschrieben mit 1ng Plasmid-DNA transformiert. Nach dem Kuren
wurden jewells 100pl einer Verdiunnungsreihe (unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) auf Selektiv-
Agar ausgestrichen. Aus der Anzahl gewachsener Kolonien wurde nach Formel 1 die
Transformations-Effizienz ermittelt:
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_ Anzahl der Kolonien : Verdinnung sfaktor

T
: engesatzt e DNA - Menge [

= Anzahl Kolonien prong DNA

Forme 1. Berechnung der Transformations-Effizienz

4.1.6 |solierung genomischer DNA

Die Zellen einer zugewachsenen 50ml Kultur wurden durch Zentrifugation 2900g, 10min,
4°C) pelletiert. Anschlief3end wurden die Zellen in 50ml Wasser resuspendiert und erneut wie
zuvor zentrifugiert, um das Medium vollsténdig zu entfernen. Zum Aufschluss wurden die
Zdlen in 10ml S1-L6sung des Nukleobond AX100 Kits (Macherey Nagel) resuspendiert und
mit einer Spatelspitze Lysozym versetzt. Nach 20minttiger Inkubation bei RT wurde 1ml
10%iger SDS Losung (w/v) sowie eine Spatel spitze Proteinase K zugesetzt und bei 65 °C fir
30min inkubiert. Zur Trennung der DNA von den Proteinbestandteilen der Zelle folgte eine
Phenolextraktion durch Zusatz von 1 Volumen Phenol und 200l Ethidiumbromidiésung
(20mg/ml) und kurzem Schitteln. Die Phasen der Emulsion wurden durch Zentrifugation fir
10min bei 2900g und 4°C getrennt. Die wassrige Oberphase wurde in ein neues 50ml
Zentrifugenrohrchen tberfihrt und die Prozedur einmal mit Phenol ohne Ethidiumbromid und
zweimal mit Chloroform wiederholt. Anschliefiend folgte eine Ethanolfallung. Hierdurch
konnen u.a. Kontaminationen wie Salze und freie Nukleotide entfernt werden. Die DNA-
Lésung wurde mit /19 Vol 7M Ammoniumacetat Lésung und 3 Volumen 96%igem Ethanol
versetzt und danach bei 30min bel 29009 abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70%igem
Ethanol gewaschen und 5min bei 2900g zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend
vollstéandig abgenommen und die Reaktionsgefédle zum Trocknen des Pellets bel 65°C offen
stehen gelassen, bis sich das Ethanol vollstandig verfllchtigt hatte. Zum Schluss wurde die
DNA in 3ml Wasser aufgenommen, unter Schitteln bel RT O/N geldst und bei 4 °C gelagert.
Der Erfolg der Prgparation wurde durch ein Absorptionsspektrum und Auftrag eines Aliquots
auf ein 1 %iges Agarosegel Uberprift. Im Falle von sauber préparierter genomischer DNA lag

eine Bande weit oberhalb von 10kbp vor.

4.1.7 Préaparation kompetenter S. cerevisae Zellen

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurden 5ml YPD Medium mit einer frischen
gewachsenen Einzelkolonie angeimpft, diese durch kraftiges Vortexen im Medium
resuspendiert und unter Schitteln mit 250rpm bel 30°C O/N inkubiert. Aus dieser Vorkultur
wurde eine 50ml Kultur YPD auf eine ODgy von 0,2 angeimpft und etwa 5h bel 30°C bis zu
einer ODggp von 1 inkubiert. Zur Zellernte wurde die Suspension bei RT fir 3 min bel 4500g
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abzentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 25ml H,O (3min, 4500g, RT) wurde das
Zellpellet in 800pl LiAc-Puffer resuspendiert und bei 4°C zur Verwendung innerhalb von
einer Woche gelagert.

4.1.8 LiAc-Transfektion von S. cerevisae Zdlen und Uber priifung mittels Auxotrophie-
Marker

Die Transfektion des auxotrophen Hefestamms AH109 erfolgte nach der LiAc-Methode (Ito
et al., (1983); Guthrie & Fink, (1991)). Dazu wurde ein 20ul Aliquot der kompetenten Zellen
auf Eis mit einem Gemisch aus 1ug Plasmid-DNA und 60ug denaturierter fish sperm carrier
DNA versetzt und grundlich gevortext. Bel Kotransfektion mit zwei Plasmiden wurden
jeweils 0,51g DNA eingesetzt. Es wurden 80ul LiAc/PEG-Puffer zugegeben und erneut
kréftige gevortext. Es folgte eine k:2-stiindige Schittelinkubation der Zellen bei 30°C mit
250rpm. Nach Zugabe von 15u1 DM SO wurde der Transformationsansatz fur 15min einem
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach 2min auf Eis wurde der Ansatz 10s bei 16.000g
pelletiert, in 30ul YPDA resuspendiert und 1h mit 250rpm bei 30°C inkubiert In einem
Volumen von 15ul wurden Aliquots auf SD-Selektiv-Agar ausplattiert, bei 30°C inkubiert
und mehrfach téglich auf Zellwachstum kontrolliert. Gewdhnlich waren nach 3-5 Tagen
deutlich sichtbare Kolonien herangewachsen

Eine erfolgreiche Transfektion mit den verwendeten Plasmiden pGAD424 und pAS2-1, die
leu2 (3-l1sopropylmalat-Dehydrogenase) bzw. trpl (Phosphoribosylanthranilat-1somerase)
kodieren, ermdglicht den Zellen Wachstum auf Platten ohne die Auxotrophiemarker Leucin
(L) bzw. Tryptophan (T). Die Transformationseffizienzen erreichten bis zu 10° pro pg
eingesetzter DNA.

4.1.9 Qualitativer Interaktions-Assay mittelsInteraktions-Marker (yeast-2-hybrid)

Das yeast-2-hybrid-System ist ein in vivo Assay zur qualitativen Analyse von Protein-Protein
Interaktionen und wurde erstmals von Fields und Song (1989) beschrieben. Basierend auf
dem urspriinglichen System sind zahlreiche Variationen entwickelt worden.

Das Prinzip des yeast-2-hybrid-System beruht auf der Beobachtung, dass der eukaryotische
Transkriptionsfaktor GAL4 aus zwe funktiorelle unabhéngigen Doménen, der DNA-
bindenden Doméne (DBD) und die Aktivierungsdomane (AD), besteht und die rdumliche
N&he der AD zum Transkriptionsstart eines Genes ausreicht, um dessen Transkription durch
die RNA-Polymerase zu initialiseren (Brent & Ptashne, 1985, Hope & Struhl, 1986,
Trienzenberg et al., 1988). Zum Test auf Interaktion werden die beiden zu analysierenden
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Proteine als Fusionsproteine mit der DBD bzw. der AD kloniert. Dabei wird das mit der DBD
fusionierte Protein als Koder (bait) bezeichnet, das an AD fusionierte Protein als Beute
(prey).

Findet keine Interaktion zwischen Koder und Beute statt, bindet das Fusionsprotein DBD-
Koder zwar an die UAS (upstream activation sequence / upstream activating site of
transcription), ohne jedoch das Fusionsprotein AD-Beute rekrutieren zu kdnnen

Bel Interaktion von Koder und Beute kommt die AD in raumliche N&he der an die UAS
bindenden DBD und kann somit die RNA-Polymerase Il aktivieren, was zur Transkription

eines Reportergers fuhrt (Abbildung 4.1).

Beute
M{ADI:DI

TR —

Abbildung 4.1: Das yeast-2-hybrid System detektiert Komplexbildung zwischen zwei
Proteinen in vivo.

Der Koder bildet ein Fusionsprotein mit der DNA-bindenden Doméne (DB) von GAL4, die
an die Transkriptionsaktivierungsdomane bindet (UAS, upstream activation sequence). Die
Beute lieg as Fusionsprotein mit der Aktivierungsdomane (AD) von GAL4 vor, die die
RNA-Polymerase 1l (Pol) bindet. Durch Komplexbildung von Kdder und Beute, wird die
RNA Polymerase Il in rdumliche N&he der UAS gebracht, was zur Expression enes
Reportergenes fuhrt.

Die Reportergene, auch Interaktions-Marker genannt, kodieren meist fir Enzyme aus
Aminosaure-Stoffwechselwegen, die es den Zellen ermdglichen auf entsprechenden
Minimalmedien zu wachsen oder Enzyme, die bei Zugabe entsprechender Substrate ins
Medium Farbreaktionen katalysieren. Haufig verwendete Interaktions-Marker sind his3
(Imidazolglycerolphosphate-Dehydratase, ermoglicht Wachstum auf Medium ohne Histidin),
ade2 (Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxylase, ermoglicht Wachstum auf Medium ohne
Adenin), mell (extrazelluldre a-Galactosidase, Farbreaktion) und lacZ (intrazelluldre b-
Galactosidase, Farbreaktion).

Nach frischer Transfektion wurden die Zellen auf entsprechendem SD-Selektiv-Agar (z.B.
SD-TLH) ausplattiert, bei 30°C inkubiert und téglich mehrfach auf Kolonienbildung

kontrolliert. Gewohnlich waren nach 3-5 Tagen deutlich sichtbare Kolonien herangewachsen
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4.1.10 Quantitativer Inter aktions-Assay mittels Chlor-Phenol-Red-b -D-
Galactopyranosid (CPRG)

Neben der qualitativen Analyse von Protein-Protein-Interaktionen kann das yeast-2-hybrid
System auch zur Quantifizierung von Wechselwirkungen verwendet werden. Hierzu wird
meist die intrazelluldre b-Galactosidase (lacZ) verwendet, deren Transkription offensichtlich
proportional zur Affinitét von Koéder und Beute ist.

Quantitative b-Galactosidase-Assays koénnen in vivo auf Agarplatten Uber Zugabe von
Substrat zum Medium durchgefiuhrt werden @gar plate assays). Eine hdhere Sensitivitét
besitzen Assays, in denen das Substrat zu aufgeschlossenen Zellen zugegeben wird (iquid
culture assays). Als Substrate konnen ONPG (Ortho-Nitrophenol-[3-D-Galacto- Piranoside)
und CPRG (Chlor-Phenol-Red-b-D-Galactopyranosid), welches die hohere Sensitivitét
besitzt, verwendet werden. Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte CPRG-Assay ist an
Imhof et al. (2000) angel ehnt.

Je bml SD-TL Medium wurde mit frisch gewachsenen Kolonien angeimpft, durch 1-
mindtiges kréftiges Vortexen gemischt und O/N mit 250rpm bel 30°C geschittelt. Die
Kulturen sollten danach eine ODgoo Von mindestens 1,5 besitzen. Nach erneutem 1- minttigem
kréftigem Vortexen wurden je 1ml der Kulturen in 4ml YPD Uberimpft und 5,5h mit 250rpm
bei 30°C geschiittelt. Zur Bestimmung der in den néchsten Schritten verwendeten Zellmenge
wurde die ODggp ermittelt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellenfir 5min bei 2900g wurde
das Pellet mit 5ml H,O gewaschen und in 150pl frisch angesetztem Lysepuffer resuspendiert.
Zur Analyse der Protein-Protein-Interaktionen zwischen Koder und Beute missen die Zellen
aufgeschlossen werden. Dazu wurde ein Schockgefrieren bei -80°C in flissigem Stickstoff,
sowie 4 darauf folgende Zyklen von je 1-minitigem Inkubieren bei 37°C und in fllissigem
Stickstoff bel -80°C durchgefihrt. Zeltrimmer und unlésliche Zellbestandteile wurden durch
Zentrifugation fur 3min bei 2900g abgetrennt. Der Uberstand wurde mit 20ul frisch
angesetzter gelblicher CPRG-LAsung mit einer Endkonzentration von 4mg/ml versetzt und
bei 37°C so lange inkubiert, bis ein Farbumschlag nach rot sichtbar wurde. Die
entsprechenden Zeiten wurden notiert. Die Farbreaktion wurde mit 100ul 3mM ZnCh
abgestoppt und der Grad der Verférbung tiber eine Absorptionsmessung bei 575nm bestimmt.
Als Referenz diente eine entsprechend verdiinnte CPRG-Ldsung. |m Absorptionsbereich von
0,25-1,8 konnte ein linearer Zusammenhang zur eingesetzten Menge an b-Galactosidase

nachgewiesen werden.
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4.2 Molekularbiologische M ethoden

4.2.1 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ist die Konzentration von DNA in wassrigen Lésungen
proportional zur Absorption bei 260nm. Bel einer Schichtdicke von 1cm zeigt eine Losung
mit 50pg/ml dsDNA eine OD-gp von etwa 1,0 (ebenso 31pug/ml RNA, 33ug/ml ssDNA).

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA-L 6sungen wurden Absorptionsspektren im Bereich
von 220 bis 350nm aufgenommen. Aus der ODysp wurde nach Formel 2 die DNA-

Konzentration berechnet.
Casona [53] = OD 4, X860 X/ erdiinnung  sfaktor

Forme 2: Bestimmung der DNA-K onzentration aus der OD 2

Eine saubere DNA-L6sung sollte oberhalb von 300nm keine messbare Absorption zeigen und

einen ODygp/ OD2gp Quotienten von mindestens 1,8 aufweisen.

Daneben erfolgte eine grobe Abschéatzung der DNA-Konzentration Uber den Vergleich der
Bandenintensitdt der Probe mit denen des SmartLadders im Ethidiumbromid- gefarbten
Agarosegel.

4.2.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels Standard- und touchdown-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermoglicht die enzymatische Vervielfdtigung von
DNA-Fragmenten in vitro (Mullis et al., 1987; Saki et al., 1988). Dies geschieht Uber
zyklisches Wiederholen von Aufschmelzung doppelstrangiger DNA (Denaturierung), sowie
Anlagerung (annealing) und Verlangerung (extension) zweier Primer (synthetische
Oligonukleotide), die auf gegenuiberliegenden Seiten in entgegengesetzter Richtung das zu
amplifizierende DNA-Fragment einrahmen. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgt

exponentiell.

Fir Klonierungen wurde im Allgemeinen die Pfu- oder Pwo-DNA-Polymerase verwendet, die
eine 3'-5 Exonukleaseaktivitét (proof-reading-Aktivitét) besitzt. Alternativ wurde der Tag-
Polymerase-Premix benutzt und zusdtzlich 1ul Pwo-DNA-Polymerase zugegeben. Die
Reaktion wurde standardméfdig in 50ul Volumen in einem Thermocycler (Deckeltemperatur
110°C) durchgeftihrt. Die Primermenge betrug je 50pmol. Die Reaktion wurde mit 50-100ng
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zu amplifizierender DNA-Matrize, 1U thermostabiler Polymerase und 200uM dNTPs in
entsprechendem Polymerase-Puffer standardméaldig wie folgt durchgefihrt:

Temperatur [°C] Zeit [min]

Denaturierung: 95 1

95 0,5
annealing: Ta 0,5 35x
extension : 72 1

72 5

Die Schmelztemperatur Ty und die optimale annealing- Temperatur Ta der Primer wurden
nach den Formeln 3 und 4 (Chester & Marshak, 1993) ermittelt.

T,, = (GC[%]) 0,41+ 69,3- %

P
wobei:

Twm = Schmelz Temperatur des Primers [°C]

GC [%] = GC-Gehalt des Primers [%0]

Np = Anzahl der Nukleotide des Primers

Formel 3: Berechnung der Schmelztemperatur eines Oligonukleotides

TMl + TM2

TA:( 2 )'3

wobel :
Twm = Schmelz Temperatur des Primers [°C]
Ta = optimale annealing-Temperatur fir eine PCR mit Primern 1 und 2 [°C]

Formel 4. Berechnung der optimalen annealing-Temperatur einer PCR-Reaktion

Ta lag in der Regel zwischen 50 und 65°C. Fir Insertscreenings mittels Kolonie-PCR (4.2.4)
wurden Ansdtze mit einem Volumen von 25ul verwendet. Standardmél3ig wurde dazu der
Tag-Polymerase-Premix verwendet und mit samtlichen Vektorprimern (T7, Cy, pAS, pGAD)

bei einer annealing- Temperatur von 50°C gute Ergebnisse erzidt.
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Fuhrte eine PCR mit der berechneten annealing-Temperatur nicht zu zufrieden stellenden
Ergebnissen wurde eine touchdown-PCR durchgefuhrt. Hierbei wurde die annealing-
Temperatur wahrend der PCR systematisch von 60°C bis zu 45°C erniedrigt:

Temperatur [°C] Zeit [min]

Denaturierung: 95 5

95 1
annealing : Ta 1 je 7x mit Ta = 60, 55, 50, 47, 45°C
extension : 72 1

72 10

Dies kann u.a. hilfreich sein, wenn die beiden verwendeten Primer sehr unterschiedliche Ty-
Werte besitzen. Dartiber hinaus wird durch die anfangliche hohe annealing-Temperatur die
Spezifitéat der PCR-Amplifikation erhéht und weniger Nebenprodukte gebildet.

4.2.3 Gerichtete Mutagenese mittels SOE (overlap-extension) PCR

Durch gerichtete Mutagenese konnen einzelne Basen eines Gens gezielt ausgetauscht werden.
Dazu werden Mutagenisierungsprimer verwendet, die die Sequenz der zu erstellenden
Punktmutante aufweisen und etwa 27 bp lang sind.

In der SOE-PCR (Ho et al., 1989; Horton et al., 1989), deren Prinzip in Abbildung 4.2 gezeigt
ist, wurden zunéchst in zwei getrennten 100ul PCR-Ansédtzen (PCR 1 und PCR 2) mit je
einem Mutagenisierungsprimer, einem vektorspezifischen Primer und etwa 100ng DNA-
Matrize zwei Megaprimer synthetisiert. Diese weisen entgegengesetzte Orientierung auf und

Uberlappen im Bereich der eingefligten Mutation.
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Primer 1 Mutagenisierungsprimer 2
e
i «—
Mutagenisierungsprimer 1 Primer 2
lPCR 1 l PCR 2
Primer 1
—>
s
¥
x
*
<+—
Primer 2
l PCR 3
X
x

Abbildung 4.2: Prinzip der SOE-PCR
Farbkodierung: template (grin), Megaprimer (lila), Volllangenprodukt mit eingefligter

Mutation (orange), Einzelheiten findensich im Text.

Nach einer Aufreinigung der Megaprimer Uber das Gel Extraction Kit (QIAGEN) wurde die
PCR mit vektorspezifischen Primern und 0,1-5ul der beiden Megaprimer als template
durchgefuhrt. Das entstandene VollléngenProdukt wurde nach Reinigung Uber das PCR
Purification Kit und Gel Extraction Kit (QIAGEN) mit Restriktionsenzymen geschnitten und
in den gewiinschten Vektor kloniert. Die drei PCR-Ansdtze wurden wie folgt durchgefihrt:

Temperatur [°C] Zeit [min]

Denaturierung : 95 3

95 1
annealing: 50 0,5 24X
extension : 72 1

72 10

424 Kolonie-PCR

Um erste Aussagen Uber den Erfolg einer Klonierung machen zu kénnen, wurde ein Insert-
Screening mittels Kolonie-PCR durchgefihrt. Dazu wurden auf Selektiv-Agar gewachsene
Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze in einen 50ul PCR-Ansatz mit Tag-Polymerase

gegeben und eine PCR wie unter 4.2.2 beschriebenen mit einer annealing- Temperatur Ta von
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50°C durchgefihrt. Meist wurden vektorspezifische Primer (z.B. T7T / T7P fur pET 11c)
verwendet. Das PCR-Produkt wurde Uber seine im Agarosegel abgeschatzte Grole

identifiziert.

425 Isolierung von Plasmid-DNA zu analytischen Zwecken

Die analytische Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte Uber eine
Mini-Praparation. Dazu wurden aus einer frischen O/N-Kultur 1,5ml fir Imin bei 12.5009
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100pl S1 Puffer aus dem NucleoBond® AX DNA-
Extraction Kit von Macherey-Nagel resuspendiert. Zum Lysieren der Zellen wurden 100pl
S2-NucleoBond-Puffer zugegeben und das Reaktionsgefald invertiert. Das Prézipitieren der
chromosomalen DNA erfolgte Uber die Zugabe von 100ul S3-NucleoBond-Puffer und
erneutem Invertieren. Nach Zugabe von 450ul 5M Lithium-Chlorid wurde 5min auf Eis
inkubiert. Nach Sminitigem Abzentrifugieren bei 16.000g wurde der Uberstand mit 650yl
Isopropanol vermischt und 30min bei 16.000g und 4°C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde

mit 1ml 70% Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 20ul Wasser resuspendiert.

4.2.6 Isolierung von Plasmid-DNA zu préaparativen Zwecken

Die préparative Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucleoBond® AX DNA-
Extraction Kit von Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers. Fur 50ml O/N-Kulturen
wurden NucleoBond AX 100 Sdulen verwendet. Das Falen der chromosomalen DNA
erfolgte fir 5min bei -20°C. Zum Klé&ren des Zelllysates wurden die mitgelieferten Faltenfilter
verwendet. Das DNA-Pellet wurde in 20-50pl Wasser aufgenommen und durch Erwérmen
(Imin, 50°C) gelost.

4.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA-Fragmenten nach Mutagenese,
Restriktionsverdau, sowie zu praparativen Zwecken verwendet.

Zur Herstellung der Gele wurde 1% Agarose in 0,5% TBE-Puffer durch aufkochen gel6st.
Nach AbkuUhlung auf etwa 50°C wurden 0,2ul/ml der Stammlosung (10mg/ml) des
Fluoreszenz-Farbstoffes  Ethidiumbromid zugesetzt und die Agarose-Losung in die
Gelkammern gegossen. Durch weitere Abkihlung entsteht ein ausgehartetes Gel mit
netzartiger Struktur, in der durch Anlegung ener Spannung DNA nach ihrer Grof3e

aufgetrennt wird.
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Die DNA-Proben wurden mit %/, Volumen Sukrose-Farbmarker versetzt und in die Geltaschen
pipettiert. Als Grolenstandard wurden 5ul des SMART LADDERS von Eurogentec
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte fir etwa 15-30min bei etwa 200V und 200mA. Durch
Bestrahlung mit UV-Licht (Sharp et al., 1973) werden die DNA-Fragemente sichtbar. Die
Dokumentation erfolgte Uber den UV-Transilluminator der BioRAD GelDoc Anlage bzw. des
Multi-Docl T Digital Imaging Systems.

4.2.8 Hydroxyethylcellulose (HEC) -Agar ose-Gelelektrohorese

Ahnlich der Agarose-Gelelektrophorese dient auch die Hydroxyethylcellulose (HEC)-
Agarose-Gelelektrophorese der Auftrennung von DNA-Fragmenten. HEC-Gele besitzen
jedoch eine sehr viel hohere Auflésung bei der Auftrennung kleiner DNA-Fragmente (100-
1000bp).

Zur Herstellung der HEC-Gele wird eine 2%-ige Stammldsung von HEC in 10mM Tris-HCl,
1ImM EDTA, pH 8,0 bendtigt. Diese wird bei 60°C im Brutschrank am besten O/N quellen
gelassen. Zur Herstellung der HEC-Gele wurde 0,5% der HEC- Stammldsung mit 1% Agarose
in 0,5% TBE-Puffer durch Aufkochen gelost und wie bel der unter 1.2.3.7 beschriebenen
Agarose-Gelelektrophorese verfahren.

4.2.9 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Das Ausschneiden der DNA-Banden aus préparativen Gelen erfolgte mit einem sterilen
Skalpell unter UV-Licht (310nm). Isolierte Gelfragmente wurden mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) nach Angabe des Herstellers aufgereinigt.

4.2.10 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Fur das spezifische Schneiden von dsDNA wurden solche Restriktionsendonukleasen vom
Typ Il verwendet, die paindromische DNA-Erkennungssequenzen besitzen und
einzelstrangige DNA-Uberhange (sticky ends) erzeugen.

Fir analytische DNA-Spaltungen zur Identifizierung von Inserts bekannter Sequenz wurden
etwa 2ug DNA mit 20 U Restriktionsenzym fir 23h in einem Volumen von 10-40ul in
entsprechendem Puffer bel 37°C inkubiert. Bel praparativen Spaltungen zur Ligation von
Fragmenten wurden jeweils etwa 5ug DNA von Vektor und Insert eingesetzt und 20-80 U
Restriktionsenzym verwendet. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht. Da Restriktionsenzyme in
glycerinhaltigen Losungen gelagert werden, sollte ihr Anteil im Reaktionsansatz nicht mehr
als 10% betragen.
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4.2.11 Ligation

Die bel Restriktionsspaltungen entstehenden , sticky ends® enthalten 3'-Hydroxyl- und 5'-
Phosphat-Enden, welche bei komplementérer Sequenz Uber die enzymatische Aktivitét der
Ligase wieder miteinander verbunden werden kdnnen. Pro Ligationsansatz wurde 1U T4-
Ligase (Roche) verwendet. Fur die Klonierung eines Genes in den gewinschten linearisierten
Vektor wurden beide DNA-Fragmente nach dem Verdau mit Restriktionsenzymen Uber das
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) gereinigt. Es wurden etwa 250ng Vektor und ein 3
facher molarer Uberschuss an Fragment in einen ~ 20ul Ansatz gegeben. Die Ligation
erfolgte O/N bei 4°C.

4.2.12 DNA-Sequenzierung

Die Verifizierung von Nukeotidsequenzen mutagenisierter und klonierter Gene erfolgte Uber
Auftragssequenzierung im Servicelabor des Zentrums fir Molekulare Medizin an der
Universitdt Koln (http://www.uni-koeln.de/ “akc46/dna-seg.htm), bel der Firma GENterprise
an der Johannes Gutenberg Universitét Mainz (http://www.genterprise.de) und bei der Firma

GENEAT'rt im BioPark Regensburg (www.geneart.com).

Dazu wurden jeweils 0,3-1ug Plasmid-DNA mit 10pmol eines Sequenzierungsprimers in
einem Volumen von 6ul bzw. 8ul abgegeben. Die Sequenzanalyse erfolgte nach der
K ettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977) mit BigDye Farbstoffen. Die Analyse der
im ABI-Format erhaltenen Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Software Chromas und GCG.
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4.3 Praparative proteinchemische M ethoden

4.3.1 Genexpresson und Proteinreinigung

Die Expression der gewlinschten Gene aus T. maritima erfolgte in mesophilen E. coli Zellen.
Zur Expression wurden entsprechend den verwendeten Plasmiden pET11c und pDS das pET-
Expressionssystem mit BL21 (DE3) oder BL21 (DE3) C+ RIPL Zellen bzw. das pDS-pDM-
Expressionssystem mit KK8 oder SG200+50 Zellen verwendet (Abbildung 3.3).

Im ersten Reinigungsschritt wurden die thermolabilen Wirtsproteine durch Hitzebehandlung
des Zellextraktes zum grof3en Teil denaturiert und mittels Zentrifugation entfernt. Die weitere
Reinigung der Proteine erfolgte Uber Perfusions-Chromatographie an einer BioCAD Sprint
bzw. einer AKTA Purifier Anlage unter Verwendung verschiedener Saulen. Die Standard-
Programme zur chromatographischen Reinigung sind im Anhang aufgelistet. Der Verlauf der
Reinigung wurde Uber die Absorption bei 260nm und 280nm verfolgt. Dartiber hinaus wurden
Leitfahigkeit, pH-Wert und Druck wéahrend des gesamten Laufes aufgezeichnet und
Fraktionen von 3-5ml gesammelt. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE
und Absorptionspektroskopie analysiert. Zur Abtrennung grof3erer Mengen an Nukleotiden

bzw. Nukleinsauren wurden Proteine mittels Ammoniumsulfat ausgefallt.

4.3.2 Analytische Expression

Fur jedes zu exprimierende Gen wurde eine analytische Probeexpression durchgefiihrt. Dazu
wurde eine 3ml Vorkultur frisch transformierter Einzelkolonien O/N bei 37°C geschiittelt.
Falls nur wenig oder kein losliches Protein hergestellt wurde, wurde zusétzlich eine
Expression bei niedrigerer Temperatur (18°C-25°C) durchgeftihrt. Weiterhin wurde Uber die
Zugabe von 10mM Glucose as Energidieferart fir ATP-abhangige Chaperone, 0,57%o
Glycerin (87%) zur Stabiliserung der Faltung, 10-50mM KP-Puffer pH 7,0 zur pH
Konstanthaltung des Mediums und Stabiliserung von HisF durch Bindung an die
Phosphatbindestelle, sowie bis zu 500mM Glutamin bel den Glutaminasen HisH und TrpG
versucht, den Anteil [6slichen Proteins zu erhéhen.

Aus der Vorkultur wurden 2x10ml Medium mit Antibiotika angei mpft, wovon eine Kultur bei
einer ODggp Von etwa 0,6 mit ImM IPTG induziert wurde. Aus beiden Kulturen wurden nach
4h und O/N 2ml Aliquots abgenommen und die unl¢sliche (P), [6sliche (C) und hitzestabile
(H) Fraktionen nach abgebildetem Schema (Abbildung 4.3) aufgetrennt. Die Analyse der
Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE.
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- 2ml Aliquots der Kulturen

- Zentrifugation (16.000g, 30s, 4°C)

- Resuspension in Iml Aufschlusspuffer
- 60s Ultraschall, Amplitude 20%

l 900ul
100ul Zentrifugation (16.000g, 30min, 4°C)

/ \

100! Uberstand :

Pellet : .
. . . . - 20min. 75°C

- Zentrifugation (16.000g, 3min, 4°C) 100ul Uberstand : i . )

- Uberstand verworfen = Crude extract C %rﬁ?g'zﬂ%a)t'on (16.060g,

- Resuspension des Pellets in 100l
Aufschlusspuffer
=Pellet P

Zugabe von je 1/10 Vol. 10x SDS-Probenpuffer, 5min bei 99°C, kurze Zentrifugation, Analyse von 10ji mittels SDS-PAGE

- Pellet verwerfen
- Uberstand = Hitzeschritt H

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei analytischer
Genexpression

4.3.3 Praparative Expression

Basierend auf den Ergebnissen der analytischen Expression wurden chemisch kompetente
Zellen frisch transformiert, Einzelkolonien O/N in 10ml Vorkulturen angezogen und daraus 11
Kulturen inokuliert. Bei Expression mit dem pDS-System wurde bei einer ODggo vVon 0,6 mit
1mM IPTG induziert. FUr das pET-System wurden keine Unterschiede durch IPTG-Induktion
beobachtet und daher wurde meist auf eine Zugabe von IPTG verzichtet. Nach Expression
O/N zwischen 22°C und 37°C wurden die Zellen geerntet (20min, 2900g, 4°C), in 20ml
Aufschlusspuffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert (20min, 2900g, 4°C). Das
gewaschene Zellpellet kann in diesem Zustand bel —20°C gelagert werden. Nach der
Bestimmung des Nassgewichts wurden die Zellen in 20ml Aufschlusspuffer aufgenommen.
Nach dem Zellaufschluss Uber Ultraschall (2x2min 50%, auf Eis) folgte der Abbau von
Nukleinsduren durch die Zugabe von 100U Benzonase, gefolgt von 1-stiindiger Inkubation
unter Schitteln bei 37°C. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (15min, 27.000g, 4°C)
erfolgte die Hitzfalung. Je nach Stabilitét des zu reinigenden Proteins wurde der Uberstand
fir 10-20min bei 50-75°C inkubiert. Die dabei ausgefallenen E. coli Proteine wurden
abzentrifugiert (30min, 27.000g, 4°C) und das Protein Uber Chromatographie und / oder
Ammoniumsulfat-Prézipitation weiter aufgereinigt.

Wahrend der Praparation wurden Proben der unldslichen (P), 16slichen (C) und hitzestabilen
(H) Fraktionen zur Analyse im SDS-Gel entnommen.
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4.3.4 Anionenaustausch-Chromatographie

Bei der Anionenaustausch-Chromatographie werden Proteine aufgrund ihrer Ladungen
getrennt (Rossomando, 1990). Die Proteine binden unterschiedlich stark an die fixierten
positiven Ladungen der Sdulenmatrix und werden je nach Bindungsstérke bei verschiedenen
Salzkonzentrationen eluiert. Die hauptséchlich verwendetet Mono Q Séule besteht aus einem
hydrophilen Polyether-Harz mit einer PartikelgrofRe von durchschnittlich 10um. Das
Saulenvolumen (CV) betragt etwa 20ml. Als Laufpuffer wurde 10mM Tris HCI-Puffer pH 8,0
oder 50mM KP-Puffer pH 7,5 verwendet, die Laufgeschwindigkeit betrug 2mil/min.
Zusétzlich wurden die Anionenaustauscher-Saulen Poros HQ20, Resource Q und Source 30Q
verwendet. Bei allen Materialen handelt es sich um starke Anionenaustauscher.

Die Anionenaustauscher-Saulen wurden zur Reinigung von HisH, HisF, HisA und TrpG
verwendet. Der Uberstand des Hitzeschrittes wurde auf die gespiilte und mit Puffer
aquilibierte Saule aufgetragen (s. Anhang). Das Auftragvolumen betrug rund 1,5CV. Nach
einem Waschschritt mit 2CV Laufpuffer wurde tGber 10CV mit einem Salzgradienten von O-
15M eluiert. Bei Verwendung von Tris Puffer wurde NaCl verwendet, bei KP-Puffer
entsprechend KCI. Nach dem Lauf erfolgte eine Regeneration der Sdule mit Laufpuffer, sowie

die Analyse und Diayse der proteinhaltigen Fraktionen.

4.3.5 Adsorptions-Chromatographie (Hydroxylapatit)

Durch die Reinigung Uber Anionenaustausch-Chromatographie konnte HisH nicht von
Nukleinsduren getrennt werden. Daher wurden die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen der
Anionenaustauscher-Saule zur weiteren Reinigung auf die gespulte und mit Puffer &quilibierte
Hydroxylapatit- Saule gegeben (s. Anhang).

Die Hydroxylapatit-Saule besteht aus Cas(PO4)3OH, einem kristallinen Calciumphosphat, an
das Amino- und Carboxygruppen binden. Die positiv geladenen Aminogruppen interagieren
Uber unspezifische elektrostatische Wechselwirkungen mit den negativ geladenen
Phosphatgruppen der Matrix. Negativ geladene Carboxygruppen komplexieren mit den
positiv geladenen Calciumionen. Die Saule hat ein Volumen von etwa 37ml und kann mit
einer Laufgeschwindigkeit von bis zu 4ml/min verwendet werden. Um eine optimale Bindung
des Proteins an die Saulenmatrix zu ermdglichen, wurde eine Auftragsgeschwindigkeit von
0,5 ml/min gewdhlt. Als Laufpuffer wurde 10mM KP mit 100mM KCI, pH 7,5 verwendet.
Das Auftragsvolumen betrug rund 1 CV. Nach einem Waschschritt mit 1 CV Laufpuffer
wurde Uber 5 CV mit einem Phosphatgradienten von 10-500mM eluiert. Nach dem Lauf
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erfolgte eine Regeneration der Saule mit Laufpuffer, sowie die Analyse und Dialyse der

proteinhaltigen Fraktionen.

4.3.6 Préaparative Gdfiltration

Wie beschrieben, wurden HisH und HisF einzeln hergestellt und gereinigt. Die
Komplexbildung fand innerhalb weniger Sekunden durch Zusammenpipettieren auf Eis statt.
Um eine versehentlichim Uberschuss zugegebene Komponente vom HisH:HisF Komplex zu
trennen, wurde eine préparative Gelfiltration durchgefiihrt. Die verwendete Gelfiltrationssaule
Superdex75 mit einem Saulenvolumen von 320ml besteht aus quervernetzter Agarose und
Dextran mit einer durchschnittlichen Partikelgrof3e von 34um. Die Trennung der Proteine
erfolgt nach dem Prinzip eines umgekehrten Molekularsiebes aufgrund der GrofRe
(Ausschluss-Chromatographie). Als Laufpuffer wurde 10mM KP pH 7,5 mit 300mM KCl
verwendet (s. Anhang). Die Laufgeschwindigkeit betrug 0,5m/min. Die préparative
Gdlfiltrationssaule ist an der FPLC Anlage bei 4°C angeschlossen. Der Lauf wurde Uber die
Anzeige der Leitfahigkeit und das Aufzeichnen der Absorption bei 280nm verfolgt.

Der Komplex wurde mit YM-10 Centripreps nach Herstellerangaben auf ein Volumen von
etwa 4ml eingeengt und Uber einen Auftragsloop auf die gespilte und mit Puffer aquilibierte
Gelfiltrations-Saule gegeben. Die Elution erfolgte durch Spilen der Saule mit 1,5 CV
Laufpuffer. Der Fraktionssammler wurde 10min nach Beginn des Laufes gestartet und auf
eine FraktionsgroRe von 5ml eingestellt. Die Analyse der Fraktionen erfolgte Uber
analytischen Bradford-Assay und SDS-PAGE. Der HisH:HisF Komplexes eluierte deutlich
friher a's das im Uberschuss zugegebene HisF bzw. HisH Protein.

4.3.7 Ammoniumsulfat-Prazipitation

Zur Abtrennung von Proteinen und vor alem Nukleinséduren wurden die Glutaminasen HisH
und TrpG einer Ammoniumsulfat-Prézipitation unterzogen. Dazu wurde zunéchst zu einem
Aliguot der Proteinlésung in Schritten 10%iger (NH4)2SO,4- Séttigung nach Tabelle 4.1 (nach
Englard & Seifter, 1990) die entsprechende Menge an Ammoniumsulfat spatel spitzenweise
auf Eis und unter langsamem Rihren zugegeben und jeweils ein Aliquot abgenommen
Dieses wurde zentrifugiert und mittels SDS-PAGE analysiert. Dabei ergab sich fur HisH WT
eine optimale Reinigung bei 80%iger (NH4)>SO4 Séttigung, fur TrpG WT bel 50%iger
Séttigung.

Daraufhin wurde das Volumen der verbliebenen Proteinlosung bestimmt und die

entsprechende Menge an Ammoniumsulfat spatel spitzenweise auf Eis und unter langsamem
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Ruhren zugegeben. Nach vollsténdiger Zugabe des Ammoniumsulfat wurde 20min auf Eis
weitergertihrt und das Protein anschlief3end durch 30min bei 15.000g abzentrifugiert. Das
Proteinpellet wurde in gewlnschtem Puffervolumen resuspendiert und der Erfolg der Fallung
Uber SDS-PAGE und Absorptionsspektroskopie Uberprift. Das Ammoniumsulfat wurde
mittels Dialyse entfernt.

Tabelle 4.1: Ubersicht Uber Menge an Ammoniumsulfat, die fiir verschiedene
Sattigungsgrade bendtigt wird

% Séttigung an (NH4)2SO4 | g (NH4)2SO4 / 10ml Proteinlésung | D g/ 10ml
10 0,55 + 0,55
20 1,13 + 0,58
30 1,76 +0,63
40 2,42 + 0,66
50 3,13 +0,71
60 3,90 +0,77
70 4,72 + 0,82
80 5,61 + 0,89

4.3.8 Ruckfaltung von Proteinen

Befand sich das hergestellte Protein in inclusion bodies in der unldslichen Fraktion (P) des
Zellextraktes so wurde es durch Solubilisierung in chaotropher Lésung schrittweise
rickgefatet (Hocker, 2002; Kleemann, 1995). Dazu wurde das Pellet nach dem
Zellaufschluss zweima mit 10mM KP, pH 7,5 gewaschen und anschlief3end in 20ml 6M
Guanidinium-Chlorid (GdmCl), 10mM KP, pH 7,5 aufgenommen. Nach 30min Inkubation
bei RT wurden 20ml 1M GdmCl, 10mM KP, pH 7,5 zugegeben, die Ldsung durch
Schwenken gemischt und fir weitere 30min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation
(27.000g 30min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal Gberfihrt und mit
70ml 2M GdmCl, 10mM KP, pH 7,5 gemischt. Daraufhin wurde die Lésung drei Mal gegen
51 50mM KP, pH 7,5 dialysiert, wodurch das GdmCI praktisch vollstéandig entfernt und damit
die Rickfaltung des Proteins induziert wurde. Das auf diese Weise in Ldsung gebrachte
Protein wurde durch Zentrifugation von dem unléslichen Anteil getrennt.

Dartiber hinaus wurden nach Protokollen von Lilie et al. (1998) und Rudolph et al. (1992,
1996) bei der Dialyse verschiedenste Zusétze einzeln und in Kombination verwendet: 1mM
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EDTA, 1mM DTT, 2mM MgChk, 2mM CaCh, 250mM NaCl, 440mM Sucrose, 550mM
Arginin, 0,5M Guanidium-Chlorid, 300uM Lauryl Maltosid, 20% Gycerol, 10mM Glutamin,
10mM Glutamat.

4.3.9 Dialysevon Proteinlésungen

Nach dem Vereinigen der proteinhaltigen Saulenfraktionen wurden diese Uber Diayse von
kleinen Partikeln und DNA befreit und in stabilisierenden Puffer tberfuhrt. Dazu wurde die
Proteinlosung in Dialyseschlduche mit einer Ausschlussgrof3e von 14kDa gefullt. Unter
Rihren wurde 2-3mal mindestens 6h gegen 100-250-fachen Volumeniberschuss
Dialysepuffer bel 4°C inkubiert.

4.3.10 Einkonzentrieren von Proteinlésungen

Direkt im Anschluss an die Dialyse wurden die Proteinlésungen Uber Centriprep YM-10
Zentrifugalkonzentratoren mit einer AuschlussgrofRe von 10kDa nach Angaben des

Herstellers bis zum gewiinschten Volumen einkonzentriert (3.000g, 4°C).

4.3.11 Lagerung

Zur Lagerung wurden die dialysierten und einkonzentrierten Proteinldsungen in kleinen

Volumina (10-20ul) in flissigen Stickstoff eingetropft und bel -80°C gelagert.

4.3.12 Synthesevon ProFAR

Das Substrat von HisF, PRFAR (N -[5 -phosphoribul osylformimino]-5-aminoimidazol-4-
carboxamid-Ribonukleotid), ist €hr labil und kann daher nicht gelagert werden. Deshalb
wurde PRFAR stets mittels HisA in situ aus ProFAR (N’-[(5'-phosphoribosyl)formimino]- 5-
aminoi midazol-4-carboxamid-ribonukleotid) synthetisiert (Beismann-Driemeyer & Sterner,
2001). Dartiber hinaus wurde ProFAR al's Substratanal ogon verwendet.

Auch ProFAR ist nur bedingt stabil (Tabelle 4.2, Henn-Sax et al., 2002), l&sst sich jedoch
synthetisieren und fir eine begrenzte Zeit bel -80°C lagern. Seine Konzentrationwird Uber die
Messung der Absorption bei 300nm bestimmt (e300 = 6069 M 1cm!; Klem & Davisson, 1993;
siehe Anhang).
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Tabelle 4.2 Halbwertszeiten (t1,) von ProFAR bei pH 7,5 und unterschiedlichen
Temperaturen

37°C 60°C 80°C

Tyosprorar  [9D3 MiN 75 min 13 min

ProFAR wurde in Anlehnung an Davisson et al. (1994) enzymatisch aus ATP und PRPP, den
Ausgangsprodukten der Histidin-Biosynthese, synthetisiert. Dazu wurden zunéchst die
Proteine ATP-Phosphoribosyl- Transferase (HisG) und Phosphoribosyl-ATP-
Pyrophosphohydrol asePhosphoribosyl- AMP-Cyclohaydrolase (HisIE) aus E. coli gereinigt
und nach Mischung in einem molaren Verhdtnis von 1:1 in einer Konzentration von
4,2mg/ml bei -80°C gelagert.

Der abgedunkelte Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10ml enthielt 50mM KP,
2mM EDTA, 1mM DTT, pH 7,7, 2mM PRPP, 0,66mM ATP und 16mM MgCh. Unter
stdndigem Ruhren wurde die Reaktion durch Zugabe von etwa 2mg HisG-IE gestartet. Die
Synthese konnte spektroskopisch verfolgt werden, da das Absorptionspektrum von ATP sich
von ProFAR unterscheidet. ATP hat ein Absorptionsmaximum bei 260nm. ProFAR hingegen
absorbiert bei hoheren Wellenlangen wobel der maximale Unterschied zu ATP bei 290nm
liegt. Sobald keine Verdnderung des Spektrums mehr beobachtet werden konnte, wurde das
ProFAR aus dem Reaktionsansatz Uber eine Anionenaustausch-Chromatographie mit der
Poros HQ-20-Saule mit einem CV von 7,9ml gereinigt. Als Laufpuffer diente 50mM Tris-
Acetat pH 8,0, die Elution efolgte Uber einen Acetat-Gradienten (0-1M, 15CV).
Konzentration (30 = 6069 M cm) und Reinheit (**/a260 = 1,1) wurden spektroskopisch
bestimmt (Smith & Ames, 1964), Fraktionen mit sauberem und hochkozentriertem (bis
540uM) ProFAR vereinigt und in Aliquots bei -80°C gelagert. Die Ausbeute der ProFAR-
Synthese lag bei 70-80%, was einer Menge von 4,6-5,3umol ProFAR entsprach
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4.4 Biophyskalische Methoden zur Proteincharakterisierung

4.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Absorption elektromagnetischer Strahlung im UV/Vis-Bereich erfolgt, wenn delokalisierte p-
Elektronen aus dem Grundzustard in einen angeregten, energiereicheren Zustand tberfihrt
werden. Die Peptidbindung absorbiert im Wellenléngenbereich von 180-240nm. Der Bereich
von 250-300nm ist gekennzeichnet durch die Absorption der aromatischen Aminosiuren
Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin, sowie von Disulfidbriicken (Cystinen). Tryptophan
und Tyrosin liefern dabel den grofd%en Beitrag zur Absorption, da ihre
Extinktionskoeffizienten um fast eine Grél3enordnung héher liegen als die des Phenylalanins
und der Disulfidbricken (Schmid, 1989). Oberhalb von 310nm sollte eine Proteinlésung
keine Absorption zeigen.

Zur Bestimmung der Konzentration an gereinigtem Protein wurden Absorptionsspektren von
230nm bis 330nm aufgenommen. Mit dem Absorptionswert bei 280nm wurde die

Proteinkonzentration ¢ nach dem Lambert-Beer’ schen Gesetzes (Formel 5) berechnet:

— 0,1%
A 280 ~ c >d X A 280

wobel :

Azso = Absorption bei 280nm

c = Konzentration [mg/ml]

d = Schichtdicke der Klvette [cm]

0.1% p,gy = spezifischer Extinktionskoeffizient bei 280nm [cnPmg!]
Formel 5. DasLambert-Beersche Gesetz

Aus der Aminosauresequenz eines Proteins kann sein molarer Extinktionskoeffizient bei

280nm (e 280) berechnet werden (Pace et al., 1995, Formel 6):

€ 50 = STIP >5500+ STyr x1490 + SCysx125

Formel 6: Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten esg aus der Aminosaure-
Sequenz eines Proteins

Zusammen mit der molaren Masse M ergibt sich der spezifische Extinktionskoeffizient
(*1% A 2g0) bei 280nm (Formel 7):
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0,1% — e280
e =
280 M r
wobei :
&80 = molarer Extinktionskoeffizient [mM tcm?]

01% pALgy = spezifischer Extinktionskoeffizient [cmfmg]
M, = molare Masse [g/mol|

Formel 7: Berechnung des spezifischen Extinktionskoeffizienten %1% Ayg

Die molaren und spezifischen Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine sind im
Anhang zusammengestellt.

Das Absorptionsmaximum eines Proteins sollte sich bei etwa 280nm befinden. Auf%erdem
sollte der Quotient Aggo/Azso mindestens 1,8 betragen. Absorptionsmaxima bei kleineren
Wellenlangen und mit geringerem Quotienten deuten auf Verunreinigungen mit Nukleotiden
bzw. Nukleinsduren hin. Eine signifikante Absorption bei Wellenlangen gréf3er als 300nm
geht in der Regel auf Lichtstreuung, oft verursacht durch Proteinaggregation, zuriick.

4.4.2 Biorad-Assay zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Zur quantitativen Proteinbestimmung nach einzelnen Reinigungsschritten wurde der Biorad-
Assay nach Bradford (1976) verwendet. Er beruht auf der Rotverschiebung der Absorption
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 von 465nm zu 595nm nach Bindung an
Proteine. Die Intensitét der Farbung ist im Bereich von etwa 0,2 - 1,4mg/ml Protein linear.

In einer Iml Einwegk Uvette wurden 800ul Proteinlésung mit 200ul Biorad Protein Assay
Farbel6sung versetzt und durch Invertieren vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 5min
wurde die Absorption bei 595nm bestimmt. Als Basidlinie diente die gleiche Menge
Farbelésung in Puffer. Durch Eichung mit bekannten Konzentrationen an BSA wurde nach
der Geradengleichung die Proteinmenge bestimmt:

Proteinmen ge[ug = ODsss- b
wobei:
b =y-Achsenabschnitt
m = Steigung

Formel 8: Berechnung der Proteinmenge aus der Absorption bel 595nm im Bradford-
Assay



M ethoden 64

Zur schnellen qualitativen Proteinbestimmung wurden 8ul  Proteinlésung in  einer
Mikrotiterplatte mit 2ul Farbelosung versetzt. Nach 5min wurden die blau geférbten
Fraktionen zur weitern Anayse mittels SDS-PAGE ausgewahit. Die Dokumentation erfolgte
Uber den Durchlicht-Tisch des GelDoc Systems.

4.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, denaturierende PAGE) nach
Laemmli (1970) dient der analytischen Auftrennung von Proteinen rech ihrer Grofe. Native
Proteine wandern im elektrischen Feld zu dem ihrer Ladung entgegen gesetzten Pol. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist abhéngig von der Nettoladung der Proteine, sowie ihrer
Grole und Form Setzt man der Proteinlésung Natriumdodecylsulfat (SDS) zu, werden die
Proteine denaturiert und binden das negativ geladene Detergens in einem theoretischen
Verhdltnis von 1,4g SDS pro 1g Protein, was einem SDS-Molekill pro zwel AS entspricht.
Diese starke negative Ladung an den aufgefalteten Proteinen maskiert die Eigenladung der
Proteine, so dass die SDS-beladenen Proteine nahezu identische Ladungs-Masse-V erhéltnisse
und ahnliche Form aufweisen. Die Elektrophorese von Proteinen in einem SDS-haltigen Gel
erfolgt daher nach dem Prinzip eines molekularen Siebes, wobei die relative Mobilitét invers
mit dem Logarithmus der molaren Masse korreliert ist. Die Grof3e der Proteine kann durch
Vergleich mit einem Proteinstandard (Marker) abgeschétzt werden.

Zur Analyse und Abschdtzung des Reinheitsgrades der Proteinpréparation wurden 12,5%ige
SDS-Polyacrylamidgele mit Trenn und Sammelgelen eingesetzt (Fling & Gregerson, 1986),
deren Zusammensetzung Tabelle 4.3 zu entnehmen ist. Bel einer Spannung von 250V und
35mA betrug die Dauer der Elektrophorese etwa 45min.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel der SDS-Gele

Trenngel Sammel gel
SDS-Trenngel puffer 16,5 ml -
SDS-Sammelgelpuffer |- 6,25 ml
Acrylamid-Lésung 27,4 ml 5 mi
H,O 20,8 ml 13,25 mi
TEMED 75 Ul 25

APS-Stamml 6sung (25%) |165 pl 75 W
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4.4.3.1 Probenvorbereitung
Die Proteinlésungen wurden mit 1 Volumen 2x SDS-Probenpuffer versetzt und 5min auf

99°C erhitzt. Nach dem Abzentrifugieren (3min, 16.000g) wurden 10-15pl des Uberstandes
mit einer Hamiltonspritze in die Probentaschen des Gels aufgetragen.

4.43.2 Férbung der SDS-Gele
Zum Sichtbarmachen der Proteinbanden wurde der Farbstoff Coomassie verwendet. Das

Anférben erfolgte innerhalb weniger Minuten unter leichtem Wippen der Polyacrylamid-Gele
in Coomassie- Farbel 6sung. Unspezifische Farbung wurde durch anschlief3endes Aufkochen in
Wasser (Mikrowelle, 2x 5min) entfernt. Die Dokumentation erfolgte Uber den Durchlicht-
Tisch des GelDoc Systems.

4.4.4 Tris-Tricin-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bel kleinen Proteinen kann durch die Verwendung von Tris-Tricin-Polyacrylamid-Gelen
(Schagger & von Jagow, 1987) eine bessere Auflosung as bei herkdmmlichen
Polyacrylamid-Gelen erreicht werden. Dies ist besonders von Interesse, wenn Proteine mit
geringen Grolenunterschieden analysiert werden sollen. Im Unterschied zur herkémmlichen
SDS-PAGE werden die Polyacraylamid-Gele mit einem Tris-Tricin-Puffer hergestellt
(Tabelle 4.4) und spezielle Anodent und Kathodenpuffer verwendet. Die Laufzeit der Tris-
TricinGele betrégt bel 250V und 20mA etwa 2h. Die Vorbereitung der Proben, sowie das
Farben der Gele erfolgt analog zur herkbmmlichen SDS-PAGE.

Tabelle 4.4: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel der Tris-Tricin-Gele

Sammelgel  [Trenngel
Tris-Tricin-Puffer 16,2 ml 22,5 ml
Acrylamid-Lésung 3,2 ml 45 mi
H20 15,2 ml -
TEMED 20 pl 22,5 ul
APS-Stammlésung [200 225 pl

445 Native Polyacrylamid-Gelelektr ophorese

Bel der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE) wird dem Gel und dem

Probenpuffer kein Detergens zugesetzt, so dass die native Konformation und der
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Assoziationszustand der Proteine erhalten bleiben. Die Trennung der Proteine erfolgt anders
as bel der SDS-PAGE, nicht ausschliefdlich nach der Grof3e, sondern ist daneben abhangig
von der Nettoladung (isoelektrischer Punkt pl) und der Form der Proteine. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde native PAGE hauptséchlich zur Analyse der Bildung eines Komplexes zwischen
HisF und HisH- bzw. HisF und TrpG-Varianten herangezogen.

Dazu wurden 8,5%ige native Polyacrylamidgele mit Trenn- und Sammelgelen eingesetzt,
deren Zusammensetzung Tabelle 4.5 zu entnehmen ist.

Je 10ul der Proteinlésungen wurden mit 3ul nativem Probenpuffer versetzt und mit einer
Hamiltonspritze in die Probentaschen des Gels aufgetragen. Um die Proteine in nativem
Zustand zu halten, wurde die Elektrophorese bei 4°C durchgefihrt. Bei einer Spannung von
150V und 40mA betrug die Dauer der Elektrophorese etwa 3-4h. Das Farben der Gele erfolgt
analog zur SDS-PAGE (4.4.3.2).

Tabelle 4.5: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel der nativen Gele

Trenngel (8,5%) |Sammelgel (5%)
Nativer Trenngelpuffer (9,25 ml -
Nativer Sammelgelpuffer |- 125 ml
Acrylamid- Lésung 15ml 3,3 ml
Sacchrose (60%) 5,75 ml
H,O 20,0ml 29,2 ml
TEMED 22,00 50 i
APS-Stammldsung (40%) 55,33l 62,5

446 Limitierte Proteolyse mit Trypsin

Die Resistenz von Proteinen gegentiber Proteasen hangt vor allem von der Zugéanglichkeit
potentieller Schnittstellen ab (Hubbard, 1998). Die Serinprotease Trypsin spaltet
Peptidbindungen C-terminal von Argininen und Lysinen.

Fur die Trypsin-Spaltungen in der vorliegenden Arbeit wurden 10uM zu verdauendes Enzym
mit 1,6pg/ml Trypsin (64nM) bel 25°C in 10mM KP Puffer, pH 7,5 inkubiert. Einige Ansétze
enthielten dartber hinaus Liganden in séttigender Konzentration (32mM  GIn; 250uM
ProFAR), sowie Aminosauren oder Salze. Die Ansdtze besal3en ein Volumen von 1ml. Zu

verschiedenen Zeitpunkten wurden 100ul Aliquots enthnommen und die Reaktion durch
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Zugabe von 2x SDS-Probenpuffer und sofortiges Erhitzen (5 min, 99°C) abgestoppt. Die
Anayse der Trypsinverdaue erfolgte Uber SDS-PAGE.

4.4.7 Analytische Gelfiltration

Durch analytische Gelfiltration kann die apparente Molmasse eines Proteins und damit auch
sein Oligomerisierungszustand bestimmt werden. Dazu wird eine mit Eichprotein erstellte
Kalibrierungsgerade verwendet (s. Anhang). Dartiber hinaus zeigt ein symmetrischer peak
eine hohe Reinheit des Proteins an.

Analog zur praparativen Gelfiltration (4.3.6) erfolgte die Auftrennung auf einer Superdex75-
Saule (CV =24ml) bei einer Laufgeschwindigkeit von 0,5ml/min. Als Laufpuffer wurde
50mM KP, pH 7,5 mt 300mM KCl bel 25°C verwendet. Standardmal3ig wurden 100pl
Proteinlésung mit einer Konzentration von etwa 50uM auf die gespllte und mit Laufpuffer
aquilibrierte Saule aufgetragen. Die Elution erfolgte durch Spilen mit 1,5CV Laufpuffer.

Mit Hilfe der Unicorn Software wurden die erhaltenen peaks integriert, um die prozentualen
Anteile zu bestimmen. Zusétzlich wurden die eluierten Fraktionen mittels SDS-PAGE

analysiert.

4.4.8 Fluoreszenzspektroskopie

Unter Fluoreszenzspektroskopie versteht man die Messung der Emission von Photonen nach
Absorption bel einer bestimmten Wellenldnge. Die intrinsische Fluoreszenz von Proteinen
berunt auf der Anregung der delokalisierten Elektronenpaare der aromatischen
Aminosaurereste in den § Zustand und ihr Zurtckfalen in den Grundzustand &. Sowohl
Tyrosin, as auch Tryptophan zeigen bel der Anregung mit Licht der Wellenléange 280nm ein
Fluoreszenz-Signal, wobel die Fluoreszenz-Intensitét von Tryptophan dominiert. Dies ist mit
der starkeren Absorption und der htheren Quantenausbeute, sowie mit dem strahlungslosen
Energie-Transfer von Tyrosin zu Tryptophan zu erklaren (Forster-Transfer). Nach Anregung
mit Licht der Wellenlénge 295nm, bei der Tyrosin nicht absorbiert, beruht die Fluoreszenz
ausschliefdlich auf Tryptophan Aufgrund der relativ langen Verweildauer im angeregten
Zustand (10° — 107's) sind, im Unterschied zur Absorption, Wechselwirkungen mit der
Umgebung fir die Lage und Intensitét des Fluoreszenzsignals relevant. So gibt die Lage des
Tryptophan-Fluoreszenz-Maximums Auskunft Uber die Polaritdt der Umgebung. Ist
Tryptophan in Wasser gelost, ist ein Fluoreszenz-Emissionsmaximum bei etwa 350nm zu
beobachten. Je hydrophober die Umgebung ist, desto weliter ist das Emissionsmaximum zu

kirzeren Wellenlangen verschoben (hypsochromer Effekt, , Blauverschiebung®). So zeigen
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Tryptophane in organischen Loésungsmitteln oder im Inneren von Zellmembranen ein
FluoreszenzzMaximum bel etwa 320nm (Galla et al., 1985). Da Proteine in wassrigen
Losungen vorliegen und Tryptophane in der Regel im nativen Zustand vom Ldsungsmittel
abgeschirmt sind, kann die Lage des Fuoreszenz-Maximums dazu genutzt werden,

Konformationsanderungen oder Denaturierung eines Proteins zu verfolgen.

Es wurden jeweils Einzelenzyme bzw. Proteinkomplexe mit einer Konzentration von etwa
10uM bzw. 20uM in Iml 10mM KP-Puffer pH 7,5 bel 25°C vermessen. Darlber hinaus
wurden Messungen mit sdttigenden Konzentrationen von Glutamin (32mM) und ProFAR

(100uM) durchgefuhrt. Alle Messungen erfolgten am Cary Eclipse mit folgenden

Einstellungen:
Einstellungen

excitation [nm] 280/ 295
excitation dlit [nm] 5
emission [nm] 300-400
emission dit [nm] 2,5-5
scan rate [nm/min] 120
averagetime[s] 0,5
data intervall [nm] 1
No of scans 10
pPMT detector high

Aus je 10 Messungen wurde der Mittelwert bestimmt und eine BasidlinientKorrektur um die

geringe Eigenfluoreszenz des Puffers (Maximum bei 328nm) vorgenommen.

449 Fluorimetrische Titration von HisH und HisF

Mit Hilfe der fluorimetrischen Titration kann die Komplexbildung von HisH und HisF
analysiert werden, da HisH einen einzigen Tryptophanrest (W123) besitz, der bel der
Assoziation mit HisF vom Lésungsmittel abgeschirmt wird (Beismann-Driemeyer & Sterner,
2001). Um die Auswertung zu erleichtern, wurde eine Tryptophanfreie HisF Variante
(HisF_W156F) verwendet. HisH wurde in einer Konzentration von 10uM (bzw. 1uM)
vorgelegt und Tryptophan-freies HisF in Titrationsschritten von 1-2uM (bzw. 0,1uM) bis zu
einer Endkonzentration von 20uM (bzw. 2uM) zugegeben. Nach jedem Titrationsschritt
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wurde ein Fluoreszenz- Eemission Spektrum von 300-400nm nach Anregung mit 295nm

aufgenommen.

Die Messungen erfolgten am Cary Eclipse standardmaliig mit folgenden Einstellungen:

Einstellungen

excitation [nm] 295
excitation dlit [nm] 5
emission [nm] 300-400
emission dlit [nm] 5

scan rate [nm/min] 30
averagetime[s] 0,5

data intervall [nm] 0,25

No of scans 3

pMT detector medium

4.4.10 Circular-Dichroismus

Circular-Dichroismus- Spektroskopie (CD-Spektroskopie) ist eine spezielle Form der UV/vis-
Spektroskopie, die auf Wechselwirkungen von zirkular polarisiertem Licht mit optisch
aktiven Substanzen, wie Proteinen, beruht. Optisch aktive Substanzen besitzen
unterschiedliche Brechungsindizies fir rechts und links-polarisiertes Licht, was zu
unterschiedlichen Verzogerungen beim Durchgang der Losung und somit zu einer
Phasenverschiebung j fihrt, die bei der Optischen Rotationsdispersion gemessen wird.
Weiterhin unterscheiden sich optisch aktive Substanzen in den Extinktionskoeffizienten fur
rechtss und linkspolarisiertes Licht, was beim Durchgang der Losung zu eliptisch
polarisiertem Licht fuhrt. Die Elliptizitat (dons) Wird bei CD-Messungen als Signal verwendet.
Es findet eine Normierung auf die durchschnittliche molare Elliptizitét pro Aminosaure gurw
nach folgender Formel statt (Schmid, 1997):

2., MRW M

) - = ?obs r

MR cxd cxd>N,

wobei :

aurw = durchschnittliche Elliptizitét pro Aminoséure [degcndmol™]
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Oobs = gemessene Elliptizitat [mGrad]

MRW = mittlere Molmasse der Aminosdurenreste (mean residue weight) [Da]

C = Konzentration der Proteinldsung [mg/ml]
d = Schichtdicke der Kuvette [cm]

M;  =molare Masse [g/moal]

Na  =Anzahl der Aminosduren

Formel 9: Berechung der durchschnittlichen Elliptizitat pro Aminosdur e aus der Gber
Circular-Dichroismus gemessene Elliptizitat

Fern-UV-CD-Spektren (170-250nm) beruhen vor allem auf der Absorption der Peptidbindung
und lassen somit Rickschltsse auf die Sekundérstruktur des Proteins zu. Nach Johnson et al.
(1990) besitzen a-Heix, b-Strange und random coil typische Fern-UV-CD-Spektren, aus
denen sich die Proteinspektren zusammensetzen Als charakteristische Merkmale eines fern
UV-CD-Spektrums gelten Maximum, Nulldurchgang und Minima. Nah-UV-CD-Spektren
(250-310nm) sind auf die Absorption der aromatischen Aminosauren zurtickzufihren und
reagieren sehr empfindlich auf Anderungen in der Tertiarstruktur eines Proteins.

Alle CD-Messungen wurden bei 25°C in Kivetten mit einer Schichtdicke von 0,1cm und
einem Volumen von 200ul durchgefihrt. Fir Fern-UV-CD-Spektren wurden etwa 0,2mg/ml
(etwa 8uM) Protein eingesetzt, fur Nah-UV-CD-Spektren etwa 10mg/ml (etwa 400uM). Nach
den CD-Messungen wurden die  genauen Proteinkonzentrationen Uber
Absorptionsspektroskopie bestimmt. Als Puffer wurde bevorzugt 10mM KP-Puffer pH 7,5
verwendet. Bei Messungen mit 100mM KP-Puffer waren die Spektren durch die geringe

Lichtintensitdt unterhalb 195nm nicht mehr auszuwerten. Die Einstellungen waren wie folgt:

Einstellungen

scan rate [nm/min| 50
185-250 (fernUV)
250-310 (nah-UV)

wavel ength [nm]

stop resolution [nm] 0,1
band width [nm] 2
10 (fernUV)

accumulation
5 (nah-UV)

response [ 9| 1
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Aus je 5 (fernrUV) bzw. 10 (nah-UV) Messungen wurde der Mittelwert bestimmt, eine

Basislinien-Korrektur vorgerommen und nach Formel 9 normiert.

4.4.11 Steady-state Enzymkinetiken

Zur funktionellen Charakterisierung von HisH und HisF wurden enzymkinetische Messungen
unter steady-state Bedingungen bei RT durchgeftihrt und die katalytischen Parameter K, und
k.. bestimmt. Es wurde die Komplexreaktion (glutamin-abhangige Reaktion, Abbildung A
zur Bestimmung des Ky fur PRFAR unter Séttigung mit Glutamin, die HisF-Teilreaktion

(ammoniumabhangige Reaktion, Abbildung B) zur Bestimmung des K" AR

unter Séttigung
mit Ammoniumsalzen und die HisH-Teilreaktion (Glutaminase-Reaktion, Abbildung ) zur
Bestimmung des Ky fir Gln unter Séttigung mit PRFAR gemessen. Alle Messungen wurden

mit komplexierten Proteinen durchgefiihrt.

CAR

N, ICAR
et (mus (NHY,EH,CO7) | PREAR

MADM MAD

2 - Oaglutarat ‘u Slgtamat Elutomin

. MH, GO
(©

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der glutaminabhéngigen Komplexreaktion
(a), der ammoniumabhéangigen HisFTeilreaktion (b), sowie der Glutaminase-HisH-
Teilreaktion ().

Farbkodierung: HisF (blau), HisH (orange), aktive Zentren (rot).
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4.4.11.1 Messung der glutaminabhangigen Gesamtreaktion
Die glutaminabhéngige Reaktion ist die physiologische Gesamtreaktion. Glutamin wird von

HisH zu Glutamat und NHz hydrolisiert. NH3 wird durch den hydrophoben Kanal zu HisF
transferiert und dort mit dem Substrat PRFAR in ImGP und AICAR umgesetzt.

DaPRFAR sehr labil ist, wurde esin situ aus dem stabileren ProFAR mittels HisA hergestellt
(Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). HisA wurde im Uberschuss zugesetzt (600nM) und
die Reaktion nach einigen Minuten durch Zugabe des HisH:HisF Komplexes bzw. der
Varianten gestartet. Die Reaktion wurde Uber den Abfall der Absorption bei 300nm verfolgt

und quantifiziert (Desoo proraR - Alcar) = 5,64 MM tcmit, Klem & Davisson, 1993).

Damit die Hydrolyse von Glutamin durch HisH die einzige Ammoniak-Quelle in der
Reaktion ist, wurde Ammonium-freier Tris Acetat Puffer pH 8,0 und Ammonium-freies
ProFAR verwendet. Es wurden unter Séttigung mit Glutamin und PRFAR gesamte
Umsatzkurven aufgenommen und durch Fit mit der integrierten Michaelis-Menten Gleichung
(COSY, Eberhard, 1990) die katalytischen Parameter Ky™ R und Vinax bzw. ke bestimmt.
Zusatzlich wurden unter Séttigung mit Glutamin  und unterschiedlichen PRFAR-
Konzentrationen Anfangssteigungen und daraus Sattigungskurven erstellt. Daraus wurde

PRFAR

wiederum Ky und Vimax bzw. kg ermittelt. Die wichtigsten Versuchsbedingungen fir

wildtypisches HisH:HisF im Uberblick:

5mM Glutamin (séttigend)
0-100uM ProFAR

600nM His A

in 50mM Tris Acetat, pH 8.0

Die Reaktion wurde bel RT durchgefthrt und durch
Zugabe von 0,1uM HisH:HisF gestartet und Uber die
Abnahme der Absorption bei 300nm verfolgt.

4.4.11.2 M essung der ammoniumabhéngigen HisFTeilreaktion
Die ammoniumabhangige Reaktion ist die von HisF katalysierte Teilreaktion, wobei

Ammoniumsalze als Quelle fir NHs dienen. Analog zur glutaminabhangigen Reaktion wird
das Substrat PRFAR in situ aus dem stabileren ProFAR mittels HisA hergestellt (Beismann-
Driemeyer & Sterner, 2001). HisA wurde im Uberschuss zugesetzt (600nM) und die Reaktion
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nach einigen Minuten duch Zugabe des HisH:HisF Komplexes bzw. der Varianten gestartet.
Fur die ammoniumabhangige Reaktion ist die Anwesenheit von HisH im Prinzip nicht
erforderlich, dennoch wurden wegen der Vergleichbarkeit mit der glutaminabhangigen
Gesamtreaktion und der HisH-Tellreaktion ale Messungen mit dem HisH:HisF Komplex
durchgefiihrt. Die Reaktion wurde Uber den Abfall der Absorption bei 300nm verfolgt und
quantifiziert (Desoo (5ProFaR — Alcar) = 564 mM™tcm?, Klem & Davidson, 1993). Als
Ammoniak-Quelle diente NH4" Acetat (100mM), welches in 50mM Tris Acetat bei pH 8,5
rund 17mM Ammoniak entspricht (Henderson-Hassel bal ch- Gleichung).

Eswurden unter Sattigung mit Ammoniak und PRFAR gesamte Umsatzkurven aufgenommen
und durch Fit mit der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung (COSY, Eberhard, 1990) die

PRFAR

katalytischen Parameter Ky und Vmax bzw. kex bestimmt. Zusétzlich wurden unter

Séttigung mit Ammoniak und unterschiedlichen PRFAR-Konzentrationen Anfangssteigungen

bestimmt und daraus Séttigungskurven erstellt. Daraus wurden wiederum KyPRFAR

und Vimax
bzw. k4 ermittelt. Die wichtigsten Versuchsbedingungen fur wildtypisches HisH:HisF im

Uberblick:

100mM NH,* Acetat (sittigend)
0-100puM ProFAR

600nM His A

in 50mM Tris Acetat, pH 8.5

Die Reaktion wurde bei RT durchgefuhrt und durch
Zugabe von 0,1uM HisH:HisF gestartet und Uber die
Abnahme der Absorption bei 300nm verfolgt.

4.4.11.3 Messung der Glutaminase-HisH-Teilreaktion
Die Glutaminase-Reaktion ist die von HisH katalysierte Teilreaktion, d.h. die Hydrolyse von

Glutamin zu Glutamat und NHs Die Glutaminase-Aktivitét sowohl von isoliertem HisH als
auch des HisH:HisF Komplexes aus T. maritima ist so gering, dass sie mit der verwendeten
Methode nicht nachweisbar ist (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Erst durch die
Bindung eines Liganden an HisF findet eine Stimulierung der Glutaminase-Aktivitét statt.
Neben dem HisA-Substrat ProFAR hat sich auch das HisF-Produkt ImGP as wirksamer

Ligand erwiesen (Klem & Davisson, 1993; Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001).
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Dadie Hydrolyse von Glutamin zu Glutamat und Ammoniak mit keiner Absorptionsanderung
verbunden ist, wurde der Reaktion die Glutamat-Dehydrogenase (GDH)-Reaktion
nachgeschaltet. Durch die GDH wird Glutamat zu 2-Oxoglutarat oxidiert. Die damit
einhergehende NAD'-Reduktion zu NADH" ist durch eine Zunahme der Absorption bei
340nm nachweisbar. Es wurden die Anfangssteigungen der Reaktion in Abhangigkeit von der
Glutaminkonzentration gemessen und daraus Sattigungskurven erstellt. Daraus wurden Ky"
und Vimax bzw. keg ermittelt. Die wichtigsten Versuchsbedingungen fir wildtypisches
HisH:HisF im Uberblick:

0-150 mM Glutamin

5mM NAD"*

0,75mg/ml GDH

50uM ProFAR (séttigend)

in 50mM Tricin/KOH, pH 8.0

Die Reaktion wurde bei RT durchgefihrt und durch Zugabe von
1uM HisH:HisF gestartet und Uber die Zunahme der Absorption
bei 340nm verfolgt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die durchgefuihrten Experimente und deren Auswertung und Diskussion gliedern sich in vier
Kapitel. Nach einer kurzen Vorstellung der drei Enzyme HisH, HisF und TrpG aus T. maritima
und ihrer Beziehung zueinander in Kapitel (1) werden in Kapitel (2) der Proteinkomplex
HisH:HisF, sowie die strukturellen und funktionellen Eigenschaften hergestellter HisH und
HisF Varianten beschrieben. Kapitel (3) enthdt die Charakterisierung vonwildtypischem TrpG
und Kapitel (4) beschéftigt sich mit der Untersuchung der Evolution der Glutaminasen anhand
hergestellter TrpG Varianten im Vergleich zu HisH.

Kapitd 1. Die EnzymeHisH, HisF und TrpG aus Thermotoga maritima

5.1.1 DALI-Suche zur Identifizierung von  Proteinen  mit  signifikanter
Struktur&hnlichkeit zu HisH

Neben der Charakterisierung der Protein-Protein Wechselwirkungen im Bi- Enzymkomplex
Imidazol glycerinphosphat- Synthase aus der Glutaminase HisH und der Synthase HisF soll im
Rahmen dieser Arbeit die Evolution der Glutaminasen untersucht werden. Zur Identifizierung
eines niglicherweise nah verwandten Proteins zu HisH wurde die Proteindatenbank (PDB,
protein data bank, Berman et al., 2000) mit Hilfe von DALI (distance matrix alignment, Holm
& Sander, 1995, http://www.ebi.ac.uk/dali) nach Proteinen mit signifikanter Strukturahnlichkeit
durchsucht. Die groéfdte Strukturhomologie wurde zu His7, dem HisH:HisF Fusionsprotein aus
Hefe gefunden (Tabelle 5.1). An zweiter Stelle rangierte TrpG aus S solfataricus, die
Glutaminase der Anthranilat-Synthase aus der Tryptophanbiosynthese. Ein ZWert von 16,1 ist
ein deutlicher Hinweis auf eine evolutive Verwandtschaft der beiden Enzyme (Hadley & Jones,
1999; Lichtarge, 2001). Dartiber hinaus wurden als signifikante Treffer weitere Glutaminasen
gefolgt von Hydrolasen, gefunden.
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Tabelle 5.1: Die DALI-Suche mit HisH aus Thermotoga maritima (1k9v) identifiziert
signifikante Strukturahnlichkeiten zum HisH:HisF Homologen His7 aus Hefe und zu
anderen Glutaminasen

Z-Score: relatives Mal3 fur die Signifikanz eines Treffers, SeqlD (%): prozentualer Anteil der
Aminosaure-Sequenzidentitdét an aquivalenten Positionen, rmsd: Wurzel der mittlere
quadratische Abweichung der Uberlagerten C, Atome in A (positional root mean square
deviation), pdb: Kirzel der entsprechenden Proteine in der Protein-Datenbank (PDB)

His7 = HisH:HisF (ImGP-S) Fusionsprotein aus Hefe, TrpG = Glutaminase der Anthranilat-
Synthase aus S solfataricus, GMPS = Glutaminase der GMP Synthetase aus E. coli, CPS =
Glutaminase (kleine Untereinheit) der Carbamoyl Phosphate Synthetase aus E. coli, Protease |
= intrazelluldre Protease PH1704 aus Pyrococcus horikoshii

Treffer # Z-Score  SeglD (%)  rmsd[A] pdb

HisH vs. HisH 1 42,0 100 0

His7 2 24,2 30 1,8 LjvnrA 3 ImGP-S
TrpG 3 16,1 17 2,6 1qdi-B

GMPS 4 14,7 22 2,7 1gpmA [~ Glutaminasen
CPS 5 14,0 21 2,6 1c30-B

Protease | 6 8,2 15 3,2 192i-A - Hydrolase

HisH aus T. maritima und TrpG aus S. solfataricus weisen den gleichen Faltungstyp auf und
konnen sehr gut superpositioniert werden (Abbildung 1.6; Tabelle 5.1). Neben den
Sekundéarstrukturelementen kommen auch die katalytische Triade aus Cys84/84, His178/175,
Glu180/177 von HisH / TrpG shr gut Ubereinander zu liegen. Daher soll die Evolution der

Glutaminasen am Beispiel von HisH und TrpG naher untersucht werden.

Da TrpG aus S solfataricus nach heterologer Expression nur in sehr geringen Mengen in
|6dlicher Form hergestellt wird (Ivens, 1998) ist es zur Verwendung von in vivo Interaktions-
Assays, wie dem yeast-2-hybrid System, nur bedingt geeignet. Zudem sollten alle Proteine aus
dem gleichen Organismus verwendet werden. Daher wurde mit TrpG aus T. maritima
gearbeitet, welches bereits unter Standardbedingungen sehr starke Uberexpression zeigt (s.
Kapitel 3). Die Struktur von TrpG aus T. maritima ist bislang nicht gelost, aufgrund der
Sequenzéhnlichkeit von 68% zu TrpG aus S solfataricus kann jedoch von hoher struktureller
Identitét ausgegangen werden. Im Folgenden sind daher, wenn nicht anders erwahnt, immer

Enzyme as T. maritima bezeichnet.
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512 Analyse der Proteine HisH, HisF und TrpG aus T. maritima und ihrer
Kontaktflachen

Die Anayse der Aminosaure-Zusammensetzung von HisF, HisH und TrpG soll Unterschiede
und Gemeinsamkeiten der Enzyme aufdecken In Bezug auf die Untersuchungen der HisH:HisF
Wechselwirkungen (Kapitel 3) sowie die Evolution der Glutaminasen (Kapitel 4) sind vor allem

die Aminosdurenan den Kontaktfl&chen zum Interaktionspartner von Interesse.

Die Enzyme Imidazolglycerinphosphat-Synthase (HisH:HisF) und Anthranilat-Synthase
(TrpG:TrpE) aus der Familie der GATasen bilden obligate Proteinkomplexe aus. Im
Allgemeinen weisen solche obligaten Proteinkomplexe an der Kontaktflache eine ebenso

hydrophob dominierte Aminosaure-Zusammensetzung wie im gesamten Protein auf.

Zur Anayse der gesamten Proteine wurden die Sequenzen von HisH, HisF und TrpG
herangezogen Zur Definition der an der Kontaktflache lokalisierten Aminosauren wurden fir
tmHisH:HisF die Strukturdaten von Douangamath et al. (2002) verwendet. Da fir tmTrpG
keine Rontgenstruktur bekannt ist, wurden die Daten aus der Analyse der Kontaktfléache von
sSTrpG im Anthranilat-Synthase Komplex (Abbildung 1.5) verwendet. Dartber hinaus wurden
fir ale Proteine solche Aminosiuren als Teil der Kontaktflache definiert, die weniger als 54
Abstand zur néchstgelegenen Aminosiure des Bindungspartners aufweisen 6A Radius) und
somit in einer Entfernung liegen, in der nicht-kovalente Wechselwirkungen stattfinden kdnnen.
Die Oberflachenbildenden Aminosauren wurden mit dem SWISS PDB Viewer ausgewahlt
(Aminosauren mit = 30% L 6sungsmittelexposition).

In Enzymkomplexen sind neben katalytisch essentiellen Resten meist auch solche Aminosauren
konserviert, die fur die Komplexbildung und die Weliterleitung alosterischer Signale
verantwortlich sind. Daher wurde die Aminosdure-Zusammensetzungen unter besonderer
Berticksichtigung konservierter Reste analysiert, welche Uber Sequenzalignments (pile up,
GCG Wisconsin Package) und Angaben in der Literatur ermittelt wurden (Kndchel et al., 1999;
Lang et al., 2000; Douangamath et al., 2002).

Die Aminosduren wurden nach ihrem chemischen Charakter in vier Gruppen engeteilt:
aromatisch (FYW), polar (QSTCMN), hydrophob (GAPLIV) und geladen (DERKH). In
Tabelle 5.2 sind die Aminosaure- Zusammensetzungen von tmHisH, tmHisF und tm/ssTrpG im
Ganzen, sowie ihren Kontakt- und Oberflachen gegentibergestellt. In den Abbildung 5.1-
Abbildung 5.4 sind die Resultate der Analyse getrennt in Form von Balkendiagrammen gezeigt.
In allen Abbildungen sind aromatische Reste in weinrot, polare in gelb, hydrophobe in lila und

geladenen in hellblau gekennzeichnet.
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Tabelle 5.2: Gegenuberstelung der Aminosaure-Zusammensetzung von tmHisF, tmHisH
und tm/ssTrpG im Ganzen, sowie an ihren Ober- und Kontaktflachen

Die an der Kontaktflache im tmHisH:HisF und ssTrpG: TrpE Komplex beteiligten Aminoséuren
wurden zum einen aus der Literatur Ubernommen (Douangamath et al., 2002; Knochel et al.,
1999), zum anderen Uber den Abstand (< 5 A) zur néchstgelegenen Aminosiure des
Partnerproteins definiert. Fir die Analyse von TrpG im Ganzen wurde die Sequenz von tmTrpG
verwendet. Die an den Oberflachen lokalisierten Reste wurden mit dem Programm SWISS
PDB Viewer identifiziert. Es wurde jeweils nach aromatischen, polaren, hydrophoben und
geladenen Aminosauren unterschieden und die Angaben absolut und prozentual aufgelistet. Die
hier aufgelisteten Daten bilden die Grundlage fir die Abbildung 5.1- Abbildung 5.4

aromatisch palar hydrophohb geladen
F i CSTCKN EAPLNY FKHED
Anzahl | % | Anzahl| % [Anzahl] % | Anzahl] %
tre HisH (201 AS) 20 10 34 17 83 42 B4 32
Konservierte Reste (45 AZ) 5 11 2 18 22 43 J 20
Kontaktflache
(Douangamath et 2/, 2002; 14 AS) 2 14 5 36 2 14 5 36
Kontaktflache (5A Radius, 24 AS) 4 17 ) 25 5 21 e 33
Kaonservierte Reste der
Kontaktflache (5A Radius, 12 AS) 2 17 4 25 3 25 3 33
Cherflache (42 AS) a a 4 10 g 19 30 71
tre HisF (263 AS) 13 7 43 17 118 47 74 29
konservierte Reste [ B4 AS) 5 &) 5 8 3 58 17 2
Kantaktflache
(Douangamath et al, 2002, 17AS) 1] 1] 5 29 5 29 7 41
Kontaktflache (5A Radius, 36 AS) 1 3 7 19 15 42 13 36
konservierte Reste der
Kontaktflache (BA Radius, 13 AS) a a 1 5] 3] 45 3] 45
Cherflache (55 AS) 3 A ) 15 7 13 37 B
trn Trp5 (197 AS) | 13] 7] 35| 18] 92| 47| B0 30|
ss T (195 AS)
Konsemierte Reste (21 AS) 2 10 a] 29 9 43 4 19
Kontaktflache (5A Radius, 30 AS) 4 13 7 23 g 30 10 33
Kaonservierte Reste der
Kontaktflache (BA Radiug, 12 AS) 2 17 3 25 3 25 4 33

Die Aminosiure-Zusammensetzung der Proteine HisH und HisF zeigt groRe Ahnlichkeiten
(Abbildung 5.1). Wie allgemein dblich, dominieren hydrophobe Aminoséduren (>40%), gefolgt
von geladenen (~30%). Polare und aromatische Reste spielen eine untergeordnete Rolle. Die
Oberflachen der Proteine HisH und HisF sind sehr stark (>65%) von geladenen Aminosauren
gepragt, wie dies fur [6dliche Proteine tblich ist. Es sind kaum Unterschiede zwischen den
beiden Proteinen festzustellen.
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Abbildung 5.1: Die Aminosaure-Zusammensetzung von HisH und HisF als Ganzes und
ihrer Oberflachen

Betrachtet man dagegen die an der Kontaktflache lokalisierten Aminosduren von HisH und
HisF, dann zeigen sich deutliche Unterschiede (Abbildung 5.2, Daten 1-2). Wéahrend in HisH
geladene Reste dominieren (38%) und hydrophobe, polare und aromatische Aminosduren
jewells 17-25% ausmachen, zeigt die Kontaktflache von HisF eine sehr dhnliche Aminoséure-
Zusammensetzung wie im gesamten Protein und somit die fur obligate Proteinkomplexe
typische Dominanz hydrophober Aminosauren (42%). Aber auch die geladenen Aminosauren
liegen in hohem Anteil vor (36%). Polare Reste machen 19% aus, aromatische sind
vernachlassigbar (3%). Die Unterschiede der Kontaktflachen von HisH und HisF werden noch
deutlicher, wenn man die Konservierung der Reste betrachtet (Abbildung 5.2, Daten 3-4).

Tl

45 o } |

o] B | - | Kontaktflache (5A Radius):
o — N 1 HisH
E i - | 2 HisF

[:l . el : Konservierte Reste der
. L il K ontaktflache:

ol | 3 HisH

5 8 || L m R 4 HisF

|

'

2 3 - 4
Abbildung 5.2: Die Aminosaure-Zusammensetzung von HisH und HisF an der
Kontaktflache

Wahrend in HisH konservierte Aminosduren an der Kontaktflache aus den verschiedenen
chemishcen Klassen rekrutiert werden, sind in HisF konservierte Kontaktflachenreste praktisch

ausschliefdich hydrophob ode geladen.
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Wenn die Glutaminasen HisH und TrpG wie postuliert aus einem gemeinsamen Vorlaufer-
Protein entstanden sind, wére zu erwarten, dass auch die heutigen Proteine noch Ahnlichkeiten

in der Zusammensetzung aufweisen. Abbildung 5.3 zeigt, dass dies tatsachlich der Fall ist.

an

......

Gesamtes Protein:
i) - - 1 HisH
% 2 tmTrpG

Wl —

. I . : ! Konservierte Reste:
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"'l ! | | 4 ssTrpG
ql‘ i
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Abbildung 5.3: Die Aminosiure-Zusammensetzungen von tmHisH, tmHisF und
tm/ssTrpG sind ahnlich

Allerdings falt in TrpG ein verhdtnismaldig hoher Anteil an polaren Aminosauren auf (29%).
Dies entspricht den Beobachtungen von Hu et al. (2000). Zudem sind hydrophobe Aminoséuren
im Unterschied zu HisH (und HisF) schwéacher konserviert.

Betrachtet man die Kontaktflachen von HisH und ssTrpG, dann ergibt sich ein vergleichbares
Bild (Abbildung 5.4, Daten 1 und 2).

L2 d

Tt Kontaktflache (5A Radius):
1 HisH
2 ssTrpG

£ — — — e Konservierte Reste der
104 il . . ; Kontaktflache:

3 HisH

4 ssTrpG

Abbildung 5.4: Der chemische Charakter der Aminosauren an der Kontaktflache von
HisH und TrpG und dasMuster ihrer Konservierung sind identisch.

Sehr auffédllig ist, dass der chemische Charakter konservierter Aminosauren an den
Kontaktflachen von HisH und TrpG identisch ist (Abbildung 5.4, Daten 3 und 4). Es
dominieren geladene Reste (33%), polare und hydrophobe Aminosduren sind zu je 25%
vorhanden und ein vergleichsweise hoher Anteil von 17% der konservierten Aminosauren sind

Aromaten. Die groRe Ahnlichkeit der Konservierung an der Kontaktflache von HisH und
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ssTrpG bestérkt die Hypothese, HisH und TrpG seien durch divergente Evolution aus einer
urspriinglichen Glutaminase entstanden, zumal die Unterschiede zum HisH-Bindungspartner
HisF trotz ,,gemeinsamer” Evolution sehr aufféllig sind. Dartiber hinaus deutet der hohe Antell
an konservierten geladenen Resten an der Kontaktflache darauf hin, dass die obligate Bindung

der Glutaminasen an Synthasen evolutiv relativ jung ist.

Wie die nachfolgend beschriebene Analyse der HisH- und TrpG-Varianten zeigt (Kapitel 2 und
4), sind intermolekulare Bindungen sehr robust gegentiber Mutationen (Hu et al., 2000). Wenn
jedoch einzelne Austausche eine Bindung nicht messbar storen wére, anders as bei
katalytischen Aktivitéten, im Allgemeinen auch nicht anzunehmen, dass einzelne Aminoséuren
fur eine stabile Protein-Protein I nteraktionessentiell sind.

Sind die Oberflachen physikalisch sehr dhnlich, wie dies bei HisH und TrpG aufgrund der
dhnlichen Struktur der Fall ist, ist vermutlich der chemische Charakter der beteiligten
Aminosduren von groferer Bedeutung. Da jedoch die Analyse der Aminosaure-
Zusammensetzung zeigte, dass der algemeine chemische Charakter der konservierten
K ontaktfl&chen-bildenden Reste in HisH und TrpG WT &hnlich sind (Abbildung 5.4, Daten 4
und 6), kénnte gefolgert werden, dass Unterschiede lediglich in der Anordnung der chemischen
Eigenschaften an der Kontaktflache und der relative Position 2im Bindungspartner differiert.
Dartiber hinaus deutet dies darauf hin, dass die hohe Spezifitét der Interaktion mit dem
Bindungspartner auf einigen wenigen fur HisH bzw. TrpG spezifische Reste zuriickzufihren

=n.
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5.1.3 Zusammenfassung

Mit Hilfe von DALl wurde TrpG, ene Glutaminase der Klasse | aus der
Tryptophanbiosynthese, als das Protein mit der zu HisH hochste Strukturhomologie
identifiziert. Der dabei ermittelte Z-Wert von 16,1 ist ein deutlicher Hinweis auf eine evolutive
Verwandtschaft der beiden Enzyme.

Die Analyse der Aminosauren von HisF, HisH und TrpG zeigt fur alle drei Proteine eine
Zusammensetzung, wie se fur lédiche Proteine zu erwarten ist. Bel Betrachtung der
Kontaktflachen und der konservierten Kontaktflachenbildenden Aminosduren zeigen sich
dagegen Unterschiede im chemischen Charakter zwischen der Synthase HisF und den
Glutaminasen HisH und TrpG. Diese weisen, obwohl sie aus unterschiedlichen
Stoffwechselwegen stammen und unterschiedliche Bindungspartner besitzen, einen identischen
chemischen Charakter der konservierten Aminosduren an der Kontaktflache auf, was die
Hypothese einer gemeinsamen Evolution bestérkt. Bei den konservierten Aminosauren der
Kontaktflache dominieren geladene Reste (33%), polare und hydrophobe Aminosauren sind zu

je 25% vorhanden Aufféllig ist der vergleichsweise hohe Anteil von Aromaten (17%).
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Kapitel 2. Die Regulation der Protein-Protein Wechselwirkungen im Bi-
Enzymkomplex HisH:HisF

5.2.1 Der Bi-Enzymkomplex aus HisH und HisF

HisH und HisF aus T. maritima bilden mit hoher Affinitdt einen stdchiometrischen 1:1
Komplex aus (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001), der sich nach der Einteilung von Ofran
& Rost (2003) as ,,Hetero-Obligomer* (permamenter hetero-oligomerer Komplex) beschreiben
lasst. Zwischen den aktiven Zentren von HisH und HisF werden in beide Richtungen Signale
transferiert, die auf ligandeninduzierten Konformationsanderungen beruhen. Dies aul3ert sich
darin, dass die Glutaminase-Aktivitat von HisH durch Bindung des Substrates PRFAR (bzw.
des Substratanalogons ProFAR oder das Produkt ImGP) an HisF induziert und der dabei
entstehende Ammoniak durch einen Kana zum aktiven Zentrum von HisF geleitet wird
(Chaudhuri et al., 2001; Douangamath et al., 2002).

Die Aminosiuren an der Kontaktflache von HisH und HisF, die etwa 1050A? umfasst
(Douangamath et al., 2002), zeigen eine sehr starke Konservierung. Wahrend im gesamten
HisH-Protein etwa 22% konservierte Reste zu finden sind, sind es an der Kontaktfldche etwa
50%. Auch HisF zeigt im Vergleich zum verwandten Protein HisA ene aufféllig starke
Konservierung von Aminosauren am N-terminalen Ende des Fasses (Lang et al., 2000),
welches in Wechselwirkung mit HisH tritt. Diese Konservierung ist fir Kontaktbereiche typisch
(Vadar & Thornton, 2001). In S cerevisiae liegt die Imidazolgycerinphosphat- Synthase auf
einer Polypeptidkette vor und wird als His7 bezeichnet, innerhalb dessen die Glutaminase- und
die Synthase-Domane dhnliche Kontakte ausbilden wie sie zwischen HisH und HisF beobachtet
werden (Chaudhuri et al., 2001).

In diesem Kapitel wird der Frage nachgegangen, welche dieser konservierten Reste einzeln und
innerhalb langerer Sequenzabschnitte fur die strukturellen und funktionellen Interaktionen
innerhalb des HisH:HisF Komplexes von Bedeutung sind.

5.2.2 Vergleich von Kristallstrukturen des HisH:HisF Komplexes mit Liganden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der native Bienzymkomplex HisH:HisF, sowie die
inaktivierten Komplexe HisH:HisF D1IN und HisH _C84A:HisF D11IN wie friher
beschrieben (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001; Héger, 2001) gereinigt, jewells auf etwa
30mg/ml einkonzentriert und Dr. Cristina Vega-Fernandez (Arbeitsgruppe Dr. Matthias
Wilmanns, EMBL Aul¥enstation Hamburg) zur Ko-Kristalisation mit Liganden zur Verfligung
gestellt. Dr. Vega-Fernandez gelang die Kristallisation von HisH:HisF mit dem HisH-Substrat
Glutamin (1), sowie mit Glutamin zusammen mit dem HisF-Produkt ImGP (2). Zusétzlich
konnten Strukturen von HisH:HisF D11IN mit dem HisH-Produkt Glutamat (3), sowie dem
HisF-Produkt AICAR (4) gelost werden. Die Aufldsung der verschiedenen Strukturen liegt bel
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2,4 - 2,84 A (Abbildung 5.5; Vega-Fernandez, Hager, Sterner, Wilmanns, unverdffentlichte
Daten). Soaking mit dem HisF-Substratanalogon ProFAR fuhrte zum Bersten der Kristalle, was
eine Strukturbestimmung verhinderte Dies deutet darauf hin, dass durch die Bindung von
ProFAR starke Konformationsanderungen induziert werden. In Einklang damit zeigten
fluorimetrische  Untersuchungen, dass die ProFAR-Bindung an HisF die
Ldsungsmittelzuganglichkeit des an der Kontaktflache gelegenen Trpl23 von HisH erhoht
(Héager, 2001).
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Abbildung 5.5 Rontgenstrukturen von HisH:HisF aus T. maritima mit verschiedenen
Liganden

Gezeigt sind die Ruckgrat-Strukturen von HisH und HisF (grau) mit ihren aktiven Zentren
(grin) und den angegebenen Liganden (CPK-Farben). Im CPK-Farbschema (nach Corey,
Pauling und Koltun) sind Kohlen und Wasserstoffatome in cyan dargestellt, Stickstoff in blau,
Sauerstoff in rot und Phosphor in gelb.

Im Folgenden werden die durch die Bindung der verschiedenen Liganden induzierten
Strukturdnderungen an der Kontaktfléche zwischen HisF und HisH diskutiert.

Das Innere des Fasses von HisF lasst sich in 4 optimal gepackte Ebenen (layer) einteilen, die
aufeinander liegen und vom G Terminus (aktives Zentrum) zum N-Terminus (Kontaktbereich
zu HisH) durchnummeriert werden. Jede Ebene wird von Aminosaure- Seitenketten aus den vier

geradzahligen oder den vier ungeradzahligen b-Strangen gebildet (Abbildung 5.6;
Douangamath et al., 2002).
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Abbildung 5.6: Schematische Darstellung der vier layer

Die layer sind vom aktiven Zentrum in HisF bis zur Kontaktflache zu HisH durchnummeriert
(1-4). In jedem layer ragen die Aminosdureseitenketten entweder der gerad- oder der
ungeradzahligen b-Strénge ins Innere. Wahrend die layer 1-3 vorwiegend von kleinen
hydrophoben Aminosduren gebildet werden, besteht das 4. layer aus konservierten geladenen
Seitenketten und bildete einen Salzbriickencluster aus, der in der apo-Struktur den Eintritt des
Ammoniaks verhindern wirde. R5 passt nicht in das Ubliche Muster, es positioniert jedoch
seine lange Seitenkette vor die kleinere des A220, welches eigentlich Bestandteil von layer 4
waére (nach Douangamath et al., 2002).

5.2.2.1 Struktur mit gebundenem Glutamin

Die vierte Ebene unterscheidet sich von den drei anderen Ebenen, indem die geladenen Reste
Arg5 p-Strang 1), Glu46 p-Strang 2), Lys99 (-Strang 4) und Glul67 p-Strang 6) ein
Salzbriickencluster bilden, wahrend sich die anderen Schichten aus kleinen hydrophoben und
polaren Seitenketten zusammensetzen. AulRerdem passt Argh nicht in das vierfache
Symmetrieschema, schiebt es doch seine lange Seitenkette vor digienige von Ala22 (b-Strang
8), welches das reguléare Mitglied von Ebene 4 wére. In der apo-Struktur des HisH:HisF
Komplexes verhindert das Salzbriickencluster vermutlich den Eintritt des an HisH erzeugten
Ammoniak in das Innere des Fasses von HisF (Douangamath et al., 2002).

In der Struktur mit gebundenem Glutamin (Abbildung 5.5 - 1) interagiert die NH,—Gruppe der
Seitenkette des Liganden mit dem Cys84 der katalytischen Triade von HisH und ist gleichzeitig
in Richtung des Sal zbriickenclusters von HisF orientiert. Dies deutet darauf hin, dass der bel der
Hydrolyse entstehende Ammoniak direkt in den Kanal eintreten kann.

Entsprechend findet eine durch Glutamin-Bindung induzierte Veranderung am Salzbricken
Cluster statt. Wahrend der Cluster in der apo-Struktur das Innere des Fasses verschliefdt, fuhrt
die Bindung von Glutamin zur Offnung des Eingangs (Abbildung 5.7). Dies geschieht durch
eine kleine Konformationsdnderung der Seitenkette von HisF K99 hin zu einem zweiten
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bevorzugten Rotamer, welche zur Ausbildung einer Wasserstoffbriicke der terminalen NH,-
Gruppe mit der Hydroxylgruppe von HisH_Y138 fuhrt (Abbildung 5.11). Diese neue
Wechselwirkung kompensiert offensichtlich die Auflésung des Salzbrickenclusters und
stabilisiert die offene Konformation des Kanals.

D111.% D11

€ (b)

Abbildung 5.7: Die Bindung von Glutamin an HisH 6ffnet den Ammoniak-Kanal im
Inneren des Fasses von HisF.

Die Aufsicht auf den HisF Salzbricken Cluster (CPK-Farben) vom aktiven Zentrum (griin) aus
zeigt die Konformationsanderung von K99 in Ebene 4 und die damit verbundere Offnung des
Ammoniak-Kanals (a) im Vergleich zur apo-Struktur, in der der Kanal geschlossenist (b).

5 M E167 a7
e
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Insgesamt  filhrt die Glutamin-Bindung zu folgenden Anderungen intermolekularer
Wasserstoffbriicken (Tabelle 5.3) und Salzbriicken (Tabelle 5.4):

Tabelle 5.3: Intermolekulare Wasserstoffbricken zwischen HisH und HisF in der
HisH:HisF apo-Struktur im Vergleich zur Glutamin-gebundenen Struktur
(Angaben nach Douangamath et al., 2002 und C. V ega-Fernandez, personliche Mitteilung)

Wasser stoffbrticken in der Struktur
von HisH:HisF
HisF Aminosdure HisH Aminosaure apo mit gebundenem
Glutamin
M1 N124 ja nein
M1 E157 ja nein
A3 W123 ja ja
40 S183 ja ja
D45 W123 ja ja
A70 R18 ja ja
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D74 K181 ja ja
D74 S183 ja ja(schwach)
D98 K181 ja ja
K99 Y138 nein ja
T195 R117 ja ja
D219 R117 nein ja
N247 Y 136 ja ja
E251 S183 nein ja

Tabelle 5.4: Salzbriicken am Cluster in Ebene 4 von HisF in der HisH:HisF apo-Struktur
im Vergleich zur Glutamin-gebundenen Struktur
Angegeben ist der Abstand der beteiligten Atomein A.

Basische Aminosdure | Saure Aminosaure |apo-HisH:HisF| HisH:HisF + Glutamin
R5 E46 2,86 2,51
R5 E167 2,85 2,75
R5 E167 2,91 2,91
K99 E46 2,88 keine (Abstand: 4,72)
K99 E167 2,73 3,27

Die Superpositionierung der HisH:HisF apo-Struktur mit der Glutamin-gebundenen Struktur
zeigt zudem eine Rotation des HisF-Ruckgrates in Anwesenheit von Glutamin. Der N-Terminus
von HisF dreht sich dabei um 6,5° in Relation zum C-Terminus, wodurch sich der
[6sungsmittelzugangliche Spalt zwischen dem aktiven Zentrum von HisH und dem
Salzbrucken Cluster von HisF vergrof3ert. Es ist nicht auszuschlief3en, dass es sich hierbel um
ein Artefakt as Folge der dichteren Packung am aktiven Zentrum von HisH durch die
Anwesenheit von Glutamin handelt. Dennoch deckten sich diese Ergebnisse mit den oben
erwahnten fluorimetrischen Analysen, nach denen Trpl23 in HisH bel der Bindung von
Glutamin starker dem Lésungsmittel ausgesetzt wird (Hager, 2001).

Die Glutamin-Bindung fihrt zu weiteren Strukturanderungen im HisH:HisF Komplex.
Wahrend der HisF-Loop 1 zwischen b-Strang 1 und a-Helix 1 in der Nahe des aktiven
Zentrums in der apo-Struktur von isoliertem HisF eine definierte offene Konformation
einnimmt, liegt er in der apo-Struktur des HisH:HisF Komplexes in einer geschlossenen
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Konformation vor (Lang et al., 2000; Douangamath et al., 2002). Die Anwesenheit von
Glutamin fuhrt zu einer Erhohung der Flexibilitét dieses Loops 1 (Strukturen 1 und 2
Abbildung 5.5), die sich in einer nicht mehr eindeutig definierten Elektronendichte bemerkbar
macht. Es konnte bereits friher durch Fluoreszenzspektroskopie und limitierte Proteolyse
gezeigt werden, dass Loop 1 die Bindung von Glutamin ,, spirt* (Hager, 2001). In Anwesenheit
von Glutamat (Struktur 3) und AICAR (Struktur 4) wird sowohl die offene as auch
geschlossene Konformation beobachtet. In allen Strukturen ohne Glutamin nimmt Loop 1
jedoch eine definierte Struktur ein.

Die Kontaktflache der HisH:HisF apo-Struktur hat eine Grofie von ~1050 A2 und umschlieft
~7100 A3, In der Glutamin-gebundenen Struktur vergréRert sich die Kontaktflache auf ~1200
A? und umschlief}t ~6900 A3. Zusétzlich vergréRert sich die Glutamin Bindetasche,

5.2.2.2 Struktur mit gebundenem Glutamin und ImGP
Durch soaking des mit Glutamin kokristallisierten HisH:HisF Komplexes mit dem HisF-

Produkt ImGP (2) wird scheinbar die Glutaminase-Reaktion von HisH induziert, dain einigen
Kristallen ein Verlust des Glutamins zu beobachten ist (Struktur nicht gezeigt). Die
Stimulierung der Glutaminase-Reaktion durch ImGP wurde auch in Messungen in Ldsung
beobachtet (Beismann-Driemeyer, 2001).

Diejenigen Krigtalle, in denen Glutamin und ImGP vorhanden sind (Abbildung 5.5 - 2), zeigen
ein gedffnetes Sazbricken-Cluster und die Rotation des HisF-Ruckgrates, analog zur
Glutamin- gebundenen Struktur (1). Findet jedoch die Glutamin-Hydrolyse und die Abdiffusion
des Glutamats statt, schlief?t sich der Salzbrticken Cluster in HisF und die Wasserstoffbriicken
an der Kontaktflache ordnen sich wieder analog zur apo-Struktur an (Tabelle 5.3). Die
Rotationsbewegung des HisF  Ruckgrates und damit die Erhdhung  der
L 6sungsmittelzuganglichkeit an der HisH:HisF Kontaktfl&che bleibenjedoch bestehen.

5.2.2.3 Strukturen mit gebundenem Glutamat und mit gebundenem AICAR

In der Glutamat-gebundenen Struktur (3) des HisH:HisF Komplexes zeigen sich keine
Konformationsénderungen im Vergleich zur apo-Struktur. Das Produkt Glutamat befindet sich
nicht an identischer Position wie Glutamin, sondern in einer einige A entfernt liegenden
Tasche.

Die Struktur mit gebundenem HisF-Produkt AICAR (4) zeigt ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zur apo-Struktur.

5.2.2.4 Zusammenfassung

Zusammenfassend lassen sich die ligandierten Kristallstrukturen in drei Gruppen einteilen, die
den HisH:HisF Reaktionszyklus nachstellen. In der Struktur mit dem HisH-Substrat Glutamin
(Abbildung 5.5 - 1) und einem Teil der Strukturen mit Glutamin plus dem HisF-Produkt ImGP
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(2) zeigt sich im Vergleich zur apo-Struktur eine Umordnung der Wasserstoffbricken an der
HisH:HisF Kontaktflache, ein dadurch in der gedffneten Konformation stabilisierter
SalzbrickenCluster, sowie die Rotation des HisF-Rickgrates mit einer erhdhten
Losungsmittelzuganglichkeit der Kontaktflache. In einem anderen Tell der Strukturen mit
Glutamin zusammen mit ImGP hat die Hydrolyse des Glutamin bereits stattgefunden und die
Anordnung der Salzbrticken am Cluster, sowie der Wasserstoffbriicken an der Kontaktflache ist
wieder in Ausgangsposition. Die Lodsungsmittelzuganglichkeit der Kontaktflache ist noch
erhoht. In den Strukturen mit den gebundenen Produkten Glutamat (3) und AICAR (4) ist der
HisH:HisF Komplex wieder komplett mit der apo-Struktur identisch.

Die Auflosung der Kristallstrukturen von HisH:HisF mit verschiedenen Liganden er6ffnet neue
Einsichten in den Mechanismus der SignalUbertragung zwischen den aktiven Zentren und des
Ammoniak-Channelings. Am Bedeutendsten ist sicherlich die Visualisierung der getffneten
und geschlossenen Konformatioren des Eingangs in das Innere des Fasses von HisF und die
damit verbundenen Verdnderungen in der Orientierung einzelner Aminosauren an der
Kontaktflache, des Wasserstoffbriicken-Netzwerkes, sowie Riickgrat-Bewegungen.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Bedeutung von Aminosduren an der Kontaktflache
von HisF und HisH fur die Funktion des Komplexes und die Kommunikation zwischen den
aktiven Zentren mittels Mutationsanalyse untersucht.

5.2.3 Mutationsanalyse der HisH:HisF Kontaktflache

Alanin ist sowohl an Oberfléchen als auch im Inneren von Proteinen und in alen
Sekundérstrukturelementen haufig vorhanden (Klapper, 1977; Chothia, 1976; Rose et al.,
1985). Die kurze Seitenkette schrankt die konformelle Freiheit des Proteinriickgrates nicht ein,
weshalb Alanin as “ standard state“ bezeichnet wird (Wells, 1991). In vielen Fallen konnten
durch Alanin-Scanning-Mutagenese die Kontaktflachen von Proteinen charakterisiert und die
Beitrége einzelner Reste zur Ausbildung einer Protein-Protein Wechselwirkung bestimmt
werden (Bass et al., 1991; Ashkenazi et al., 1990; Cunningham et al., 1991; Zhang et al., 2004;
Schofield et al., 2004; Gibbs & Zoller, 1991). Dabei zeigte sich, dass die Effekte von
Einzelaustauschen haufig additiv sind (Wells, 1990).

Haufig umfassen ProteinProtein  Kontaktflachen  Oberfl&chenbereiche, die sich
diskontinuierlich aus Sequenzabschnitten (tretches) verschiedener Sekundérstrukturelemente
zusammensetzen Typischerweise sind etwa 10-20 Reste der beiden Interaktionspartner
involviert, die sich auf 2-4 stretches aufteilen (Wells, 1991). Daher schien es zur Analyse der
HisH:HisF Kontaktflache sinnvoll, neben dem Austausch einzelner Reste gegen Alanin, auch
ganze stretches zu mutagenisieren Allerdings wurden keine Alanine eingefugt, da Alanin
stretches bevorzugt a-Helices bilden (Marqusee et al., 1998, Zhang et al.,1991). Stattdessen
wurden verschiedene stretches gegen die entsprechenden Sequenzabschnitte der nahe



Ergebnisse und Diskussion — K apitel 2 90

verwandten Glutaminase TrpG aus T. maritima ausgetauscht (Kapitel 1), wodurch die
wildtypische Faltung von HisH erhalten werdensollte

5.24 Auswahl der auszutauschenden Aminosauren in HisH an der Kontaktflache zu
HisF

Der Vergleich der HisH:HisF apo-Struktur (Douangamath et al., 2002) und der Struktur mit
gebundenen Glutamin (Vega-Fernandez, Hager, Sterner, Wilmanns., unverdffentlichte Daten)
zeigt, dass sich im Zuge der Ligandenbindung die Anzahl und Art der Wechselwirkungen
zwischen einer Rethe von Aminosaurenan der Kontaktflache andern(Tabelle 5.4; Tabelle 5.5).
Vermutlich sind diese Aminosduren an den durch Glutamin-Bindung induzierten
Konformationsanderungen beteiligt und somit fir die intermolekulare  Kommunikation
zwischen HisH und HisF von Bedeutung.

Vier der fraglichen Reste aus HisH (R117, N124, Y 138 und S183), deren Position in Abbildung
5.8 gezeigt ist, wurden einzeln durch Alanin ersetzt.

\\F138

5133
X R%‘Q;f

Abbildung 5.8: Position der in HisH gegen Alanin ausgetauschten Reste an der
Kontaktflache zu HisF
Neben den mutagenisierten Aminosauren sind die katalytisch essentiellen Reste der beiden

Enzyme (D11, D130 in HisF; C84, H178, E180 in HisH) grin hervorgehoben.

In den folgenden vier Abbildung 5.9- Abbildung 5.12 sind jeweils Ausschnittsvergréi3erungen
dieser vier Aminosauren und der mit ihnen interagierenden Partner in HisF gezeigt, in denen
die Unterschiede zwischen der apo- und der Glutamin-gebunderen Struktur deutlich werden.
Die Reste der apo-Struktur sind jeweils im CPK-Farbschema dargestellt, die der Glutamin
gebundenen Struktur in rot. Wasserstoffbriicken sind als griine gestrichelte Linien dargestellt.
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Die Aminosaure R117 im b-Strang 5 von HisH bildet in der apo-Struktur eine intermolekulare
Wasserstoffbriicke zu HiskF_T195 aus. Nach Glutaminbindung entsteht durch Anndherung an
HisF zusétzlich eine Wasserstoffbriicke zu D219 (Tabelle 5.5; Abbildung 5.9).

Tabelle 5.5: Wasser stoffbr icken zwischen HisH_R117 und Aminosauren aus HisF
Angegeben sind jewells die Abstande zwischen HDonor und HAkzeptor. Die in Klammern
aufgefuihrten Abstande sind zu grof3 fur die Ausbildung einer Wasserstoffbricke.

Aminosauren, zu denen| Abstand in der| Abstand in der Glutamin-
HisH_R117 eine | apo-Struktur [A] | gebundenen Struktur [A]
Wasserstoffbriicke ausbildet

HisH R117 HisF T195 2,95 3,38

HisH R117 HisF D219 (3,73) 2,49

Abbildung 5.9: Dieintermolekularen Wasser stoffbriicken von HisH_R117 &ndern sich bei
Glutamin-Bindung

Gezeigt ist die Umgebung der Aminosdure HisH_R117 in der Superpositionierung des
HisH:HisF apo-Komplexes (grau / CPK) und des Konplexes mit gebundenem Glutamin (grau /
rot). Die Wasserstoffbriicken zu HisF T195 in der apo-Strukur und zu HisF D219 in der
Glutamin- gebundenen Struktur sind in griin eingezei chnet.

Die streng konservierte Aminosaure N124 im b-Strang 6 von HisH bewegt sich bei
Glutaminbindung von HisF weg, so dass sich die Wasserstoffbriicke zu M1 am N-Terminus
von HisF auflost (Tabelle 5.6; Abbildung 5.10). Der N-Terminus ist bereits in einem anderem
Zusammenhang aufgefallen. Bei der Uberlagerung der Strukturen von isoliertem (1thf) und mit
HisH komplexiertem (1gpw) HisF, sowie von Glycerin-gebundenen (1h5y) HisF aus
Pyrobaculum aerophilum (Lang et al., 2000; Douangamath et al., 2002; Banfield et al., 2001)
sind lediglich am N-Terminus und im Loop 1, die Uber b-Strang 1 miteinander verbunden sind,
deutliche Unterschiede zu beobachten. Der Rest der Strukturen kommt sehr gut aufeinander zu

liegen.
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Tabelle 5.6: Wasser stoffbricken zwischen HisH_N124 und Aminosauren aus HisF
Angegeben sind jeweils die Abstande zwischen HDonor und HAkzeptor. Die in Klammern
aufgefuihrten Abstande sind zu grof3 fur die Ausbildung einer Wasserstoffbrticke.

Aminosaure, zu  denen| Abstand in der| Abstand in der Glutamin-
HisH_N124 eine | apo-Struktur [A] | gebundenen Struktur [A]
Wasserstoffbriicke ausbildet

HisH_N124 Hisk M1 2,85 (3,13)

\

Abbildung 5.10: Die intermolekularen Wasser stoffbricken von HisH_N124 andern sich
bei Glutamin-Bindung

Gezeigt ist die Umgebung der Aminosdure HisH _N124 in der Superpositionierung des
HisH:HisF apo-Komplexes (grau / CPK) und des Komplexes mit gebundenem Glutamin (grau /
rot). Die Wasserstoffbriicke zwischen HisH_N124 und HisF_M1 in der apo-Strukur ist in grin
eingezeichnet.

Die streng konservierte Aminosaure HisH_ Y138 in b-Strang 7 von HisH bildet eine
intramolekulare Wasserstoffbricke zu H178 aus, welches Teil der katalytischen Triade in HisH
ist. Dartber hinaus bildet HisH_Y 138 bei Glutaminbindung eine Wasserstoffbriicke mit K99
aus HisF aus, die in der apo-Struktur fehlt (Tabelle 5.7; Abbildung 5.11). Diese
Wasserstoffbriicke erscheint besonders interessant, da K99 Teil des hochkonservierten
Salzbrickenclusters im zentralen b-Fass von HisF ist und eventuell am Transport des
Ammoniaks durch das Fass beteiligt ist (Abbildung 5.6; Douangamathet al., 2002).
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Tabelle 5.7: Wasser stoffbricken zwischen HisH Y138 und Aminosauren aus HisH und
HisF

Angegeben sind jewells die Abstande zwischen HDonor und HAkzeptor. Die in Klammern
aufgefuihrten Abstande sind zu grof3 fr die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke.

Aminosauren, zu denen| Abstand in der| Abstand in der Glutamin-
HisH_Y138 eine | apo-Struktur [A] | gebundenen Struktur [A]
Wasserstoffbriicke ausbildet

HisH Y138 HisH H178 3,01 2,92

HisH Y138 HisF K99 (4,37) 3,39

AN

‘? HisH_Y138
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Abbildung 5.11: Die intermolekularen Wasser stoffbriicken von HisH_Y 138 andern sich
bei Glutamin-Bindung
Gezeigt ist die Umgebung der Aminosdure HisH Y138 in der Superpositionierung des
HisH:HisF apo-Komplexes (grau / CPK) und des Komplexes mit gebundenem Glutamin (grau /
rot). Die Wasserstoffbriicken zwischen HisH_Y 138 und HisH_H178 (Teil der katalytischen

Triade), sowie zu HisF K99 (Teill des Salzbrickenclusters) in der Glutamingebundenen
Struktur sind griin eingezeichnet.

Die Aminosaure S183 aus der a-Helix 5 von HisH ist in ein komplexes Wasserstoffbricken
Netzwerk integriert und in der apo-Struktur an der Bildung von drel intermolekularen
Wasserstoffbriicken beteiligt (HisF_S40 Rickgrat, HisF_$40 Seitenkette und HisF_D74). Bel
Glutaminbindung wird die Wasserstoffbriicke zu D74 geschwécht. Es bildet sich zusétzlich eine
Wasserstoffbricke zu E251 am C-Terminus von HisF aus, welches eine starke
Konformationsdnderung bel Glutaminbindung zeigt (Tabelle 5.8; Abbildung 5.12).
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Tabelle 5.8. Wasserstoffbricken zwischen HisH S183 und Aminosduren aus HisF
Angegeben sind jeweils die Abstande zwischen HDonor und HAkzeptor. Die in Klammern
aufgefuihrten Abstande sind zu grof3 fur die Ausbildung einer Wasserstoffbrticke.

Aminosauren, zu denen| Abstand in der| Abstand in der Glutamin-
HisH_S183 eine | apo-Struktur [A] | gebundenen Struktur [A]
Wasserstoffbriicke ausbildet
HisH_S183 HisF_$40 (Ruckgrat) 3,06 3,59
HisH_S183 HisF_$S40 (Seitenkette) 3,31 3,34
HisH_S183 HisF D74 2,93 2,96
HisH_ S183 HisF E251 (7,16) 3,29

Abbildung 5.12: Die intermolekularen Wasser stoffbriicken von HisH_S183 &ndern sich
bei Glutamin-Bindung

Gezeigt ist die Umgebung der Aminosdure HisH_S183 in der Superpositionierung des
HisH:HisF apo-Komplexes (grau / CPK) und des Komplexes mit gebundenem Glutamin (grau /
rot). Die Wasserstoffbriicken zwischen HisH_S183 und Aminosauren aus HisF sind in grin
eingezeichnet.

In  Abbildung 5.13 ist die Aminosauresequenz von HisH gezeigt. Neben den
Sekundérstrukturelementen sind darin die konservierten, an der Kontaktflache zu HisF
lokalisierten und an der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den beiden Proteinen
beteiligten Aminosauren markiert. Wie allgemein beschrieben (Wells, 1991), so werden auch in
HisH und HisF die Protein-Protein Kontaktflachen durch 10-20 diskontinuierliche
Aminosduren gebildet. Zum groféen Tell liegen diese Reste in Sequenzabschnitten (stretches)
vor, die nach den umliegenden Sekundarstrukturelementen mit b5, b6, b7, b9 und a5 benannt
wurden. Zur Veranschaulichung sind diese stretches in der Struktur in Abbildung 5.14 gdb
markiert.
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Abbildung 5.13: Aminosauresequenz von HisH

Markiert sind Sekundérstrukturelemente (b-Strénge in blau, a-Helices in rot), sowie
konservierte und fur die Interaktion mit HisF potentiell wichtige Aminosduren. Mit gelben
Punkten sind einzeln gegen Alanin ausgetauschte Aminosauren markiert, mit gelben Balken die
gegen entsprechende Sequenzabschnitte aus TrpG ausgetauschten stretches.

HisF

4
. “
.J.F\' #
hbo g .
- HisH
bR -' W =
R"'\\; AN

Abbildung 5.14: Postion der stretches in  HisH, die gegen entsprechende
Sequenzabschnitte aus TrpG ausgetauscht wurden

Neben den stretches sind die katalytisch essentiellen Reste (D11, D130 in HisF;, C84, H178,
E180 in HisH) der beiden Enzyme griin hervorgehoben.
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Diese stretches wurden gegen die entsprechenden Sequenzen von TrpG aus T. maritima ersetzt.
Um diese Sequenzen zu identifizieren, wurden zunéchst die Rontgenstrukturen von ssTrpG und
tmHisH superpositioniert (Abbildung 1.6). Anschliefend wurde ein  multiples
Sequenzalignment (Programm PileUp des GCG Wisconsin Package) aller bekannten TrpG
Sequenzen erstellt, wodurch die Sekundérstrukturelemente aus der ssTrpG Struktur auf die
Sequenz von tmTrpG projiziert werden konnten Durch die Kombination der aus den beiden
Operationen  gewonnenen  Informationen, wurde ein indirektes , strukturbasiertes®
Sequenzalignment zwischen tmTrpG und tmHisH erstellt (s. Anhang). So wurden die
Sequenzbereiche im tmTrpG identifiziert, die den stretches b6, b7, b9 und a5 aus tmHisH
entsprechen. Dies war die Planungsgrundlage fir die Herstellung folgender HisH Varianten mit
TrpG Sequenzabschnitten:

HisH b6: L*118R P*1191 H*120L_M*121H W ™ 123K N "*124T
HisH_b7: G135L_Y'136V Y ™+138T V*140Y

HisH_b9: E™157S_Y158D

HisH a5 K" 181S S*182v_S"183L (ins) T_K184E_|185E

H: wildtypischer Rest bildet eine H-Briicke zu HisF aus
*: wildtypischer Rest ist streng konserviert
ins: inserierter Rest

Diese HisH Varianten enthaten nun an potenziell interessanten Sequenzabschnitten der
Kontaktflache zu HisF Aminosdure-Austausche, die in der dhnlichen Struktur von TrpG an
aguivaenter Stelle liegen.

5.2.5 Auswahl der auszutauschenden Aminosiuren in HisF an der Kontaktflache zu
HisH

Es wurde bereits friher vermutet, dass das streng konservierte GInl23 aus HisF an der

Kontaktflache zu HisH an der Hydrolyse von Glutamin beteiligt sein kénnte (Chaudhuri et al.,

2001; Klem et al.,, 2001). Um dies zu Uberprifen, wurde HisF Q123 gegen Alanin

ausgetauscht.

Weiterhin wurde Thr78 aus der Ebene 3 im Inneren des (3Fasses von HisF (Abbildung 5.6,

Abbildung 5.15) gegen die volumindsere Aminosaure Methionin ausgetauscht. Dies sollte den

Durchgang des Ammoniaks verlangsamen und so einen experimentellen Nachweis fir den

postulierten Kanal liefern (Abbildung 5.15).
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Abbildung 5.15: Durch den Austausch von Thr78 gegen die volumindsere Aminosaure
Methionin in Ebene 3 soll der Ammoniak-Kanal verengt werden

Sicht auf das aktive Zentrum von HisF, welches durch die gebundenen Phosphatreste (rot und
magenta in (a), blau in (b)) markiert ist, und durch den Ammoniak-Kanal in Richtung HisH.
Die von den b-Stréngen ins Innere des Fasses reichenden Seitenketten sind wie folgt markiert:
Ebene 1 (gelb), Ebene 2 (lila), Ebene 3 (grin), Ebene 4 (SazbrickenCluster, rot). Im
wildtypischen HisF (a) ist die Kavitét zu erkennen, durch die der Ammoniak transportiert wird.
Durch den Austausch T78M in Ebene 3 (b, Pfeil) soll der Kanal verengt und der Ammoniak-
Transport verlangsamt werden.

526 Gerichtete Mutagenesezur Herstellung der hisH- und hisF- Genkonstrukte

Die gewtinschten Mutationen fur die HisH Alanin-Varianten, die HisH stretch Varianten sowie
die HisF Varianten wurden Uber SOE-PCR in das hisH bzw. hiskF Gen eingefihrt (4.2.3). In
ener ersten PCR wurde jeweils ein Vektor- oder Genspezifischer Primer mit einem
Mutatiorsprimer zur Herstellung der Megaprimer kombiniert. Diese wurden dann zusammen
mit Genspezifischen Primern zum Volllangenprodukt amplifiziert. In die Vektor- bzw. Gen
gpezifischen  Primer  wurden  Restriktionsschnittsetellen  fir die  Klonierung  in
Expressionsplasmide eingebaut.

Alle Austausche wurden Uber Sequenzierung des kompletten Gens bestétigt. Bel den HisH
stretch Varianten wurden in enigen Falen unbeabsichtigte Aminosaureaustausche mit
eingefhrt, es kam jedoch in keinem Fall zu einer Verschiebung des L eserasters.

Im Folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit zur Proteinproduktion hergestellten hisF-,
hisH- (und hisA-) Genkonstrukte mit den Expressionsplasmiden und Restriktionsschnittstellen
aufgelistet. Falls bei der Klonierung unbeabsichtigte Mutationen auftraten, sind diese mit
aufgelistet.
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(2) wildtypische his-Konstrukte:

PET 11c hisFWT (Ndel/BamH]I)
pDS hisHWT (Sphl/Hindl )
pDS hisA WT (Sphl/HindIlT); Hilfsenzym fir kinetische Messungen

(2) hisF Konstrukte:

PET 11c hisF Q123A (Ndel/BamH]I)
PET 11c hisF T78M (Ndel/BamHlI)
(3) hisH Alanin-Konstrukte:

pDS his H R117A (Sphl/Hindl )
pDS his H N124A (Sphl/Hindl )
pDS his H Y138A (Sphl/Hindl 1)
pDS his H S183A (Sphl/Hindl 1)
(4) hisH stretch-Konstrukte:

pDS his H b6 (Sphl/Hindl 1)
pDS his H b7 (Sphl/Hindl 1)
pDS his H b9 (Sphl/Hindl 1)
pDShisH a (Sphl/Hindl 1)

pDS his H R117A_b7

pDS his H R117A_b9

pDS his H R117A_b7_h9
pDS his H R117A_b6_b7 b9

(Sphi/Hindl11) (DB5N, V146M)
(Sphi/Hindl11) (D65N)
(Sphi/Hindl11) (D65N)
(Sphi/Hindl11) (D65N)

5.2.7 Herstdlung der HisF und HisH Varianten durch heterologe Genexpression in E.
coli und Proteinreinigung

Die verschiedenen Genvarianten wurden zunéachst analytisch in einem Volumen von 10 ml
exprimiert, um die optimalen Bedingungen fir die praparative Expression zu ermitteln. Da es
sich bei alenin E. coli heterolog hergestellten Proteinen um Enzyme aus T. maritima handelte,
wurde as erster Reinigungsschritt der [6dliche Zellextrakt erhitzt und dadurch ein grofRer Teil
der Wirtsproteine ausgefdllt. Die weitere Aufreinigung der HisF- und HisH-Varianten erfolgte
Uber lonenaustauschromatographie und/oder Ammoniumsulfat-Fallung.

5.2.8 Expression der hisk Konstrukte

Die Expression der pET11c hisk Konstrukte erfolgte tber Nacht in frisch transformierten BL21
(DE3) oder BL21 (DE3) C+ RIPL Zéllen bei 37°C ohne Induktion (4.3.3). Die HisF Varianten
fanden sich dabel in grof®en Mengen im |0dlichen Tell des Zellextraktes. Durch Erhitzung (20
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min bel 75°C) wurde der Grofdeil der thermolabilen Wirtsproteine ausgeféllt. Die weitere
Aufreinigung der HisF Varianten erfolgte Uber Anionenaustausch-Chromatographie unter
Verwendung einer MonoQ-Saule (4.3.4). Die Fraktionen mit sauberem Protein wurden
vereinigt, dialysiert, einkonzentriert, in flissigen Stickstoff eingetropft und bel -80°C gelagert.
Die Reinheit der Proteine wurde Uber SDS-PAGE abgeschétzt und lag generell bel Uber 95%
(Abbildung 5.16). Die Ausbeuten der verschiedenen Varianten lagen zwischen 78 und 158 mg
pro Liter Zellkultur und es wurden Konzentrationen von etwa 18 mg/ml erreicht.

M 1 2 3

97,2

66,2

45,0

Abbildung 5.16: Nach der Reinigung lagen HisF_WT und die Varianten T78M und
Q123A alsladiche und hochkonzentrierte Proteine vor.

Dargestellt ist jewells das einkonzentrierte Protein vor dem Eintropfen in flissigen Stickstoff. 1
= Hisk_WT, 2 = HisF_T78M, 3 = Hisk_Q123A, M = Markerproteine mit Grél3enangaben in
kDag

Die Abbildung 5.8 gibt eine Ubersicht (iber die wichtigsten Parameter bei der Herstellung der
HisF-Varianten

Tabelle 5.9: Ubersicht lber die wichtigsten Parameter bei der Herstellung der HisF
Varianten.

Variante Expressionsbedingungen Hitzeschritt Reinigungsergebnis
Temperatur | Induktion mit | [°C/ min] | Ausbeute | Konzentration
[°C] IPTG mg/| des gelagerten
Kultur Proteins
[mg/ml]
Hisk WT 37 nein 75/ 20 121 18
HisF T78M 37 nein 75/ 20 158 15
HisF Q123A 37 nein 75/ 20 78 20




Ergebnisse und Diskussion — K apitel 2 100

5.2.9 Expression der hisH Konstrukte

Die Expression der pDS hisH Konstrukte erfolgte in frisch transformierten SG200+50 oder
KK8 Zellen induziert durch die Zugabe von IPTG (4.3.3). Die HisH Varianten fanden sich
dabei vorwiegend im léslichen Teil des Zellextraktes. Durch Erhitzung (i.d.R. 20 min bei 75°C,
Tabelle 5.10) wurde ein Groliteil der thermolabilen Wirtsproteine ausgefallt. In Abbildung 5.17
ist dies am Beispiel von HisH_R117A b7 gezeigt.

M P C H

14,4
-~

Abbildung 5.17: Herstellung von HisH_R117A b7 mittels heter ologer Genexpression in E.
coli und erste Reinigung Uber Hitzeschritt

Dargestellt sind die unlésliche Fraktion (Pellet P) und der 16gliche Uberstand (crude extract C)
der Proteinherstellung durch heterologe Genexpression, sowie die Reinigung durch
Hitzefdlung (Hitzeschritt H bel 50°C fur 20min) for HisH_R117A_b7. M = Markerproteine mit
Grolenangaben in kDa;

Die weitere Aufreinigung erfolgte Gber Anionenaustausch- Chromatographie unter Verwendung
einer MonoQ-Saule oder Ammonium-Sulfat-Fallung (4.3.7). Sauberes Protein wurde dialysiert,
einkonzentriert, in flussigen Stickstoff eingetropft und bel -80°C gelagert. Die Reinheit der
Proteine wurde tber SDS-PAGE abgeschétzt und lag generell bei tber 95% (Abbildung 5.18).
Bei allen Reinigungen war neben der Bande fur HisH auf SDS-Gelen eine weitere Bande zu
entdecken, entsprechend einem um etwa 2kDa verkirzten Protein. Die Natur dieser Bande,
deren Starke im Vergleich zur Hauptbande stark variierte, ist unklar. Sie wurde bereits friher
beobachtet und wird im Gegensatz zu HisH durch Trypsin vollstandig abgebaut (Beismann-
Driemeyer, 2001).
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Abbildung 5.18: Nach der Reinigung lagen HisH_WT und samtlichen Alanin- , sowie
stretch Varianten als |6sliche und hochkonzentrierte Proteine vor

Dargestellt ist jeweils das einkonzentrierte Protein vor dem Eintropfen in flUssigen Stickstoff.
Teilweise wurden 1:10 Verdinnungen verwendet, um eine Uberladung des Gels zu verhindern.
Zusétzlich zu HisH ist ein um etwa 2kDa kirzeres unbekanntes Protein vorhanden. WT =
HisH_WT, 1 = HisH_R117A, 2 = HisH_N124A, 3 = HisH_Y138A, 4 = HisH_SI183A, 5 =
HisH_b6, 6 = HisH_b7, 7 = HisH_b9, M = Markerproteine mit Grél3enangaben in kDa;

Die HisH Alanin-Varianten ergaben Ausbeuten von 25-34mg pro Liter Kulturmedium und
wurden auf 58mg/ml einkonzentriert. Bei den HisH stretch Varianten HisH_b6, HisH_b7,
HisH b9 und HisH_R117A b7 wurden Ausbeuten von 52-91 mg Protein pro Liter
Kulturmedium erreicht und die Proteine auf 13-17mg/ml einkonzentriert..

Die klonierten Varianten hisH R117A b9, hisH R117A b7 b9, hisH R117A b6 b7 b9 und
hisH_a5 wurden in analytischem Mal3stab produziert, jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
praparativ hergestellt und gereinigt.

Die Tabelle 5.10 gibt eine Ubersicht iber die wichtigsten Parameter bei der Herstellung der
HisH-Varianten Bei alen Varianten erfolgte eine Induktion mit ImM IPTG.

Tabelle 5.10: Ubersicht Uber die wichtigsten Parameter bei der Herstellung der HisH
Varianten.

Variante Expressionsbedingungen | Hitzeschritt Reinigungsergebnis
Temperatur Zdltyp [°C/min] | Ausbeute | Konzentrationdes
[°C] mg/| gelagerten Proteins
[mg/ml]
Kultur
' KK8/
HisA_WT 37 75/ 20 48 5
SG200+50
HisH_R117A 37 SG200+50 75120 25 6
HisH_N124A 37 SG200+50 75/20 34 6
HisH_Y138A 37 SG200+50 75/20 32 8
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HisH_S183A 37 SG200+50 75120 29 5
HisH_b6 37 KK8 50/10 81 16
HisH_b7 37 KK8 50/ 20 52 13
HisH_b9 37 SG200+50 50/10 91 17
HisH_R117A_b7 37 KK8 50/10 62 11

5.2.10 Strukturelle Charakterisierung der HisF Varianten

Der Austausch von Aminosduren kann zu Konformationsanderungen und im Extremfall zur
Denaturierung von Proteinen fuhren (Fersht, 1999). Um auszuschlief3en, dass beobachte
Anderungen funktioneller Eigenschaften auf solche indirekten Effekte zuriickgehen, wurden die
Hisk Varianten im Vergleich zu wildtypischem HisF mittels Fluoreszenz- und Circular-
Dichroismus Spektroskopie, sowie analytischer Gelfiltration charakterisiert (4.4.5 - 4.4.10).

5.2.10.1 Spektroskopische Untersuchung der Sekundér- und Tertiérstruktur
Veranderungen in der Proteinkonformation lassen sich oftmals durch Veranderungen der

intrinsischen Fluoreszenz der aromatischen Aminosauren nachweisen (Schmid, 1997). Nach
Anregung bel 295nm fluoreszieren ausschliefdlich Tryptophane, wahrend nach Anregung bei
280nm zusétzlich die Fluoreszenz von Tyrosinen beobachtet wird.

HisF besitzt nur en Tryptophan an Position 156 in a-Helix 5. Dieses ist vom Ldsungsmittel
abgeschirmt (Lang et al., 2000), entsprechend liegt das Fluoreszenzemissionsmaximum nach
Anregung bel 280nm ba 325nm bzw. nach Anregung bei 295nm bel 323nm (Beismann-
Driemeyer & Sterner, 2001). Die Emissionsmaxima der Varianten HisF Q123A und
HisF T78M sind im Vergleich mit dem wildtypischen HisF praktisch unverandert (Tabelle
5.11). Dies bedeutet, dass die Losungsmittelzuganglichkeit von Trpl56 und damit auch die
Tertiarstruktur von HisF durch diese Austausche unbeeintréchtigt bleibt.

Tabelle 5.11: Fluoreszenzemissions-Spektren der HisF Varianten.
Die Proteinkonzentration betrug jeweils 10uM in 10mM KP-Puffer pH 7,5 bei 25°C. Die
gezeigten Spektren sind das Mittel aus 10 Spektren.

Maxima der Fluoreszenzemissions-
Spektren [nm] nach Anregung bei

280nm 295nm
Hisk WT 325 323
HisF_T78M 322 322
HisF_Q123A 325 323

Zusétzlich wurden fern und- nah-UV CD-Spektren aufgenommen. FernrUV CD-Spektren
(180-250nm) gehen auf die Absorption der Peptidbindung zurtick und eignen sich deshalb sehr
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gut zum Nachweis von Sekundérstrukturelementen, wobei a-Helicesin der Regel das Spektrum
dominieren. FernUV CD-Spektren (250-320nm) treten dann auf, wenn aromatische
Aminosauren sich in einer asymmetrischen Umgebung befinden, wie es normaerweise in
gefalteten Proteinen der Fal ist. Deshalb eignen sie sich gut zum Nachweis nativer
Tertiarstruktur (Schmid, 1997).

Sowohl die fern-UV (Tabelle 5.12; Abbildung 5.19) als auch die nah-UV (Abbildung 5.19) CD-
Spektren von HisF_Q123A und _T78M sind im Vergleich zum wildtypischen HisF
unverdndert. Dies belegt, dass beide Varianten native Sekundér- und Tertiérstrukturen besitzen.

Tabelle 5.12: Charakteristische Eigenschaften der Fern-UV CD-Spektren von HisF und
der Varianten HisF_ Q123A und _T78M.

Maximum [nm] | Nulldurchgang Minima [nm]
[nm]
HiskF WT 196 203,2 210 220
HisF_T78M 196 203,6 211 220
HisF_Q123A 196 203,3 210 220

' pR=dlibigs (i

Abbildung 5.19: HisF und HisF_T78M weisen keine messbaren Anderungen in den
Sekundér- und Tertiérstrukturen auf.

Gezeigt sind fernUV und nah-UV CD- Spektren von HisF (schwarz) und HisF_T78M (rot) bei
25°C in 10mM KP-Puffer mit pH 7,5 in einer Kilvette mit einer Shichtdicke von 0,1cm. Es
wurde Uber 10 Messungen gemittelt.

5.2.10.2 Bestimmung des Oligomerisier ungszustandes dur ch analytische Gelfiltration
Analytische Gelfiltration auf einer Superdex 75 Saule wies HisF_Q123A und HisF _T78M als

monomere Protein hoher Reinheit und Homogenitét aus (Daten nicht gezeigt). Sie
unterscheiden sich auch diesbezliglich nicht von wildtypischem HisF.
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5.2.11 Strukturelle Charakterisierung der HisH Varianten

Die HisH Alanin-Varianten und die HisH- stretch Varianten wurden mittels Fluoreszenz-
Spektroskopie, limitierter Proteolyse und analytischer Gelfiltration charakterisiert und mit dem
wildtypischen HisH verglichen (4.4.5 - 4.4.10).

5.2.11.1 Spektroskopische Untersuchung der Tertiarstruktur

HisH besitzt nur ein Tryptophan an Position 123, welches in b-Strang 6 an der Kontaktflache
liegt und in Abwesenheit von HisF dem Losungsmittel zugéanglich ist. Entsprechend liegt das
Fluoreszenzemissio nsmaximum nach Anregung bei 280nm bei 343nm bzw. nach Anregung bei
295nm bei 344nm. In Anwesenheit von tryptophanfreiem HisF erniedrigt sich das Maximum
auf 323nm (Hager, 2001). Die Austausche der Aminosduren R117, N124, Y138 und S183
gegen Alanin flhren ebenso wie die Austausche der streches b7, b9 und R117A b7 zu keiner
Veranderung der Fluoreszenzemission und scheinen folglich die Tertiérstruktur von isoliertem
HisH nicht gravierend zu beeinflussen (Tabelle 5.13). In HisH_b6 ist Trpl23 gegen Lysin
ausgetauscht und somit kein TryptophanEmissionsspektren zu messen

Tabelle 5.13: Fluoreszenzemissions-Spektren der HisH Varianten
Die Proteinkonzentration betrug jeweils 10uM in 10mM KP-Puffer pH 7,5 ba 25°C. Die
gezeigten Spektren sind das Mittel aus 10 Spektren.

Maxima der Fluoreszenz-Emissions-
Spektren [nm] nach Anregung bei
280nm 295nm

HisH_WT 343 344
HisH_R117A 338 339
HisH_N124A 337 340
HisH_Y 138A 339 342
HisH_S183A 338 339
HisH_b6 - -

HisH_b7 344 345
HisH_b9 343 345
HisH_R117A b7 343 340

5.2.11.2 Analyse der Stabilitat mittels limitierter Proteolyse
Der Einfluss der Aminosaure-Austausche auf die Stabilitét der HisH Varianten wurde mittels

proteolytischem Verdau durch Trypsin analysiert. Alle Varianten waren ebenso wie
wildtypisches HisH auch bei O/N Inkubation resistent gegeniiber proteolytischem Verdau durch
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Trypsin (Abbildung 5.20). Dies bedeutet, dass ale Varianten ein kompakte und stabile Struktur
aufweisen, im Einklang mit ihrer bei der Anreicherung gezeigten Hitzestabilitét (Abbildung
5.17).

ala2 M bl b2 M clc2

57,0 |

66,2 66,2
[ v

450 45,0

300 300
— —

E ™

20.1 201
— -

14.4 144
- -

Abbildung 5.20: HisH WT und die HisH Alanin- und stretch Varianten sind resistent
gegen proteolytischem Verdau durch Trypsn.

Gezeigt sind wildtypisches HisH (a), die Alanin-Variante R117A (b) und die stretch Variante
b7 (c) jewells (1) zum Zeitpunkt t= Omin, d.h. vor Zugabe von Trypsin, sowie (2) nach O/N-
Inkubation mit Trypsin. Es wurden jewells 10uM Protein mit 1,6mg/ml Trypsin in 10mM KP-
Puffer pH 7,5 bei 25°C inkubiert. Die Trypsinspaltung der Proteine wurde durch SDS-PAGE
analysiert. M = Markerproteine mit Grof3enangaben in kDa;

5.2.11.3 Bestimmung des Oligomerisier ungszustandes dur ch analytische Gelfiltration
Isoliertes wildtypisches HisH liegt als monomeres Protein vor, euiert jedoch in der

analytischen Gelfiltration auf einer Superdex 75-Saule atypisch spét entsprechend 16,2kDa, bei
einem berechneten Molekulargewicht von 23,1kDa (Tabelle 5.14). Dieses retardierte Verhalten,
dessen Ursache unbekannt ist, wurde bereits friiher beobachtet (Beismann-Driemeyer, 2000).
Die Alanin-Varianten eluieren von der Superdex75-Saule als homogene Spezies bei apparenten
Molekulargewichten zwischen 16,4 und 20,2kDa (Tabelle 5.14), sind also ebenfalls monomer.
Die HisH stretch Varianten liegen dagegen als zwei Spezies vor, wobel die kleinere,
dominierende zwischen 15,7 und 23,2kDa und die grof3ere, schwécher populierte zwischen42,2
und 49,5kDa eluiert. Die stretch Varianten, in denen léngere Sequenzabschnitte von TrpG
enthalten sind, liegen also hauptsachlich s Monomer vor, zu etwa einen Drittel jedoch als
Dimere. Interessanter Weise ist TrpG ein reines Dimer (Tabelle 5.22).
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Tabelle 5.14: Oligomerisierungszustand der HisH Varianten.

Gezeigt sind die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration auf einer kalibrierten Superdex75
Saule (Amersham-Pharmacia). Die Elution erfolgte bel RT mit 0.5ml/min in 50mM KP-Puffer,
pH 7.5, 300mM KCI. Das berechnete Molekulargewicht fir monomeres HisH ist 23,1kDa.
Entsprechend ist ein HisH-Dimer bel 46,2kDa zu erwarten. Das berechnete Molekul argewicht
flr monomeres TrpG betragt 22,5kDa.

Apparentes MW | Oligomerisierungs-
Vol e [ml]
[kDal zustand
HisH WT 14,70 16,2 Monomer
HisH_R117A 14,31 19,8 Monomer
HisH_N124A 14,27 20,2 Monomer
HisH_Y 138A 14,55 17,5 Monomer
HisH_S183A 14,67 16,4 Monomer
HisH_b6 14,00 23,2 Monomer
12,66 46,7 Dimer
HisH_b7 14,31 19,8 Monomer
12,84 42,5 Dimer
HisH_b9 14,75 15,7 Monomer
12,56 49,2 Dimer
HisH_R117A b7 14,21 20,9 Monomer
12,80 434 Dimer

5.2.11.4 Untersuchung der Komplexbildung mit HisF
Die Komplexbildung aller HisH Varianten mit HisF wurde mittels nativer PAGE, analytischer

Gelfiltration sowie fiur enige Varianten mittels Fluoreszenzemissions-Spektroskopie
untersucht. Alle HisH-Varianten zeigen die Ausbildung stabiler Komplexe mit HisF.

In der nativen PAGE wurden die jeweilige HisH-Variante und HisF einzeln und im 1:1
Gemisch analysiert. Die aufgetragenen Proteine werden nach Grof3e und Eigenladung (d. h.
entsprechend ihrem pl-Wert) getrennt. HisF besitzt einen berechneten pl-Wert von 5,01, die
HisH Varianten Werte zwischen 6,10 und 7,32. Bei einer Interaktion zwischen zwel Proteinen
ist statt zweier Einzelbanden eine gemeinsame Bande zu erwarten Fur alle HisH Alanin und
stretch Varianten wurde die Aushildung stabiler Komplexe mit HisF beobachtet. Dies ist in
Abbildung 5.21 exemplarischfur HisH_WT, HisH_R117A und HisH_ b7 gezeigt.
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Abbildung 5.21: Native PAGE belegt die Komplexbildung zwischen HisH_WT, sowie den
Alanin- und stretch Varianten mit HisF.

Die jeweilige HisH-Variante und HisF wurden einzeln und nach Mischung in einem molaren
Verhdltnis von 1:1 aufgetragen. Stellvertretend sind (a) HisH_WT, (b) HisH_R117A und (c)
HisH_b7 gezeigt. Die Pfeile markieren HisH (blau), HisF (griin) und den HisH:HisF Komplex
(rot).

Weiterhin wurden aur Analyse einer Komplexbildung der HisH-Varianten mit HisF Gemische
beider Proteine im molaren Verhdtnis 1:1 mittels analytischer Gelfiltration untersucht. In allen
Falen eluierte eine homogene Spezies, deren apparentes Molekulargewicht zwischen 36,8 und
48,3kDa betrug (Tabelle 5.15). Da das berechnete Molekulargewicht 50,1kDa betragt, kann auf
die Bildung stabiler 1:1 Komplexe geschlossen werden. Die Tendenz zur Bildung von Dimeren
bei den HisH stretch Varianten konnte in Anwesenheit von HisF nicht mehr beobachtet werden
(Tabelle 5.15).

Tabelle 5.15: Analytische Gédfiltration belegt die Komplexbildung zwischen den HisH
Varianten und HisF.

Die HisH-Varianten wurden mit HisF in enem Verhdtnis von 1:1 gemischt, auf ene
Superdex75 Saule aufgetragen und bei einer Flussrate von 0.5 ml/min in 50mM KP-Puffer, pH
7.5, 300mM KCI euiert. Aus dem Retentionsvolumen wurde anhand der erstellten Eichgerade
das apparente Molekulargewicht (MW) der eluierten Komplexe bestimmt. Das berechnete MW
der 1.1 Komplexe betragt 50,1k Da.

Apparentes MW

[kDa]
HisH_WT : HisF 46,0
HisH_R117A : HisF 45,2
HisH_N124A : HisF 42,7
HisH_Y138A : HisF 39,4
HisH_S183A : HisF 4372
HisH_b6 : HisF 44,8
HisH_b7 : HisF 375




Ergebnisse und Diskussion — K apitel 2 108

HisH b9 : Hist 36,8
HisH_R117A b7 : HisF 18,3

Weiterhin wurde die Komplexbildung mit HisF durch eine Abschirmung von Trpl23 an der
Kontaktflache zu HisF mittels Fluoreszenz-Emissions-Spektroskopie untersucht. Die
Abschirmung von Trpl23 vom Losungsmittel durch Komplexbildung mit der gentechnisch
hergestellten Tryptophanfreien Variante von HisF (HisF_W156F) fuhrt zu einer Erniedrigung
des Emissionsmaximums von 344nm auf 323nm (Hager, 2001, Tabelle 5.16). Fur die HisH
Alanin-Varianten, sowie die stretch Varianten mit Trpl23 (alle aul3er HisH_b6) wurde die
Komplexbildung nachgewiesen (Tabelle 5.16).

Tabelle 5.16: Die Komplexbildung zwischen den HisH Varianten und HisF kann Uber eine
Erniedrigung des Fluor eszenzemissionsmaximums von Trp 123 aus HisH nachgewiesen
wer den.

Gezeigt sind die Emissionsmaxima (Anregung bei 295 nm) von 10uM der entsprechenden
HisH Variante in isolierter Form und nach Mischung mit einer aquimolaren Menge an
HisF_W156F. Die Messung erfolgte bel 25°C in 10 mM KP-Puffer, pH 7,5.

Maxima der Fluoreszenz-Emissions-
Spektren [nm] nach Anregung mit
295nm

isoliertes HisH 1: 1 gemischt
mit

HisF W156F
HisH_WT 344 323
HisH_R117A 339 330
HisH_N124A 337 330
HisH_Y138A 342 328
HisH_S183A 338 330
HisH_b7 345 330
HisH_b9 345 325
HisH_R117A_b7 340 330

Fur HisH b7 und His b9 sind die Fluoreszenzemissionsspektren exemplarisch gezeigt
(Abbildung 5.22).
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Abbildung 5.22: Fluoreszenzspektroskopie belegt die Komplexbildung von HisH_b7 und
HisH_b9 mit HisF.

HisH_b7 und HisH_b9 enthalten einen einzigen Tryptophanrest 123, welcher in Abwesenheit
von HisF dem Lo6sungsmittel exponiert ist. Dies zeigt sich durch ein Maximum der
Fluoreszenzemission bei 345nm (a). Bei Komplexbildung mit tryptophanfreiem HisF (W156F)
wird das Tryptophan abgeschirmt und es findet eine hypsochrome Verschiebung des
Fluoreszenzemissions-Maximums zu 330 bzw. 325nm statt (b). Die Messungen wurden in 10
mM KP-Puffer, pH 7,5, 25°C durchgefihrt. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei 295nm.

Dartiber hinaus wurde Uber fluorimetrische Titration die Stochiometrie des Komplexes
analysiert. Das Prinzip entspricht dem oben beschriebenen, jedoch wurden 10uM (bzw. 1uM
far HisH_Y 138A) einer HisH Variante (HisH_Y 138A, HisH_b7 und HisH_b9) vorgelegt und
schrittweise 1uM (bzw. 0,1uM fur HisH_Y138A) HisF W156F zutitriert (Abbildung 5.23 a).
Jeder Titrationsschritt fuhrte zu einer gleich starken hypsochromen Verschiebung des
Maximums, bis &guimolare Mengen an HisH und HisF vorhanden waren und das Maximum bel
326nm lag. Fortgesetzte Zugabe von HisF W156F fihrte zu keiner weiteren Verschiebung des
Maximums. Dies ist in Abbildung 5.23 exemplarisch fur HisH_Y 138A gezeigt.
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Abbildung 5.23:. Fluoreszenz-Titration belegt die Ausbildung von 1:1 Komplexen
zwischen HisH_Y138A und HisF.

Es wurde 1uM HisH_Y138A in 50mM KP, pH 7,5 bei 25°C, ImM EDTA vorgelegt und in
0,1uM -Schritten HisF_W156F zutitriert. (a). Die durch die Abschirmung des Trp 123 bedingte
Abnahme des Emissionsmaximums &t in (b) in Form einer Titrationskurve dargestellt. Bel
Anwesenheit etwa dguimolare Mengen der beiden Proteine wird keine weitere Verschiebung
des Maximums beobachtet, was die Ausbildung eines 1.1 Komplexes belegt.
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Dies bedeutet, dass sich 1:1 Komplexe bilden, deren Dissoziationskonstante Ky weit unterhalb
der eingesetzen Proteinkonzentration von 10pM (bzw. 1pM) liegen. Entsprechendes war
bereits friher fir den Komplex aus wildtypischen HisH und HisF beobachtet worden
(Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass weder
die Austausche gegen Alanin noch der Austausch der stretches zu signifikanten Anderungen
der Struktur und Stabilitét von HisH fuhren und die Komplexbildung mit HisF nicht messbar
storen
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5.2.12 Funktionelle Charakterisierung der HisH und HisF Varianten durch steady-state
Enzymkinetiken

Zur funktionellen Charakterisierung der HisH und HisF Varianten wurden enzymkinetische
Messungen unter steady-state Bedingungen durchgefihrt. Es wurde jeweils die
glutaminabhangige Gesamtreaktion die ammoniumabhangige HisF-Teilreaktion und die
Glutaminase-HisH-Tellreaktion gemessen und die katalytischen Parameter ermittelt. Alle
Messungen wurden mit HisH:HisF Komplexen durchgefiihrt, wozu die jeweils zu
charakterisierende HisH bzw. HisF Variante mit wildtypischem Partnerenzym gemischt wurde.

Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 5.24 der HisH:HisF Komplex mit seinen Substraten
und Produkten gezeigt, sowie die zur Erzeugung des Substrates PRFAR bzw. zur Analyse des
Produktes Glutamat verwendeten Hilfsreaktionen.

> ImGP + AICAR

HisH

Abbildung 5.24: Ribbondiagramm des HisH:HisF Komplexes mit den von ihm
katalysierten Reaktionen.
Gezeigt sind HisH (blau) und HisF (orange) mit den aktiven Zentren (griin), sowie den
Substraten und Produkten (schwarz). Dartiber hinaus sind die fir die steady-state kinetischen
Messungen verwendeten Hilfsreaktionen zur Erzeugung von PRFAR bzw. zum Nachweis von
Glutamat dargestellt (grau).

In der glutaminabhangigen Gesamtreaktion wurde unter Séttigung mit Glutamin die Michadlis-
Konstante Ky™ R und die Wechselzahl key ermittelt. Dazu wurde die Bildungsrate des
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Produktes AICAR spektroskopisch Uber die zeitliche Abnahme der Absorption bei 300nm in
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an PRFAR verfolgt (4.4.11.1). Die
katalytischen Parameter der HisH und HisF Varianten sind in Tabelle 5.17 zusammengefasst.
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Tabelle 5.17: Steady-state enzymkinetische Konstanten der glutaminabhangigen
Gesamtr eaktion des wildtypischen HisH:HisF Komplexes und der Varianten

Die Messung erfolgte bei RT in 50mM Tris Acetat, pH 8,0 und unter Glutamin-S&ttigung,
soweit dies moglich war. Die Konzentration an ProFAR, welche in situ zu PRFAR umgesetzt
wurde, wurde variiert (4.4.11.1).

Keat '/ K PRFAR Km" '/ Keat / Kun Keat / Km" '/

Enzymvarlante Gl n kcat kcatVar KMVar kcat / KMVar
[mM] | [s"] [uM] [UM's™]

HisH:HisF 40 1 - 3,5 - 0,29 -

HisH:HisF (SBD)* 5 0.8 1,25 15 2,3 0,53 0,55

HisH:HisF_T78M 40 0,23 4,3 24 0,15 | 0,0097 29,9

HisH:HisF_Q123A% | 40 | >0,17 | <59 6,6 0,53 0,025 <116

HisH_R117A:HisF 60 0,03 33,3 97 0,036 | 0,0003 967

HisH_N124A:HisF? 60 | >0,05| <20,0 34 0,10 | 0,0015 <193

HisH_Y138A:HisE | 60 | 069 | 14 | 02 | 175 | 69 0.04
HisH_s183AHiss | 60 | 037 | 27 | 85 | 041 | 090 0,32
HisH_b6:HisF 40 |>0024| <417 | 145 | 024 | 00017 | <171
HisH_b7:HisF 5 | 005 | 200 | 12 | 29 | o004 7,25
HisH_b9:HisF? 40 | >008| <125 | 3,6 097 | 0,022 <132

! Daten aus Beismann-Driemeyer & Sterner (2001).

> Die Messungen erfolgten in Anwesenheit von Glutaminkonzentrationen die deutlich
unterhalb der Séttigung lagen (vgl. Tabelle 5.19). Die angegebene kcx-Werte stellen deshalb
Untergrenzen dar und die Kz /kea ' und kea/K ™/ kea/Km ¥ entsprechend Obergrenzen.
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In der ammoniumabhangigen HisF-Teilreaktion wurden unter S&ttigung mit Ammoniak, der in
Form von Ammoniumsalzen zugegeben wurde, wiederum Ky™™R und key wie oben
beschrieben ermittelt (4.4.11.2). HisH igt fur die Reaktion im Prinzip nicht erforderlich
dennoch wurden zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der glutaminabhangigen
Gesamtreaktion samtliche Messungen mit komplexierten Proteinen durchgefiihrt. Die
katalytischen Parameter sind in Tabelle 5.18 dargestel|t.

Tabelle 5.18: Steady-state enzymkinetische Konstanten der ammoniumabhéngigen Hisk
Teilreaktion des wildtypischen HisH:HisF Komplexes und der Varianten

Die Messung erfolgte bei RT in 50mM Tris Acetat, pH 8,5 mit 100mM Ammonium-Acetat.
Die Konzentration an ProFAR, welche in situ zu PRFAR umgesetzt wurde, wurde variiert
(4.4.11.14.4.11.2).

Enzymvariante Keat kkc:;\:\\:;/ K yPRPAR T(MMV\\;;/ Keat / K l:::; // KK“:AV\\;;/
[s"] [UM] [UM“'s?]

HisH:HisF 8,1 1 16,7 1 0,48 1
HisF (SBD)* 2,2 3,68 1,7 9,8 1,3 0,37
HisH:HisF_T78M 0,8 10,1 3,9 43 0,19 2,5
HisH:HisF_Q123A | 0,49 16,5 4,98 3,4 0,098 5,0
HisH_R117A:HisF?> | ng. - ng. - 0,19 2,5
HisH_N124A:HisF> | ng. - ng. - 0,21 2,3
HisH_Y138A:HisF | 1,88 43 2,9 5,8 0,65 0,74
HisH_S183A:HisF?> | nag. - ng. - 0,24 2,0
HisH_b6:HisF? n.g. - ng. - 0,53 0,91
HisH_b7:HisF? ng. - ng. - 0,025 19,2
HisH_b9:HisF? ng. - ng. - 0,18 2,7

!Daten aus Beismann-Driemeyer & Sterner (2001), wobei die ammoniumabhangige Reaktion in
Abwesenheit von HisH gemessen wurde;
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2 Firr diese Varianten wurde nur der lineare Anfangsbereich der Sattigungskurve ([S]mac=1uM
<< KRR vgl. Tabelle 5.17) gemessen. Die Steigung der Séttigungskurve in diesem Bereich
entspricht Vima/Kn™ R, Daraus 1&%t sich bei bekannter Gesamtkonzentration an aktiven
Zentren ([Eo]) die katalytische Effizienz kea/Kn™ R berechnen, nicht jedoch die Einzelwerte
fur die Wechselzahl und die Michaelis-Konstante.

Nn.g. = nicht gemessen.

Die Glutaminase-Teilreaktion wird durch wildtypisches HisH nur dann mit messbarer
Geschwindigkeit katalysiert, wenn ein Ligand (PRFAR, ProFAR, ImGP) an das aktive Zentrum
von HisF gebunden hat (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Fir die hier durchgefihrten
Messungen wurde das HisF-Substratanalogon ProFAR in séttigenden Konzentration (50 uM fur
wildtypisches HisH:HisF; Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001) verwendet. Da die
Glutaminase-Reaktion kein spektroskopisches Signal liefert, wurde die Bildung des Glutamats
tiber die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) an die Reduktion von NAD" gekoppelt und tiber den
Anstieg der Absorption bei 340nm verfolgt wurde (4.4.11.3). Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von Glutamin gestartet. Die davor aufgenommene Basidinie zeigte aus unbekannten
Grinden bereits einen geringen Anstieg, welcher von der gemessenen Anfangssteigung
abgezogen wurde. (In Vergleichsmessungen, die durch die Zugabe von Enzymen (HisH:HisF +
GDH) gestartet wurden, wurde das Ansteigen der Basidinie nicht beobachtet.) Die
katalytischen Parameter sind in Tabelle 5.18 dargestellt.

Weder bel  wildtypischem HisH, noch bei ener der Varianten konnte unter
Standardbedingungen (4.4.11.3) nachweisbare Aktivitdt in Abwesenheit der Synthase HisF
detektiert werden.

Tabelle 5.19: Steady-state enzymkinetische Konstanten der Glutaminase-HisH-
Teilreaktion des wildtypischen HisH:HisF Komplexes und der Varianten

Die Messung erfolgte bel RT in 50mM Tricin KOH, pH 8,0 und unter PRFAR-Séttigung,
sowelt dies moglich war. Die Konzentration an Glutamin wurde variiert (4.4.11.14.4.11.2).

KeatV T/ KuVT/ Keat / KV T/
Enzymvariante PI‘OFARZ kcat lf:;tVar KMGIn Kl\’/\IAVar kcat / KM kc(i:t / K'\:AVar
[uM] | [min?] [mM] [mMtmin]
HisH:HisE 50 13,4 1 3,7 1 3,62 1
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
HisH-HisF (SBD)l ImGP 6 22 0,5 7.4 12 0,3
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
HisH:HisE T78M 150 8,2 1,6 43 0,86 1,95 1,86
ohne n.g. - n.g. - n.g. -
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HisH:HisF Q123A 150 5,8 2,3 314 | 0,12 0,19 19,1
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
HisH_R117A:HisF 214 1,8 7,6 94 0,39 0,19 191
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
) ) 78 2,6 52 20,2 | 0,18 0,13 28,3
HisH_N124A:HisF
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
50 29,6 045 | 110| 0,34 27 1,3
HisH_Y 138A:HisF
ohne 17,9 0,75 | 0,62 6,0 28,9 0,13
HisH_S183AHisF 115 1,8 75 8,7 0,43 0,20 18,1
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
HisH_b6iHisF 112 ~4.6 29 ~73| 0,051 ~ 0,06 60,3
ohne n.d. - n.d. - n.d. -
50 94 1,4 | 0,056 66 168 0,021
HisH_b7:HisF
ohne 3,3 41 0,15 25 22 0,17
) _ 50 ~51 2,6 ~83 | 0,045 ~ 0,06 60,3
HisH_b9:HisF
ohne n.d. - n.d. - n.d. -

! Daten aus Beismann-Driemeyer & Sterner (2001), wobei die Aktivierung durch die Bindung
von ImGP an HisF erfolgte;

2 Die ProFAR-Konzentrationen wurden so gewahlt, dass jeweils eine maximale Stimulation der
Glutaminase-Aktivitét erreicht wurde.

n.d. = nicht detektierbar, n.g. = nicht gemessen.

Im Folgenden werden die Konsequenzen der Austausche fir jede Variante getrennt
zusammengefasst und besprochen.

5.2.12.1 HisH:HisF_T78M
Der wildtypische Rest T78 von HisF liegt in Ebene 3 im Inneren des Fasses von HisF

(Abbildung 5.15). Weder in der ammoniumabhangigen HisF-Tellreaktion noch in der
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Glutaminase-HisH-Teilreaktion zeigen sich deutliche Unterschiede zum wildtypischen
Komplex.

In der glutaminabhangigen HisH:HisF Gesamtreaktion ist dagegen eine 4 fache Erniedrigung
des kea und eine 7-fache Erhdhung des Ku™RR zu beobachten, entsprechend ist die
katalytische Effizienz etwa 30-fach erniedrigt. Diese Effekte sind jedoch zu gering, as dass
man daraus auf die mit dem Austausch beabsichtigte Schlieffung des Ammoniakkanals
schlief3en konnte. Vermutlich sind sie Folge von Konformationsdnderungen im Zuge der
Einpassung der volumindseren Seitenkette des Methionins in das Innere des Fasses, die sich
zum aktiven Zentrum hin fortsetzen. Diese Umlagerungen ist offensichtlich nur relativ
geringflgig, da sie mittels Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie nicht nachgewiesen werden
konnen (5.2.10).

5.2.12.2 HisH:HisF_Q123A

Der wildtypische Rest Q123 von HisF liegt an der Kontaktflache zu HisF (Douangamath et al.,
2002). Sowohl in der ammoniumabhangigen HisF-Telreaktion as auch in der
glutaminabhéngigen HisH:HisF Gesamtreaktion zeigen sich keine grofe Unterschiede zum
wildtypischen Komplex, die katalytische Effizienz nimmt nur etwa um den Faktor 5 bzw. 12
ab.

In der Glutaminase-HisH- Teilreaktion falt jedoch neben einer etwa 2-fachen Erniedrigung des
ket Wertes ein nahezu 10-facher Anstieg des Ky ®" auf. Dies deutet darauf hin, dass der Rest
Q123 aus HisF an der Bindung von Glutamin an HisH direkt oder indirekt beteiligt sein konnte.

5.2.12.3 HisH_R117A
Der wildtypische Rest R117 aus HisH liegt an der Kontaktflache und bildet Wasserstoffbriicken

Zu T195 und D219 aus HisF aus (Tabelle 5.5; Abbildung 5.9; Abbildung 5.8). Die katalytische
Effizienz der ammoniumabhangigen HisF-Teilreaktion ist durch den Austausch kaum
beeintrachtigt. Die katalytische Effizienz der Glutaminase-HisH-Tellreaktion ist durch eine
knapp 8-fach Erniedrigung des kex und eine 2,5-fache Erhohung des KyC®" etwa 20-fach
verschlechtert. Ein noch deutlicherer Effekt zeigt sich in der glutaminabhéngigen HisH:HisF
Gesamt-Reaktion, in welcher der kex um den Faktor 33 reduziert und der Ky™RAR um den
Faktor 28 erhoht vorliegt. Dies fuhrt zu einer fast 1000-fachen Abnahme der katalytischen
Effizienz. Diese Ergebnisse sprechen fir eine wichtige Rolle von R117 in der Gesamtreaktion,
die wegen des relativ grof3en Abstandes von R117 zu beiden aktiven Zentren (Abbildung 5.8)
vermutlich indirekter Natur ist. Eine Moglichkeit wére, dass es durch den Austausch zu einem
weitreichenden Effekt kommt, der die Bindung von PRFAR (bzw. ProFAR) an HisF erschwert
bzw. weniger produktiv macht und dadurch die Effizienz der Aktivierung der Glutaminase-
Reaktion herabsetzt. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass HisH_R117
Wasserstoffbriicken mit HisF_T195 und HisF_ D219 ausbildet, welche im Loop 1 zwischen a-

Helix 6 und b-Strang 7 bzw. am N-terminalen Ende von a-Helix 8 lokalisiert sind. Dadurch
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ergibt sich eine Verknipfung mit der am C-terminalen Ende vonb-Strang 7 lokalisierten
Bindestelle einer der beiden Phosphatgruppen von PRFAR.

5.2.12.4 HisH_N124A
Der streng konservierte wildtypische HisH_N124 Rest liegt an der Kontaktflache und

interagiert Uber eine Wasserstoffbriicke mit dem N-terminalen Methioninrest von HisF (Tabelle
5.6; Abbildung 5.10; Abbildung 5.8). Die katalytische Effizienz der ammoniumabh&ngigen
HisF-Tellreaktion ist durch den Austausch kaum beeintrachtigt.Die katalytische Effizienz der
Glutaminase-HisH-Teilreaktion ist um den Faktor 28 verringert, was sich etwa zu gleichen
Teilen durch Veranderungen im kex und Ky " ergibt. Ebenso wie beim Austausch R117A ist
der Effekt in der glutaminabhangigen HisH:HisF Gesamtreaktion mit einer knapp 200-fachen
Erniedrigung der katalytischen Effizienz, bedingt durch eine 20-fachen Erniedrigung von kea
und eine 10-fache Erhéhung von Ky™ R noch deutlich ausgeprégter. Ebenso wie R117A,
liegt auch N124 recht weit von beiden aktiven Zentren entfernt. ES liegt die Vermutung nahe,
dass er indirekt durch seine Interaktion mit dem N-terminalen M1 aus HisF den Loop 1
zwischen b-Strang 1 und a-Helix 1 am anderen Pol des Fasses beeinflusst. Dieser Loop 1 ist
sehr flexibel und interagiert, vermutlich Gber K19, mit dem am aktiven Zentrum gebundenen
PRFAR (Lang et al., 2000; Douangamath et al., 2002; Banfield et al., 2001). Die
Beeintrachtigung dieser Bewegung konnte, dhnlich wie fir R117 diskutiert, die Produktivitét
der Bindung von PRFAR und damit die Effizienz der Glutaminase-Stimulation herabsetzen.
Auch it eine Beeinflussung des am C-terminalen Ende von b-Strang 1 lokalisierten und fur die
HisF-Reaktion essentiellen D11 nicht auszuschlief3en die sich dann wiederum auf die
Stimulation der Glutaminase-Aktivitat auswirken konnte.

5.2.12.5 HisH_S183A
Der streng konservierte wildtypische HisH_S183 Rest befindet sich in unmittelbarer Umgebung

des aktiven Zentrums und ist Teil eines komplexen WasserstoffbriickenNetzwerkes an der
Kontaktflache zu HisF, welches sich durch Glutaminbindung drastisch verandert (
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Tabelle 5.7; Abbildung 5.11; Abbildung 5.8).

Dennoch fuhrt der Austausch S183A weder in der glutaminabhangigen HisH:HisF Gesamt-
Reaktion noch in der ammoniumabhangigen HisF-Teilreaktion zu deutlichen Veranderungen
der katalytischen Aktivitét. In der Glutaminase-HisH-Tellreaktion ist eine Reduzierung der
katalytischen Effizienz um den Faktor 18 zu beobachten, die hauptsachlich auf der 7,5 fachen
Reduzierung von ke beruht. Die Aminosdure HisH_S183 scheint weder fur die Katalyse der
HisH:HisF Reaktion somit von geringer Bedeutung zu sein.

5.2.12.6 HisH_b6 und HisH_b9
In den Varianten HisH_b6 und HisH_b9 sind Sequenzabschnitte mit sechs hochkonservierten

bzw. zwe nicht konservierten Aminosauren in einiger Entfernung vom aktiven Zentrum
substituiert (Abbildung 5.14). Die Charakterisierung der beiden Varianten erbrachte dhnliche
Resultate. In der glutaminabhangigen Gesamtreaktion ist der Ky™ R nur geringfiigig erhoht.
Fir den ke lieen sich nur Untergrenzen ermitteln, da wegen des hohen Ky®" (siehe unten)
Messungen unter gleichzeitiger Sattigung mit beiden Substraten nicht moglich waren. Diese
Untergrenzen deuten darauf hin, dass die Wechselzahl nicht sehr stark herabgesetzt sein kann.
Die katalytische Effizienz der ammoniumabhéngigen Reaktion ist kaum beeintréchtigt. Sehr
deutliche Effekte zeigen sich in der Glutaminase-HisH-Tellreaktion. Wahrend die kg-Werte
nur wenig beeintréchtigt sind, werden im Vergleich zum wildtypischen Enzym etwa 20-fach
erhohte Ky®" Werte (~73 mM bzw. ~83 mM) beobachtet. Generell litt die Genauigkeit der
Auswertung dieser Messungen darunter, dass bel den hochsten eingesetzten
Glutaminkonzentrationen LoOdlichkeitsprobleme auftraten. Zweifelsfrei lasst sich jedoch
schlief3en, dass die ausgetauschten Bereiche eine Bedeutung in der Bindung von Glutamin
haben, jedoch die Effizienz der Gesamtreaktion nicht drastisch beeinflussen. Dies ist insofern
etwas erstaunlich, as sich in HisH b6 unter anderem N124 befindet, dessen isolierter
Austausch gegen Alanin die HisH:HisF Gesamtreaktion deutlich beeintrachtigt iehe oben).
Vermutlich hangt der Unterschied damit zusammen, dass N124 in HisH_b6 gegen Threonin
ausgetauscht ist, welches im Gegensatz zu Alanin zur Ausbildung der Wasserstoffbriicken mit
HisF M1 prinzipiell befahigt ist.

Von einem Einfluss des Austausches W123 in HisH_b6 auf die Katalyse ist nicht auszugehen,
dadie tryptophanfreie HisH-Variante W123F keine Verénderungen der katalytischen Parameter
im Vergleich zum wildtypischen Protein aufweist (Beismann-Driemeyer, 2001).

5.2.12.7 HisH_b7 und HisH_Y 138A
In HisH_b7 ist ein Sequenzabschnitt mit vier Aminosauren in der Nahe des aktiven Zentrums

substituiert, zu dem unter anderem Tyrosin 138 gehort. Da dieser Rest hochkonserviert ist und
bei Bindung von Glutamin sich die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zu HisF-Resten andert,
wurde er zusdtzlich gezielt gegen Alanin ausgetauscht (Abbildung 5.8; Abbildung 5.11).
Wahrend HisH_Y138A in der ammoniumabhangigen HisFTeilreaktion keinen Unterschied
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zum wildtypischen Protein aufweist, ist die katalytische Effizienz von HisH_b7 etwa 20-fach
herabgesetzt. Dagegen ist in der glutaminabhéngigen HisH:HisF Gesamt-Reaktion fir
HisH_Y138A eine 18-fache Erniedrigung (!) des Ky "R zu beobachten, bei praktisch
gleichbleibendem kea. Der K™ R von HisH_b7 ist dagegen nur 3-fach erniedrigt und der kea
um den Faktor 20 verringert. Damit liegt die katalytische Effizienz von HisH_Y 138A in der
Gesamtreaktion etwa 25-fach Uber der des wildtypischen Enzyms und 170-fach Uber der von
HisH_b7.

In der Glutaminase-HisH Reaktion zeigen sowohl HisH_b7 as auch HisH_Y138A ein
grundsétzlich anderes Verhalten as das wildtypische Enzym, insofern sie auch in Abwesenheit
von ProFAR eine deutlich messhare Aktivitédt aufweisen. Dies bedeutet, dass die konditionale
Glutaminase HisH in eine konstitutive Glutaminase umgewandelt wurde. Durch die Zugabe von
ProFAR wird die Aktivitat weiter erhoht. Diesist in Abbildung 5.25 exemplarisch fur HisH_b7

gezeigt.

mit ProFAR

10 4 . . L] 12

ol e *  mit ProFAR’

Vini [pM/min)

o

ohne ProFAR

Vini [nM/min]

ohne ProFAR

a (===

-5 0 5 10 15 20 25 0 20 40 60 80 100 120 140
. Glutamin [mM]
Glutamin [mM]

Abbildung 5.25: Durch den Austausch von stretch 7 wird aus einer konditionale eine
konstitutive Glutaminase.

Dargestellt sind de Séttigungskurven der Glutaminase-Aktivitét von HisH_b7:HisF (a) und
wildtypischem HisH:HisF Komplex (b), jeweils in An und Abwesenheit séttigender
Konzentrationen des HisF-Substratanalogons ProFAR. Die Messungen erfolgten in 50mM
Tricin KOH Puffer, pH 8,0 bel 25°C mit jeweils 1uM der beiden Proteinkomplexe.

In Anwesenheit von ProFAR entspricht der kei von HisH_b7 dem wildtypischen Wert, der von
HisH_Y138A ist sogar doppelt so hoch. Ohne ProFAR ist der ks Wert von HisH_b7 um den
Faktor 3 geringer, wahrend der fur HisH_Y 138A dem wildtypischen Wert in Anwesenheit von
ProFAR entspricht. Besonders auffallend ist, dass die Ky®" Werte von HisH_b7 und
HisH_Y138A durch die Anwesenheit von ProFAR in unterscheidliche Richtungen veréndert
werden. Wahrend furr HisH_b7 ohne ProFAR der Ky©" 25-fach niedriger ist als der Wert des
wildtypischen Enzyms, ist er in Anwesenheit von ProFAR sogar 66-fach niedriger. Dagegen ist
fir HisH_Y138A ohne ProFAR der Ky®" 6-fach niedriger ist als der Wert des wildtypischen
Enzyms, in Anwesenheit von ProFAR jedoch 3-fach hoher. Insgesamt beduetet dies, dass die
katalytische Effizienz der Glutaminasereaktion der beiden Varianten ohne ProFAR ca 6-fach
hoher ist als die des wildtypischen Enzyms in Anwesenheit von ProFAR. In Anwesenheit von
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ProFAR ist sie fur HisH_b7 fast 50-fach hoher als fur HisH_Y138A und das wildtypische
Enzym.

5.2.13 Zusammenfassung

HisH und HisF aus T.maritima bilden mit sehr hoher Affinitdt einen stéchiometrischen 1:1
Komplex aus (Beismann-Driemeyer et al., 2001). Zwischen den aktiven Zentren von HisH und
HisF, die etwa 25A von einander entfernt liegen, werden in beide Richtungen Signae
transferiert, die auf ligandeninduzierten Konformationsanderungen beruhen (Hager, 2001). Die
strukturellen  Grundlagen dieser bidirektionalen Signaltransduktion sollte durch eine
Kombination aus Rontgenstrukturanalyse und Mutagenese der Kontaktflache auf atomarer
Ebene aufgedeckt werden.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Matthias Wilmanns am EMBL Hamburg wurden
Kristallstrukturen von ligandiertem HisH:HisF Komplex mit einer Auflésung von 2,4-2,84 A
gelost. Dies sind Strukturen mit (1) dem HisH-Substrat Glutamin, (2) dem HisH-Substrat
Glutamin zusammen mit dem HisF-Produkt ImGP, (3) dem HisH-Produkt Glutamat und (4)
dem HisF-Produkt AICAR. Die eindeutigsten Unterschiede zur apo-Struktur fanden sich in der
Struktur mit gebundenem Glutamin. Aus dem Vergleich der apo- mit der Glutamin-gebundenen
Struktur wurden vier Aminosduren (R117, N124, Y138 und S183) in HisH identifiziert, die
deutliche Unterschiede in ihrer Konformation oder der Ausbildung intermolekularer
Wasserstoffbriicken zeigen, und gegen Alanin ausgetauscht.

Da bei der Ausbildung von Protein-Protein Wechselwirkungen tpischerweise etwa 10-20
Aminosauren der beiden Interaktionspartner involviert sind, die sich auf 2-4 stretches aufteilen
(Wells, 1991), schien es zur Analyse der HisH:HisF Kontaktflache sinnvoll, paralel zur
Alanin-Scanning-Mutagenese langere Sequenzabschnitte (stretches) auszutauschen. Daher
wurden in HisH Sekundarstrukturelemente (b-Strang 6, 7, 9, a-Helix 5) identifiziert, die Teil
der Kontaktflache zu HisF sind und konservierte Aminosduren enthalten (Abbildung 5.13).
Diese Elemente wurde gegen die entsprechenden Hemente der verwandten Glutaminase TrpG
aus T.maritima ersetzt.

Erganzend wurden zwei HisF Varianten erzeugt. Durch den Austausch von T78 im zentralen b-
Fass gegen die volumintsere Aminosaure Methionin sollte versucht werden, den (postulierten)
Ammoniak-Kanal zu verengen und somit die Effizienz des Channelings zu verringern. Die
streng konservierte Aminosaure Q123 in HisF ist Tell der Kontaktfléche zu HisH liegt nahe an
der katalytischen Triade. Durch seinen Austausch gegen Alanin sollte Uberprift werden, ob
Q123 an der Bindung und/oder der Hydrolyse von Glutamin beteiligt i<t.

Samtliche HisH und HisF Varianten wurden heterolog in E. coli exprimiert, mit Ausbeuten
zwischen 25 und 121 mg pro Liter Kulturmedium zur Homogenitét gereinigt und strukturell
und funktionell charakterisiert. Fur keine der Varianten konnten Anderungen der Sekundar-
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oder Tertidrstruktur nachgewiesen werden (Fluoreszenz, Circular-Dichroismus) und die hohe
Stabilitét gegenliber Hitzedenaturierung und der Protease Trypsin lasst auf eine stabile und
kompakte Faltung schliefen. Wahrend die Einzelaustausche den  monomeren
Oligomerisierungszustand von HisF bzw. HisH nicht beeinflussten, zeigten die HisH stretch
Varianten eine Tendenz zur Dimerisierung. Dies bedeutet, dass durch die aus TrpG
stammenden Sequenzabschnitte dessen dimerer Assoziationszusand (Kapitel 3 und 4) teilweise
auf HisH Ubertragen wird. Alle HisF und HisH Varianten bildeten jedoch mit dem
wildtypischen partnerprotein hochaffine 1:1 Komplexe aus, wie tber analytische Gelfiltration,
fluorimetrische Titration und native PAGE nachgewiesen werden konnte.

Durch die Charakterisierung dieser HisH:HisF Komplexe mittels steady-state Enzymkinetiken
wurde die funktionelle Bedeutung der ausgetauschten Aminosauren analysiert.

Der  HisH:HisF_ T78M Komplex zeigte eine etwas erniedrigte Effizienz in der
glutaminabhéngigen Gesamtreaktion, was aber vermutlich eher auf kleinere konformationelle
Anpassungen als auf einen Verschluss des Amoniakkanals zurtickgeht. Die Ergebnisse mit dem
HisH:HisF_Q123A Komplex deuten auf eine Beteiligung von Q123 an der Bindung, nicht
jedoch an der Hydrolyse von Glutamin hin. Dies gilt in noch stéarkerem Mal3e fir die Varianten
HisH_b6:HisF und HisH_b9:HisF, welche drastisch erhdhte Michaelis Konstanten fir Glutamin
aufweisen.

Wahrend der HisH_S183A:HisF Komplex praktisch wildytpische Eigenschaften zeigte, wiesen
die Komplexe HisH_R117A:HisF und HisH_N124A:HisF in der glutaminabhangigen
Gesamtreaktion eine etwa 1000- bzw. 300-fach eingeschrénkte katalytische Effizienz auf.
Vermutlich geht dies auf die Induktion weitreichender Konformationsanderungen von der
Kontaktflache am N-terminalen Ende des zentralen b-Fasses von HisF zu dessen aktiven
Zentrum zurick, welche die Starke und die Produktvitdt der Bindung von PRFAR
beeintrachtigen.

HisH_b7:HisF und HisH_Y138A:HisF zeigten ein grundsdtzlich anderes Verhalten als der
wildtypische Komplex (und ale anderen untersuchten Varianten). Die eingeftigten Austausche
fuhrten dazu, dass aus der konditionalen eine konstitutive Glutaminaseaktivitét wurde. Dies
bedeutet, dass der katalytische Umsatz am aktiven Zentrum von HisH nicht 1&nger von der
Bindung eines Liganden an das aktive Zentrum von HisF abhangt. Mit dem streng
konservierten Tyr 138 in HisH ist somit eine entscheidende Aminosédure in der Regulation der
funktionellen Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen Glutaminase und Synthase ausfindig
gemacht worden. Es ist davon auszugehen, dass die Wirkung von Tyrl38 auf
Wasserstoffbruckenbindungen sowohl mit HisF_K99 aus dem Salzbriicken-Cluster in HisF als
auch mit HisH_H178 aus der katalytischen Triade von HisH beruht.
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Kapitel 3: Die Charakteriserung der Glutaminase TrpG aus Thermotoga
maritima

Im zweiten Teilprojekt sollten Gemeinsamkeiten zwischen den Glutaminasen HisH und TrpG
analysiert und ein Komplex aus TrpG und HisF generiert werden. Die Vorraussetzungen dafir
waren die Reinigung und Charakterisierung von wildtypischem TrpG, die in Kapitel 3
beschrieben werden. Im folgenden Kapitel 4 wird die Herstellung und Charakterisierung von
TrpG stretch Varianten beschrieben. In diesen wurden gezielt Kontaktflachen Bereiche gegen
die entsprechenden Regionen aus HisH ausgetauscht, in Analogie zu den im vorherigen Kapitel
2 beschriebenen HisH stretch Varianten.

531 TrpG, die Glutaminase der Anthranilat-Synthase, aus Thermotoga maritima

Die Synthase TrpE und die Glutaminase TrpG, die die Anthranilat-Synthase bilden, liegen in
einigen Organismen fusioniert auf einer Polypeptidkette vor (Abbildung 5.26, Agrobacterium
tumefaciens, Rhizobium meliloti, Bae et al., 1989). In T. maritima liegen TrpE und TrpG auf
getrennten Polypeptidketten. Allerdings ig TrpG hier mit dem nachfolgenden Enzym der
Tryptophan-Biosynthese, der Anthranilat-Phosphoribosyl- Transferase (TrpD) fusioniert. Dies
ist auch bei Salmonella thyphimurium und E. coli der Fall (Hwang & Zalkin, 1971, Grieshaber
& Bauerle, 1972, Yanofsky et al., 1981). Weiterhin kommt TrpG in Pilzen als Fusionsprotein
mit der Indolglycerolphosphat-Synthase (TrpC) vor (Neurospora crasse, Saccharomyces
cerevisae, Hutter et al., 1986; Nichols et al., 1980; Schechtman & Y anofsky, 1983). Abbildung

5.26 zeigt die genomische Organisation von TrpG und TrpE in verschiedenen Organismen.
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Abbildung 5.26: In ver schiedenen Organismen liegt TrpG fusioniert mit TrpE, TrpD, und
TrpC vor

Gezeigt ist die genomische Organisation des trpG-Gens.Erstellt nach Angaben der Datenbank
STRING (http://string.embl.de, Stand: 17.05.2005, Eingabe: trpG); Bei den Organismen, die
ein  TryptophanOperon mit bekannter Struktur besitzen, ist dieses abgebildet.
Zeichenerkldrung: “amphibolare Glutaminase, die die Funktion von TrpG und PabA
Ubernimmt,

Zwei funktionale Polypeptide, die gemeinsam eine enzymatische Reaktion katalysieren, liegen
in Prokaryoten dt in Operons vor, um eine gemeinsame Regulation zu ermdglichen. Da in
Eukaryoten einzelne kodierende Regionen fir Gene vorhanden sind, ist die Tendenz zu
Fusionsproteinen zu beobachten (Bonner et al., 1965). Dies birgt neben der gemeinsamen
Regulation auch die Vorteile einer Kolokalisation, der Produktion gleicher Mengen an Enzym,
sowie der Moglichkeit zu effizienterem Channeling von Intermediaten (Y anofsky, 1984). Als
Beispiele sind u.a. die TryptophanSynthase (TrpA:TrpB in E. coli / Trp5 in S cerevisae,
Zakin & Yanofsky, 1981) und die Imidazolglycerinphosphat- Synthase (HisH:HisF in E. coli /
His7 in S cerevisae, Brilli & Fani, 2004) zu nennen.

5.3.2 Klonierungvon trpG aus Thermotoga maritima

TrpG und TrpD aus T. maritima liegen auf einer Polypeptidkette. Die einzige zugéangliche
Trypsinschnittstelle des TrpG-TrpD Fusionsproteins nach K197 fuhrt zum Zerfall der Kette in
stabile und aktive TrpG (Aminosaure 1-197) und TrpD (Aminosaure 198-542) Domanen
(Ivens, 1998) (Abbildung 5.27).
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PG Ko/ K BEIFpD
Domane Domane
Abbildung 5.27: Das Fusionsprotein aus TrpG und TrpD aus Thermotoga maritima l&asst
sich durch Trypsinverdau in zwei stabile und katalytisch aktive Doméanen trennen.

Die Schnittstelle zwischen K197 und K198 liegt in der flexiblen Verbindungssequenz zwischen
den beiden Domanen (Ivens, 1998).

Mittels  Gelfiltration-Chromatographie konnte gezeigt werden, dass die isolierten
monofunktionalen Proteine TrpG und TrpD keinen Komplex ausbilden (Ivens, 1998). Multiple
Sequenzalignments der C-terminalen Bereiche von monofunktionalen TrpGs und der N-
terminalen Bereiche von monofunktionalen TrpDs aus S. solfataricus, Serratia marcascens und
Vibrio parahaemolyticus mit den TrpG-D Fusionsproteinen aus T. maritima und E. coli zeigt,

dass Trypsin genau zwischen den beiden Doméanen schneidet (Abbildung 5.28).

170 180 190 Trypsin 200 210
| | | 0o | |
tm QFHPESVLTE EGKRI | KNFL NI QDI QVK. . . /. KV SEETEI DI VS ALKKLVEFED
ec QFHPESI LTT QGARLLEQTL AWAH. . . . . . . KLEPANTLQP | LEKLYQAQT
Ss QFHPESVGTS LGYKI LYNFL NRV IMNI NEI LKK LI NKSDLEI' N
sm QFHPESI LTT HGARLLEQTL AWALAK MQP | LEKLYRAES
vp QFHPESI MTT YGATLLGNAI EWALEKNNA MEA | 1 NKLYEQQS
C-Termini von TrpG N-Termini von TrpD

Abbildung 5.28: Trypsin schneidet exakt an der postulierten Domanengrenze von TrpG
und TrpD

Die Sequenzen von T. maritima (tm) und Escherichia coli (ec), in denen TrpG und TrpD als
Fusionsprotein vorliegen, sind mit den Termini der monofunktionellen Proteine aus S
solfataricus €s), Serratia marcascens (sm) und Vibrio parahaemolyticus (vp) aigned. Das
Start-Methionin von TrpD ist unterstrichen. Die Nummerierung richtet sich nach der Sequenz
von T. maritima. Die Schere markiert die Trypsin-Schnitttstelle in T. maritima (nach Ivens,
1998).

Im Weiteren sollte mit der isolierten TrpG-Domane gearbeitet werden. Zu diesem Zweck wurde
der dieser Doméane entsprechende Genbereich (Codon 1-197) mittels PCR amplifiziert, wobel
genomische DNA aus T. maritima als Templat diente. Es wurden Primer verwendet, welche die
Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI, sowie ein STOP Codon nach K197 einfiigen Das
Amplifikationsprodukt wurde in den Expressionsvektor pET11c kloniert und die erfolgreiche

Klonierung tber Sequenzierung mit T7-Primern bestétigt.
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5.3.3 Expression von trpG und Reinigung des Proteinproduktes

Zur heterologen Expression des trpG-Gens wurden BL21 DE3 C(+) Zellen mit dem Konstrukt
PET11c-trpG transformiert und Uber Nacht in LB-Medium mit Ampicillin bel 37°C gezogen
(4.3.3). Nach dem Aufschluss befanden sich jeweils etwa 50% des gebildeten TrpG-Proteins in
der unldslichen (Abbildung 5.29 ,P*) und der lslichen Fraktion (Abbildung 5.29 ,,C*) des
Zellextraktes. Das |6dliche Protein wurde zunéchst durch Hitzeféllung der thermolabilen
Wirtsproteine (20min bel 60°C) angereichert (Abbildung 5.29 ,H") und danach durch
Anionenaustauscher-Chromatographie (HQ20) zur Homogenitét aufgereinigt. Dabei konnten
Ausbeuten von etwa 50mg TrpG pro Liter Kulturmedium erreicht und das Protein bis zu 15
mg/ml einkonzentriert werden (Abbildung 5.40).

PCHM
w 970

W 66,2

~ = 450

« 300
i B

20,1

— 144

Abbildung 5.29: Herstellung von tmTrpG mittels heterologer Genexpression in E. coli und
Anreicherung mittels Hitzefallung mesophiler Wirtsproteine

TrpG wird zu etwa gleichen Anteilenin der unlédichen (P) und |6dlichen (C) Fraktion des
Zellextraktes gefunden Durch die Hitzefallung (H) der Wirtsproteine (20 min, 60°C) findet ein
erster Reinigungsschritt statt. M = Markerproteine mit Grof3enangaben in kDa;

5.3.4 Biophysikalische Charakterisierung von TrpG

Das gereinigte TrpG Protein wurde mittels Circulardichroismus (CD), nativer PAGE und
analytischer Gelfiltration charakterisiert. Zudem wurde untersucht, ob es bereits in
wildtypischer Form einen nachweisbaren Komplex mit HisF bildet. Da TrpG kein Tryptophan
enthdlt, wurde auf die Aufnahme von Fluoreszenzspektren verzichtet.

Die fernrUV CD-Spektren wiesen rekombinant hergestelltes TrpG als ein gefaltetes Protein mit
einem signifikanten Anteil an a-Helices aus (Maximum: 192nm, Nulldurchgang: 203nm). Das
ausgepragte nahrUV CD-Spektrum deutete auf eine wohldefinierte Tertidrstruktur hin
(Abbildung 5.30).



Ergebnisse und Diskussion — Kapitel 3 127

6.000

5000
4,000 4
3000 4
2000 4
1,000

0

T T T T T T T T T T T
15 190 195 200 5 210 215 220 225 230 235, 40 245 250

-1.000

-2.000 4

-3.000

QMRW [deg*cm2/dmol]
& MW [ileg* el vinnl)
TR et

Wellenlange[nm] a0 -+
Pandmnianye fram|

Abbildung 5.30: Die fern- (a) und nah (b) UV-CD-Spektren belegen fur TrpG eine
wohldefinierte Sekundar- und Tertirstruktur

Die Messungen erfolgten bel RT in 10mM KP-Puffer pH 7,5. Fur das fern-UV-CD-Spektrum
wurden 34uM TrpG in einer 0,1cm Kivette eingesetzt. Das gezeigte Spektrum ist das Mittel
aus 10 Spektren. Fur das nahrUV-CD-Spektrum wurden 742uM in einer 0,2cm Kivette
verwendet. Das gezeigte Spektrum ist das Mittel aus 5 Spektren.

Die Existenz einer kompakten Struktur wurde durch die Resistenz gegentiber proteol ytischem
Verdau bestétigt. So waren selbst nach 15h Inkubation mit Trypsin keine Abbaubanden sichtbar
(Daten nicht gezeigt).

Die analytische Gelfiltration (Superdex75-Saule) zeigt einen einzigen symmetrischen peak,
dessen Elutionsvolumen einem apparenten Molekulargewicht von 45,8kDa entspricht. Dies
deutet auf eine Dimerisierung von TrpG hindeutet, da das berechnete Molekulargewicht des
Monomers bei 22,25kDa liegt (Abbildung 5.31a). Die dimere Struktur von TrpG kann as erster
Hinweis darauf interpretiert werden, dass die Anthranilat-Synthase aus T. maritima eine
dhnliche Quartarstruktur wie das Enzym aus S. solfataricus aufweist: TrpE:TrpG-TrpG:TrpE
(Knochel et al., 1999). Dazu passt, dass rekombinant hergestelltes TrpE als Monomer vorliegt
(Felix List, personliche Mitteilung).

Zur Analyse der Komplexbildung wurden Gelfiltrationslaufe eines 3:1 Gemisches von TrpG
und HisF durchgefihrt. Die beiden Elutions-peaks entsprachen denen der Einzellaufe, so dass

nicht von einer Interaktion ausgegangen werden kann (Abbildung 5.31Db).
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Abbildung 5.31: Analytische Gelfiltration (Superdex 75) weist TrpG als sauberes dimeres
Protein aus (a), welches nicht mit HisF interagiert (b)

Die Elution wurde Uber die Absorption bei 280nm verfolgt, die Flussrate betrug 0,5ml/min in
50mM KP, 300mM KCI, pH 7,5 bei 25°C. Es wurden jeweils etwa 30uM TrpG und 10uM
HisF aufgetragen. Die apparenten Molekulargewichte betragen 45kDa fur TrpG und 26kDa fir
HisF. Zusétzlich ist das im Puffer enthaltene DTT als peak zu erkennen. Eine mit Proteinen
bekannter Grof3e erstellte Eichgerade der Gelfiltrationssaule ist im Anhang zu finden.

Die native PAGE von TrpG in Gegenwart von HisF erbrachte ebenfalls keinen Hinweis auf
eine stabile Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen (Abbildung 5.32). Auch die
Untersuchung mittels dem yeast-2-hybrid System zeigte keine Anzeichen einer
Komplexbildung. Ebenso konnte die Glutaminase-Aktivité von TrpG durch ligandiertes HisF
unter Standardbedingungen (4.4.11.3) nicht induziert werden. Somit kann neben einer stabilen
auch eine transiente funktionelle Komplexbildung ausgeschl ossen werden.
TrpG  HiskF  TrpG
+HisF

=
- i
e s’

Abbildung 5.32: Die native PAGE liefert keinen Hinwels auf Komplexbildung zwischen

TrpG und HisF
Nach Mischung im molaren Verhdtnis 1:1 von TrpG (pl = 6,68) und HisF (pl = 5,01) finden
sich nur die Banden der beiden Einzel proteine finden.

5.35 Vorhersageder Tertiarstruktur von TrpG ausT. maritima mit SWISS M odel

Die Struktur von TrpG aus T. maritima ist bislang nicht gel6st worden. Fur das rationale Design
zur Etablierung der Bindung an HisF wéren Informationen zur Sekundér- und Tertidrstruktur

jedochvon grof’em Nutzen.
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Um Informationen zur Tertidrstruktur von TrpG aus T. maritima zu erhalten, wurde das online
verfugbare Tool SWISS Model vom Protein Modelling Server des Biozentrums Basel
verwendet (http://swissmodel.expasy.org). Hierbei wird auf Basis der Aminosaure-Sequenz
nach drei @hnlichen Proteinen gesucht, deren Struktur bekannt ist (Tool: BLAST). Fur tmTrpG
wurden die apo-Struktur von TrpG aus S solfataricus (1qdl-B), sowie die Glutamin- und die
Tryptophan-gebundenen TrpG-Struktur aus S, marcescens (1i79-B/D; 1i7sB/D) verwendet.
Nach der Bestimmung der Sequenzidentitét zwischen diesen Proteinen und der eingegebenen
tmTrpG-Sequenz (Tool: SIM), wurde aus den bekannten Strukturen ein Modell fur tmTrpG
generiert (Tool: ProModil). Abschlieffend wurde eine Energie-Minimierung durchgefihrt
(Tool: Gromos96) und das Ergebnis in Form eines pdb files ausgegeben Die aus der
Tertidrstruktur mit SWISS PDB Viewer ermittelte Sekundérstruktur von tmTrpG ist in
Abbildung 5.33 und im Anhang zu finden.

MKRVI VI DNYDSFVYNI VQYI GEVEPDCEI EVFRNDEI Tl EEI ERKNPTH
- - EEEEEE- - - - - - HHHHHHHHHHE: - - - - - - - EEE- - - - HHHHHHH- - - E

| VI SPGPGRPEEAGH SVDWRHFSGKVP! LGVCLGHQVI GYAFGGKI VHA
EEEEE------------ HHHHH- - - - - EEEEEEHHHHHHHHH- - - EEEEE

KRI LHGKTSKI VHNGKGVFSGVKNPLVATRYHSLVWEEASL PEVLEI TAK
- - - EFEEEEEEEEE--------- - - EEEEEEEEEEEE- - - - EEEEEEEE-

SDDCElI MEL QHKEHPTFGVQFHPESVLTEEGKRI | KNFLNI QDI QVK*
- - - - EEEEEEEE- - EEEEEE-------- - - HHHHHHHHHH- - - - - - -

Abbildung 5.33: Aus der Tertiarstukturvorhersage mit SWISS Model abgeletete
Sekundar strukturvorhersage fur TrpG

H =a-Hédix, E=b-Strang, - = Loop

Das Modell der Tertidrstruktur selbst ist in Abbildung 5.34a dargestellt und mit den TrpG
Strukturen, die als templates dienten, verglichen (Abbildung 5.34b).
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Abbildung 5.34: Ergebnis der Tertiarstrukturvorhersage fir tmTrpG mit SWISS M odel
in Ribbondar stellung

Gezeigt it (@) die fur tmTrpG berechnete Struktur mit farblicher Markierung der
Sekundérstruk turelemente, sowie (b) ihre Superpositionierung mit den von SWISS Model as
templates ausgewdhiten TrpG Strukturen aus S. solfataricus (1qdl-B in blay und S
marcescens (1i7g-B inrot; 1i7s-B in grin). Die gemodelte tmTrpG Struktur ist gelb.

Die fur tmTrpG gemodelte Struktur l8sst sich sehr gut mit der Struktur von HisH zur Deckung
bringen (Abbildung 5.35). Die Unterschiede liegen mit einem rmsd von 1,16 A fir die G
Atome (SWISS PDB Viewer, nach improvement) sogar unterhalb der zwischen tmTrpG ssTrpG
ermittelten Ahnlichkeit, die 2,6 A betrégt.

Abbildung 5.35: Die modellierte Struktur von tmTrpG ist der Struktur von tmHisH sehr
ahnlich

Gezeigt ist die mit SWISS PDB Viewer erstellte Superpositionierung der mit SWISS Model
vorhergesagten tmTrpG Struktur (gelb, mit katalytischer Triade in grin) mit der
kristallographisch bestimmten Struktur (1k9v) von tmHisH (blau, mit katalytischer Triade in

rot). Die rms Abweichung der (ibereinander gelagertenC, Atome betragt 1,16 A.

Entsprechend stimmen Positionen und Ausrichtung der Sekundérstrukturelemente sehr gut

Uberein (Abbildung 5.35). Wie zu erwarten, liegen die Unterschiede vor alem in den Loop-
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Regionen. Wahrend einige Loops gut zur Deckung kommen, sind sowohl an der ,Unterseite

als auch an der Kontaktfl&che kleine Abweichungen zu erkennen

5.3.6 Zusammenfassung

In T. maritima ist TrpG mit TrpD fusioniert. Durch Sequenzalignments und einen
proteolytischen Verdau konnte die TrpG-Doméne identifiziert werden. Der entsprechende
Genabschnitt wurde kloniert, heterolog in E. coli exprimiert, mit Ausbeuten von etwa 50mg pro
Liter Kulturmedium gereinigt und charakterisiert. TrpG ist ein stabiles, dimeres Protein mit
definierter Sekundér- und Tertiarstruktur.

Anaytische Gdfiltration und nativen PAGE lieferten keine Hinweise auf eine stabile
Komplexbildung von TrpG mit HiskF. Da die Glutaminase-Aktivitée von TrpG durch
ligandiertes HisF nicht induziert wurde, gibt es auch keine Anzeichen fir eine transiente
Interaktionder beiden Proteine.

Bidang ist die Struktur von TrpG aus T. maritima nicht gelost. Mittels dem online verfligbaren
Programm SWISS Model konnten jedoch auf der Basis der bekannten Strukturen von TrpG aus
S solfataricus und S. marcescens zuverlassige Vorhersagen zur Sekundér- und Tertiarstruktur
gemacht werden. Die fir tmTrpG berechnete Struktur lasst sich sehr gut mit der von tmHisH
zur Deckung bringen. Die Unterschiede liegen bei einem rmsd von nur 1,16 A fur die

Uberlagerten C, Atome.
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Kapitel 4: Die Evolution der Glutamin-Amidotransferasen (GATasen)

In diesem Kapitel wird die Herstellung und Charakteriserung von TrpG stretch Varianten
beschrieben. In diesen Varianten, die den HisH stretch Varianten aus Kapitel 2 analog and,
sind Sekundarstrukturelemente an der Kontaktflache durch entsprechende Sequenzabschnitte
aus HisH ersetzt. Es soltle untersucht werden, ob diese Varianten in stabiler Form hergestellt

werden und zur Komplexbildung mit HisF befahigt sind.

5.4.1 Vergleich der GATasen HisH und TrpG

Die Glutaminasen HisH und TrpG weisen viele Gemeinsamkeiten auf (Tabelle 5.20). Beide
sind in die Synthese von Aminosauren involviert und Bestandteile von Bi- Enzymkomplexen.
Sie sind rund 23kDa grof3 und gehéren zur Klasse | der Glutaminasen mit der typischen b/a
Hydrolase-Faltung und einer katalytischen Triade aus Cystein, Histidin und Glutamat. Sowohl
TrpG, as auch HisH zeigt eine konditionale Glutaminase-Aktivitét, d.h. sie sind in isolierter
Form ohne ligandierte Synthase inaktiv (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001; Knochel et al.,
1999). Die Superpositionierung der C, Atome der HisH Kristallstruktur und der modellierten
TrpG Struktur (SWISS Model) zeigt einen rmsd von lediglich 1,16 A (Kapitel 3), wobei die
Reste der katalytischen Triade nahezu perfekt zur Deckung kommen. HisH und TrpG zeigen
einen identischen Charakter der konservierten Aminoséuren der Kontaktfldche mit einem
auffalig hohen Antell aromatischer und polarer Reste (Kapitel 1).

Der entscheidende Unterschied zwischen HisH und TrpG liegt in der jeweils spezifischen
Bindung und funktionellen Wechselwirkung mit einer Synthase (HisF bzw. TrpE).

Tabelle5.20: Vergleich der beiden Glutaminasen HisH und TrpG aus T. maritima

HisH TrpG
Anzahl an Aminosauren 201 197
Molekulargewicht [kDa] 23,1 22,3
Stoffwechselweg Biosynthese der Aminosdure | Biosynthese der Aminosdure
Histidin Tryptophan
Faltungstyp b/a Hydrolase-Faltung b/a Hydrolase-Faltung
Aktives Zentrum Katalytische Triade Katalytische Triade
Cys84, His178, Glul80 Cys83, Hisl75, Glul77
Substrat Glutamin Glutamin
Katalysierte Reaktion Hydrolyse Hydrolyse
Bindungspartner HisF TrpE
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5.4.2 Wahl der zu unter suchenden Aminosaure-stretches

In Umkehr zu der in Kapitel 2 beschriebenen Vorgehensweise wurden die Sequenzbereiche
(stretches) in TrpG, welche b5, b6, b7, b9 und a5 in HisH entsprechen, durch diese ersetzt.
Dabei beschrankte sich die Mutagenese nicht auf einzelne stretches. Es wurden auch mehrere
stretches von TrpG gemeinsam gegen die entsprechenden stretches aus HisH ausgetauscht.
Wie aus Abbildung 5.13 (Kapitel 2) hervorgeht, liegen séamtliche ausgewahlte stretches in der
C-terminalen Hélfte von HisH. Daher wurde zusétzlich eine TrpG_HisH-Chimére erstellt,
welche aus der N-terminalen Halfte von TrpG und der C-terminale Halfte von HisH besteht.

Als Grundlage fur den Austausch von Sequenzabschnitten aus TrpG gegen die entsprechende
Sequenz aus HisH diente ein indirektes ,strukturbasiertes® Sequenzalignment (s. Anhang),
dessen Erstellung in Kapitel 2 beschrieben wurde. Die Konstruktion und Nomenklatur ist an die
Sekundérstrukturelemente von HisH angelehnt. So enthdlt beispielsweise die Variante TrpG_b6
die Aminosauren aus HisH, die dort b-Strang 6 ausbilden. Es wurde darauf geachtet,
Sekundérstrukturelemente als Ganzes zu “transplantieren”, um deren Ausbildung mdglichst
wenig zu stéren. Dies war die Planungsgrundlage fir die Herstellung folgender TrpG Varianten
mit HisH Sequenzabschnitten:

TrpG_bb5: K96N_197V* H99K_A100L_K101R (ins)S_(ins)R_(ins)R
TrpG_bé: 1103L_L104P* H105M* K107W*H T108N*" S109(del)
TrpG_b7: L126G_V127Y " T129Y *H y*131v*

TrpG_b9: S151EH D152y

TrpG_a5: S"175K *H v176S* L176SH T177(del) E178K_E179

TrpG_HisH-Chimére: N-terminale Hafte (ATG-His99) aus TrpG und C-terminae
Hafte (Lys112-STOP) aus HisH

*: wildtypischer Rest ist in TrpG streng konserviert

*: wildtypischer Rest ist in HisH streng konserviert

H- wildtypischer Rest in HisH bildet eine H-Briicke zu HisF aus
ins: inserierter Rest (kein entsprechender Rest in TrpG vorhanden)
del: deletierter Rest (kein entsprechender Rest in HisH vorhanden)

54.3 Hergdlung der Genkonstrukte

Die gewlinschten Austausche wurden Uber overlap-extention (SOE) PCR (4.2.3) in das trpG
Gen eingefthrt. In einer ersten PCR wurde jewells ein vektor- oder genspezifischer Primer mit
einem Mutationsprimer zum Erhalt der Megaprimer kombiniert. Diese wurden dann mit
genspezifischen Primern zum Volllangenprodukt amplifiziert.
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Zur Herstellung der Genkonstrukte mit Kombinationen mehrerer Austausche wurde von den
Konstrukten, die bereits einfache stretch Austausche enthielten ausgegangen.

Zur Erstellung der TrpG_HisH-Chimére wurde wie folgt vorgegangen: TrpG besitzt auf
Genebere eine Schnittstelle fir die Restriktionsendonuklease Sphl, die auf Proteinebene einem
Schnitt nach His98 entspricht. An &guivalenter Position in HisH wurde eine Sphl Schnittstelle
eingefugt. Dabel wurde versucht, die Aminosaure-Sequenz so wenig wie moglich zu veréndern.
Dies gelang Uber die Herstellung von hisH_K112H L113A. Durch einen Verdau desin pET11c
klonierten trpG mit Ndel und Sphl wurde die N-terminale Hélfte isoliert. Ebenso wurde in pDS
kloniertes hisH K112H L113A mit Sphl und BamHI verdaut, um die Gterminale Hélfte zu
erhalten. Um eine Dre-Punkt-Ligation zu umgehen, wurden die beiden Haften zunachst zum
Volllangenprodukt ligiert, welches im Anschluss daran Uber Ndel und BamHI in pET11c
kloniert wurde.

Fur die in vivo Untersuchungen mittels yeast-2-hybrid (5.4.4) wurden die wildtypischen hisH,
hisc und trpG Gene, sowie enige Varianten in entsprechende Vektoren umkloniert
(4.2.24.2.10; 4.2.11).

Alle Austausche wurden Uber Sequenzierung des kompletten Gens bestétigt. Bel den TrpG
stretch Varianten wurden in einigen Fallen unbeabsichtigte Mutationen beobachtet, die jedoch
inkeinem Fall zu einer Verschiebunge des Leserasters fihrten

Im Folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit hergestelltentr pG-Konstrukte, sowie samtliche
far die in vivo Andyse verwendeten Genkonstrukte —mit  entsprechenden
Restriktionsschnittstellen aufgefiihrt. Falls unerwiinschte Zufallsmutationen auftraten, sind
diese ebenfalls aufgelistet.

(1) wildtypisches TrpG zur Expression
PET 11ctrp GWT (Ndel/BamHI, Aminosauren 1-197 des
bifunktionellen Enzyms TrpG-D)

(2) TrpG stretch Konstrukte zur Expression

PET11ctrp G b5 (Ndel/BamHlI)
PET11ctrp G b6 (Ndel/BamHlI)
pET1lctrp G b7 (Ndel/BamHlI)
PET11ctrp G b9 (Ndel/BamHI) (G158R)
pET1lctrp G a5 (Ndel/BamHlI)
PET11ctrp G b5 a5 (Ndel/BamH]I) (D36G)
pPET11ctrp G b5 b6 (Ndel/BamHlI)

pPET11ctrp G b5 b7 (Ndel/BamH]I) (D36G)
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pPET11ctrp G b5 b9 (Ndel/BamHI) (D36G_G158R)
pPET11ctrp G b6 b7 (Ndel/BamH]I) (L134H)

pPET11ctrp G b6 b9 (Ndel/BamHI) (G158R_D153N)
pET1lctrp G b6_a5 (Ndel/BamH]I) (N114D)

pPET1lctrp G b5 b7 a5 (Ndel/BamHI) (D36G_ E137K_E155G)
PET11ctrp G b5 b7 b9 (Ndel/BamHI) (D36G_ E137K_G158R)
PET11ctrp G b5 b9 a5 (Ndel/BamH]I) (P165A)

PET11c hisH-trpG Chiméare (Ndel/BamH]I)

PET28a hisH-trpG Chiméare (Ndel/BamHI, mit N-terminalem His-tag)

(2) Konstrukte fur dasyeast-2-hybrid System

Koder:

pAS2.1hisF (Ndel/BamHlI)

pGBK T7 p53 (von Uli Rass, Institut fur Genetik der Universitét
zuKoln)

Beute:

pGAD 424 his H (BamHI/Pstl)

pGAD 424 trp G (EcoRI/BamHlI)

pGAD 424 trp G b5 (EcoRI/BamHlI)

pGAD 424 trp G b6 (EcoRI/BamHlI)

pPGAD 424 his Htrp G Chimére (EcoRI/BamHlI)

pPGAD 424 LargeTAntigen (von Uli Rass, Institut fir Genetik der Universitat
zu Koln)

(3) weitere Konstrukte

PTNA hisF (Sphl/BamHl)

pPTNA hisH (Sphl/Hindl 1)

PTNAtrp G (Sphl/Hindl 1)

PTNA trp G b6 (Sphl/Hindl 1)

5.4.4 Das yeast-2-hybrid System zur Untersuchung der Komplexbildung in vivo

Parallel zur Untersuchung der Komplexbildung in vitro wurde die Komplexbildung in vivo
untersucht (4.1.9; 4.1.10). Dazu wurde das yeast-2-hybrid System (Fields & Song, 1989) in der
Arbeitsgruppe etabliert und an die spezifische Fragestellung des Projektes angepasst.

Es wurden AH109 Zellen verwendet (James et al., 1996), wobei als ,,Koder” pAS2.1-hisF
verwendet wurden. Als ,Beute” dienten die Positivkontrolle pGAD424-hisH und die
Negativkontrolle pGAD424-trpG, da Uber biochemische Methoden keine Komplexbildung von
wildtypischem TrpG mit HisF nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3). Als weitere
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Positivkontrolle wurde der Kdder pGBKT-p53 mit der Beute pGADT7-LargeTAntigen
verwendet, die sehr starke Interaktion im yeast-2-hybrid System zeigen (Uli Rass, personliche
Mitteilung). Diese beiden Vektoren, sowie die AH109 Zellen wurden freundlicherweise von Uli
Rass (Arbeitsgruppe Kemper, Ingtitut fir Genetik, Universitét Koln) zur Verfigung gestellt.

Die Transfektion frischer kompetenter Hefezellen erfolgte nach der LiAc-Methode (Ito et al.,
1983; Guthrie & Fink, 1991). Alle Zellen zeigten am 2.Tag Wachstum auf Selektionsplatten
ohne die Auxotrophiemarker Tryptophan und Leucin (SD-TL), was eine erfolgreiche
Transfektion mit den verschiedenen Plasmiden belegt (Abbildung 5.37a). Zusétzlich zeigten
Zdlen mit pGBKT7-p53 und pGADT7-LargeTAntigen am 3.Tag Wachstum auf
Selektionsplatten ohne die Interaktionsmarker Adenin und Histidin (SD-TLA, SD-TLH und
SD-TLAH). Die Zellen mit pAS2.1-hisF und pGAD424-hisH benttigten dafir 1-2 Tage langer
(Abbildung 5.37b). Dies bedeutet, dass die Interaktion zwischen HisH und HisF mit dem yeast-
2-hybrid System in vivo nachweisbar ist. Nach etwa 7 Tagen war ein leichter Hintergrund auf
den Selektionsplatten zu sehen Fir die Kombination pAS2.1-hisF und pGAD424-trpG konnte
bis zu diesem Zeitpunkt Wachstum nur auf Platten ohne Auxotrophiemarker, nicht aber ohne
Interaktionsmarker beobachtet werden. Dies bestétigt die biochemischen Experimente, wonach
TrpG keinen Komplex mit HisF ausbildet (Kapitel 3).

Da neben dem Nachweis der Komplexbildung zwischen TrpG stretch Varianten diese auch
quantifiziert werden sollten, wurde zusétzlich der auf einer von b-Galaktosidase katalysierten
Farbreaktion beruhende CPRG-Asssay durchgefihrt (Routledge & Sumpter, 1997; Imhof et al.,
2000). Wiederum funktionierten nach Anpassung der Bedingungen die Positivkontrollen mit
p53/LargeTAntigen und hisF/hisH (4.1.10). Nach Zugabe von 80ug des Substrates CPRG und
1-stindiger Inkubation bei 37°C war der Farbumschlag von gelb nach dunkelrot abgeschlossen.
Im hisF/trpG-System zeigte sich, wie erwartet, auch nach O/N-Inkubation keine Farbreaktion
(Abbildung 5.36).

@ ‘ ()

Abbildung 5.36: TrpG zeigt im CPRG-Assay keine Interaktion mit HisF

Hefezellen wurden mit (@) hisH und hisF als Positivkontrolle sowie (b) trpG und hisF zum Test
auf Interaktion transfiziert. Der Uberstand der lysierten Zellen wurde mit 80pg CPRG versetzt
und 1h bel 37°C inkubiert. Der rote Farbumschlag in (a) zeigt eine Interaktion zwischen HisF
und HisH an, wahrend die unveranderte gelbe Farbung in (b) darauf hindeutet, dass HisF und
TrpG keinen Komplex bilden.

Nach der Etablierung des Systems flr den qualitativen und quantitativen Nachweis von Protein-
Protein Interaktionen mit HisF wurden die VariantentrpG_b5, trpG_b6, sowie die trpG_hisH-
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Chimére getestet. Uber Wachstum auf Platten ohne die Auxotrophiemarker Tryptophan und
Leucin konnte eine erfolgreiche Transfektion nachgewiesen werden (Abbildung 5.37d). Jedoch
wurde kein Wachstum auf Platten ohne Interaktionsmarker Adenin und Histidin und somit
keine Interaktion mit hisF beobachtet (Abbildung 5.37b). Dieses Ergebnis bestétigte sich im
CPRG-Assay.
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Abbildung 5.37: Die Varianten TrpG_b5, TrpG_b6, sowie die HisH_TrpG-Chiméare
interagieren in vivo nicht mit HisF

Das Wachstum auf Platten ohne die Auxotrophiemarker Tryptophan und Leucin (SD-TL)
belegt ene efolgreiche Transfektion (a). Wahrend die Positivkontrollen p53 und
LargeTAntigen, sowie HisH und HisF wechselwirken, ist fur die Varianten TrpG_b5, TrpG_b6
und die TrpG_HisH-Chimare mit HisF kein Wachstum auf Platten ohne die Interaktionsmarker
Adenin und Histidin (SD-TLHA) zu beobachten (b).

Abkurzungen: Chi = TrpG_HisH-Chimére, LargeT = LargeTAntigen

Dies bedeutet, dass das yeast-2-hybrid System erfolgreich etabliert wurde, sich jedoch fir keine
der bisher analysierten TrpG-Varianten eine Komplexbildung in vivo mit HisF nachweisen lief.
Daher sollten die Varianten heterolog exprimiert und in vitro beztglich einer Komplexbildung
mit HisF analysiert werden. Zudem kann so ein biochemischer Vergleich mit der Glutaminase
HisH durchgefihrt werden.

5.4.5 Heterologe Genexpression der trpG-Varianten und Reinigung der Proteinprodukte

Die trpG stretch Varianten wurden zunéchst unter den Bedingungen, die fir das wildtypische
Gen gewahlt wurden (siehe Kapitel 2 heterolog in E. coli exprimiert. Da in vielen Félen
jedoch keine zufrieden stellende Expression beobachtet werden konnte, wurden die
Wachstumsbedingungen \ariiert (4.3.3). Dabei wurden die Temperaturen von 18°C-37°C und
die Expressionszeitenvon 4h bis O/N gewahlt. Es wurden BL21 (DE3) sowie BL21 (DE3) C+
RIPL Zellen getestet. In alen Falen wurde bei Verwendung von BL21 (DE3) C(+) RIPL
Zellen eine grél3ere Menge an Protein erhaten, vermutlich weil trpG aus T. maritimain E. coli
selten verwendete Codone enthdlt. Weiterhin wurde Uber die Zugabe von 10mM Glucose als
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Energielieferant fir ATP-abhangige Chaperone, 0,57%o0 Glycerin (87%) zur Stabilisierung der
Fatung, 10-50mM KP-Puffer pH 7,0 zur pH-Konstanthaltung des Mediums, sowie bis zu
500mM Glutamin zur Stabilisierung durch Substratbindung versucht, den Anteil [6slichen
Proteins zu erh6hen. So gelang es, die Menge und vor allem den |6slichen Anteil der TrpG
stretch Varianten deutlich zu erhdhen. Den grofdten Effekt zeigt die Variation der
Expressiorstemperatur (Tabelle 5.21).
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Abbildung 5.38: Herstellung von TrpG_b7 mittels heterologer Genexpression in E. coli
und Anreicherung mittels Hitzefallung mesophiler Wirtsproteine

Dargestellt sind die unldsliche Fraktion (Pellet P) und die 16diche (crude extract C) Fraktion
des Zdlextraktes mit dem durch heterologe Genexpression hergestellten Protein. Darlber
hinaus ist die Reinigung durch Hitzefallung (Hitzeschritt H) abgebildet. M = Markerproteine
mit Grofenangaben in kDa;

Die Reinigung erfolgte analog zum wildtypischen TrpG mittels Hitzeschritt (i.d.R. 60°C,
20min), Ammonium-Sulfat-Fallung bei  50%iger  Séttigung und, wenn  nétig,
Anionenaustauscher-Chromatographie (HQ20). Die Reinigung Uber Saulenchromatographie
gelang aus bidang unverstandenen Grinden nicht fur ale Varianten. Es ist nicht
auszuschlief3en, dass die Verdnderungen an der Oberflache von TrpG die Bindungsfahigkeit an
das HQ20- Saulenmaterial beeintrachtigen. So konnte z.B. fur TrpG_b6 unter keiner Bedingung
eine Bindung an die HQ20 Saule beobachtet werden. Die Ausbeuten pro Liter Kulturmedium
lagen zwischen 28 und 143mg Protein bel Konzentrationen von 3,2-19,4mg/ml (Tabelle 5.21,).

Die TrpG_HisH-Chiméare war nach heterologer Expression in E. coli nahezu vollsténdig in der
unléslichen Fraktion des Zellextraktes zu finden (Abbildung 5.39). Dies lief3 sich auch durch
Variation der Wachstumsbedingungen (z.B. Expressionstemperatur zwischen 18°C und 37°C)
nicht &ndern. Auch verschiedenste Rickfaltungsversuche (nach Protokollenin Lilie et al., 1998;
Rudolph et al., 1992, 1996) fuhrten nicht zu 16dlichem Protein.
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Abbildung 5.39: Die TrpG_HisH Chimare konnte nicht 16slich exprimiert werden

Nach Induktion durch IPTG ist eine grof3e Menge der TrpG_HisH-Chiméare (Pfeil) in der
unlédichen Fraktion des Zellextraktes (Pellet P) vorhanden. Auch durch Variation der
Expressionsbedingungen oder Ruckfaltung wurde kein 16dliches (crude extract C) oder gar
hitzestabiles (H) Protein erhalten M = Markerproteine mit Gréf3enangaben in kDa;

Tabelle 5.21. Expressionstemperatur, Hitzeschritt und Ausbeute bel der Reinigung der
TrpG stretch Varianten

Variante Expressionstemperatur | Hitzeschritt Ausbeute Konzentration
[°C] [°C/ min] [mg/I des gelagerten
Kulturmedium] | Proteins [mg/ml]

TrpG_b5 37 60/ 20 63 19
TrpG_b6 37 60/ 20 86 18
TrpG_b7 37 60/ 20 56 19
TrpG_b9 22 60/ 20 143 14
TrpG_a5 37 60/ 20 73 9
TrpG_a5_b5 37 60/ 20 51 12
TrpG_a5_b6 37 60/ 20 127 10
TrpG_b5_b7 37 50/10 129 12
TrpG_b5_b9 22 60/ 10 42 11
TrpG_b6_b9 37 60/ 20 32 3
TrpG_b6_b7 37 50/10 98 10
TrpG_a5_b5_b7 37 50/ 10 62 9
TrpG_a5 b5 b9 37 - 28 6
TrpG_b5_b7_b9 22 60/ 20 113 15
TrpG_HisH- - - - -
Chimére
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Alle TrpG stretch Varianten waren sehr sauber (Abbildung 5.40). Sie wurden in fliissigen
Stickstoff eingetropft und bel -80°C gelagert.
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Abbildung 5.40: Nach der Reinigung lagen TrpG_WT und Variante als |6sliche, reine und
hochkonzentrierte Proteine vor

Dargestellt ist jeweils das einkonzentrierte Protein vor dem Eintropfen in fliissigen Stickstoff.
Teillweise wurden 1:10 Verdunnungen aufgetragen um eine Uberladung des Geles zu
verhindern. WT = TrpG_WT, 1 =TrpG_b5, 2 = TrpG_b6, 3 = TrpG_b7, 4 =TrpG_b9, 5 =
TrpG ab, 6 = TrpG b5 &, 7 = TrpG_b6 b7, 8 = TrpG b6 a5, 9 = TrpG_b6b7, 10 =
TrpG_b5 b9 &b, 11 = TrpG_b5 b7 b9, M = Markerproteine mit Grél3enangaben in kDa;

54.6 Strukturelle Charakteriserung der TrpG stretch Varianten

Samtliche TrpG stretch Varianten wurden mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE), Fluoreszenzz und CD-Spektroskopie und anaytischer Gelfiltration mit dem
wildtypischen Protein verglichen. Zusétzlich wurde eine limitierte Proteolyse mit Trypsin zur
Abschétzung der Stabilitéat durchgefihrt.

5.4.6.1 Native PAGE zur Untersuchung der Homogenitét
Durch die eingefuihrten Austausche weisen einige TrpG Varianten Veranderungen im pl auf.

Die mittels EMBL pl wrapper (http://www.embl- heidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl) berechneten
pl-Werte sind in Tabelle 5.25 und im Anhang aufgefiihrt. Dementsprechend ist in der nativen
PAGE z.T. ein unterschiedliches Laufverhalten zu beobachten. Alle Variantentreten jedoch als
einzelne, definierte Bande auf, was darauf hindeutet, dass es sich jeweils um eine strukturell
einheitliche Spezies handelt (Abbildung 5.42).

5.4.6.2 Spektroskopische Untersuchung der Sekundér- und Tertiarstruktur
Wildtypisches TrpG enthélt kein Tryptophan. In TrpG_b6 ist jedoch Trpl23 aus HisH

vorhanden. Daher wurden von TrpG_b6 Fluoreszenzemissions-Spektren nach Anregung bel
295nm aufgenommen (4.4.8). Das Maximum das Spektrums war im Vergleich zu
wildtypischem HisH um 7nm verkirzt (337nm datt 344nm). Dies bedeutet, dass das neu
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eingefuhrte Trp zu einem wesentlichen Tell vom Lésungsmittel abgeschirmt ist und TrpG_6
somit eine definierte Tertiérstruktur besitzt.

Zudem wurden fur TrpG_b6 nah+ und fernr UV CD-Spektren aufgenommen und mit denen von
wildtypischem TrpG verglichen. Die Spektren der beiden Proteine sind sehr ahnlich (Abbildung
5.41). Dies bedeutet, dass der Einbau von stretch b6 aus HisH, der Austausch von 6 teillweise
streng konservierten Aminosauren, keinen messbaren Einfluss auf die Faltung von TrpG hat.
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Abbildung 5.41: Der Austausch von b-Strang 6 aus TrpG gegen b-Strang 6 aus HisH
fuhrt zu keiner messbaren Anderungen der Sekundar- und Tertiarstruktur

Gezeigt sind die nah und fernUV-CD-Spektren von TrpG_WT (griin) und TrpG_b6 (blau) bei
25°C in 10mM KP-Puffer mit pH 7,5 in einer Klvette mit einer Schichtdicke von 0,1cm. Es
wurde Uber 10 Messungen gemittelt.

5.4.6.3 Bestimmung des Oligomerisierungszustandes dur ch analytische Gelfiltration
Wildtypisches TrpG eluiert bel der analytischen Gelfiltration als Dimer (Tabelle 5.22), ebenso
die Varianten TrpG_b6 und TrpG_b6 b9 (Tabelle 5.22). Im Unterschied dazu ist bei der
Mehrheit der TrpG Varianten ein gewisser Anteil an monomerem Protein nachweisbar. So
liegen TrpG_b7, TrpG_a5, TrpG_b6 a5 und TrpG_b5 b9 a5 zu etwa 2/3 als Monomere vor
und zu /3 als Dimere. Dagegen eluiert ein wesentlicher Anteil von TrpG_b9 und TrpG_b5b7b9
mit einem Molekulargewicht, das zwischen dem Dimer und dem Trimer liegt. Es fallt auf, dass
die Kombination mehrerer stretch-Austausche die Tendenz zur Monomerisierung erhéht. So
liegt TrpG_b5 zu einem groféen Teil (97%) as Aggregat vor (Elution im Ausschlussvolumen),
wahrend TrpG_b5 a5 zur Halfte und TrpG_b5 b9 a5 sogar zu %/; s Monomer duiert. Dies
bedeutet, dass sich die TrpG-Varianten tendenziell dem Oligomerisierungszustand von HisH
annahern, welches generell a's Monomer vorliegt (Kapitel 2).

Tabelle 5.22: Oligomerisierungszustand der TrpG stretch Varianten

Gezeigt sind die Ergebnisse der analytischen Gelfiltration auf einer kalibrierten Superdex75
Saule (Amersham-Pharmacia). Die Elution erfolgte bei RT mit 0.5 ml/min in 50 mM KP-
Puffer, pH 7.5, 300 mM KCI. Das berechnete Molekulargewicht fir monomeres TrpG ist
22,25kDa. Entsprechend ist ein TrpG-Dimer bel 44,5kDa zu erwarten, ein Trimer bel 66,8kDa.
Das berechnete Molekulargewicht fur monomeres HisH betrégt 23,1kDa. * = Der
entsprechende peak lag im AusschluRvolumen, welches fir die verwendete Superdex75 Saule
bei etwa 80kDa liegt. Das bedeutet, dass das apparente Molekulargewicht deutlich grol3er als
80kDa ist und das Protein somit als Aggregat vorlliegt.
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MW [kDa] | Oligomerisierungs-
Protein Vol g [ml] | Anteil [%] | apparent zustand
WT HisH WT 14,70 100 16,2 Monomer
TrpG WT 12,72 100 45,3 Dimer
stretch
Varianten
TrpG_b5 13,82 3 25,6 Monomer
9,44 97 > 80kDa* Aggregat
TrpG_b6 100 45,1 Dimer
TrpG_b7 14,36 68 19,3 Monomer
12,80 32 43,4 Dimer
TrpG_b9 14,61 5 16,9 Monomer
12,45 95 52,1 Dimer-Trimer
TrpG_a5 14,32 62 19,7 Monomer
12,74 39 44,8 Dimer
TrpG_b5a5 14,32 54 19,7 Monomer
12,53 46 50,0 Dimer-Trimer
TrpG_b6b7 14,41 4 18,8 Monomer
12,74 96 44,8 Dimer
TrpG_b6b9 12,74 100 44,8 Dimer
TrpG_b6a5s 14,56 67 17,4 Monomer
12,72 33 45,3 Dimer
TrpG-b5b7b9 14,25 1 20,4 Monomer
12,47 99 51,5 Dimer-Trimer
TrpG_b5b9a5 14,24 64 20,5 Monomer
12,75 36 44,6 Dimer

5.4.6.4 Limitierte Proteolyse zur Untersuchung der Stabilitat
Limitierte Proteolyse ist eine gut geeignete Methode, um die Stabilitét und die Flexibilité von

Proteinen zu untersuchen. Die TrpG stretch Varianten wurden mit Trypsin gemischt, welches
C-terminal der basischen Aminosduren Lysin und Arginin schneidet (4.4.6). Selbst nach
Inkubation bei RT O/N lief} sich tUber SDS-PAGE fir keine der Varianten proteolytischer
Abbau nachweisen. Dies gilt auch fur TrpG_b5, in die ein Lysin und drei Arginine eingeflgt
wurden (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass die eingefigten stretches sehr gut in die
Tertiarstruktur integriert wurden und es sich bel alen Varianten um kompakte und stabile
Proteine handelt.

5.4.7 Untersuchung auf stabile Interaktion mit HisF

Alle TrpG Varianten wurden mittels nativer PAGE und analytischer Gelfiltration auf eine
maogliche Interaktion mit HisF untersucht. Zusétzlich wurde die Interaktion von TrpG_b6 mit
HisF mittels Fluoreszenz- Emissions- Spektroskopie getestet.

In der nativen PAGE wurden die jeweiliges die TrpG-Variante und HisF einzeln und im 1:1
Gemisch analysiert. Die aufgetragenen Proteine werden nach GrofRe und Eigenladung (d. h.
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entsprechend ihrem pl-Wert) getrennt. HisF besitzt einen berechneten pl-Wert von 5,01, die
TrpG Varianten zwischen 6,00 und 8,72. Bei einer Interaktion zwischen zwel Proteinen wére
datt zweier Einzelbanden eine gemeinsame Bande zu erwarten. Als Positivkontrolle diente
HisH (Abbildung 5.42), als Negativkontrolle wurde TrpG_WT verwendet, welches keine
Anzeichen auf Interaktion mit HisF zeigt (Abbildung 5.32).

Weder bei TrpG Varianten mit einem ausgetauschten stretch, noch bei Kombinationen von bis
zu dre stretches konnte ein Hinweis auf stabile Interaktion mit Hisk WT gefunden werden
(Abbildung 5.42).

TrpG_b5 HisF TrpG_b5 TrpG_b6 Hisk  TrpG_b6 TrpG_b7 HisF  TrpG_b7
+HisF +HisF +HisF
*

'.;U - e

- o o -

TrpG_b9 HiskF  TrpG_bh9 TrpG_a& HiskF  TrpG_ab TrpG_b5a5  HisF  TrpG_b5a5
+HisF +HisF +HisF
- —
- -
TrpG_b6b7 HisF TrpG_b6b7 TrpG_b6b9 HisF TrpG_b6b9 TrpG_b6a5 HiskF  TrpG_b6as
HisF +HisF +HisF
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Abbildung 5.42: Native PAGE liefert keinen Hinweis auf eine Komplexbildung zwischen

TrpG stretch Varianten und HisF
Die TrpGVariante und HisF wurden jeweils einzeln und nach Mischung in einem molaren

Verhdtnis von 1:1 aufgetragen. Nur im Falle der Positivkontrolle HisH zeigte sich nach
Mischung eine neue Bande, die dem HisH:HisF Komplex entspricht (Beismann-Driemeyer,
2001).

Weiterhin wurden zur Analyse einer Komplexbildung der TrpG-Varianten mit HisF Gemische
beider Proteine (im molaren Verhdtnis 1:3, 3:1 und 1:1) mittels analytischer Gelfiltration
untersucht. Um TrpG-Dimere (Tabelle 5.23) zweifelsfrei von mdglichen TrpG:HisF
Komplexen unterscheiden zu konnen, wurden die Elutionsfraktionen Uber SDS-PAGE
analysiert. Die drei Varianten TrpG_b9, TrpG_b5a5 und TrpG_b5b7b9, die in isolierter Form
zur Bildung von groferen Oligomeren neigen (Tabelle 5.23), wurden nicht untersucht. Bel
keiner der untersuchten TrpG Varianten zeigte sich eine Verénderung im Laufverhalten in
Anwesenheit von HisF (Tabelle 5.23). Es liegen somit keine Hinweise auf Interaktion vor.

Tabelle 5.23: Analytische Gelfiltration liefert keinen Hinweis auf eine Komplexbildung
zwischen den TrpG stretch Varianten und HisF

Die TrpG-Varianten wurden in isolieter Form und nach Mischung mit HisF in einem
Verhdltnis von 1:1 auf eine Superdex/5 Saule aufgetragen und bei einer Flussrate von
0.5ml/min in 50mM KP-Puffer, pH 7.5, 300mM KCI eluiert. Das berechnete Molekulargewicht
flr HisF betrégt 27,7kDa, fir monomeres TrpG 22,25kDa, fur TrpG-Dimere 44,5kDa.

. Vol (et MW [kDa] . Hinweise auf
Protein [ml] apparent Protein Interaktion ?
HisF WT 13,73 26,8 HisF
TrpG WT 12,72 45,3 TrpG Dimer
TrpG_b5 + HisF 13,72 26,9 Aggregat nein
9,39 25,5 HisF

TrpG_b6 + HisF 13,78 26,1 HisF nein
12,71 45,5 TrpG Dimer

TrpG_b7 + HisF 14,29 20,0 TrpG Monomer nein




Ergebnisse und Diskussion — Kapitel 4 145

13,79 25,9 HisF
12,84 42,5 TrpG Dimer

TrpG_ab + HisF 14,30 19,9 TrpG Monomer
13,86 25,0 HisF nein
12,79 43,6 TrpG Dimer

TrpG_b6b7 + HisF 13,78 26,1 HisF nein
12,81 43,2 TrpG Dimer

TrpG_b6b9 + HisF 13,76 26,4 HisF nein
12,75 44,6 TrpG Dimer

TrpG_b6a5 + HisF 14,33 19,6 TrpG Monomer
13,78 26,1 HisF nein
12,73 45,0 TrpG Dimer

TrpG_b5b9a5 +| 14,28 20,1 TrpG Monomer

HisF 13,75 26,5 HisF nein
12,72 45,3 TrpG Dimer

TrpG_b6, welches das Trpl23 aus HisH enthdt, wurde analog zu HisH Kapitel 2 Uber
Fluoreszenz- Emissions- Spektroskopie auf Interaktion mit HisF untersucht. Da sich Trp123 an
der Kontaktflache befindet, wird es bei Komplexbildung mit Tryptophanfreem HisF vom
L 6sungsmittel abgeschirmt, was zu einer Erniedrigung des Emissionsmaximums von 344nm
auf 323nm fuhrt Hager, 2001). Die Zugabe von Tryptophan-freiem HisF zu TrpG_b6 fihrt
jedoch zu keiner Anderung des bei 295nm angeregten Emissionsspektrums und liefert somit
keinen Hinweis auf eine Interaktion zwischen HisF und TrpG_b6 (Abbildung 5.43).
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Abbildung 5.43: Fluoreszenzspektroskopie liefert keinen Hinwels auf eine
Komplexbildung zwischen TrpG_b6 und HisF

Das enzige Tryptophan in TrpG_b6 entspricht W123 aus HisH. Gezeigt sind

Fluoreszenzemissions- Spektren (Anregung bei 295nm) von 10uM TrpG_b6 in isolierter Form
(blau) und nach Mischung mit einer aquimolaren Menge an Trp-freiem HisF, HisF_ W156F,
(rot). Die Messung wurden in 10mM KP-Puffer, pH 7,5 bei 25°C durchgefuhrt.

5.4.8 Untersuchung auf funktionelle Interaktion mit HisF

Neben den Untersuchungen auf stabile Komplexbildung wurde Uber enzymkinetische
Messungen fir einige TrpG-Varianten (TrpG_b6, b7, b9) die Bildung eines transienten
Komplexes mit HisF untersucht.
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HisH_ WT und TrpG_WT sind nicht in der Lage, Glutamin ohne Bindung an ihre ligandierte
Synthase zu hydrolisieren und werden daher as konditionale Glutaminasen bezeichnet
(Knochel et al., 1999; Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Durch Bindung des Substrates
PRFAR (bzw. des Substratanalogons ProFAR oder das Produkt ImGP) an HisF wird jedoch im
Komplex die Glutamin-Hydrolyse durch HisH induziert (4.4.11.3.). Es wurde untersucht, ob
mit ProFAR ligandiertes HisF die Glutamin-Hydrolyse der getesteten TrpG-Varianten
induzieren kann.

Die TrpG Varianten b6 und b9 hatten wie der TrpG_WT weder in isoliertem Zustand noch in
Anwesenheit von ligandiertem HisF messbare Glutaminase-Aktivitdt. Dagegen zeigte sich, dass
TrpG_b7 bereits in Abwesenheit von HisF zur Hydrolyse von Glutamin beféhigt ist und diese
Aktivitdt durch die Zugabe von HisF und ProFAR nicht weiter gesteigert wird. Die
Experimente liefern somit keinen Hinweis auf eine funktionelle Interaktion zwischen TrpG_b7
und HisF. Sie belegen jedoch, dass die konditionale Glutaminase TrpG durch den Austausch
des wildtypischen b-Stranges 7 gegen den entsprechenden Strang aus HisH in eine konstitutive
Glutaminase umgewandelt wurde (Abbildung 5.44). Dies lasst den Schluss zu, dass der stretch
b7 von TrpG eine oder mehrere Aminosauren enthdlt, welche im wildtypischen TrpG-Protein
die unkontrollierte Glutamin-Hydrolyse verhindern.
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Abbildung 5.44: TrpG_b7 ist im Gegensatz zu wildtypischem TrpG eine konstitutive
Glutaminase

Zur Messung der Glutaminaseaktivitdt in 50mM Tris Acetat pH8,5 wurden jeweils TrpG_b7
(orange) bzw. TrpG (blau) in Abwesenheit von HisF und ProFAR eingesetzt. Die Anayse der
gezeigten Séttigungskurve von TrpG_b7 ergab mit einem h%/perbolischen Fit ergab flr
TrpG_b7 einen K" von 36mM und einen keg-Wert von 1,5min .

Interessanterweise zeigt HisH b7 ebenfalls eine konstitutive Glutaminase-Aktivitét (Kapitel 2).
Im Unterschied zu TrpG_b7 ist in HisH_b7 die Anwesenheit von HisF erforderlich an das
jedoch kein Ligand gebunden sein muss (Tabelle 5.24). Dies bedeutet, dass in beiden

Glutaminasen Aminoséauren in b-Strang 7 den ,molekularen Schalter” zur Regulation der
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Glutamin-Hydrolyse bilden. Dies wére ein weiterer deutlicher Hinweis auf die gemeinsame
Evolution von HisH und TrpG

In HisH_b7 reicht der Austausch des konservierten Tyrosins an Position 138 aus, um die
Regulation der Glutaminase aufzuheben (Tabelle 5.24). In TrpG befindet sich im ersetzten
stretch b7 mit Tyr 131 lediglich ein streng konservierter Rest. Der Austausch von Tyr 131 wird
zeigen, ob auch in TrpG ein einzelner Rest eine Schllisselposition in der Regulation der
Glutaminase-Aktivitét einnimmt.

Tabelle 5.24: Der ,, molekulare Schalter* zur Regulation der Glutaminase-Aktivitéten von
TrpG und HisH liegt jeweilsin b-Strang 7

Schematischer Uberblick Gber die stimulierte und unstimulierte Glutaminase-Aktivitdt von
wildtypischem HisH und TrpG, sowie der Varianten HisH_b7 und TrpG_b7.

Glutaminase-Aktivitét HisH WT HisH b7 TrpG_WT TrpG_b7
in isolierter Form nein nein nein ja
mit nicht- ligandiertem HisF nein ja nein ja
rl_r:iitSFProFA R- ligandiertem ia ja nein ja

Zusétzlich wurde die Glutamin-abhéangige ImGP-Synthase Reaktion von HisF (Kapitel 2) in
Anwesenheit von TrpG b6, b7 und _b9 untersucht. Es konnte in keinem Fall eine Aktivitét
detektiert werden.

54.9 Ubersicht Uber die Ergebnisseder TrpG stretch Varianten

Die Eigenschaften von HisH, wildtypischem TrpG und den TrpG stretch Varianten sind in
Tabelle 5.25 zusammengefasst. Neben der Grolie der Proteine (Anzahl der Aminosauren) ist der
Antell veranderter Aminosauren aufgelistet, welcher fur die TrpG-Varianten zwischen 1% und
10% liegt. Aus der Tabelle geht auch hervor, dass bis zu 63% der HisH-Kontaktflache
(TrpG_a&5h6) und bis zu 67% der in HisH konservierten Aminoséduren der Kontaktflache
(TrpG_abb6 und TrpG_b6b7) auf TrpG Ubertragen wurden. Weiterhin sind die Ergebnisse der
Untersuchungen zur Stabilitdt, zur Oligomerisierung, zur Bindung an HisF, sowie zur
Glutaminase-Aktivitét der TrpG Varianten verglichen.
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Tabelle 5.25: Gegeniiberstellung der Eigenschaften von HisH, wildtypischem TrpG und
den TrpG stretch Varianten

! hach dem Kriterium 5A Radius (siehe Kapitel 1) sind insgesamt 24 Aminosauren in HisH Teil
der Kontaktflache, 12 davon sind streng konserviert;

2 fur die TrpG Varianten wurden zur Reinigung keine stringenteren Hitzeschritte (mehr as
60°C / langer als 20min) getestet;

% es ist nur der iiberwiegende Oligomerisierungszustand aufgelistet; Mono = das apparente
Molekulargewicht (MW) entspricht einem Monomer (ca. 22kDa), Di-Tri = MW zwischen
Dimer und Trimer; Aggreg = Aggregate: Protein eluiert im Ausschlussvolumender Saule (MW
> 80kDa).
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5.4.10 Zusammenfassung

Die TrpG stretch Varianten konnten trotz der Vielzahl von bis zu 20 Aminosdure-
Austauschen in grof3en Mengen und in léslicher Form durch heterologe Genexpression in E.
coli gewonnenwerden. Die Ausbeuten betrugen teilweise Uber 100 mg gereinigtes Protein pro
Liter Kulturmedium. Alle Varianten zeigen eine dem wildtypischen Protein vergleichbare
Hitzestabilitdt, was zu ihrer Aufreinigung genutzt wurde, und sind stabil gegentber
proteolytischem Verdau durch Trypsin. Dies belegt, dass sie eine kompakte Tertiarstruktur
aufweisen, die vermutlich der von wildtypischem TrpG sehr a@hnlich ist. Analytische
Gelfiltration zeigte jedoch fir die meisten Varianten eine signifikante Reduzierung der
Dimerisierungstendenz, die im wildtypischen TrpG sehr ausgepragt ist. TrpG_b7, TrpG_ab,
TrpG_b5a5, TrpG_b6ab und TrpG_b5 b9 ab liegensogar Uberwiegend in monomerer Form
vor. Dies |l&sst die Vermutung zu, dass vor alem das Einfligen der HisH-Aminosauren aus b-

Strang 7 und a-Helix 5 zur Bildung der fir wildtypisches HisH typischen Monomere fihrt.

In den TrpG stretch Varianten wurden bis zu 63% der Aminosduren, die in HisH die
Kontaktflache mit HisF bilden, an &guivalenter Position eingebaut. Dabei wurden
konservierte Aminosauren besonders beriicksichtigt. Dennoch konnten fir keine der 11
detailliert charakterisierten TrpG-Varianten im yeast-two-hybrid System in vivo oder mittels
nativer PAGE, analytischer Gelfiltration, Fluoreszenzspektroskopie in vitro Hinweise auf eine
stabile Interaktion mit HisF erhalten werden

Die Messungen der Glutaminase-Aktivitdten von TrpG_6, 7 und _b9 Varianten ergaben
ebenfalls keinen Hinweis auf eine Interaktion mit HisF. Jedoch wurde durch den Austausch
von stretch b7 die konditionale Glutaminase-Aktivitdét von TrpG in ene konstitutive
umgewandelt, so dass TrpG_b7 in isolierter Form Glutamin hydrolisieren kann. In dhnlicher
Weise wurde durch den Austausch von stretch b7 die konditionale Glutaminase-Aktivitét von
HisH in eine konstitutive umgewandelt. In HisH_b7 ist die Glutaminase Aktivitét jedoch
noch von HisF, nicht jedoch von dessen Liganden ProFAR abhangig (Kapitel 2). Dies |asst
den Schluss zu, dass der stretch b7 sowohl in HisH als TrpG diejenigen Aminosduren enthalt,
die imwildtypischen Komplex (mit HisF bzw. TrpE) die unkontrollierte Glutamin-Hydrolyse
verhindern. In HisH ist hierfir Tyr138 entscheidend, in TrpG moglicherweise Tyr131.
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6 Abschliel3endeDiskussion

6.1 Struktur und Funktion der I midazolglycerinphosphat-Synthase

Die Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus der Histidin-Biosynthese ist as ein
vergleichsweise einfaches Modellprotein zur Analyse der strukturellen Grundlagen
funktionaler Protein-Protein Wechselwirkungen gut geeignet und wurde daher in den letzten
Jahren intensiv am Beispiel des HisH:HisF Komplexes aus T. maritima und des HIS7
Fusionsproteins aus der Hefe untersucht (Chittur et al., 2000; Klem et al., 2001; Beismann-
Driemeyer & Sterner, 2001; Chaudhuri et al., 2001; Douangamath et al., 2002; Myers et al.,
2003; Chaudhuri et al., 2003; Amaro et al., 2003, 2005).

Dabei standen und stehen drei Fragen im  Mittelpunkt: 1. Welches sind die
Kataysemechanismen der isolierten Glutaminase (HisH-) und Synthase (HisF-)
Teilreaktionen? 2. Wie wird die HisH-Reaktion durch die Substratbindung an HisF stimuliert?
3. Auf welchem Wege gelangt der Ammoniak vom aktiven Zentrum von HisH Uber eine
Strecke von 25 A und die 16sungsmittel zugéngliche Kontaktflache der beiden Untereinheiten
hinweg zum aktiven Zentrum von HisF?

Die Frage nach dem Mechanismus der Glutaminhydrolyse an HisH kann durch
Analogieschliisse aus der Untersuchung anderer Glutamin- Amidotransferasen relativ
eindeutig beantwort werden. Die Reaktion wird durch eine katalytische Triade (Cys-His-Glu)
ermoglicht und erfolgt Uber zwe tetraedrische Intermediate und einen Glutamyl- Thoester
(Thoden et al., 1999).

Im Zusammenhang mit der Reaktion der Synthase HisF wurden in der Rontgenstruktur von
HIS7-Kristallen, die mit PRFAR gesoakt wurden, mehrere zentrale Kontakte zwischen der
HisF Domane und dem Substrat identifiziert (Chaudhuri et al., 2003). Daran sind zum einen
die Agpartate Asp245 (entspricht Aspll in tmHisF) und Aspd404 (Aspl30 in tmHisF) beteiligt.
Der ,ImGP*-Tell von PRFAR tritt mit der C-terminalen Phosphatbindestelle (Asp474,
entspricht Aspl176 in tmHisF) in Wechselwirkung, der ,, AICAR" Teil entsprechend mit der N-
terminalen Phosphatbindestelle. Besonders auffallend war eine Interaktion zwischen Lys258
(entspricht Lys19 in tmHisF), das im flexiblen Loop 1 zwischen b-Strang 1 und a-Helix 1
liegt (Chaudhuri et al., 2001; Douangamath et al., 2002), und dem Glycerinphosphatteil von
PRFAR. Dies deckt sich mit der Struktur von HisF aus Pyrobaculum aerophilum, in dem der
entsprechende Lysinrest mit gebundenen Glycerinmolekllen interagiert (Banfield et al.,
2001). Der Austausch von Lys258 gegen Alanin oder Arginin in HIS7 und der Austausch von
Lys19 gegen Serin in HisF fuhrte zu verringerten katalytischen Aktivitéten, weshalb dieser
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Rest an der HisF-Reaktion bzw. der Signallbertragung zwischen HisF und HisH in einer
bisher nicht ndher charakterisierten Weise beteiligt sein konnte (Beismann-Driemeyer &
Sterner, 2001; Myers et al., 2003). Zweifellos essentiell fur die Synthasereaktion sind Aspll
und Aspl30 an den Gterminalen Enden von b-Strang 1 und b-Strang 5, deren Austausch
gegen Asparagin jewells zu einem Abfal des keg-Wertes von HisF um mindestens 4-5
GroRenordnungen fuhrte. Aufbauend auf diesem Ergebnis wurde ein Modell fir den
Reaktionsmechanismus vorgeschlagen, in dem Aspll als allgemeine Base und Aspl30 als
allgemeine Saure wirkt (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Durch einen nukleophilen
Angriff des Ammoniak an der Carbonylfunktion des Ribulosyteils von PRFAR wird unter
Eliminierung von Wasser ein Imin und das erste Produkt AICAR gebildet. Daraufhin wird der
Imidazolring des zweiten Produktes ImGP geschlossen (Beismann-Driemeyer & Sterner,
2001).

Weniger eindeutig waren bisher die Ergebnisse bel der Suche nach Resten, die an der
Aktivierung der Glutaminasereaktion und dem Ammoniaktransport beteiligt sind. In diesem
Zusammenhang wurden vor allem einzelne Reste im Inneren des Fasses von HisF und an der
Kontaktflache der beiden Untereinheiten (HisH:HisF Komplex) bzw. der beiden Doménen
(HIS7) untersucht. Im hochkonservierten Salzbriickencluster (Args-Glud6-Lys99-Glul67),
der im Inneren des HisF-Fasses die HisH benachbarte Schicht 4 bildet (Abbildung 5.6) fuhrte
die Subgtitution von Arg239 in HIS7 bzw. Arg5 in HisF gegen verschiedene andere Reste zu
einer 1000- bzw. 400-fachen Abnahme des k4-Wertes, wahrend die ammoniumabhangige
Reaktion unbeeintrachtigt blieb bzw. sich nur relativ geringflgig verschlechterte (Myers et
al., 2003; Hager, 2001). Ein analoges Ergebnis wurde fir die ArgbSHis Variante des
HisH:HisF Komplexes von E. coli erhalten (Klem et al., 2001). Daraus wurde in
Zusammenhang mit Computermodel lierungen geschlossen, dass die lange Seiterkette dieses
Argininrestes eine Wand gegen das Ldsungsmittel bildet und dadurch die Abdiffusion des
Ammoniak auf seinem Weg von HisH zu HisF verhindert (Amaro et al., 2005). Dafur spricht,
dass in den Arg239Ala bzw. Arg239Lys Varianten auf 122 bzw. 40 hydrolysierte
Glutaminmolekile nur ein gebildetes IMGP kommt (Myers et al., 2003). Weit weniger
drastisch wirkt sich die Substitution des Salzbriickenrestes Lys360 in HIS7 bzw. Lys99 in
HisF aus. Die Lys360Arg Variante weist sowohl in der Glutamin- as auch in der
ammoniumabhangigen Reaktion eine nur 10-fache Reduktion des k.i-Wertes auf (Myers et
al., 2003), wahrend der kex-Wert der Lys99L eu Variante von HisF sowohl in der Glutamin
abhangigen Gesamtreaktion als auch in der ProFAR-stimulierten HisH-Teilreaktion identisch
mit dem des wildtypischen Enzyms ist (Mohrltder, 2003). Dem Lysinrest kommt somit weder
in der Aktivierung der Glutaminase noch im Transport des Ammoniaks eine wichtige Rolle
zu. Auch der Austausch von Thr74 in Schicht 3 des HisF-Fasses gegen chs volumindsere
Leucin fuhrt weder in der Glutamin- noch in der ammoniumabhangige Reaktion zu einer
deutlichen Aktivitétseinbul3e (Hager, 2001). Lediglich der Doppelaustausch Thr74Leu plus



Abschlieffende Diskussion 153

Ser101lle in Schicht 2 hat in der Glutamin-abhangigen Reaktion eine 40-fache Reduktion der
katalytischen Effizienz zur Folge, ist jedoch auch in der ammoniumabhangigen Reaktion
beeintrachtigt (Hager, 2001). Dies bedeutet, dass durch die Substitution zweier kleiner polarer
durch zwei grof3e hydrophobe Seitenketten der Ammoniaktransfer durch das Innere des HisF-
Fasses nicht entscheidend behindert wird. Gleiches gilt fur die hier charakterisierte Variante
Thr78Met (Abbildung 5.15; Tabelle 5.17-Tabelle 5.19).

In der vorliegenden Arbeit wurden die beschriebenen Mutationsanalysen an der Kontaktflache
zwischen HisH und HisF vertieft und erweitert. Dadurch sollten vor alem solche
Aminosduren identifiziert werden, die an der Kommunikation zwischen den beiden
Untereinheiten beteiligt sind. Als Auswahlkriterien fur zu testende Reste dienten neben ihrer
Lokalisation an der Kontaktflache ihre Konservierung und ihre Einbindung in
intermolekulare, ligandenabhéngige Wasserstoffbriicken (Abbildung 5.13; Tabelle 5.3).
Dabei wurde neben GIn123 aus HisF vor allem Reste aus HisH einzeln oder in Form
zusammenhangender Sequenzabschnitte gegen Alanin bzw. gegen die entsprechenden
Abschnitte aus der verwandten Glutaminase TrpG ausgetauscht ©.3). Die Ergebnisse der
strukturellen und enzymkinetischen Charakterisierungen der HisH und HisF Varianten sind in
Kapitel 2 zusammengestellt und diskutiert. Insgesamt erwies sich der Kontaktbereich
bemerkenswert tolerant gegeniiber Aminosauresubstitutionen. Alle HisH Varianten bildeten
stabile Komplexe mit wildtypischem HisF aus (Abbildung 5.21; Tabelle 5.15; Tabelle 5.16)
und die meisten dieser Komplexe waren sowohl in der Gesamtreaktion als auch in den HisH-
und HisF-Tellreaktionen vergleichbar aktiv wie der wildtypische HisH:HisF Komplex
(Tabelle 5.17-Tabelle 5.19). So fuhrten der Austausch des konservierten Ser183 gegen Alanin
und die Substitutionen in HisH_b6 und HisH_b9 zu keinen signifikanten Veranderung der
katalytischen Aktivitéten, lediglich war in den beiden stretch Varianten eine Abnahme der
Glutaminaffinitdt nachzuweisen (Tabelle 5.17-Tabelle 5.19). Bei den Einzelaustauschen zeigt
sich die deutlichste Beeintréchtigung der Gesamtreaktion in der Variante HisH_R117A, deren
katalytische Effizienz etwa 1000-fach herabgesetzt ist. Auch ist die katalytische Effizienz der
HisH-Teilreaktion 20-fach herabgesetzt. Der Rest R117 bildet Wasserstoffbriicken zu den
HisF-Resten T195 und D219, die wiederum Uber b-Strang 7 mit der C-terminalen
Phosphatbindestelle von PRFAR verknlpft sind. Diese wird vom ImGP-Teil von PRFAR
besetzt, wahrend AICAR an die N-terminale Phosphatbindestelle bindet (Chaudhuri et al.,
2003). Da ImGP zu einer deutlich stérkeren Aktivierung der Glutaminase-Aktivitét fuhrt als
AICAR (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001; Myers et al., 2003) scheint die Gterminae
Phosphatbindestelle eine wichtigere Rolle bel der Signaltransduktion zu spielen, die nach den
vorliegenden Ergebnissen vom aktiven Zentrum von HisF tber T195 bzw. D219 zu R117 und
von dort weiter zur katalytischen Triade von HisH verlaufen konnte. Die katalytischen
Effizienzen der glutaminabhangigen Gesamtreaktion und der HisH-Teilreaktion der Variante
N124A sind gegentiber dem wildtypischen Enzym um den Faktor 200 bzw. 30 herabgesetzt,
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d.h. die beobachteten Effekte sind denen von R117A &hnlich. Der Rest N124 bildet eine
Wasserstoffbriicke mit dem N-terminalen Methionin von HisF und kdnnte Uber den b-Strang
1 mit Lys19 im flexiblen Loop 1 zwischen b-Strang 1 und a-Helix 1 interagieren. Lys19
(entspricht Lys238 in HIS?) interagiert mit dem ImGP-Tell von gebundenem PRFAR (siehe
oben; Chaudhuri et al., 2003), womit sich - &@hnlich wie bal der R117A Variante diskutiert -
eine Signalkette vom aktiven Zentrum von HisF zur katalytischen Triade unter Einbeziehung
von HisF_Lys19, Hisk Metl und HisH_N124 konstruieren |8sst.

Die qualitativ auffallendsten Anderungen waren fur die Varianten HisH_b7 und HisH_Y 138A
Zu beobachten, die - im Gegensatz zum wildtypischen HisH - schon in Abwesenheit von
PRFAR die HisH-Glutaminase-Reaktion mit einer messbaren Rate katalysieren (Tabelle 5.19;
Abbildung 5.25).

Sowohl in HIS7 ds auch im HisH:HisF Komplex aus E. coli sind basale Glutaminase-
Aktivitéten in Abwesenheit von Synthase-Liganden nachweisbar (Chittur et al., 2000; Klem
& Davisson, 1993). Fur HIS7 wurde nachgewiesen, dass die Bindung von PRFAR bzw. des
reduzierten Analogons rPRFAR den Ky®" nicht beeinflusst und die Aktivierung
ausschliefdlichauf eine fast 5000-fache bzw. 3000- fache Erhdhung des k¢4 zuriickgeht (Myers
et al., 2003). In friheren Untersuchungen war gezeigt worden, dass wildtypischer T. maritima
HisH:HisF Komplex in Abwesenheit von ProFAR Glutamin mit einem Ky von 0,53 mM
bindet, was in etwa dem unter séttigender ProFAR Konzentration bestimmten Ky " von 0,32
mM entspricht (Hager, 2001; Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Offensichtlich hangt
auch in der ImGP-Synthase von T. maritima die Bindung von Glutamin nicht von der
Anwesenheit eines HisF-Liganden ab, wohl jedoch die Glutamin-Hydrolyse. Da HisH auch in
isolierter Form (ohne HisF) Glutamin nicht umsetzen kann, muss wildtypisches HisH in einer
inaktiven Konformation vorliegen, die durch die Bindung von ProFAR (oder PRFAR oder
ImMGP) an HisF in eine aktive Konformation Ubergefthrt wird. In HisH b7 bzw.
HisH_Y 138A scheint diese Aktivierung konstitutiv zu erfolgen und nicht langer auf ProFAR-
induzierte und von HisF auf HisH Ubertragene K onformationsanderungen angewiesen zu sein.
Welcher Art konnte die Aktivierung sein? In frihren Arbeiten wurde postuliert, das in apo-
HIS7 die katalytische Triade der Glutaminasedoméane wegen einer fehlenden Oxyaniontasche
nicht aktiv ist (Chaudhuri et al., 2001). Danach missten durch Ligandenbindung induzierte
Konformationséanderung zur Umorganisation der Tasche fihren, was aber mittels
Rontgenstrukturanalyse nicht beobachtet werden konnte (Chaudhuri et al., 2003). Auch
unterscheiden sich die Konformationen der Seitenketten der katalytischen Triade im
HisH:HisF Komplex in An- und Abwesenheit von ImGP nicht sichtbar (Vega-Fernandez,
Héger, Sterner, Wilmanns, unveroffentlichte Ergebnisse). Eine andere Méglichkeit wére, dass
GIn123 aus HisF in einer genauer zu definierenden Weise das aktive Zentrum von HisH
vervollstandigt. Dafur spricht, dass der entsprechende Rest in Q397 in His7 mit gebundenem
Glutamin-Analog Acivicin interagiert (Chaudhuri et al., 2001). Die Charakterisierung der
Variante HisF_Q123A deutet jedoch nur auf eine geringe Beteiligung der Seitenkette an der
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Glutaminbindung, jedoch nicht an seiner Hydrolyse hin (Tabelle 5.19). Es bleibt daher
festzustellen, dass die bisher vorliegenden Rontgenstrukturen keinen eindeutigen Hinwels
darauf geben, warum die katalytische Triaden von HIS7 und HisH:HisF nicht aktiv sind bzw.
durch welche Mechanismen sie in eine aktive Konformation tbergefihrt werden. Somit kann
auch nicht vollstandig erklart werden, warum der Austausch von b-Strang 7 bzw. von Tyr138
zu einer konstitutiven Glutaminase-Reaktion fuhrt. Die bisherigen Ergebnisse zeigenjedoch
eindeutig, dass Tyrl38 eine Schlisselrolle in der Vermittlung der Ligandeninduzierten
Glutaminasereaktion zukommt, vermutlich weil dieser Rest Wasserstoffbriicken sowohl zum
His178 der katalytischen Triade in HisH als auch zum Lys99 des Salzbriickenclusters in HisF
ausbildet @bbildung 5.11). Man konnte sich vorstellen, dass im apo-Enzym Tyrl38 das
His178 in einer nicht-produktiven Konformation hélt. Bei der Bindung von ProFAR kénnte es
zu einer Konformationsanderung des Lys99 kommen, die zu einer Aufhebung oder Anderung
der Wasserstoffbriicke mit Tyr138 fuhrt. Dies kénnte dadurch in eine Konformation tberfihrt
werden, in der sein Einfluss auf His178 abnimmt und die Hydrolyse von Glutamin erfolgt.
Erschwert wird die Erklarung des Effektes durch Ergebnisse der Mutationsanalyse des
entsprechenden Tyr144 in HIS7. Die Variante Tyr144F zeigt wildtypische Aktivitét sowohl in
der ammonium- als auch in der glutaminabhangigen Reaktion (Amaro et al., 2005). Es besteht
die Aussicht, dass die Rontgenstrukturen von HisH_b7 und HisH_Y138A im Komplex mit
wildtypischem HisF hier weitere Aufschliisse bringen. Entsprechende Kristallisationsansétze
sind in Planung.

In einigen anderen Glutamin- Amidotransferasen kann dhnlich wie in der ImGP-Synthase
Glutamin jederzeit binden und seine Hydrolyse durch das Substrat der Synthase induziert
werden. Ein Beispid ist die CPS aus E. coli, deren basale Glutaminase-Aktivitéat durch die
Anwesenheit von Synthase-Liganden signifikant erhdht wird (Miles et al., 1998; Miles &
Raushel, 2000). Im Unterschied dazu ist die Anthranilat-Synthase aus S. solfataricus nicht
befahigt, Glutamin zu binden. Erst die Anwesenheit des Synthase-Substrates Chorismat fuhrt
zu einer Konformationsadnderung, die die katalytische Triade zugénglich macht und sowohl
Glutamin-Bindung, a's auch -Hydrolyse ermdglicht (Knéchel et al., 1999). Die strukturellen
Grundlagen dieser unterschiedlichen Mechanismen der Aktivierung der Glutaminase durch
die Synthase sind nicht im Detail verstanden

6.2 DieEvolution der GATasen

Bereits in den 70er Jahren lieferte die Isolierung amphibolarer Glutaminasen erste Hinweise
auf einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung der Glutaminasen der Klasse | (Sawula &
Crawford, 1972; Kane, 1977, Buvinger et al., 1981). Nach Yanofsky (1984) soll es eine
urspringliche unspezialisierte prokaryotische Glutaminase gegeben haben, die mit
verschiedenen Synthasen interagieren konnte. Aus dieser sollen sich dann durch
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Genduplikationen und Diversifikationen die heutigen spezialisierten Glutaminasen entwickelt
haben, die in der Regel nur noch mit einer Synthase wechselwirken. Daflr sprechen
identische katalytische Triaden (Cys-His-Glu), ein identischer Faltungstyp @/b Hydrolase),
sowie die konservierte Lage der Kontaktflache zur Synthase.

Die vorliegende Arbeit lieferte eine Reihe von Indizien fir einen gemeinsamen evolutiven
Ursprung der Glutaminasen HisH und TrpG. Der Uber DALI ermittelte ZWert von 16,1 fur
HisH aus T. maritima und TrpG aus S solfataricus ist ein deutlicher Hinweis auf eine
evolutive Verwandtschaft (Kapitel 1), die durch die Superpositionierung (rmsd von 1,16 A fiir
die Cy-Atome) der Struktur von HisH und eines Models (SWISS Model) der TrpG-Struk tur
aus T. maritima weiter erhartet wird (Kapitel 3).

Die Andyse der HisH und TrpG stretch Varianten, chimére Protein, in denen jeweils
Sekundérstrukturelemente des einen durch die entsprechenden Elemente aus dem anderen
Enzym ersetzt wurden, spricht ebenfalls flr einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung. So
konnten TrpG stretch Varianten mit bis zu 3 Sekundarstrukturelementen und 14 Aminoséuren
aus HisH (TrpG_a5 b5 b7) und ebenfalls HisH stretch Varianten mit bis zu 6 Aminosduren
aus TrpG (HisH_b6) hergestellt werden. Alle diese Varianten waren stabil gegentiber Erhitzen
und proteolytischem Abbau und zeigten dhnliche Fluoreszenz- und CD-Spektren wie die
wildtypischen Ausgangsproteine (Kapitel 2 und 4).

Den deutlichsten Hinweis auf einen gemeinsamen Ursprung liefern die Varianten HisH_b7
und TrpG_b7, die beide statt der wildtypischen konditionalen eine konstitutive Glutaminase-
Aktivitdt zeigen (Tabelle 5.24; Abbildung 5.25; Abbildung 5.44). Dies bedeutet, dass durch
den wechselseitigen Austausch von 4 Aminosauren in b-Strang 7 die Regulation der
Glutaminase-Aktivitdten von HisH bzw. TrpG durch die jpweilige Synthase eingeschrankt
bzw. ganzlich aufgehoben wird. So ist HisH_b7 ist auch in Abwesenheit eines HisF-Liganden
zur Hydrolyse von Glutamin befahigt Abbildung 5.25), wahrend fur TrpG_b7 sogar in
Abwesenheit der Synthase TrpE eine signifikante Glutaminase-Aktivitdt nachgewiesen wurde
(Abbildung 5.44). Dies bedeutet, dass in beiden Enzymen ein molekularer Schalter zur
Regulation der Glutamin-Hydrolyse in b-Strang 7 liegen muss. In HisH konnte der Effekt
groftentells der Aminosaure Y138 zugeschrieben werden, wahrend in TrpG bisher keine
vergleichbar bedeutende Aminosaure identifiziert wurde In b-Strang 7 befindet sich jedoch
auch in TrpG ein konserviertes Tyrosin an Position 131. Es ware interessant, zu Uberprifen,
ob ein Austausch dieses Y131 fir die Etablierung der konstitutien Glutaminase-Aktivitét
alleine verantwortlich ist. Dartiber hinaus stellt sich die Frage, ob auch andere Glutaminasen
der Klasse | durch den Austausch von b-Strang 7 kongtitutive Glutaminase-Aktivitét
entfalten.
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Wildtypisches HisH liegt in isolierter Form as Monomer vor, wahrend wildtypisches TrpG
Dimere bildet (Tabelle 5.22). Interessanterweise zeigen TrpG stretch Varianten mit
Austauschen in b-Strang 7 und a-Helix 5 eine Tendenz zur Monomerisierung, wahrend die
HisH stretch Varianten jeweils zur etwa 30% as Dimere vorliegen (Tabelle 5.14; Tabelle
5.22). Durch eine vergleichsweise geringe Anzahl von Austauschen an der Oberflache konnte
somit eine Ubertragung der Eigenschaft , Oligomerisierungszustand® von HisH auf TrpG,
sowie in umgekehrter Richtung, erreicht werden.

Alle charakterisierten HisH stretch Varianten bilden stabile Komplexe mit HisF aus, wahrend
keine der untersuchten TrpG stretch Varianten nachweisbar mit HisF interagiert. Dies
bedeutet zum einen, dass die HisH:HisF Interaktionen in struktureller und funktioneller
Hinsicht sehr robust sind (siehe oben). Zum anderen genligt selbst die Transplantation eines
grofen Teils der Kontaktflache von HisH in TrpG offensichtlich nicht, um den angestrebten
TrpG:HisF Komplex herzustellen. Eine mdgliche Ursache konnte darin begrindet liegen, dass
TrpG aus T. maritima nattrlicherweise als TrpG-TrpD Fusionsprotein vorliegt, dessen zweite
Domaéne die Anthranilat-Phosphoribosyltransferase (TrpD) bildet (Sterner et al., 1995; Ivens,
1998). Es wurde kirzlich gezeigt, dass nur TrpG-TrpD, nicht aber isoliertes TrpG, einen
stabilen und funktiorelen Komplex mit TrpE bildet (Felix List, personliche Mitteilung). Um
die Rolle von TrpD bei der TrpG-TrpD:TrpE Komplexbildung und damit auch bei der
angestrebten TrpG:HisF Komplexbildung abschdtizen zu koénnen, ist die Lésung der
Rontgenstruktur des Anthranilat-Synthase Komplexes aus T. maritima erforderlich. Fir die
bisher geldsten Strukturen der TrpG:TrpE Komplexe wurden verschiedere Anordnungen der
beiden [TrpG:TrpE] Einheiten gefunden (Abbildung 1.4). TrpE aus T. maritima ist en
monomeres Protein (Felix List, personliche Mitteilung), wahrend TrpG und TrpG-TrpD as
Dimere vorliegen (Kapitel 3; Ivens, 1998). Diese Ergebnisse deuten auf ein Heterotetramer
[TrpGD:TrpE]2 (&hnlich dem Heterotetramer [TrpG:TrpE], aus S. solfataricus) hin, in dem
zwel TrpG-Doménen assoziieren und je eine TrpEDomane mit dem TrpG-TrpD-
Fusionsprotein interagiert. Aus dieser Struktur sollten sich weitere Einblicke in die Interaktion
von TrpG mit TrpE ziehen lassen, die fir das Design eines TrpG:HisF Komplexes wichtig
sein konnten. Bis dahin sollten die TrpG Varianten im Kontext des TrpG-TrpD-
Fusionsproteines nochmals hergestellt und auf ihre Interaktion mit HisF Gberpriift werden.
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8 Abkulrzungsverzeichnis

Aminosauren wurden gemad der Einbuchstaben oder Dreibuchstaben Schreibweise

abgekirzt. Be Benennung der Selektiv-Medien fir S. cerevisae wurden die Aminosauren
durch ihre Anfangsbuchstaben abgekirzt.

PRFAR

ProFAR

ade?
AICAR
Amp
APS
AS
ATP
Ax

bla

bp
BSA

bzw.

CD
cm
CPRG
CPK

CPS

N’-[ (5 -phosphoribul osyl)- formimino]-5-aminoimidazol- 4- carboxamid-
ribonukleotid

N’-[(5 -phosphoribosyl)-formimino]-5-aminoimidazol-4- carboxamid-
ribonukleotid

Absorption; Adenin; Ampére

Angstrom (1 A =10 m)

Phosphoribosylaminoimidazol- Carboxylase aus S. cerevisae

5’- Aminoi midazol-4-carboxamid-Ribonucl eotid

Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure, Anthranilat- Synthase

Adenosintriphosphat

Absorption bei einer Wellenléange x nm

[3-Lactamase-Gen

Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)

beziehungsweise

|6dliche Fraktion des Zellextraktes (crude extract); Cytosin
Konzentration

circa

Chloramphenicol-Acatyl-Transferase

Circulardichroismus

Zentimeter (1* 102 m)

Chlor-Phenol-Red-b-D-Galactopyranosid

Farbschema zur Darstellung von Atomen nach Corey, Pauling und
Koltun

Carbamoylphosphat- Synthase
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C-termina Carboxyterminales Ende einer Polypeptidkette

Ccv Saulenvolumen (column volume)

d Schichtdicke der Kivette [cm]

d.h. das heil3

Da Dalton [¥/mol]

DALI distance matrix alignment

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat (N = A, C, Goder T)

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukl eotidtriphosphate

dsDNA doppel stréngige Desoxyribonukleinsaure

Dx XxmM DTT

E. cali Escherichia coli

Eo Enzymkonzentration

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

etal. und andere (Autoren) (et alii)

EtBr Ethidiumbromid

Ex xmM EDTA

F Farad

f V erdinnungsfaktor

FPLC fast performance liquid chromatography

fw Zéllfrischgewicht (fresh weight)

g Gramm; Zentrifugal beschleunigung

G Guanosin

GATase Glutamin-Amido-Transferase

GDH Glutamat Dehydrogenase

GdmcCl Guanidiniumchlorid

H |6slicher Uberstand des Hitzeschritts

h Stunde

HEC Hydroxyethylcellulose

his Gene, die fur Enzyme des Histidinbiosyntheseweges kodieren, z.B.
kodiert hisF fur das Enzym HisF

his3 I midazol eglycerolphosphate Dehydratase aus S. cerevisae

HisA 5 -ProFAR Isomerase
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HisB I midazol glycerinphosphat-Dehydratase

HisF Synthase-Einheit der ImGP-S

HisG Adenosintriphosphat- Phosphoribosyltransferase

HisH Glutaminase-Einheit der IMGP-S

Hisl-E Phosphoribosyl- ATP-Phosphohydrolase

His-Tag Aminosaureschwanz bestehend aus sechs Histidinen

HPLC high performance liquid chromatography

i.dR. in der Regel

IMGP-S Imidazol glycerinphopsphat- Synthase

inkl. inklusive

IPTG | sopropyl-b - D-thiogal aktopyranosid

K Kelvin; Gleichgewichtskonstante

Ka thermodynamische Assoziationskonstante

Kana Kanamycin

kb Kilobasenpaare

Kea Wechsel zahl

Keat/Km katalytischer Effizienzparameter

Kg thermodynamische Dissoziationskonstante

kDa kiloDalton (1* 10° ¥mo)

Kwm Michaelis-Konstante, entspricht der Enzymkonzentration, bel der
halbmaximale Geschwindigkeit erreicht ist

KP Kaliumphosphat Puffer

I Liter

LB Luria-Bertani (-Medium)

leu2 3-Isopropylmalat-Dehydrogenase aus S. cerevisae

In natirlicher Logarithmus

log dekadischer Logarithmus

M Molar (mol/l); Langenstandard (Marker)

m Steigung, Mili (1*10°3)

max. maximal

min Minute

MPa Megapascal (1*10° Pa)

MRW mittleres Molekulargewicht der Aminosauren [Ymol]

M, Relatives Molekulargewicht des ProteingDa]
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n
Na

NAD
NADH+H"
Np
N-terminal
Ntn

O/N

oD

X
ori

P

P. aerophilum
PAGE

PCR

PDB

pH

pHisF

pmol

PRPP

REN

rms

RMSD
RNA

rpm

RT

S

S

S cerevisae
SCOP

Nano (1*10°°)

Anzahl der Aminosauren im Protein
Nicotinamiddinukleotid

reduziertes Nikotinamiddinukleotid

Anzahl der Nukleotide des Primers

Aminoterminales Ende einer Polypeptidkette

N-terminales Nukleophil

Uber Nacht (overnight)

optische Dichte bel der Wellenlange x nm
Replikationsstartpunkt eines Plasmids (origin of replication)
unlésliche Fraktion des Zellextraktes (Pellet)

Pyrobaculum aerophilum

Polyacrylamid- Gel el ektrophorese

Polymerase-K ettenreaktion

Protein Datenbank

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
HisF aus Pyrobaculum aerophilum

pico mol (1* 1012 mal)

5-Phosphoribosyl-a - 1- Pyrophosphat
Restriktionsendonuklease (z.B. Sphl, Ndel, Hindl 1, BamHI)
root mean sgquare

root mean sgquare deviation

Ribonukleinsiure

Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Raumtemperatur

Sekunden

Substrat; Svedberg

Saccharomyces cerevisae

Sructural Classification of Proteins

Minimamedium zur Anzucht von Hefen (synthetic dropout)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Sequenzidentitét

overlap extension
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ssDNA
T

T. maritima/tm
to

Ta

TBE
TEMED
TIM

™

Te

Tris

trp

trpl

UAS
UE
uv

viv
vgl.
Vi
Vmax
Vol

wiv

wt/ WT
YPD
CSM

Z. B.
% GC

Einzelstrang- DNA

Tenmperatur; Thymidin

Thermotoga maritima

Zeitpunktt =0

Annealing- Temperatur [°C]

Tris-Borat-EDTA-Puffer

N, N, N°, N*- Tetramethylethylendiamin

Triosephosphat |somerase

Schmel ztemperatur [°C]

Transformations-Effizienz

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Gene, die fur Enzyme des Tryptophanbiosynthesewege kodieren
Phosphoribosylanthranilat-1somerase aus S. cerevisae

Unit, 1U entspricht der Menge an Enzym, die unter Standardbedingungen
1pumol Substrat pro Minute umsetzt.

upstream activation sequence; upstream activating site of transcription
Untereinheit

Ultraviolettes Licht

Volt

Volumen pro Volumen (volume per volume)

vergleiche

Anfangsgeschwindigkeit

maximale Umsatzgeschwindigkeit

Volumen [I]

Watt

Masse pro Volumen (weight per volume)

Wiltyp

Vollmedium zur Anzucht von Hefen (yeast peptone dextrose)
Mischung aus Aminosduren und Nukleotiden (complete supplement
mixture)

zum Beispiel

relativer molarer GC-Gehalt

Durchmesser
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?his

Differenz

E. coli Stamm mit Defizienz fur die Aktivitdt des Enzyms des
Histidinbiosyntheseweges

Grad Celcius

Mikro (1*10°°)

spezifischer Extinktionskoeffizient bel x nm

Wellenlange [nm]

Ohm

Differenz

durchschnittliche Elliptizitét pro Aminoséure [Gradk “/gmol
gemessene Elliptizitat [mGrad]

molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange x [Ym em]
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9 Anhang

9.1 Nukleotidsequenzen der verwendeten Gene aus Thermotoga maritima

hisk (762bp)

1 60

ATG CTC CCT AAA
ACG AAC TTC GAA
GAA ATT GGA ATA
ACC ATG CTG GAA
GGA GGT ATC CAC
AGC ATA AAC ACG GCG CCT GIG GAG AAT
GGG AGT CAG GCC GIT GIC GIG GCG ATA
TTC ACC TAC TCC GGA AAG AAG AAC ACG
GAA AAG AGA GGA GCA GGA GAG ATC CTG
GGI' TAC GAT ACG GAG ATG ATA AGG TTC
TCC GGT GGI GCG GGA AAA ATG GAA CAT
GCC CTT GCG GCT TCT GIC TTT CAC TTC
CTC AAA AAA CAC GGA GIG AAC GIG AGA

ATA ATC
CTC AGG

CGI GIG GIG AAG G
GGA AAG TTC TAT TCC
GIT GAG AAG AGG AAA
CCG TTC ACT GIT GEA
GGI' GCG GAC AAG GIG
ATC GCT CAA ACT TTT
GGA GAG TTC ATG GIC
TGG GIG GIT GAA GTA
GAC GGC ACA AAA TCG
CTT CCC ATC ATC GCT
GCA GGI' GCC GAC GCT
GAA CTG AAA GAG TAC

CTG
TCC
CAG ATC GAC ATT
GAG CTC ATT CTC
TCT TTG ATC ACA
GAT GCA AAA AGA GIG
GGC ATA CTT CTG AGA
CTC ACC AGT ATC GAC
GIG AGG CCA CTA ACC
TTC CTT GAA GCC TTC
AGA GAG ATC GAC GIG
CTG GAG GGG TTG TGA

CAG
GAT
GAC
AGA
ACA
CTG
AGA

hisH (606bp)

1 60

ATG AGG ATC GAA
AAA AGG GCA TCC
GAC CTG TAC GAT
CTC AGG GAG AAT
GIC GGA GIT TGT
AAA GGT CTT TCT
ATG GGC TGG AAC
CAC ACC TAC AGA
GAG ATC TTT CCA
AAG AGT TCA AAA
CGA TAG

ATA ATC TCT GIT
GAG AAT TTT GAG
CTT CTG TTC ATC
GAT CTC ATC GAT
CTT GGA ATG CAG
CTC ATA GAA GGA
GAG GIG ATC TTC
GCT GIG TGC GAG
TCC GCG GIG AGG
ATC GGA AGA AAA

GGr
GAT
CCG
TTC
CIT
AAC

GGG AAC ATA ATG
TCG ATA GAG CTC
GIG GGA CAC TTC
AGA AAA CAC GIC
TTT GAA GAG AGC
GTG AAA CTG AGG
AAA ACG TTT CCG AAC
GAG CAC GIT CTG GGA
AAG GGG AGA ATT CTG GGG
CTG CTT GAG AAG GIG ATC

AAT
GIG

CTG
GAA
GAA
GAC
GAG
AGA
TAT

TAT CGC GGA GIG
TCA CCT CGA AAC
GGG ATG AGA CGT
GAG AGG TAC GIG
GCA CCC GEC GIG
AGA CTT CCC CAC
TAC TAC TTC GIC
ACT GAA TAC GAC GGT
CAG TTC CAT CCC GAA
TGC TCG TTG TCC CGG

ACC
GGG
ACA
TTT
GAA

trpG (594bp)

1 60

ATG AAA AGA GIG
ATC GGT GAG GTA

ATC
GAA

GIT ATA GAC
CCA GAC TGT

AAC TAC GAT
GAA ATC GAA

TCG TTC GIT
GIC TTC AGA

TAC
AAC

AAC ATC GIT CAG TAC
GAC GAG ATA ACG ATC

GAA GAG ATA GAG
GAA GAA GCG GGT
GG GIG TGr CTT
AAG AGG ATT CTT
GGI' GTG AAA AAT
CIT CCT GAA GIT
CAC AAA GAA CAC

AGA
ATC
GGA
CAT
CCA
CTG
CCA

AAA AAT CCC
TCC GIT GAT
CAC CAG GIG
GGA AAG ACA
CTC GIT GCT
GAA ATC ACC
ACC TTT GRA

ACT CAC ATA
GIT GIG AGG
ATC GEC TAC
TCG AAG ATC
ACG CGG TAC
GCC AAA AGT
GIT CAG TTT

GGA AAG AGA ATC ATA AAG AAC TTC CTG AAC ATC

GIT ATA TCT
CAC TTC AGC
GCT TTT GGT
GTA CAC AAC
CAT TCA CTC
GAC GAT GGA
CAT CCA GAA
CAG GAT ATT

cCr
GGG
GGA
GGA
GIT
GAG
TCC

G&C
AAG
AAG
AAG
GIT
ATC
GIG

CCC
GIT
ATC
GGT

GGA AGA CCC
CCA ATA CTC
GIG CAT GCA
GTA TTC TCT
GAA GAG GCA TCC
ATG GGA CTC CAG
CTG ACC GAA GAA

CAG GTA AAG TGA
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9.2 Aminosduresequenzen von HisH, HisF und TrpG aus Thermotoga
maritima mit Sekundar strukturelementen

His F (253A9)
1 50

bl b1

MLAKRITACL DVKDGRVVKG TNFENLRDSG D—GI DELVFL

DITASVEK— EQIDI PETVG GGl HDFET-RGADKV

a4 b5 b5

Sl N-ENP— GSQAVVVAI D AKRVDGEFMV FTYSGKKNTG
ILL—RGAGEILL TSIDRDGTKS GY_LTTLPIIA
SGGAGKM_AGADA ALAA-FR El D_HGVNVRL

EGL*

HisH (201AS)

1 50
b3

M RIGI ISVGP GNI_ASENFEDV Sl ELVESPRN DLYDLLFIPG
VGHFGEG-R LRENDL_EDERYV VGVCL-L FEESEEAPGV

b5 b6 b7 b8
KGLSLIEGNV VKLRSRRLPH MGWNEVIFKD TFPNGYYYFEV HTY RAVCEEE

b10 b1l

HVLGTTEYDG EIFPSAVRKG RILGFQFHPE KSS_ECSLSR R*

TrpG (197AS) - Sekundérstrukturangaben nach SwissModel -

1 50
MKRVIVIDNY DSFV¥NIVQYMIGEYEPDCE! EVERNDEITINEEIERRNPTH

IVISPGPGRP EEAGISV DVAEIREIFSGK VPIL GV CICHQVAGINVA FGGKIVHA
KRIECHGKTSKMIVHNGKGVFS GVKNPLVATR YHSLVVEEAS LPEVLEITAK

SDDGEIMGLQ HKEHPTEGVQ FHPESVLTEE GKRIKNEEN 1QDIQVK*
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9.3 Alignment von tmTrpG mit tmHisH

st TrpG FADTLLL o
SnTrpG [HalEans=E.
SRN( R Ml TETIR
tm TrpG L}::fE"-.-';l;'.,.'I ]
tm HisH |7 lEaees &

s TrpG
smTrpG
sSTrpG
tm TrpG
tm HisH |

s TrpG
smTrpG [Fr8
SSTrpG Gk
tMTrpG EAME - s n o
tm HisH :

STrpG  |gh
smTrpG [
ssTrpG
tm TrpG
tm HisH |«

st TrpG
sm TrpG
ssTrpG
tm TrpG
tm HisH

Zur Erstellung dieses Alignments wurden zunéchst die Rontgenstrukturen von ssTrpG und
tmHisH superpositioniert und anschlief?end ein multiples Sequenzalignment (Programm
PileUp des GCG Wisconsin Package) aler bekannten TrpG Sequenzen erstellt, wodurch die
Sekundérstrukturelemente aus der ssTrpG Struktur auf die Sequenz von tmTrpG projiziert
werden konnten. Durch die Kombination der aus den beiden Operationen gewonnenen
Informationen wurde ein indirektes , strukturbasiertes® Sequenzalignment zwischen tmTrpG
und tmHisH gewonnen. Zusdtzlich sind die Sequenzen von TrpG aus Salmonella
thyphimurium (st), Serratia marcescens (sm) und Sulfolobus solfataricus (ss) gezeigt.
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9.4 Charakteristische GrolRen der untersuchten wildtypischen Gene /
Enzymevon Thermotoga maritima

hisA/ HisA hisF / HisF hisH / HisH trpG/ TrpG

Genlange [bp] 726 762 606 594
Proteinlange [AS] 241 253 201 197

M, [Da] 27031 27700 23100 22 250
O1%A gy [eP/mg]* 0,48 0,41 0,75 0,35
€280 [Mteml]* 13,0 115 17,4 745
pdb entry 1go2 1thf 1k9v

pl’ 5,61 5,01 6,35 6,21

" berechnet mit EMBL pl wrapper nach Lehniger (1979)
* berechnet nach Pace et al. (1995)

Sperzifische Extinktionskoeffizienter und pl” der untersuchten TrpG Varianten

O1%A g [enf/mg] pl
TrpG_b5 0,35 6,56
TrpG_b6 0,58 6,00
TrpG_b7 0,27 6,22
TrpG_b9 0,40 6,22
TrpG_ab 0,35 7,52
TrpG_a5_b5 0,35 8,72
TrpG_ab_b6 0,58 6,88
TrpG_b5_b7 0,27 6,57
TrpG_b5_b9 0,40 6,57
TrpG_b6_b9 0,65 6,00
TrpG_b6_b7 0,52 6,00
TrpG_a5_b5_b7 0,27 8,70
TrpG_a5_b5_b9 0,40 8,70
TrpG_b5_b7_b9 0,35 6,57
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Spezifischer Extinktionskoeffizienten” und pl” der verwendeten HisH Varianten

OI%A g [enfimg] pl
HisH_R117A 0,75 6,10
HisH_N124A 0,75 6,35
HisH_Y138A 0,69 6,35
HisH_S183A 0,75 6,35
HisH_b6 0,52 7,32
HisH b7 0,69 6,36
HisH_b9 0,69 6,36
HisH_a5 0,75 5,50
HisH_R117A_b7 0,69 6,10
HisH_R117A_b9 0,69 6,10

9.5 Daten zur Bestimmung der ProFAR-Konzentration / -Reinheit
(nach Klem & Davisson, 1993)

OD 300 — OD 300

K onzentrationsbestimmung: = T
€300(ProFaR) 6069M “cm

=c[M]

o . oD .
Reinheit: Der Quotient aus 0—290 sollte 3 1 sein
260
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9.6 Programmeder Saulen-Chromatographie

Vor jedem Lauf wurden die Saulen an der BioCAD / AKTA nach Bedarf mit mind. 2
Saulenvolumen Elutionspuffer und 2 Saulenvolumen Aquilibrierungspuffer gespult, um
sicher zu stellen, dass Verunreinigungen von vorherigen Laufen entfernt wurden. Nach der
Benutzung der Saulen wurde mit mind. 1 S&ulenvolumen Puffer regeneriert.

Mono Q (BioCAD / AKTA, RT) ® préparativer starker Anionenaustauscher

(s. S.57 im Methodenteil)
Laufgeschwindigkeit = 2ml/min, CV = 20,106ml

Aquilibrieren 10mM TrispH 8.0

Beladen <15CV Proteinl 6sung

Waschen 2CV 10mM Tris HCI

Eluieren 10CV Gradient von 0-1,5M NaCl in 10mM Tris HCI
icv 10mM Tris HCl 1,5M NaCl

Reinigung 1CV 3M NaCl

Regenerieren 10mM Tris HCI

Lagerung 20% (v/v) Ethanol

An Stelle von 10mM Tris HCI pH 8.0 wurde z.T. auch 50mM KP-Puffer pH 7.5 verwendet.
Zum Eluieren wurde entsprechend ein 0-1,5 M KCFGradient angelegt.

Hydroxylapatit (BioCAD / AKTA, RT) ® praparative Adsorptionschromatographie

(s. S. 57 im Methodenteil)
Auftragsgeschwindigkeit = 0,5ml/min, Laufgeschwindigkeit = 4ml/min, CV = 37,162ml

Aquilibrieren 10mM KP, 100mM KCl pH 7,5

Beladen 0,75-1CV |Proteinlésung

Waschen 1Ccv 10mM KP, 100mM KCI

Eluieren 5CV Gradient von 10-500mM KP, 100mM KClI
iCcv 500mM KP, 100mM KCI

Reinigung 2CV 1M KP

Regenerieren 10mM KP, 100mM KCI
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Superdex 75 (BioCAD / AKTA, RT) ® analytische Gelfiltration

(s. S.67 im Methodenteil)
Laufgeschwindigkeit = 0,5ml/min, CV = 23,562ml

Aquilibrieren 50mM KP, 300mM KCl pH 7,5
Beladen <0,05CV Proteinl6sung

Eluieren 15CV 50mM KP, 300mM KCI pH 7,5
Regenerieren 50mM KP, 300mM KCI pH 7,5

Superdex 75 (FPLC, 4°C) ® praparative Gelfiltration

(s. S. 58 im Methodenteil)
Laufgeschwindigkeit = 0,5ml/min, CV = 320ml

Aquilibrieren 10mM KP, 300mM KCI pH 7,5
Beladen 0,1-0,3CV Proteinldsung

Eluieren 15CV 10mM KP, 300mM KCI pH 7,5
Regenerieren 10mM KP, 300mM KCI pH 7,5
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9.7 Kalibrierung der analytischen Gelfiltrationssaule Superdex 75

Retentionsvolumen [ml]

15,5

15,0

14,5

14,0

13,5

13,0

12,5

12,0

y=-4 43x+33 345
] Ribonuklease A
Py 13,7kDa
- Chymotrypsinogen A
@® 25kDa
HisF

27, 7kDa

i Cvalbumin
43kDa
7 Albumin
67 kDa
1 I 1 1

40 42 4.4 4,6 4.8

log MW [Da]

50
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10 Kurzzusammenfassung

Glutamin-Amidotransferasen (GATasen) sind Bi-Enzymkomplexe, bestehend aus einer
Glutaminase und einer Synthase, die als Modellenzyme zur Analyse von Protein-Protein
Wechselwirkungen gut geeignet sind. Die Glutaminase erzeugt durch die Hydrolyse von
Glutamin Ammoniak, der am aktiven Zentrum der Synthase mit einem spezifischen Substrat
zu den fir die jeweilige GATase charakteristischen Produkten reagiert. Besonders gut
charakterisierte Vertreter der GATasen sind die Imidazolglycerinphosphat- Synthase (ImGP-
S; 1:1 Komplex aus der Glutaminase HisH und der Synthase HisF) aus der Biosynthese des
Histidin und die Anthranilat-Synthase (AS; 2:2 Komplex aus der Glutaminase TrpG und der
Synthase TrpE) aus der Biosynthese des Tryptophan, deren Funktion und Evolution auf der
Basis ihrer Rontgenstrukturen im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

Die beiden aktiven Zentren des HisH:HisF Komplexes aus Thermotoga maritima liegen etwa
25 A voreinander entfernt und sind tlber einen Ammoniak-Kanal miteinander verbunden. Die
Aufklérung der Kristalstrukturen verschiedener ligandierter HisH:HisF Komplexe in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Matthias Wilmanns am EMBL Hamburg fuhrte
zur ldentifizierung von Aminosdauren an der Kontaktflache (HisH: R117, N124, Y 138, S183;
HisF: Q123), die mutmaldlich an der Kommunikation der beiden aktiven Zentrum beteiligt
sind. Die strukturelle und funktionelle Charakterisierung von HisH:HisF Komplexen, in
denen diese Aminosduren gegen Alanin ausgetauscht waren, zeigte, dass der HisF Rest Q123
an der Bindung von Glutamin in HisH mitwirkt und die HisH-Reste R117 und N124 eine
wichtige Bedeutung fur den Ablauf der ImGP-S Reaktion haben.

Dariiber hinaus wurden an der Kontaktflache von HisH ganze Sekundéarstrukturelemente mit
konservierten Aminosauren durch die entsprechenden Abschnitte aus TrpG ersetzt, und
umgekehrt. Diese Austausche fiihrten zu keiner messbaren Anderung der Loslichkeit,
Stabilitét oder der Fahigkeit bzw. Unfahigkeit zur Komplexbildung mit HisF. Dagegen wurde
der Oligomerisierungszustand (HisH ist ein Monomer, TrpG ist ein Dimer) durch die
Austausche teilweise Ubertragen. Durch den wechselseitigen Austausch von b-Strang 7
wurden die Glutaminase-Aktivitéten von TrpG und HisH unabhangig von der Anwesenheit
von TrpE bzw. der Substratbindung an HisF. Fir HisH konnte gezeigt werden, dass fr diesen
Ubergang von einer konditionalen zu einer Kkonstitutiven Glutaminaseaktivitdt das
konservierte Tyrosin Y138 verantwortlich ist, in TrpG ist dies moglicherweise Y 131.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Austausch grof3erer Sequenzbereiche zwischen HisH und
TrpG zu keiner wesentlichen Beeintrachtigung der Struktur fuhrt und in beiden Enzymen der
»molekularer Schelter* zur Regulation der Glutaminase-Aktivitdt in b-Strang 7 liegt. Dies
spricht fr einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung von HisH und TrpG.
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11 Abstract

Glutamine amidotranferases (GATases) are bi-enzyme complexes, consisting of a synthase
and a glutminase subunit, which are well suited to analyze protein-protein interactions. The
glutaminase generates ammonia by hydrolyzing glutamine, which reacts at the active site of
the synthase with a specific substrate to products that are characteristic of each GATase. The
imidazole glycerol phosphate synthase (ImMGP-S; 1:1 complex of the glutaminase HisH and
the synthase HisF) from histidine biosynthesis and the anthranilate synthase (AS; 2:2 complex
of the glutaminase TrpG and the synthase TrpE) from tryptophan biosynthesis are well-
characterized GATases, whose function and evolution was analyzed here on the basis of their
X-ray structures

The two active sites within the HisH:HisF complex from Thermotoga maritima lie 25 A apart
from each other and are connected by an ammonia channel. The elucidation of severa crystal
structures of ligand-bound HisH:HisF complexes, which was achieved in cooperation with
Dr. Matthias Wilmanns at the EMBL Hamburg, identified amino acids at the interface (HisH:
R117, N124, Y 138, S183; HisF: Q123), which are presumably involved in the communication
between the two active sites. The structural and functional characterization of HisH:HisF
complexes, in which these residues have been replaced by alanine, showed that the HisF
residue Q123 is involved in glutamine binding to HisH and that the HisH residues R117 and
N124 are important for the ImGP-S reaction.

Furthermore, stretches of secondary structure elements containing conserved residues at the
contact site of HisH were replaced by the corresponding sequences of TrpG, and vice versa
These exchanges did not cause measurable changes of solubilities, stabilities, and the ability
or inability of binding to HisF. In contrast, the association state (HisH is a monomer, TrpG is
adimer) was transferred partly by the exchanges. The mutual exchange of b-strand 7 rendered
the glutaminase activities of TrpG and HisH independent of the presence of the synthase TrpE
or substrate binding to HisF. It was shown for HisH that tyrosine 138 is crucial for this
conversion from a conditional to a constitutive glutaminase activity. In TrpG, tyrosine 131
might play the samerole.

These data show that the mutual exchange of large sequence stretches between HisH and
TrpG does not compromise their structural integrity, and that in both enzymes the molecular
switch for the regulation of the glutaminase activity is located in b-strand 7. These results
support a common evolutionary origin of HisH and TrpG.
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