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Einleitung 7

1. Einleitung

Holz und andere pflanzliche Biomassen bestehen bis zu einem Drittel aus Hemicellulosen, die
bei der Isolierung von Cellulose anfallen. Hemicellulosen sind ein heterogen aus Polysaccha-
riden zusammengesetzt, die neben dem Hauptbestandteil Xylan (Abb. 1-1) auch Mannan und
Galactan enthalten. Xylan ist somit die zweithdufigste regenerierbare biologische Rohstoff-

quelle, ein Potential, das zunehmend an Bedeutung gewinnt.

O%/ H Pflanzliche Zellwande bestehen aus:
H——OH 35-50% Cellulose
HO——H 20-30% Hemicellulosen
H——OH 20-30% Lignin
CH,OH
D-Xylose,

eine Aldopentose

1,4-B-D- glycosidische Bindung

o o OH\
(e}
= d M
f& OH
z.B.:

mogliche Verzweigungen O-Acetyl
a-L-Arabinofuranose
o-1,2-Glucuronsaure j dreizahlig helikale
4-O-Methylglucuronsaure | l Struktur

Abb. 1-1: Die Struktur des Xylans

Links oben: D-Xylose bildet den monomeren Grundbaustein des Xylans; links
unten: durch 1,4-B-D-glycosidische Bindung der Xylanopyranose-Einheiten wird
die hochpolymere Xylan-Kette aufgebaut; rechts: Verkniipfungen mit weiteren
Heterosacchariden in 2,3-Position fithren zu einer dreizdhlig helikalen Makro-
struktur; grau: ungefihre Zusammensetzung von pflanzlichen Zellwanden.

Rekombinant hergestellte Xylanasen (1,4-3-D-Xylan Xylanohydrolasen, EC 3.2.1.8) sind die
bevorzugten Katalysatoren fiir den Abbau der Xylan-Fasern, da sie hohe Spezifitit, milde
Reaktionsbedingungen und vernachldssigbaren Substanzverlust gewéhrleisten. Xylanasen
werden in vielen Bakterien, Algen und Pilzen gefunden, aber auch in Protozoen, Schnecken

und Gliederfiisslern (Biely, 1985). Die meisten Bakterien bzw. Pilze sekretieren Xylanasen
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extrazelluldr, um sich heterotroph von freigesetzter Xylose zu erndhren. Auch Mikro-
organismen, die symbiontisch im Verdauungstrakt von Wiederkduern leben, produzieren

Xylanasen.

1.1. Xyvlan und Xvlanasen: Biotechnologische Potentiale

Xylanasen haben eine wirtschaftlich bedeutsame Funktion bei der Aufbereitung von
Nahrungsmitteln pflanzlicher Herkunft. Trilbungen in Fruchtsdften und Weinen werden mit
Xylanasen gekldrt, sie werden zur Optimierung der Viskositit bei der Herstellung von
flissigem Kaffee-Extrakt verwendet. Auch Biere werden wihrend der Fermentation mit
Xylanasen behandelt, um Probleme bei der Filtration zu vermeiden (Courtin ef al., 1999).

In der Landwirtschaft finden Xylanasen ebenfalls eine Anwendung. Silofutter wird vorbe-
handelt, um die Verwertbarkeit der Néhrstoffe bei der Massenhaltung derjenigen Tiere zu
steigern, die nicht von symbiontischen Organismen wie die Wiederkduer profitieren.

In der pharmazeutischen Industrie werden Tabletten mit Xylan verkapselt. Xylanasen hydro-
lysieren langsam den ,Schutzmantel’, der eigentliche Wirkstoff wird verzogert freigesetzt.

Da die Kohle- und Erddlvorrdte in naher Zukunft durch regenerierbare Biomasse kompensiert
werden miiflten, widre die Entwicklung effizienter Technologien, die Cellulose in
Kombination mit Xylan in nutzbare Grundkomponenten wie z.B. Furfural, Xylitol und

Ethanol umwandeln, bereits heute eine sinnvolle Herausforderung (Lee, 1997).

1.2. Anwendung der Xvylanasen in der Papierindustrie

Die bei weitem groffite Menge von Xylanasen wird in der Papierindustrie eingesetzt (Buchert
et al., 1994). Marktanalysen haben ergeben, dass optische Helligkeit von Papier verkaufs-
fordernd gegeniiber der natiirlichen Braunfiarbung des unbehandelten Produktes ist. Restliches
Lignin oder genauer Lignin-Polysaccharid-Strukturen, die noch in der Papiermasse enthalten
sind, bewirken die unerwiinschte Farbung. Konventionelle Produktionsstrategien verwenden
deshalb Chlordioxid in Kombination mit Wasserstoffperoxid, um diese Chromophore in der
Rohpapiermasse zu bleichen. Allerdings ist der Nebeneffekt nicht zu vermeiden, dass auch

chlorierte Aromaten (z.B. Chlorophenole, polychlorierte Biphenyle) aus der Reaktion des
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aktiven Chlors mit Lignin freigesetzt werden. Neben der Toxizitdt droht auch Gefahr durch
die gleichzeitige Persistenz dieser Verbindungen, sie akkumulieren sich stetig in den umlie-
genden Okosystemen.

Eine Alternative dazu wire die Verwendung von Xylanasen.

Die Rohpapiermasse muss in der Regel durch Erhitzen im alkalischen Milieu vorbehandelt
werden. Dabei wird das eher hydrophobe Xylan aus den Zellwdnden herausgeldst und
préazipitiert auf der Oberfliche der Pflanzenfasern. Einerseits wird Lignin an der Diffusion
nach auflen behindert und andererseits gelangt das Oxidationsmittel zum Bleichen nicht in das
Innere der Fasern.

Eine enzymatische Vorbehandlung mit Xylanasen begiinstigt die Permeabilitdt: Es entstehen
Poren in der ,Schutzschicht’” aus Xylan, bzw. die gesamte Struktur wird aufgeweitet.
Geringere Mengen an Chlorchemikalien werden bendtigt, die einerseits Produktionskosten
senken und andererseits die Freisetzung der toxischen Nebenprodukte vermindern. Nach
neuesten Produktionsstrategien kann Chlordioxid durch Sauerstoff und Ozon ersetzt werden.
Um Marktanteile konkurrieren gegenwértig mehrere kommerzielle Produkte z.B. ,Cartazyme-

NS-10’ von Clariant, ,Ecopulp’ von Alko-ICI und ,Pulpenzyme HC’ von Novo-Nordisk A/S.

1.3. Voraussetzungen fiir einen technologischen Einsatz von Xylanasen in der

Papierindustrie

Die wichtigsten Anforderungen an eine Xylanase, die zur Vorbehandlung von Rohpapier-
masse verwendet werden soll, sind Thermostabilitit, ein pH-Optimum der katalytischen
Aktivitdt hoher als pH = 8 und fehlende Cellulaseaktivitit. Intakte Cellulosefasern sind
notwendig, um dem Papier seine Festigkeit zu geben.

Xylanasen, die aus Pilzen gewonnen werden, sind weniger geeignet fiir die Verwendung in
der Papierindustrie. Sie sind einerseits weniger thermostabil als Xylanasen bakterieller
Herkunft und das pH-Optimum der enzymatischen Aktivitat liegt in der Regel unterhalb von
pH 5.5. Die wenigen Ausnahmen werden von den Pilzen gebildet, die thermophilen oder
alkalophilen Lebensbedingungen angepasst sind. Ausserdem haben viele dieser Xylanasen die

unerwiinschte Nebenwirkung, auch Cellulose zu einem geringen Anteil zu hydrolysieren.
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Nach Henrissat und Bairoch (Henrissat et al., 1989; Henrissat & Davies, 1997) werden
Xylanasen in zwei Familien eingeteilt:
*  Familie 10: endo-1,4-B-D-Xylanasen mit einem héherem Molekulargewicht (>30KkDa)
und saurem pI-Wert; dreidimensional als (a/f)s ,Fassstruktur’ gefaltet.
e Familie 11: endo-1,4-3-D-Xylanasen mit niedrigerem Molekulargewicht (< 30 kDa)
und eher basischem pl (Ausnahme bei Pilzen); Zwei antiparallele SFaltblitter bilden
eine konkave ,Rechte-Hand’-Struktur.

Bakterien produzieren in der Regel beide Arten von Xylanasen, in Pilzen sind Xylanasen der
Familie 11 verbreitet. In der Papierindustrie konzentriert sich die Forschung auf Xylanasen
der Familie 11, da viele Enzyme aus der Familie 10 aufgrund einer nicht zu vernachlissi-

genden Cellulaseaktivitit ausscheiden.

1.4. Familie 11 Xvlanasen: Struktur

Xylanasen der Familie 11 haben eine charakteristische Faltung gemeinsam (Abb. 1-2):

* Eine ecinzige Doméne, die aus zwei iibereinanderliegenden S-Faltblittern, A und B,
besteht.

e Die zwei SFaltblitter kriimmen sich um die Bindungsspalte (B auflen, A innen,
vergleichsweise wie eine ,gedffnete Rechte-Hand’), die mindestens vier Xylano-
pyranose-Einheiten aufnehmen kann.

* Die Bindungsspalte enthilt viele Seitenketten saurer und aromatischer Aminoséduren;
zweil konservierte Glutamate ragen von der jeweils gegeniiberliegender Seite in die
Enzymspalte, sie bilden eine katalytische Dyade.

* Ein léngere Schleife zwischen (Strang A8 und A7 bildet eine ,Daumenregion’ liber
der Bindungsspalte.

* Eine a-Helix, auf der konvexen Seite des Enzyms
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Bacillus circulans

‘Daumenregio

Streptomyces sp. S38

Geoffnete 'Rechte-Hand'-Struktur

e (-Faltblatt = Handfléche
Bacillus agaradhaerens * Iafmger Hoop = Dalfmenreglon
e Bindungstasche zwischen Daumen

und Handflache

Abb. 1-2: Kristallstrukturen ausgewiihlter Familie 11 Xylanasen

Schematische Darstellung der Kristallstrukturen von B. circulans: (Wakarchuk et
al., 1994b), T. lanuginosus: (Gruber et al., 1998), A. niger: (Krengel & Dijkstra,
1996), Streptomyces sp. S38: (Wouters et al., 2001) und B. agaradhaerens:
(Sabini et al., 1999); Kugel-Stab-Reprdsentation der beiden Glutamate der
katalytischen Dyade; reprisentative Bezeichnung Stringe A2 und B1; C und N
bezeichnen das carboxy- bzw. aminoterminale Ende der Peptidkette; Graphik:
MOLMOL Windows NT Version 2.5.1 (Koradi et al., 1996).

Die wenigen Unterschiede der Kristallstrukturen konzentrieren sich auf die Linge des a-
helikalen Bereichs und auf die Ausdehnung des zweiten S-Faltblattes. In einigen Xylanasen,
so z.B. B. circulans und B. agaradhaerens, kommt es vor, dass der erste Strang Al fehlt.

Das Faltblatt A besteht somit aus acht Stringen anstelle von neun.
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1.5. Familie 11 Xvlanasen: Mechanismus

Die Hydrolyse von Xylan erfolgt in zwei Schritten, die iiber eine Enzym-Glykosyl-Zwischen-
stufe verlaufen (Sabini et al., 1999; siehe Abb. 1-3). Zuerst bereitet eine Carboxylgruppe der
katalytischen Dyade (fiir B. agaradhaerens: Glul84) die Abgangsgruppe vor, indem sie das
Briicken-Sauerstoffatom der glycosidischen Bindung protoniert. Das gegeniiberliegende
Carboxylat ([ Glu94) greift nukleophil an und bildet die kovalente Bindung zur Zwischen-
stufe. Im zweite Schritt erfolgt die Umkehrung des ersten, Wasser ist nun das angreifende

Nukleophil und die frithere Brensted Sdure fungiert als Base.

Glu184 Bronsted Sdure
on o — et
. 0o
o*t;%—’ H o
HO, %
o HO. HO, Gt
TN o — i e
- il‘(,
: L w
N o - —
Glu94 ]L Nukleophil
- ROH
e Erhalt der Konfiguration Y
am C-1 Atom der Xylose &

e Ein Glutamat als Sdure/Base- 0.

Ho
Katalysator: pK, > 6 w r 0
oH

e Ein Glutamat als Nucleophil: pK, <5

Glycosyl-Enzym

i" [ Intermediat ]
N

0

Glu184 1[ o
o] o o M
J °3n| Bronsted Base

o OH &
= OH Ho. 2 I HO Q 5+ o’{'
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Abb. 1-3: schematischer Mechanismus der Hydrolyse von Xylan

Zur Ubersicht wird Xylan ohne die Verkniipfungen in Position 2 bzw. 3
dargestellt; die folgenden Xylonopyranonse-Einheiten werden als Abgangsgruppe
R zusammengefasst; nur die Aminosduren der katalytischen Dyade wurden
gezeichnet; rot: Bronsted Séure / Base; blau: angreifendes Nukleophil.
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1.6. Zielsetzung der Dissertation

Die Xylanase aus Bacillus agaradhaerens wurde von der Firma Novo-Nordisk A/S,
Bagsvaerd, Dinemark zur Verfligung gestellt. Die elektrostatischen Eigenschaften dieser
Xylanase in Abhingigkeit vom pH-Wert sollten mit der NMR-Spektroskopie charakterisiert
werden. Aus pH-abhingigen Messungen von Resonanzen individueller Atomgruppen des
Enzyms konnen pKs-Werte von Aminosaureseitengruppen bestimmt werden.

Aus dem Ionisierungsverhalten einzelner Seitenkettenatome ergeben sich Hinweise iiber eine
lokale Mikroumgebung, falls die pK-Werte von den tabellierten Messwerten an kleinen
Modellpeptide abweichen. Nicht nur FEinfliisse iiber kurze Distanzen konnen detektiert
werden, sondern auch Effekte iiber einen grofleren Abstand. Eine Protonierung bzw. Deproto-
nierung einer Seitengruppe kann mit dem Verhalten benachbarter Gruppen korrelieren bzw.
makroskopische Eigenschaften des Gesamtproteins konnten sich aus der pH-Abhidngigkeit
erkldren lassen. Coulombkrifte beeinflussen z.B. die Assoziationsrate des Substrates, sie
tragen zur Stabilisierung bzw. Destabilisierung des Ubergangszustandes bei. Nicht nur
Xylanasen, auch andere Hydrolasen initiieren durch Protonierung des Substrats die Katalyse.
Somit tragen Erkenntnisse liber das lonisierungsverhalten dazu bei, Vorgdnge wihrend der
Katalyse besser zu verstehen.

Aus der Bestimmung der pK,-Werte konnen Hinweise gewonnen werden, durch gerichtete
Mutation das pH-Optimum der Xylanase weiter in den alkalischen Bereich zu verschieben
und/oder die Thermostabilitét zu verbessern.

Des weiteren konnen die experimentellen Daten dazu verwendet werden, theoretische
Modelle zum Ionisierungsverhalten des Proteins zu tberpriifen (Karshikoff et al., 1989;
Koumanov et al., 2001) (Ubersichtsartikel sieche: Nakamura, 1996; Ullmann & Knapp, 1999;
Warshel, 1998).

Um individuelle Ionisierungskonstanten im Enzym mit der NMR-Spektroskopie bestimmen
zu konnen, miissen die Resonanzen des Proteins soweit zugeordnet werden, dass die titrier-
baren Gruppen eindeutig in ihrer Sequenznummer identifiziert sind. Fiir die Xylanase aus B.
agaradhaerens mit einem Molekulargewicht von ca. 23 kDa bedeutet dies, dass das Enzym
mit den Isotopen °N und "*C markiert werden muss. Erst dann kann durch die multidimensi-
onale NMR-Spektroskopie ein gute Dispersion der zahlreichen Resonanzen erzielt werden.
Dartiiber hinaus kénnen die zunehmend ungiinstigen Relaxationseigenschaften kompensiert

werden, indem Magnetisierungstransfers iiber 'J-[°C, °C]- bzw. 'J-[°N, 13C]-Kopplungen
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verwendet werden (Griesinger ef al., 1987; Griesinger et al., 1989; Kay et al., 1990; Vuister et
al., 1988).

Die ["°N,"*C]-markierte Probe der Firma erwies sich als ungeeignet fiir die entsprechenden
NMR-Experimente. Die Probe enthielt zwei unterschiedliche Proteinspezies, die wegen der
Uberlappung der Signale eine Zuordnung der Resonanzen verhinderten. Diese Komponenten
konnten durch Ionenaustausch-Chromatographie getrennt werden, aber fiir die umfangreichen
NMR-Experimente waren die Stoffmengen zu gering. Des weiteren war nicht eindeutig
geklart, worin sich die beiden Proteinfraktionen unterschieden. Nach Angaben des zustindi-
gen Laborleiters wurde sekretorisch in Bacillus subtilis exprimiert. Es ist zu vermuten, dass
ein Teil des Zielproteins posttranslatorisch modifiziert wurde.

Deshalb wurde der rekombinante Expressionsvektor als Templat zur Umklonierung
verwendet. Ein neues Expressionssystem in Escherichia coli wurde etabliert, um bei guter
Ausbeute eine homogene Expression zu gewihrleisten. Die [°N,'?C]-Markierung und

Priparation der Proteinprobe erfolgte nach Optimierung der Expression.
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2. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, mit der Methode der NMR-Spektroskopie die elektrostatischen
Eigenschaften der Xylanase aus Bacillus agaradhaerens in Abhéngigkeit vom pH-Wert zu
charakterisieren.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das Strukturgen der Xylanase in verschiedene Expressions-
vektoren des pET-Systems kloniert, wobei das Enzym auf 207 Aminosduren verkiirzt wurde.
Dies entspricht der publizierten Kristallstrukur von Sabini et a/ (1999). Die Expression in
pET3a und die Aufreinigung des Genproduktes mit Ionenaustauschchromatographie wurde
optimiert, sodass homogenes Protein mit guten Ausbeuten erhalten werden konnte. Die

Ausbeute aus 1 1 LB-Medium betrug bis zu 200 mg, fiir M9-Minimalmedium etwa 60-80mg.

Die Xylanase wurde mit den Isotopen "N und "*C markiert und heteronukleare, mehrdimen-
sionale NMR-Spektren wurden fiir die Zuordnung der Resonanzen des Proteins aufge-
nommen. Die chemischen Verschiebungswerte des Proteinriickgrats und die der aliphatischen
Seitenketten wurden vollstindig zugeordnet. Als eine weitere Voraussetzung fiir eine pH-
Titration wurden sequenzspezifisch die Resonanzen der Histidin- bzw. Carboxylatgruppen
bestimmt.

Die Losungsstruktur der Xylanase wurde anhand mehrerer automatisierter Prozeduren
errechnet, um die Zuordnung der Resonanzen zu validieren. Alle Strukturelemente, die bereits
aus der Kristallstruktur bekannt sind, werden korrekt wiedergegeben. Da die Losungsstruktur
mit einem backbone RMSD-Wert von 2.44 + 0.29 A? als vorldufig zu betrachten ist, wurde im
Folgenden ausschlieBlich die Kristallstruktur zur Bewertung der Distanzbeziehungen

verwendet.

In Abwesenheit des Substrats wurden die pH-abhingigen Resonanzen der Histidin- und
Carboxylatgruppen sowie der Amide des Proteinriickgrats gemessen. Die Auswertung ergab
220 Titrationsprofile der '’N- and '*C-Resonanzen in einem pH-Bereich von 3.2 bis 8.7.
Durch nichtlineare Regression der gemessenen Werte an eine modifizierte Henderson-Hassel-
balch Gleichung wurden die pKs-Werte der Seitenketten von Aspartat und Glutamat, sowie
fiir das C-terminale Carboxylat und fiir die Histidingruppen bestimmt.

Die Titrationskurven der katalytischen Dyade zeigten eine ausgeprigte gegenseitige

Wechselwirkung. Die Auswertung ergab einen pKs-Wert von 3.9 fiir das Glu94 und 6.5 fiir
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Glul84. Diese pKs-Werte stimmen gut mit dem vorhergesagten enzymatischen Mechanismus
iberein und belegen, dass das Nukleophil Glu94 bei einem neutralem pH-Wert deprotoniert
ist, wihrend die Bronsted Sidure/Base Glu184 zu ca. 30% protoniert ist.

Die Mehrheit der titrierbaren Gruppen (das C-terminale Carboxylat, fiinf Aspartate, sechs
Glutamate und zwei Histidine) zeigen apparente pKs-Werte, die mit den Werten iibereinstim-
men, wie sie an unstrukturierten Oligopeptiden gemessen werden kdnnen. Andererseits
weichen die pKs-Werte fiir eine Reihe von Seitenketten zum Teil erheblich von den Werten
der Modellsubstanzen ab. Zur Interpretation wurden die strukturellen Details der korres-
pondieren Mikroumgebungen fiir diese Seitenketten untersucht.

Die starke Abweichung des pK;-Wertes von Glul84 ist zum Beispiel das Ergebnis einer
ungewohnlich hydrophoben Mikroumgebung, die durch mehrere aromatische Seitenketten
gebildet wird.

In nativ gefalteter Xylanase sind die Seitenketten von Asp99, Asp118, Asp123 und His162 im
untersuchten pH-Bereich deprotoniert (pKs < 2.7). Die Aminosédurereste von Asp99 und
His162 sind vollstidndig, die von Asp118 und Asp123 nur teilweise in dem hydrophoben Kern
des Enzyms eingeschlossen. Der chemische Austausch mit den Solvensmolekiilen ist stark
eingeschriankt und die deprotonierte Form dieser Seitenketten wird durch ein weitldufiges
Netzwerk an Wasserstoffbriicken stabilisiert, an dem sich auch ein internes Wassermolekiil
beteiligt.

Die Charakterisierung der Aminosdure Asp21 (pKs = 3.5) zeigt ein ungewohnliches pH-Profil
der chemischen Verschiebungswerte, dass auf eine weitreichende Wechselwirkung iiber 9
Angstrem mit der katalytisch aktiven Carboxylgruppe Glu184 deutet. Diese Wechselwirkung
scheint durch zwei Wasserstoffbriicken iiber die Aminosdure Asn45 vermittelt zu werden, die

ebenfalls am katalytischen Mechanismus beteiligt ist.

Um die Untersuchungen zur katalytischen Aktivitidt zu vervollstandigen, wurden alle pH-
abhingigen ['’N]-Resonanzen der Amide des Proteinriickgrats wie auch die der
Indolstickstoffe in der Substratbindungsspalte analysiert. Die Wendepunkte konnten dem
Titrationsverhalten der benachbarten Aminosdurereste Glul7, Glu94 und Glul84 zugeordnet
werden. Aber es erscheint sehr wahrscheinlich, dass ein wesentlich komplexerer Ablauf
stattfindet. Die asymmetrische Wechselwirkung von Trp87 und Trpl45 beziiglich der
katalytischen Dyade wie auch das wechselnde Monotonieverhalten der Titrationskurven
deuten auf eine simultane Reorganisation der Seitenkettenkonformere bei pH = 6 und/oder auf

eine Anderung des Wasserstoffbriickennetzwerkes innerhalb der Bindungsspalte.
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3. Methoden

3.1. Molekularbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit Bakterienstimmen, DNA und anderem biologischen Material unterliegen
der Sicherheitsstufe S1 und wurden gemiss dem Gentechnikgesetz (GenTG) vom 20. 05.
1996 durchgefiihrt.

Es wurde an der Sterilbank bzw. an der Flamme eines Bunsenbrenners gearbeitet, um Sterili-
tdt zu gewéhrleisten. Alle verwendeten Losungen, Medien und Gefédsse wurden entweder bei
121°C und 2.5 bar fiir 20 min autoklaviert oder sterilfiltriert. Mit Bakterien oder DNA konta-
minierte Losungen wurden autoklaviert (30 min, 121°C, 2.5 bar) behandelt.

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle molekularbiologischen Methoden entsprechend

Sambrook et al., 1989 bei RT durchgefiihrt.

3.1.1. Kompetente Zellen

Aus den E. coli-Stammen BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)CodonPlus und DH5a
wurden nach der Methode von Hanahan (1985) kompetente Zellen hergestellt.

5 ml LB-Medium (ggf. mit entsprechendem Antibiotikum) wurden mit einer Einzelkolonie
angeimpft und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelle-
tiert (Biofuge, 5 min, 4800 rpm, 4 °C) und der Uberstand wurde verworfen. Es wurde in 100
ml LB-Medium resuspendiert und bei 37 °C bis zur logarithmischen Wachstumsphase
inkubiert.

Der Ansatz wurde 10 min auf Eis inkubiert, dann wurde zentrifugiert (Biofuge, 10 min, 4800
rpm, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 15 ml TFB I (100 mM RbCl, 100 mM MnCl,, 15% (v/v)
Glyzerin, 10 mM CaCl,, 30 mM KAc, pH 5.8 mit HAc , 4 °C) resuspendiert und 1 h auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde in 4 ml TFB II (10 mM MOPS, 10 mM RbCl,
75 mM CaCl,, 15% (v/v) Glyzerin, pH 7, 4 °C) resuspendiert.

Es wurde in je 100 ul aliquotiert und bei —196 °C schockgefroren. Die kompetenten Zellen
wurden bei —80 °C fiir ca. 6 Monate gelagert.
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3.1.2. Transformation von E. coli

E. coli-Zellen wurden nach der Methode von Cohen (1972) transformiert. 100 pl kompetente
Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Es wurden ca. 1-5 pl der entsprechend préparierten Plasmid-
Losung hinzugefiigt. Der Ansatz wurde 45 min auf Eis, 1 min bei 42 °C und 10 min bei RT
inkubiert. Es wurde 1 ml S.O0.C-Medium hinzugefiigt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Davon
wurden 10 pl entnommen, mit LB-Medium auf 100 pl verdiinnt und mit einem Drygalski-
Spatel auf einer LB-Platte mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die Platten wurden
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

War ein Ligationsansatz zur Transformation verwendet worden, so wurde die gesamte Zell-
menge des S.0.C-Mediums durch Zentrifugation pelletiert (Biofuge, 5 min, 4800 rpm, 4 °C).
Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen wurden im Restvolumen resuspendiert und

ausplattiert.

3.1.3. Priparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus Ubernachtkulturen wurde entsprechend dem Protokoll des Herstellers
prépariert.

Fiir analytische Zwecke, z.B. ein Ligations-Screening, wurde der QIAprep Spin Plasmid™-Kit
verwendet. Aus 3 ml Ubernachtkultur konnte ca. 2-8 pg Plasmid-DNA isoliert werden. Die
Isolation von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungsreaktionen erfolgte mit dem Qiagen Plasmid
Mini™-Kit. Plasmid-DNA im priparativen Massstab wurde mit dem QIAfilter Plasmid
Midi™-Kits durchgefiihrt (ca. 100-200 ug DNA aus 50 ml Ubernachtkultur).

Die Extinktion von DNA-Losungen wurde mit einem UV-Spektralphotometer bei einer
Wellenldnge von 260 nm gemessen. Eine E,qy Einheit ist definiert als die Substanzmenge, die
in einem Volumen von 1 ml bei einer Schichtdicke von 1 cm die Extinktion 1 ergibt. Eine
E,¢o Einheit entspricht etwa 50 pg ds-DNA (Sambrook et al., 1989).

Die Konzentration kleinerer DNA-Mengen z.B. fiir die Ligation wurde {iber analytische

Agarosegele mit Hilfe von DNA-Massenstandards abgeschitzt.
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3.1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Restriktions-Schnittstellen in der Templat-DNA wurden mit der Polymerase-Kettenreaktion
eingefiihrt (Mullis & Faloona, 1987).

In einer Standardreaktion wurden 30 pl HyOpiyi mit 1 pl ds-Templat-DNA (8 ng/pl), 3 ul 25
mM MgCl,-Losung, 5 ul 10x Pfu DNA-Polymerase-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8.3, 500
mM KCl, 15 mM MgCl,), 5 ul 200 uM dNTP-Mix, 2 pl BSA-Losung (2 mg/ml) und mit je 1
ul Primer A bzw. B (30 pg/ul) versetzt.

Analog wurde ein Negativ-Kontrollansatz hergestellt, Templat-DNA wurde durch HyOpni
ersetzt.

Der PCR-Ansatz wurde 2 min bei 94 °C inkubiert und 2.5 U Pfu DNA-Polymerase hinzuge-
geben. In 25 Zyklen (siehe Tab. 3-1) wurde das DNA-Templat mit seinen neuen Restriktions-
Schnittstellen amplifiziert.

Tab. 3-1: Temperaturprogramm der Polymerase-Kettenreaktion

Schritt Temperatur Zeit [min] Reaktion
1 94°C 2 Denaturierung, Hot-Start
2 94°C 1 Denaturierung ds-DNA
3 50 oder 45°C 1 Anlagerung der Primer
4 72°C 1 Elongation
25 Zyklen
5 72°C 5 Komplettierung

Das amplifizierte DNA-Fragment wurde mit dem QIAquick PCR-Purification™-Kit gereinigt

und mit analytischer Agarose-Gelelektrophorese tliberpriift.

3.1.5. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen der Klasse II erfolgte bei den vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen. Reaktionen mit 2 Restriktionsenzymen wurden unter
Reaktions- und Pufferbedingungen durchgefiihrt, die eine mdglichst optimale Aktivitét beider
Enzyme gewihrleisteten. 1 U ist als die Enzymmenge definiert, die bei 37 °C 1 pg A-DNA in
1 h vollstdndig hydrolysiert. Fiir analytische Ansdtze (ca. 0.5 ug Plasmid-DNA) wurde ein

Volumen von 10 pl gewéhlt.
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Der Restriktionsverdau wurde fiir 1 h bei der fiir das Enzym optimalen Temperatur (i.d.R.
37°C) inkubiert.

Priparative Ansitze (ca. 10 ug Plasmid-DNA) wurden in 50 pl Volumen durchgefiihrt, nach
Zugabe einer entsprechenden Menge an Restriktionsenzym 1 h bei 37 °C inkubiert. Um voll-
staindige Hydrolyse zu gewihrleisten, wurde nochmals ein Aliquot an Restriktionsenzym
hinzugefiigt und eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert.

Die Restriktionsenzyme wurden nach der Reaktion fiir 5 min bei 65 °C hitzedenaturiert.

3.1.6. Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von doppelstrangiger DNA zu analytischen oder priparativen Zwecken
erfolgte mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989). Die
Agarosekonzentration (0.8-2%) der Gele richtete sich nach der Grdsse der zu isolierenden
DNA-Fragmente. Als Gel- und Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/Ac,
1 mM EDTA, pH 7.5) verwendet.

Die Proben mit 6x Probenpuffer (0.25% Bromphenolblau, 0.25% Xylencyanol, 30% (v/v)
Glyzerin) versetzt. Die Geltaschen wurden mit den Proben und einem DNA-Molekularstan-
dard gefiillt, die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 10 V/cm fiir ca. 1.5 h.
AnschlieBend wurde das Gel in einer Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) fiir 30 min geférbt.
Der Farbstoff, der in die DNA interkalierte, wurde auf einem UV-Transilluminator (A= 254

nm) sichtbar und konnte mit einem Gelprint-System dokumentiert werden.

3.1.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen von DNA-Fragmenten mit kohdsiven Enden, wie sie z.B. nach Spaltung mit
Restriktionsendonukleasen vorliegen, wurden im allgemeinen mit einem Vektor:Insert-
Verhiltnis von 1:1 bis 1:10 durchgefiihrt.

In einem 10 pl Reaktionsansatz wurden 100 ng Vektor-DNA mit der entsprechenden Menge
DNA-Insert versetzt und 5 min auf 45°C erwiarmt. AnschlieBend wurde auf Eis abgekiihlt und
10x Ligationspuffer (660 mM Tris/HCI, 50 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7.5)
sowie 1 U T4 DNA-Ligase hinzugefiigt.



Methoden 21

Analog wurde ein Negativ-Kontrollansatz hergestellt, Insert-DNA wurde durch H;Opip
ersetzt.
Die Ligationsansdtze wurden fiir 1 h bei 16°C inkubiert. Die Reaktionsmischung konnte

direkt zur Transformation eingesetzt werden.

3.1.8. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungsreaktion mit neuen Plasmidkonstrukten wurde nach der Didesoxy-
Methode durchgefiihrt (Sanger et al., 1977). Hierfir wurde das ‘Taq DyeDesoxy™
Terminator Cycle Sequencing Kit’ eingesetzt.

Als Templat fiir die Reaktion diente doppelstrangige, zirkuldre Plasmid-DNA.

Die Agarosegel-Elektrophorese der Sequenzierungsprodukte wurde von Mitarbeitern der

Firma Scientific Research and Development GmbH, Oberursel, durchgefiihrt.

3.2. Proteinchemische Methoden

3.2.1. Expression der Xvlanase in E. coli

3.2.1.1. Analytische Testexpression

Die Expressionsplasmide fiir die Xylanase wurden in den jeweiligen DE3-lysogenen E. coli
BL21 Stamm transformiert. Auf einer LB-Agar-Platte (mit entsprechenden Antibiotika)
wurde ein Aliquot des Transformationsansatzes liber Nacht bei 37 °C inkubiert. 9 x 3 ml LB-
Roller-Kulturen (mit entsprechenden Antibiotika) wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft
und bei 37 °C und 220 rpm bis ODggo = 0.8 inkubiert. Es wurde je ein Aliquot von 500 pl
entnommen, die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (Biofuge, 5 min, 4800 rpm, 4
°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung
(ca. 8 h) bei +4 °C gelagert.

Der Rest der LB-Kulturen wurde mit 1 mM IPTG induziert und weitere 4 h bei 37 °C und 220

rpm inkubiert. Ein Negativ-Kontrollansatz wurde mitgefiihrt, der nicht induziert wurde.
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Der Gehalt an Zielprotein wurde mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese iiberpriift. Der
Einzelklon mit der hochsten Expressionsrate wurde fiir eine Expression im (semi-) prépara-

tiven Massstab verwendet.

3.2.1.2. Testexpression im semiprdparativen Massstab

Eine 3 ml LB-Roller-Kultur (alle folgenden Schritte mit entsprechenden Antibiotika) wurde
mit der besten Einzelkolonie angeimpft und bei 30 °C und 160 rpm {iber Nacht inkubiert. Es
wurde ein Aliquot von 1 ml entnommen, die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert
(Biofuge, 5 min, 4800 rpm, 4 °C). Das Zellpellet wurde in 100 ml LB-Medium resuspendiert
und bei 37 °C in einem Schiittelkolben (mit Schikane, 160 rpm) bis ODggo = 0.8 inkubiert. Die
LB-Kultur wurde mit 1 mM IPTG induziert und weitere 4 h bei 37 °C und 160 rpm inkubiert.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Sorvall, GSA, 15 min, 4800 rpm, 4 °C) gewonnen
und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —80 °C gelagert.

Die Zeit fiir die Expression nach Induktion wurde zwischen 4 und 16 h variiert. Es wurde

ebenfalls getestet, die Expressionstemperatur auf 30 °C abzusenken.

3.2.1.3. Expression im prdparativen Massstab

Eine 3 ml LB-Roller-Kultur (alle folgenden Schritte mit entsprechenden Antibiotika) wurde
mit der besten Einzelkolonie angeimpft und bei 30 °C und 160 rpm iiber Nacht inkubiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (Biofuge, 5 min, 4800 rpm, 4 °C). Das Zell-
pellet wurde in 200 ml LB-Medium resuspendiert und bei 37 °C in einem Schiittelkolben bis
zur logarithmischen Wachstumsphase inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(Sorvall, GSA, 15 min, 4800 rpm, 4 °C) gewonnen und zur Inokulation von 10 1 LB-Medium
verwendet. In einer Braun Fermentationsanlage wurde der Ansatz bei konstanten
Bedingungen (Luftzufuhr 1200 hPa, pH 7.0, 300 rpm, 37 °C) bis ODggo = 0.8 inkubiert. Die
LB-Kultur wurde mit 1 mM IPTG induziert und weitere 4 h bei 37 °C inkubiert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Beckman, JLA 8.1000, 15 min, 4800 rpm, 4 °C)

gewonnen und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —80 °C gelagert.
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3.2.2. Isotopenanreicherung der Xvlanase

Es wurden 2 1 ["°N]-M9-Minimalmedium ohne Antibiotika und Kohlenstoff-Quelle vor-
bereitet und 50 ml wurden fiir eine M9-Vorkultur entnommen. Eine 3 ml LB-Roller-Kultur
(alle folgenden Schritte mit entsprechenden Antibiotika) wurde mit der besten Einzelkolonie
angeimpft und bei 30 °C und 160 rpm iiber Nacht inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugation pelletiert (Biofuge, 5 min, 4800 rpm, 4 °C). Die M9-Vorkultur wurde bis zu einer
Konzentration von 0.25% (w/v) mit [°C]-Glyzerin und 0.1% mit (w/v) [°C]-Glucose
versetzt. Das Zellpellet wurde darin resuspendiert und bei 37 °C in einem Schiittelkolben (mit
Schikane, 160 rpm) bis zur logarithmischen Wachstumsphase inkubiert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Sorvall, GSA, 10 min, 4800 rpm, 4 °C) gewonnen
und zur Inokulation der M9-Hauptkultur verwendet. Die entsprechenden [°C]-Nihrstoffe
wurden hinzugegeben und der Ansatz wurde bei 37 °C in Schiittelkolben (mit Schikane, 160
rpm) bis ODgoo = 0.8 inkubiert. Die M9-Hauptkultur wurde mit 1 mM IPTG induziert und
weitere 12 h bei 37 °C und 160 rpm inkubiert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Beckman, JLA 8.1000, 15 min, 4800 rpm, 4 °C)
gewonnen und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —80 °C gelagert.

Fiir eine einfach markierte [°N]-Xylanase wurde unmarkiertes Glyzerin bzw. Glucose

verwendet.

3.2.3. Priparation der Xylanase aus E. coli

Alle chromatographischen Methoden wurden an einem AktaBasic-System von Pharmacia

durchgefiihrt.

3.2.3.1. Vorbereitungen zur lonenaustausch-Chromatographie

60 ml des aufgeschlimmten Kationenaustausch-Materials SP Sepharose (in 50% (v/v)
Ethanol) wurden abgemessen. Um feinporiges Material zu entfernen, wurde wiederholt mit
100 ml 10 mM NaOAc pH 5.2 gewaschen, sedimentiert und dekantiert. Das Sdulenmaterial

wurde entgast und in den Sdulekdrper XK 16/20 (125 ml Sdulenbettvolumen) gegossen.
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3.2.3.2. Vorbereitungen zur Gelfiltration

Die gebrauchsfertige Gelfiltrations-Sdule Superdex 75 26/60 (300 ml Siulenbettvolumen)
wurde in 50% (v/v) Ethanol gelagert. Zur Equilibrierung wurde die Sdule mit 700 ml 10 mM
NaOAc pH 5.2 und einer Flussrate von 0.5 ml/min bei RT gespiilt.

3.2.3.3. Isolation der Xylanase

Das Zellpellet aus 1 1 E. coli-Kultur wurde auf Eis aufgetaut und in ca. 35 ml Puffer A (10
mM NaOAc pH 5.2) resuspendiert. Es wurde 1 mg/ml Pefabloc® SC und 0.05 mg/ml
Benzoase zugesetzt. Die Zellen wurden mit einem Ultraschallhomogenisators (10 Pulse, 200
W, Schwingsonde 5 T) fein verteilt und anschlieBend dreimal mit einer FrenchPress
behandelt. Es wurde zentrifugiert (Sorvall, SS34, 45 min, 20000 rpm, 4 °C), der Uberstand
wurde sterilfiltriert und mit Puffer A auf 150 ml verdiinnt.

Diese l0sliche Proteinfraktion wurde auf die SP Sepharose Sdule gegeben und mit 125 ml
Puffer A, einer Flussrate von 1.5 ml/min bei RT gespiilt. AnschlieBend wurde bei gleichen
Flussbedingungen die lonenkonzentration innerhalb von 275 ml auf 30% Puffer B angehoben
(10 mM NaOAc pH 5.2, 600 mM NaCl). Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde
bei A = 280 nm detektiert.

Die Hauptfraktion ([J50 ml) wurde bei RT auf 12 ml eingeengt. Jeweils 5 ml der gewonnenen
Fraktion wurden auf eine Gelfiltrations-Séule Superdex 75 26/60 gegeben und mit 0.6 ml/min
Puffer A (10 mM NaOAc pH 5.2) bei RT eluiert. Es wurde bei A = 280 nm detektiert.

Die vereinigten Eluate ([J 30 ml) wurden bei RT auf eine Proteinkonzentration von 1.5 - 2

mM Xylanase eingeengt.

3.2.4. SDS-Polyacryvlamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde zur Analyse der Homoge-

nitdt von Xylanase-Proben verwendet (Laemmli, 1970).
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Die Elektrophorese wurde in einer Mini-Protean II-Gelelektrophorese Apparatur durchge-
fiihrt. Die Zusammensetzung des 12.5%igen Trenngels und des 4%igen Sammelgels sind der
folgenden Tabelle 2-2 zu entnehmen, die angegebenen Volumina beziehen sich auf zwei

Minigele (Dicke 1 mm):

Tab. 3-2: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel der
diskontinuierlichen SDS-PAGE

Sammelgel (4%) Trenngel (12.5%)
Hgomi”i 2.6 ml 1.45 ml
87% (viv) Glyzerin - 1ml
1.5 M Tris/HCI, pH 8.8 - 2.5 mi
0.5 M Tris/HCI, pH 6.8 1.25 mi -
30% Acrylamid/ 0.8% Bisacrylamid | 0.65 ml 4 ml
1% (w/v) SDS 0.5 ml 1ml
TEMED 10 pl 25 yl
10% (w/v) APS 25 yl 50 ul

Laufpuffer: 25 mM Tris/HCI, 192 mM Gilycin, 0.1 % (w/v) SDS, pH 8,3.

20 pl einer E. coli Zellkultur wurden mit 5 pl 5x SDS-Probenpuffer versetzt (250 mM
Tris/HCl, 50% (v/v) Glyzerin, 7.5 g/l SDS, 0.5 mg/ml Bromphenolblau, pH 8.0; 20 mM f3-
Mercaptoethanol) und fiir 10 min bei 95°C inkubiert.

Die Zellen aus 1.5 ml E. coli Zellkultur wurden in 200 pul TE-Puffer resuspendiert und mit
einem Ultraschall-Homogenisator (3 x 10 Pulse, 20 W, Schwingsonde 12T) aufgeschlossen.
Es wurde zentrifugiert (Biofuge, 15 min, 13000 rpm, 4 °C), 20 pl des Uberstandes wurden mit
5x SDS-Probenpuffer versetzt und analog hitzedenaturiert. Die unldsliche Proteinfraktion des
Pellets wurde in 200 pl HyOmini homogenisiert. Analog wurden 20 pl dieser Fraktion fiir den

Probenauftrag vorbereitet.

Die Geltaschen wurden mit den Proben und einem Protein-Molekularstandard gefiillt, die
Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100 V fiir 12 min und anschlieend bei 200 V

fiir 42 min.
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Das Trenngel wurde in eine Firbelosung (0.1% PhastGel® Blue R, 40% (v/v) Methanol, 10%
(v/v) HAc) tberfiihrt, fiir 3 min erhitzt und dann fiir weitere 15 min in der Firbelosung
inkubiert. Der iiberschiissige Farbstoff wurde durch mehrmaliges Waschen in Entfarbelosung
(40% (v/v) Ethanol, 10% (v/v) HOAc, 5% (v/v) Glyzerin) entfernt. AnschlieBend wurden die

Gele getrocknet und dokumentiert.

3.2.5. Konzentrationsbestimmung

Die Extinktion einer Xylanase-Losung wurde mit einem UV-Spektralphotometer zwischen A
= 240 und 360 nm gemessen. Mit dem Spektrum wurde die Reinheit iiberpriift und aus dem
Lambert-Beerschen-Gesetz E = €330.heoldld wurde die Konzentration bestimmt. Die theoreti-
schen Extinktionskoeffizienten (Tab. 3-3) wurde als Summe der Extinktionen der einzelnen

Aminoséuren errechnet (Sambrook et al., 1989).

Tab. 3-3: Die theoretischen Extinktionskoeffizienten der Xylanase

A [em] ‘276 278 279 280 282

Ext. Koeffizient [mM™ cm™]|56.65 57.40 57.11 56.47 54.80

3.2.6. Optimierung der Pufferbedingungen fiir die pH-Titration

Die Loslichkeit der Xylanase ist pH-abhéngig. Ab einem pH-Wert > 5.6 fillt die Konzentra-
tion einer Xylanase-Losung (1 mM Xylanase in 10 mM NaOAc pH 5.2) zunehmend unter 0.1
mM. Es wurden Vortests durchgefiihrt, die optimale Pufferbedingungen geeignet filir die
NMR-Spektroskopie ermoglichen sollten. In einem Endvolumen von 25 ul wurde eine 100
mM Pufferlésung (pH 3.0 und 8.2) mit unterschiedlichen Zuséitzen (25-50 mM, Tab. 3-4)
kombiniert. Zu diesem Ansatz wurden 25 pl Xylanase-Losung (10 mM NaOAc pH 5.2)
gegeben, 5 min bei 40 °C, dann bei RT iiber Nacht inkubiert. Als Blindwert wurden 25 pl

HOpini mit 25 pl Xylanase-Losung versetzt und analog inkubiert.
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Tab. 3-4: Kombinationen Puffer - Zusitze

Zusatz
LiCl NaCl KCI MgCl, Na,SO, Glyzerin Ethandiol CHAPS Glycin Arginin Betaine

Puffer

Acetat X X X X X X X X X X X
Tris/HCI X X X X X X X X X X X
Phosphat X X X X X X X X X X X
Borsaure X X X X X X

CAPS X X X X X X

MOPS X X X X X X

HEPES X X X X X X

Es wurde zentrifugiert (Biofuge, 15 min, 13000 rpm, RT), 5 - 20 ul des Uberstandes wurden
auf 1 ml verdiinnt. Ein UV-Spektrum wurde aufgenommen und die Konzentration wurde aus
der Extinktion bei A = 280 nm bestimmt.

Von den besten Zusédtzen Glyzerin, MgCl,, CHAPS und Arginin wurden alle Permutationen

unter systematischer Verringerung der Konzentrationen getestet.

3.3. Charakterisierung der enzymatischen AKktivitit

3.3.1. Bestimmung der relativen AKtivitit der Xvylanase

3.3.1.1. Relative Aktivitit aufgereinigter Xylanase

Die relative Aktivitdt der Xylanase wurde photometrisch durch die Freisetzung eines an
Xylan gebundenen Farbstoffs Remazol Brilliant Blue R (RBB) gemessen.

0.5 ml RBB-xylan-Losung (5.75 mg/ml in 10 mM NaOAc pH 5.2, 50 mM NaCl) wurden auf
30 °C temperiert und mit 10 pl einer 0.01 mM Xylanase-Losung (10 mM NaOAc pH 5.2, 50
mM NaCl) versetzt. Es wurde 60 min bei 50 °C inkubiert und die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1 ml 96 % (v/v) Ethanol beendet. Uberschiissiges Substrat prizipitierte durch
weitere Inkubation fiir 30 min bei RT. Es wurde zentrifugiert (Biofuge, 15 min, 13000 rpm,
RT) und die Extinktion des Uberstandes wurde bei 595 nm gemessen. Der Blindwert wurde
durch eine analoge Reaktion bestimmt, bei der die Enzymldsung durch HyOppi ersetzt wurde.

Es wurden jeweils 10 Messungen durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet. Die relative
Aktivitdit wurde durch Normierung auf die hdochste Extinktion an freigesetztem Farbstoff

errechnet.
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3.3.1.2. Konzentrationsabschdtzung exprimierter Xylanase durch relative Aktivitdt

Die Zellen aus 3 ml E. coli Zellkultur wurden in 300 pl TE-Puffer resuspendiert und mit
einem Ultraschall-Homogenisator (3 x 10 Pulse, 20 W, Schwingsonde 12T) aufgeschlossen.
Es wurde zentrifugiert (Biofuge, 15 min, 13000 rpm, 4 °C), 200 pl des Uberstandes wurden
mit 500 pl RBB-xylan-Losung versetzt. Analog wie unter 3.3.1.1 beschrieben wurde die
Freisetzung des Farbstoffs photometrisch bestimmit.

Als Bezug diente die relative Aktivitdt einer LB-Kultur, die im Anschluss priparativ aufge-
reinigt wurde. Die Proteinmenge wurde quantifiziert und auf die gemessene ODsgs,m bezogen.
Da die Loslichkeit von RBB-Xylan stark von der Hintergrundmatrix abhéngig ist und die
Proteinmenge zur Quantifizierung aus mehreren Arbeitsschritten hergestellt worden war, stellt

die photometrische Bestimmung der Expressionsrate nur eine Abschdtzung dar.

3.3.2. pH-Abhangigkeit der relativen Xvlanase-AKktivitiit

Die pH-Abhiéngigkeit der relativen Xylanase-Aktivitdit wurde durch eine analoge Reaktion
bestimmt, nur die Pufferbedingungen fiir den entsprechenden pH-Wert wurden variiert (Tab.

3-5).

Tab. 3-5: Pufferbedingungen zur Bestimmung der pH-Abhéngigkeit der Xylanase-
Aktivitit

pH-Bereich Puffer

3.0-5.0 20 mM Bernsteinsaure, 50 mM NaCl
50-7.0 20 mM MES, 50 mM NaCl
7.0-8.5 20 mM HEPES, 50 mM NaCl

Es wurden jeweils 5 Messungen pro pH-Schritt durchgefiihrt und der Mittelwert gebildet.
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3.4. NMR-Experimente

Die sequenzspezifische Zuordnung der Resonanzen titrierbarer Gruppen ist eine notwendige

Voraussetzung, um die pH-Abhidngigkeit der Signale verfolgen zu kdnnen.

Xylanase aus B. agaradhaerens wurde C- und "N-markiert (Fogh et al., 1994; Remeroski et
al., 1994), um heteronukleare zwei- bzw. drei-dimensionale Spektren aufnehmen zu kénnen.
Gegeniiber einer einfach markierten "N-Probe ergibt sich der Vorteil, dass iiberlagerte
Resonanzen in die zusitzliche *C-Dimension ,gespreizt’ werden (Griesinger er al., 1987;
Griesinger et al., 1989; Kay et al., 1990; Vuister et al., 1988). Werden Magnetisierungs-
transfers im Rahmen von NOESY- und TOCSY-Experimenten verwendet, so ist die Effizienz
stark von der Sekundarstruktur (Diederwinkel vicinaler Atome) abhéngig. Mit einem doppelt
markiertem Protein konnen Magnetisierungstransfers iiber 'J-Kopplungen verwendet werden.
Dies hat zwei Vorteile: Unabhingigkeit von der Sekundirstruktur und kiirzere Mischzeiten
fir den optimalen Transfer, da 'J-Kopplungen deutlich groBer als *J-Kopplungen sind.
Besonders bei groferen Proteinen (Xylanase: 23kDa) mit ungiinstigen Relaxationseigen-

schaften verbessert sich die Empfindlichkeit der NMR-Experimente.

3.4.1. Allgemeine Bedingungen

Fiir NMR-Experimente wurde die Proteinlosung bei RT auf 95% H,O / 5% D,0 (v/v) mit 10
mM perdeuteriertem NaOAc, pH 5.2 und einer Endkonzentration von 1.5 mM Xylanase
umgepuffert. Es wurde 0.01% Pefabloc® SC (w/v) zur Proteaseinhibition, 0.05% NaNs3 (w/v)
zur Konservierung und 0.05 mM DSS als interner Standard hinzugefiigt.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte an den Spektrometern des Typs DMXS500 bzw.
DMX600 (Bruker Analytische Messtechnik, Rheinstetten) bei einer Temperatur von 30°C.
Die Spektrometer waren mit Tripelresonanz-Probenkopfen 'H{"°C'"’N} mit XYZ-Gradienten-
kapazitit ausgestattet. In allen Experimente wurden heteronukleare Gradientenechos zur
Wasser- und Artefaktunterdriickung in Verbindung mit kohédrenzselektiven Riicktransfers auf
Protonen verwendet (Cavanagh & Rance, 1990; Cavanagh & Rance, 1993; Sattler et al.,
1995; Schleucher et al., 1993). Die Prozessierung der NMR-Spektren erfolgte mit dem
Programm XWINNMR 2.1 (Bruker Analytische Messtechnik, Rheinstetten). Vor der Fourier-
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Transformation wurde der FID mit leeren Adressen erweitert, in der Regel wurden die
entsprechenden Dimensionen mit einer Sinusquadrat-Funktion multipliziert. Eine anschlie-
Bende Basislinienkorrektur erfolgte in der wy- (bzw. wx-) Dimension mit einem Polynom
hoherer Ordnung. Die Auswertung wurde an LINUX-Rechnern mit der Software PRONTO
(v.19990506, Kjaer et al., 1994) und NMR2VIEW 5.0.4 (Merck and Co., INC, New Jersey,
USA) durchgefiihrt. 'H Resonanzpositionen wurden mit internem DSS kalibriert, wihrend die
N und "C chemischen Verschiebungen indirekt referenziert wurden, indem iiber die

absoluten Frequenzwerte umgerechnet wurde (Wishart et al., 1995).

3.4.2. Sequentielle Zuordnung der Resonanzen des Proteinriickgrats

3.4.2.1. HNCO

Im HNCO-Experiment (Grzesiek & Bax, 1992; Kay et al., 1991; Kay et al., 1990; Kay et al.,
1994; Powers et al., 1991) erhilt man eine Korrelation zwischen H (i), N(i) und dem
Carbonyl-Atom C’(i-1) der vorhergehenden Aminosaure (Schema: siche Abb. 4-12, S. 61).

Die Magnetisierung wird auf H" angeregt und iiber zwei Polarisationstransfer-Schritte auf '°N
und von dort auf das C’(i-1)-Atom iibertragen. Nach einer Evolutionszeit (t;) der Carbonyl-
kohlenstoffresonanzen erfolgt der Riicktransfer auf das Stickstoffatom mittels eines weiteren
Polarisationstransfer-Schrittes. Nach einer constant-time Evolutionszeit (t3) wird die Magneti-
sierung mit einem kohdrenzselektiven Riicktransfer auf die Amidprotonen iibertragen und

dort detektiert (t;).

3.4.2.2. (HCA)CO(CA)NH

Zusétzlich zu der Information aus dem HNCO erhélt man im (HCA)CO(CA)NH-Experiment
eine Korrelation zwischen H"(i), N(i) und den Carbonyl-Atomen der eigenen C’(i) wie auch
der vorhergehenden Aminosdure C’(i-1) (Schema: siche Abb. 4-12, S. 61).

Die Magnetisierung wird beginnend mit dem H® in einem INEPT-Schritt auf das C° transfe-
riert. Ein weiterer Polarisationstransfer-Schritt libertragt die Magnetisierung auf die C’(i-1)

und C’(i) Atome, da die beiden 'J(C® (i), C’(i))- und *J(C® (i), C’(i-1))-Kopplungen dhnlich
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grof} sind (7 bzw. 11 Hz). Nach dem Riicktransfer iber N mit constant-time Evolutionszeit
wird die Magnetisierung in einem COS-INEPT-Schritt auf das H" iibertragen und dort
detektiert.

Der Vorteil dieses Experiments liegt in der Kombination mit dem HNCO. Werden entspre-
chende "N-Ebenen beider Spektren gleichzeitig ausgewertet (siche Abb. 4-12, S. 61), so

ergibt sich eine bessere Ubersicht wihrend der Zuordnung der Proteinriickgratresonanzen.

3.4.2.3. HNCACB

In Analogie zum (HCA)CO(CA)NH-Experiment erfolgt der Transfer im HNCACB
(Muhandiram & Kay, 1994; Wittekind & Mueller, 1993) zur eigenen als auch zu der
vorhergehenden Aminosiure. Man erhilt maximal 4 Signale, die die Resonanzen H"(i) und
N(i) mit den aliphatischen Kohlenstoffresonanzen Cq(1), Cp(i), Cq(i-1), und Cg(i-1)
korrelieren (Schema: siche Abb. 4-12, S. 61).

Zu Beginn wird die Magnetisierung der Cq, Cg-Atome {iber den Transfer HY - N - Cq, Cp
angeregt. Man bezeichnet diese Art der Experimente als ,out-and-back’ (Archer et al., 1991),
im Gegensatz im konventionellen CBCANH- Experiment (Grzesiek & Bax, 1992), das mit
der Anregung der Magnetisierung aliphatischer Protonen beginnt, die dann auf Cy und Cg
iibertragen wird. In beiden Verfahren werden nach einer Evolutionszeit (t;) die Transferwege
Cp —» Cqund Cyq — Cq selektiert. Es folgen zwei Polarisationstransfer-Schritte, in denen die
Magnetisierung auf den Amidstickstoff der eigenen (]J caN) und der benachbarten Aminosdure
(*Jcan) iibertragen wird. Dort wird die chemische Verschiebung wihrend einer weiteren Zeit
(t3) evolviert. Mit einem kohidrenzselektiven Riicktransfer wird die Magnetisierung auf die

Amidprotonen iibertragen und dort detektiert.
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3.4.2.4. Ubersicht iiber die Parameter der NMR-Zuordnung des Proteinriickgrats

Tab. 3-6: Akquisitions- und Prozessierungsparameter der NMR-Experimente

Punkte aufgen. : tatsdachliche Anzahl der Punkte wéhrend der Datenakquisition;
Punkte transform: Grosse der prozessierten Daten; Spektrometer DMX 500
entspricht 500 MHz ('H), 125 MHz (*C), 50 MHz (°N).

Kern Punkte Spektrale Punkte Lineare Apodisierung Digitale
aufgen. Weite [Hz] transform.  Vorhersage Auflésung
[Hz / Pkt]
HNCO Spektrometer: DMX 500
t1("H) 1024 6562 512 - (sin)® 12.8
t2("°C) 160 1572 256 128 - 200 (sin)? 3.9
t3("°N) 192 1825 256 128 _ 252 (sin)? 3.6
(HCA)CO(CA)NH Spektrometer: DMX 500
t1("H) 1024 6614 512 - (sin)® 6.5
t2("°C) 72 1572 128 64 - 92 (sin)? 8.5
t3("°N) 144 1634 256 128 - 252 (sin)? 43
HNCACB Spektrometer: DMX 500
t1("H) 1024 6562 512 - (sin)? 6.4
t2("*C) 160 7246 256 128 - 192 (sin)? 18.9
t3("°N) 152 1634 256 128 - 256 (sin)? 3.2

(vgl. Abb. 4-12, S. 61)

3.4.3. Zuordnung der Resonanzen der Seitenketten

3.4.3.1. HBHACONH

Im HBHACONH-Experiment (Grzesiek & Bax, 1993a) werden die Resonanzen der alipha-

tischen Protonen Hq(i-1)/Hg(i-1) mit den Backbone-Amiden der nachfolgenden Aminosédure

H(i) und N(i) korreliert (Schema: siche Abb. 4-14, S. 62).

Zuerst wird die transversale H%- und HB-Magnetisiemng angeregt, die in einer semi-constant-

time Periode evolviert (Grzesiek & Bax, 1993a; Logan et al., 1993). Danach wird diese auf
die entsprechenden C°- und CP-Atome tibertragen. Der restliche Teil des HBHACONH-
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Experiment ist analog dem konventionellen CBCANH- Experiment, das in Kap. 3.4.2.3

beschrieben wurde.

3.4.3.2. (HCC(CO)NH und H(CC)(CO)NH

Durch homonnukleare C,C-TOCSY-Experimente (Cavanagh & Rance, 1990; Clowes et al.,
1993; Montelione et al., 1992) wurden Resonanzen aller aliphatischer Seitenketten-Kohlen-
stoffe mit den Amidprotonen der nachfolgenden Aminosdure korreliert (Schema: sieche Abb.
4-14, S. 62). Dies stellt einen Informationsgewinn gegeniiber dem HNCACB dar, da hier nur
die Resonanzen der Co/Cg—Atome zugeordnet werden konnen.

Die Empfindlichkeit wihrend des TOCSY-Transfers ist geringer, da die Magnetisierung iiber
das gesamte Spinssystem verteilt wird und nur ein kleiner Teil auf den Cq—Kern iibertragen
wird. Dariiber hinaus ist es schwierig, eine optimale Mischzeit der Cyjiph - Cq-Transfers fiir
alle Kopplungstopologien der verschiedenen Aminosduren zu finden (Eaton et al., 1990).
AnschlieBend wird die Magnetisierung der Cq-Atome durch drei Polarisationstransfer-Schritte
von Cq - C’, von C’ - N (Evolutionszeit t;) und von NoHY ibertragen, die dann detektiert

werden.

In Analogie wird im H(CC)(CO)NH-Experiment die chemische Verschiebung auf den
aliphatischen Protonen evoliert anstelle der aliphatischen Kohlenstoffe im (H)CC(CO)NH.
Vergleicht man dieses Experiment mit dem HBHACONH, so kann man zwischen den Hqo/Hg

und den restlichen aliphatischen Protonen unterscheiden.
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3.4.3.3. Ubersicht derParameter der Seitenketten-Zuordnung

Tab. 3-7: Akquisitions- und Prozessierungsparameter

Punkte aufgen. : tatsdachliche Anzahl der Punkte wéhrend der Datenakquisition;
Punkte transform: Grosse der prozessierten Daten; Spektrometer DMX 500
entspricht 500 MHz ('H), 125 MHz (*C), 50 MHz (°N).

Kern Punkte  Spektrale Punkte Lineare Apodisierung Digitale
aufgen. Weite [Hz]  transform.  Vorhersage Auflésung
[Hz / Pkt]
HBHACONH Spektrometer: DMX 500
t1('H) 1024 6614 512 - (sin)? 6.5
t2('H) 103 3226 256 128 - 136 (sin)? 11.9
t3("°N) 144 1634 256 128 - 288 (sin)? 2.8
(H)CC(CO)NH Spektrometer: DMX 500
t1("H) 1024 6611 512 - (sin)® 6.5
t2("°C) 144 8166 256 128 - 136 (sin)® 21.3
t3("°N) 128 1627 256 128 - 192 (sin)? 4.2
H(CC)(CO)NH Spektrometer: DMX 500
t1("H) 1024 6611 512 - (sin)? 6.5
t2("H) 184 3856 256 128 - 220 (sin)? 8.8
t3("°N) 116 1627 256 128 - 180 (sin)? 45

(vgl. Abb. 4-14, S. 62 und Abb. 4-16, S.63)

3.4.4. Zuordnung der Seitenketten-Carboxvlat-13C-Res0nanzen

Die C-Resonanzen der Seitenketten-Carboxylatgruppen wurden zugeordnet und mit dem

aliphatischen Teil der Seitenketten sequenzspezifisch verkniipft.

3.44.1. CT-H(CA)CO

Das urspriingliche CT-HCACO-Experiment (Grzesiek & Bax, 1993b; Powers et al., 1991)

wurde modifiziert (Yamazaki et al., 1994), um die Korrelationen zwischen den aliphatischen

HPP_Protonen (fiir Asx, bzw. fiir Glx: H"Y) und dem Seitenketten-Carboxyl-Atom C” (bzw.
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Cé) zu erhalten (Schema: siche Abb. 4-18, S. 64). Da die Resonanzen der HPP_Protonen in
den Seitenketten-TOCSY-Experimenten zugewiesen wurden, vervollstindigt dieses
Experiment die Zuordnung der sauren Aminosauren.

Die Magnetisierung wird auf den diastereotopen H PP /Y angeregt und iiber ein INEPT-
Schritte auf das entsprechende aliphatische CPY _Atom iibertragen. Mit einer Evolutionszeit

/5

(tp) erfolgt ein Transfer auf das benachbarte Carboxyl-C""-Atom, um von dort -in umgekehr-

ter Reihenfolge - wieder die HP®/HYY-Protonen zu erreichen. Diese werden dann detektiert
(th).
In der ,CT’-Version des H(CA)CO-Experiments wird die transversale c? Y-Magnetisierung in

einer constant-time Periode aufrecht erhalten.

3.4.4.2. Ubersicht der NMR-Parameter fiir Seitenketten-Carboxylat-Experimente

Tab. 3-8: Akquisitions- und Prozessierungsparameter

Punkte aufgen. : tatsdchliche Anzahl der Punkte wihrend der Datenakquisition;
Punkte transform: Grosse der prozessierten Daten; Spektrometer DMX 500
entspricht 500 MHz ('H), 125 MHz (*C), 50 MHz (N).

Kern Punkte  Spektrale Punkte Lineare Apodisierung Digitale
aufgen. Weite [Hz]  transform.  Vorhersage Auflosung
[Hz / Pkt]
CT-H(CA)CO Spektrometer: DMX 500
t1("H) 768 4735 1024 - (sin)® 4.6
t2("*C) 196 3787 512 - (sin)? 7.4

(vgl. Abb. 4-18, S. 64)

3.4.5. Zuordnung der Resonanzen der Histidinseitengruppe

Die zuvor beschriebenen Experimente erlauben eine komplette Zuordnung der Backbone-
Resonanzen und die der aliphatischen Seitenketten. Fiir die pH-Titration war es aber not-

wendig, die Resonanzen der Histidinseitengruppen zuzuordnen und sie mit den aliphatischen
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Teil der Seitenkette sequenzspezifisch zu verkniipfen. In den folgenden Experimenten werden
teilsweise auch Tryptophan-Resonanzen detektiert, da sich Korrelationen in beiden hetero-

aromatischen Systemen gleichen.

3.4.5.1. 3D HCN

Im 3D HCN-Experiment (Sudmeier et al., 1996) werden zwei Korrelationswege aufgebaut.
Einerseits wird H%? mit C%? und N#2 korreliert, anderseits H** mit C** und N¥%/N%%, Mit einem
Experiment kdnnen somit alle Resonanzen ausser der des C' im Imidazolring zugeordnet
werden (Schema: siche Abb. 4-21, S. 66).

Die Magnetisierung wird auf den H %/H* angeregt und iiber zwei Polarisationstransfer-
Schritte auf das entsprechende Kohlenstoffatom (Evolutionszeit t;) bzw. von dort weiter auf
die benachbarten N*/N°-Atome iibertragen. Nach einer Evolutionszeit (t3) auf den Stick-
stoffen erfolgt der Riicktransfer in umgekehrter Richtung, die H ®2/H*'-Protonen werden

detektiert (t;).

3.4.5.2. 2D [P°N,'"H]-TROSY-HNC""

Mit dem [ISN,1H]-TROSY-HNCar-Experiment konnen aromatische Kohlenstoffresonanzen
zugeordnet werden, die zu den Imidazol- bzw. Indol-Stickstoffen iiber eine IJNCar—Spin—
kopplung benachbart sind (Schema: siche Abb. 4-16, S. 65).

In seinem Prinzip ist das ["°N,'H]-TROSY-HNC* dem HNCO-Experiment (siche Kap.
3.42.1, S. 30) shnlich, nur die "*C-Carrier-Frequenz wird im aromatischen Bereich

positioniert.

3.4.5.3. [PC'H]-TROSY-H(CDCG)CB

Das [°C,'H]-TROSY-H(CDCG)CB-Experiment (Lohr et al., 2002) verkniipft sequenzspezi-

fisch die Resonanzen des Heteroaromaten mit dem aliphatischen Teil der Seitenkette. Es



Methoden 37

erfolgt eine Korrelation zwischen dem aromatischen 'H®*Proton und dem aliphatischen CP-
Kohlenstoff (Schema: siche Abb. 4-21, S. 66).

Um an Empfindlichkeit zu gewinnen wird, wird in der Pulssequenz langsam relaxierende 'H-
gekoppelte °C Magnetisierung nach der TROSY-Methode (Pervushin ez al., 1997) selektiert.
Zu Beginn wird die Magnetisierung auf dem H 02 angeregt und mit einem INEPT-Schritt auf
das C%? iibertragen. Es folgen zwei weitere Transfer-Schritte iiber je eine Bindung zum intra-
residualen (3-Kohlenstoff: C%_ " und CY- CP. Die Evolutionszeit (t2) auf den 3-Kohlenstoff
wird zur Aufnahme der chemischen Verschiebung nach der HMQC-Methode benutzt (Bax et
al., 1983; Bendall et al., 1983). Es erfolgt ein Riicktransfer auf die &-Protonen (t;), wobei ein

Koherenztransfer iiber eine Selektion des Spinzustandes (S’CT) erfolgt.

3.4.5.4. Ubersicht iiber die Parameter der Zuordnung der Histidinresonanzen

Tab. 3-9: Akquisitions- und Prozessierungsparameter

Punkte aufgen. : tatsdachliche Anzahl der Punkte wéhrend der Datenakquisition;
Punkte transform: Grosse der prozessierten Daten; Spektrometer DMX 500
entspricht 500 MHz (‘H), 125 MHz ("*C), 50 MHz ("°N).

Kern Punkte  Spektrale Punkte Lineare Apodisierung Digitale
aufgen. Weite [Hz]  transform.  Vorhersage Auflésung
[Hz / Pkt]
3D HCN Spektrometer: DMX 500
t1("H) 768 4735 512 - (sin)’ 9.2
t2("*C) 72 3030 128 64 - 96 (sin)® 15.8
t3("°N) 272 5573 512 256 - 320 (sin)® 8.7
2D [*N,'H]-TROSY-HNC™ Spektrometer: DMX 500
t1("H) 1024 8013 512 - (sin) 15.6
t2("*C) 36 1613 128 - (sin)® 12.6
[*C,'H]-TROSY-H(CDCG)CB Spektrometer: DMX 500
t1("H) 768 4735 512 - (sin)? 9.2
t2("*C) 32 1562 128 64 _ 40 (sin)? 19.5
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3.4.6. Vorhersage der Sekundirstruktur: ..Chemical shift index* (CSI)

Im entfalteten Zustand eines Porteins werden charakteristische Werte der einzelnen Amino-
sdureresonanzen beobachtet. Nur Wechselwirkungen mit den direkten Nachbarn in der
Peptidkette bzw. mit dem Losungsmittel sind zu erwarten. Diese Werte konnen durch
Messungen an entfalteten Modellpeptiden tabelliert werden. Eine geordnete Sekundéarstruktur
verdndert die chemischen Verschiebungen z.B. iiber die Torsionswinkel (/i) des Proteinriick-
grats (siche Kap. 3.5.3, S. 48). Auflerdem treten zusdtzliche Wechselwirkungen {iber groflere
Distanz auf, da durch die Sekundérstrukturelemente Wasserstoftbriicken gebildet werden. Es
verschieben sich z.B. C* und CO Resonanzen zu tieferem Feld, wenn sie sich in einer a-Helix
befinden. Umgekehrt erfolgt eine Verschiebung dieser Resonanzen zu hoherem Feld, wenn
die Aminoséure Teil eines [-Faltblattes ist. Wishart & Sykes (1994) werteten Daten statistisch
aus, in denen Proteinresonanzen sowohl zugeordnet worden waren, als auch die Kristall-
struktur bekannt war. Es ergab sich ein Algorithmus (Programm CSI, Version 1.0), der eine
Vorhersage der Sekundirstruktur aus den Werten der chemischen Verschiebung der He, O,

CP and CO Resonanzen erlaubt.

3.4.7. Bestimmung einer vorliufigen Losungsstruktur

Wichtigste Parameter zur Bestimmung von Ldsungsstrukturen sind die Abstandsbeschrin-
kungen, die durch die Auswertung von 'H-'H-NOEs in 2D NOESY-Spektren erhalten
werden. Mit zunehmender Molekiilgrosse treten in den Spektren mehr und mehr Uberlage-
rungen auf. Eine eindeutige Auswertung der NOEs wird dadurch erschwert und weniger
interatomare Abstdnde konnen bestimmt werden, die als restraints fiir eine Strukturrechnung
verwendet werden. Eine Verbesserung der Aufldsung ldsst sich durch heteronukleare Korre-
lationen in einer weiteren Dimension erreichen (Fesik & Zuiderweg, 1988; Ikura et al., 1990;
Marion et al., 1989; Zuiderweg & Fesik, 1989). Es wurde ein 3D NOESY-["°N,'H]-HSQC
aufgenommen (Parameter siche Tab. 3-10), das einer Kombination des homonuklearen 2D-

NOESY-Experiments mit einem [°N,'H]-HSQC entspricht.
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Tab. 3-10: Akquisitions- und Prozessierungsparameter

Punkte aufgen. : tatsdachliche Anzahl der Punkte wéhrend der Datenakquisition;
Punkte transform: Grosse der prozessierten Daten; Spektrometer DMX 600
entspricht 600 MHz ('H), 150 MHz (*C), 60 MHz (°N).

Kern Punkte  Spektrale Punkte Lineare Apodisierung Digitale
aufgen. Weite [Hz]  transform.  Vorhersage Auflésung
[Hz / Pkt]
3D NOESY-["N,'H]-HSQC Spektrometer: DMX 600
t1("H) 1536 8170 512 - (sin)’ 16.0
t2('H) 272 8170 256 128 - 352 (sin)? 11.6
t3("°N) 148 1953 256 128 - 352 (sin)® 2.8

Die aus dem 3D NOESY-["N,'H]-HSQC gewonnenen NOE-Abstandsbeschrinkungen
wurden intern kalibriert und in Kategorien von 1.9, 3.5, 4.2, 5.0 und 6.0 A eingeteilt. Als
Orientierung dienten gut aufgeldste NOE-Kreuzsignale geminaler Protonen (z.B. Glycin H%)
sowie Signale, die fiir a-Helix- oder S-Faltblatt-Bereiche charakteristisch sind. Unter Zuhilfe-
nahme der Kristallstruktur (Sabini ef al., 1999) wurde eine Zuordnung der NOE-Signale mit
dem Programm NMR2ST erhalten (Pristovsek et al., 2000; Pristovsek et al., 2002).

Die Zuordnungstabelle der Xylanase aus B. agaradhaerens wurde fiir die Bestimmung
angulédrer restraints herangezogen. Es wurde das Datenbanksystem TALOS verwendet
(Cornilescu et al., 1999), das empirisch die backbone Torsionswinkel ¢/{) aus den Werten
chemischer Verschiebung (H®, C°, CB, CO, Npp) errechnet. Der Algorithmus des Programms
ist eine Erweiterung der Uberlegungen zum Chemical Shift Index, bei der die Differenz der
beobachteten chemischen Verschiebungen mit random coil Werten beniitzt werden (siehe
Kap. 3.4.6, S. 38). In Analogie vergleicht das Programm TALOS die Resonanzpositionen und
korrelliert diese mit Werten aus homologen Aminosduresequenzen, deren Kristall- bzw.
Losungsstruktur bekannt ist. Fiir den Fall einer hohen Ubereinstimmung ist es mdglich, eine

Vorhersage der backbone Torsionswinkel @/ zu treffen.

Die gewonnen Informationen wurden anschliefend in DYANA-Léufen verwendet (Wiithrich et
al., 1983). Chemisch dquivalente Protonen und nicht zugeordnete Stereoisotope werden von

DYANA als Pseudoatome behandelt.
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Tab. 3-11: PseudoatomKkorrekturen in (A) fiir chemisch fiquivalente Protonen zur
verbesserten Angabe von NOE-Abstandsbeschrinkungen in Proteinen

Die Grossbuchstaben A, B, G, D, E und H wurden in Ubereinstimmung mit den
Positionen der Seitenkettenprotonen in den jeweiligen Aminosduren verwendet
(Wiithrich et al., 1983).

Chemisch dquivalente Protonen Pseudoatome Korrekturfaktor (&)
Methylen-Gruppe QA, QB, QG, QD, QE, QH 0,9
Methyl-Gruppe QG, QD 1,1
Isopropyl-Gruppe QQG, QQD 2,3
Phenylring (Hd oder Hg) QD, QE 2,2
Phenylring (alle Protonen) QR 2,5

Zur Verfeinerung der Losungsstruktur der Xylanase wurde ein strukturgefilterter Iterations-
prozess durchlaufen. Es wurden jeweils 100 Strukturen gerechnet, die Abstandsverletzungen
der 20 besten Konformeren anhand der NMR-Spektren analysiert und die Abstandsbeschrén-
kungen - falls erforderlich - korrigiert. Mit den verbesserten NOE-Abstandsbeschrankungen
wurden dann neue DY ANA-Léaufe gestartet.

3.4.8. pH-Titration

Fiir die NMR-Titrations-Experimente wurde die Proteinlosung bei RT auf 90% H,O / 5%
D,0 / 5% perdeuteriertem Glyzerin (v/v/v) umgepuffert (10 mM NaOAc, 50 mM MgCl,,
0.01% Pefabloc” SC, 0.05% NaNs; Endkonzentration 0.5 mM Xylanase).

Das pH-Meter wurde jedesmal in dem entsprechenden pH-Interval kalibriert. Der pH-Wert
wurde vor und nach den NMR-Experimenten bei einer Temperatur von 30 °C gemessen (A <
0.1 pH Einheiten) und ein Mittelwert wurde daraus errechnet. Weiterhin wurde angenommen,
dass sich die pH-Verschiebung aufgrund des D,O-Anteils und dessen Einfluss auf das Proto-
lyse-Gleichgewicht innerhalb der Messgenauigkeit kompensieren. Insgesamt diirfte die

Unsicherheit nicht mehr als 0.05 pH-Einheiten betragen.

Fiir jeden Schritt wurde der pH-Wert der Proteinlosung durch Zugabe von 0.5 — 1.5 ul 1 M
NaOH bzw. HCI eingestellt, der Ansatz wurde anschlieBend 5 min bei 40 °C inkubiert.
Denaturiertes Protein wurde pelletiert (Biofuge, 10 min, 13000 rpm, RT) und der Uberstand



Methoden 41

wurde 10 min auf 30 °C temperiert. Im Anschluss erfolgte die pH-Messung. Im Verlauf der

Titration sank die Xylanase-Konzentration auf 0.3 mM.

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Resonanzen der titrierbaren Gruppen Asp, Glu und His
sowie der Amide des Proteinriickgrats wurde gemessen. Es wurden 24 Schritte von pH = 3.18
bis 8.65 aufgenommen mit je vier Experimenten: 1D "H-Spektrum (Kalibrierung), ["°N, 'H]-

TROSY-HSQC, CT-HCDCG"® und CT-H(CA)CO fiir die Seitenketten-Carboxylatgruppen.

Die Spektren der ionisierbaren Seitenketten, CT-HCDCG™® und CT-H(CA)CO, wurden, wie
unter Kap. 3.4.5.4 und Kap. 3.4.4.2 beschrieben, prozessiert und mit AURELIA (Bruker
Analytische Messtechnik, Rheinstetten) ausgewertet. Die zahlreichen Resonanzen des
Proteinriickgrats sowie der Tryptophanseitenketten in den [°N, "H]-TROSY-HSQC Spektren
wurden mit Hilfe des Programms NMR2VIEW 5.0.4 (Merck and Co., INC, New Jersey,
USA) ausgewertet, das mit einem eigens programmierten Tcl-Skript (Baumann, 2002,

unpubliziert) erweitert worden war.
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3.5. Bestimmung der pK,-Werte mittels NMR-Spektroskopie

Der protonierte (chemische Verschiebung ) und der deprotonierte (Ogeprot) Zustand einer
titrierbaren Gruppe A wandeln sich in einem dynamischen Gleichgewicht ineinander um.
Dass man beide Resonanzen getrennt von einander beobachten kann, hdngt von der mittleren
Lebensdauer T ab. Man erhélt zwei Signale, wenn die chemische Umwandlung beider
Zustiande langsam beziiglich der NMR-Zeitskala verlauft, d.h. wenn T O Oprot - Odeprot |>> 1.

Im allgemeinen ist der chemische Austausch zwischen beiden Zustinden wesentlich schneller

als ein einzelnes Messintervall. Es wird daher nur ein Mittelwert gemessen.

3.5.1. Theorie der NMR-Titrationskurven

3.5.1.1. Voraussetzungen, allgemeine Gleichung

Der intrinsische pK-Wert einer titrierbaren Gruppe bezeichnet die lonisierungskonstante, die
nur auf das chemische Potential der Gruppe selbst zuriickzufiihren ist, z.B. der pKs-Wert einer
einfachen Carbonsiure wie Benzoesdure (pKs = 4.21). Verfiigt ein Molekiil iiber eine weitere
funktionelle Gruppe, so kann dies den Protonierungszustand beeinflussen. Es werden nun
apparente pK,-Werte gemessen, die von den intrinsischen abweichen. Als Beispiel sei
Salicylsdure genannt, die einen apparenten pKs-Wert von 2.89 aufweist, der um 1.32 pH-
Einheiten gegeniiber Benzoesdure erniedrigt ist. Diese erhohte Aciditit kann durch eine
intramolekulare Wasserstoftbriicke des Carboxylat-Anions mit der ortho-Hydroxygruppe
erkldren werden.

Neben Einfliissen, welche die chemische Bindung selbst betreffen, ist auch die Elektrostatik
des umgebenden Mediums zu beachten: Die Verschiebung der pKs-Werte kann das Ergebnis
von Wechselwirkungen zwischen ionischen Gruppen sein, aber auch die Polaritit bzw.

Dielektrizitit einer hydrophoben Mikroumgebung sind zu beriicksichtigen.

Im folgenden wird das Model von Shrager et al. (1972) erldutert, das allgemein die
Wechselwirkung zweier titrierbarer Gruppen A und B beschreibt; es erweitert Uberlegungen,
die Edsall ef al. (1958) erarbeitet haben. Der Gesamtzustand des Systems sei durch vier

Konzentrationen beschrieben:
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Abb. 3-1: Reaktionsschema eines Systems mit zwei
Protolyse-Gruppen

/

Cyo = beide unbesetzt, C;y = nur A besetzt, Cy; = nur B
besetzt, C;; = beide besetzt, Ko = lonisierungskonstante
falls B unbesetzt, K5, = lonisierungskonstante falls B
besetzt und umgekehrt.

Es werden die Gleichungen fiir das thermodynamische Gleichgewicht aufgestellt:

C’01 .
N )

C
K, = 0+ K, =
40 C00|H3O+| 5o C00|H30 |
C C
K - 11 , K - 11 ’
Al C01|H30+| Bl C10|H30+|

= K Ky =K ;K Gl. 1

Die beobachtbare chemische Verschiebung dx kann fiir eine Gruppe X nur als Mittelwert der
vier moglichen Zustinde gemessen werden. Weder X protoniert bzw. deprotoniert kann
NMR-spektroskopisch getrennt beobachtet werden, noch ist die Beeinflussung durch die

ebenfalls schnell austauschenden Zustinde der Nachbargruppe unterscheidbar:

- C006A00 + C016A01 + C106A10 +C116All .

0, ;. bzw.
C
Gl 2
5 — C006300 +C015301 +C106BIO +ClléBll .
B )
C

Ersetzt man die Konzentrationen in Gl. 2 mit Gleichgewichtskonstanten aus Gl. 1, so ergibt

sich ein neues Gleichungssystem, das unterbestimmt ist:
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5 =4 ta, [H30+] +a3[H3O+]2 . 5. =% ta, [H30+]+a8[H30+]2 : GL.3
4= ’ - ’
1+a,[H,0"|+alH,07 " 4a|H,0+alH07

mit
a, = 0,05 as = Opyo;
a, =K 100,10 + K500 4015 a; =K p,0p0 + K 1005105
a; =K, K30, ag =K ;K 3)0p5
a, =K, +Kpg;
as =K ;00,10 + K500,015
direkt 16sbar:
a a
5/100 =a; 5/111 = 5300 = dg; 5311 ==
as as
Es bleiben die Parameter
K 03K 415K 5050 40150 4105 0501595105
die mit a,;a,;a; gelost werden a,
miissen

Zwar erlaubt eine nichtlineare Regression mit den gemessenen Titrationskurven, die Koeffi-
zienten a; bis ag zu bestimmen, aber die Umrechnung in die einzelnen Parameter des Models
scheitert an dem unterbestimmten Gleichungssystem. Die Ldsung ist nur unter weiteren

Annahmen moglich.

3.5.1.2. Losung fiir Spezialfille der allcemeinen Gleichung

Es wird die relative Anderung des Messwertes in Bezug auf die Gesamtéinderung definiert:

_ . — JAOL _5A00 . Gl 4
5A11 - JAOO 5A11 - JAOO

In Gleichung Gl. 4 wird GI. 3 unter der Annahme folgender zwei Spezialfille eingefiigt:
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e Model 1: Der Einfluss des Ionisierungszustandes der einen Gruppe auf das

Gleichgewicht der anderen wird vernachlissigt:

K,=K,=K, bzw. K, =K, =K,; GL5

Ka und Kp sind unabhdéngige, makroskopische Konstanten.

0, = (KAIOIO +KBIOOI)H+KAKBH2 _ K H + cpKpH Gl 6
4 (1+K H)1+K,H) (1+kx,H) (1+K,H)

mit

Cy= (KB -K, Py _KBIOOI)/(KB _KA); Cp = (KA —K, 0 _KBIOOI)/(KA _KB);

c,tcy, =1;

Gl. 6 entspricht der Summe von zwei Henderson-Hasselbalch Gleichungen. In Analogie
konnen auch j Titrationsschritte hergeleitet werden, wobei sich wieder eine Linearkombina-
tion von j Henderson-Hasselbalch Gleichungen ergibt. Diese Linearkombination wird in Gl. 4
eingesetzt und nach d, umgeformt. Die Konzentrationen werden auf den negativen dekadi-
schen Logarithmus bezogen und es werden die Protonierungsschritte fiir A und B auf die
numerischen Werte von j verallgemeinert. Das Ergebnis (Gl. 7) wird fiir die nichtlineare

Regression der gemessenen Werte verwendet.

i cld =o)molki—rH
5(pH):5b +ZCI( al+16()pK[—pH)

i=1

) J
; ¢ =L j=12 oder3; GL7
i=1

mit
o, 00(pH);, 3,,, 00, untere Asymptote; J,,, 0, obere Asymptote;

» Model 2: Der Einfluss des Ionisierungszustandes der einen Gruppe auf die

chemische Verschiebung der anderen wird vernachléssigt:

0401 =0 4005 DZW. 0,1 =0 15 GL 8

Kao , Ka1 , Kgo und Kg; sind voneinander abhdngige, mikroskopische Konstanten

(siehe auch Laskowski & Scheraga, 1954).
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Die Vereinfachungen aus GI. 8 werden in GI. 3 eingesetzt und der Ausdruck K , K, wird aus

Zéhler und Nenner ausgeklammert. Einfiihrung des negativen dekadischen Logarithmus und
ein Koeffizientenvergleich liefert Gl. 9, die fiir eine Regression der gemessenen Werte

verwendet wurde.

_ 5[1 DIO—ZPH +Jb DIO‘PH‘PKl +5C DIO_PH'PKz +5d R.DIO_PKI_PKz ) GL 9
- 10-2pH +10-pH-pK1 +10—pH—pKz +c DIO_pKl —pK; >

3(pH)

mit

K, =K, +K,; K =Kj +Kj;

B1° B0>

Der Term ¢[077%77* zusammen mit der Variable 83 beschreibt die gegenseitige Abhéingig-

keit der Konstanten K; und K.

3.5.1.3. Abschdtzung der Kooperativitit; Hill-Koeffizient

Es wurde auch eine modifizierte Hill-Gleichung fiir ein Titrationsverhalten mit nur einer
Protonierung bzw. Deprotonierung angewendet (siche Gl. 7, j = 1). Der Faktor n im Exponen-
ten dient als Abschétzung fiir die Kooperativitidt zweier ionisierbarer Gruppen, falls keine

offensichtlichen Wendepunkte mehrere Titrationsschritte indizieren (Markley, 1975).

_ (5‘1 s ) 70" 0Ki=pH) .
5(pH) - 517 + 1+ lbO"[(]PK;_PH) s GL 10

3.5.2. Datenanalyse und Evaluierung (F-Test)

Die gemessenen Titrationskurven wurden mit dem Programm Origin 6.0 (Microcal Software
Inc., Northampton, Mass., USA) ausgewertet. Es wurde eine nichtlineare Regression sowohl

nach der Levenberg-Marquardt-Methode (Marquardt, 1963) als auch mit dem Simplex-
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Algorithmus (Caceci & Cacheris, 1984) angewendet. Fiir die Iterationen wurde eine Toleranz
von 0.01 vorgegeben.

Um die Giite der Regression abzuschitzen, wurden die ausgegebenen Parameter innerhalb
eines Intervalls * 30 % zufillig variiert. Diese wurden wieder als Startwert zur nichtlinearen
Regression eingesetzt. Dadurch konnte abgeschitzt werden, wie ,robust’ die Fit-Prozedur
war, d.h. ob immer die gleichen Werte errechnet wurden. Die Streuung der ausgegebenen

Parameter wurde dann zur Fehlerabschitzung verwendet.

Um zwei unterschiedliche Ergebnisse aus nichtlinearer Regression einer Datenreihe zu
evaluieren, wurde ein Signifikanztest, der F-Test, durchgefiihrt. Dazu wurden die Summen
der quadratischen Abweichungen (SSR;) der Messpunkte (x;, ;) von der verwendeten Fit-

Funktion (Fj) errechnet.

n =24 Messpunkte; GL 11

SSR, :2(% _Fj(xnaj))z;

F, Fit - Funktion mit Parametern 5

j ODatenanalyse mit Ergebnis 1 oder 2

Fiir den F-Test wurde die Nullhypothese aufgestellt, die beiden Summen der quadratischen
Abweichungen seien innerhalb eines Signifikanzniveaus von 1 % gleich. Die Gegenhypothese
bedeutet, dass beide Ergebnisse zu signifikant unterschiedlichen Normalverteilungen um die
Fit-Funktion fiihren.

Es wurden zwei Fille unterschieden:

e Fall a: Vergleich zweier unterschiedlicher Ergebnisse einer Fit-Funktion (gleiche

Parameteranzahl Q)

SSR,

_FRZ’ Gl 12
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e Fall b: Vergleich von zwei Ergebnissen unterschiedlicher Fit-Funktionen (ungleiche

Parameteranzahl ;) (Motulsky & Ransnas, 1987)

(SSR, - SSR,)
e )

SSR/ ;
df,

mit df, U Anzahlder Freiheitsgrade (n — Parameteranzahl (a - ))

Gl 13

Dies berlicksichtigt die Tatsache, dass eine Fit-Funktion mit einer groBeren Anzahl an
Parametern natiirlich ,besser’ an den experimentellen Verlauf angepasst ist (SSR; kleiner).

Aber das bedeutet nicht, dass dieses Modell den physikalischen Sachverhalt besser beschreibt.

Entscheidungskriterium:
Ist der Quotient F grofer als der tabellarische Wert der Fisher-Verteilung (Wilrich, 1987),
kann die Gegenhypothese, dass beide Ergebnisse signifikant unterschiedlich normalverteilt

seien, nicht mehr abgelehnt werden.

3.5.3. Theoretische Uberlegsungen zur chemischen Verschiebung

Modellrechnungen versuchen die komplexen Zusammenhédnge néherungsweise zu beschrei-
ben, die die chemischen Verschiebungswerte in Proteinen bedingen. Grundsétzlich wird die

Abschirmung 0 als Summe von drei Parametern berechnet:

g =0

gesamt nahe

t 0 + Umagnetisch’ Gl 14

elektrostatisch
Beispiele fiir die Abhédngigkeit der Abschirmung 0, sind Bindungsldngen, Bindungswinkel
und die Torsionswinkel @/, aber auch der gauche-Effekt der Seitenkettenkonformation iiber
die Torsion X; (de Dios et al., 1993). Die Elektrostatik wird iiber die rdumliche Lage der
Multipole einbezogen. Schwichere elektrostatische Wechselwirkungen werden durch ein
Ladungsfeld nach der self-consistent-field Methode (Cummins et al., 1987; Jaman et al.,
1991; Tosell, 1991) oder der multipole-shielding Polarisierbarkeit (Augspurger et al., 1991)
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angendhert. Der letzte Term Oqgnesisch beschreibt die magnetische Suszeptibilitit des Proteins,
dessen magnetische Anisotropie sowie mogliche Ringstromeffekte benachbarter aromatischer
Systeme.

Die chemischen Verschiebungswerte von *C* / 3 CP konnen durchaus mit experimentellen
Ergebnissen in Ubereinstimmung gebracht werden, die Messungen fiir die NH-Gruppen im
Proteinriickgrat sind jedoch sehr schwer zu reproduzieren. Zwei Griinde werden hier aufge-
filhrt: Einerseits sind die Effekte von Wasserstoffbriicken schwierig zu berechnen, und
andererseits fiihrt der Multipol-Charakter der Peptidbindung zu einer unwigbar leichten

Polarisierbarkeit des Stickstoffs (Szilagyi, 1995).
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4. Ergebnisse

4.1. Priaparation der Xvlanase

4.1.1. Klonierung des Xvylanase-Genes in Expressionsvektoren und Proteinexpression

Der Expressionsvektor pFab-pzl (Abb. 4-1) wurde von der Firma Novo-Nordisk A/S,
Bagsvaerd, Dianemark zur Verfiigung gestellt. Eine pelB-Leader-Sequenz dirigiert das Protein

nach seiner Biosynthese in das Periplasma des Wirts-Bakteriums (Matthey et al., 1999).

lacZ CAP Binding site

lacZ operator

s NG

laclg 4P 5 Neol (1723
i /{/;’/ » N
el lika8) 4 '\\ pelB-xylanase
y \\
a’& ™ EcoR1 (846)
4 -
"f-"f = Pl (856)
I.I J'I %
5 |\, Aval (858)
I Fab-pz1 !
lack-p . p.——n p |-| Xmal (B58)
4689 bp |
B Smal (860)
I.’- '|'I
._,-:'.Ilaf'f BamHI (864)
A 7 HIS-Btag
Apal.1(3071) N >> f1 replication ori
PR // bla-SD
poios=oray

Apal I (1825)

Abb. 4-1: Vektorkarte pFab-pzl der Firma Novo-Nordisk A/S

Abk.: f1 replication ori = Replikationsursprung des Bakteriophagen f7, kann zur
Einzelstrangpréparation verwendet werden; lacl Strukturgen, kodiert zusétzlichen
lac Operator-Repressor; lacZ-Gen, ermoglicht blau-weiss Screening durch [3-
Galaktosidase-Aktivitét; His-6 tag = Sequenz fiir einen Poly-Histidin-Tag; pelB =
periplasmatische Leadersequenz.
Analytische Tests ergaben keine bzw. geringe Expressionsrate.
Der Vektor pFab-pz1 diente im folgenden als Templat zar Umklonierung, wobei die Xylanase
auf 207 Aminosduren verkiirzt wurde. Dies entspricht der publizierten Kristallstrukur (Sabini
etal., 1999).
Parallel wurden mehrere Konstrukte auf der Basis des T7-Transkriptions-Systems hergestellt:
e pET3a in E. coli; es wird ein unmodifiziertes Protein exprimiert, dass konventionell
aufgereinigt werden muss.
* pETI16b; der Expressionsvektor enthdlt einen N-terminalen Poly-Histidin-Tag, der

proteolytisch (Faktor Xa oder TEV Protease) entfernt werden kann. Es ermoglicht eine

Aufreinigung mit Affinitdtschromatographie.
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* pMAL und pKM; die Xylanase ist N-terminal mit einem Fusionsprotein verbunden
(das Maltose-Bindungs-Protein oder das Glutathion S-Transferase-Protein). Da die gut
l6slichen Fusionsproteine zuerst gebildet werden, dienen sie als Hilfe, dass das
Zielprotein ebenfalls nativ gefaltet im Cytoplasma exprimiert wird. Insgesamt solle
die Bildung von unldslichen Proteinaggregaten (,inclusion bodies’) verhindert werden.
Nach einer Aufreinigung iiber Affinitdtschromatographie kann das Fusionsprotein

proteolytisch entfernt werden.

4.1.1.1. Klonierung der Xylanase in pET3a

Das Strukturgen der Xylanase auf dem Templat pFab-pzl wurde mit den Primern 1 und 2
(3’—Nde 1-Xylanase—BamH 1-5’) mittels PCR amplifiziert. Dadurch wurden die entsprechen-
den Restriktionsschnittstellen eingefiihrt. Das Ergebnis wurde in die ‘multiple cloning-site’
des pET3a-Plasmids ligiert und kompetente Zellen E. coli DH50 wurden mit dem Ligations-
ansatz transformiert. Einzelkolonien wurden mit einem PCR-Screening getestet, drei positive

Klone wurden zur analytischen Plasmidpréparation (pET3a-Xyl207, Abb. 4-2) verwendet.

Xylanase

pET3a-Xyl207
5200 bps

ampR Pt

Abb. 4-2: Vektorkarte pET3a-Xyl207

Pfeilrichtung indiziert die Transkriptionsrichtung; die Xylanase (Zielgen gelb
hervorgehoben) wurde N-terminal iiber die Nde I-, C-terminal iiber die BamH 1-
Restriktionsschnittstelle eingefiigt; Abk.: ampR = Strukturgen [B-Lactamase,
vermittelt Ampicillin Resistenz; bps = Basenpaare; ori = Replikationsursprung aus
pBR322.
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4.1.1.2. Klonierung der Xvlanase in pET16b

Analog zu Kap. 4.1.1.1 wurde die Xylanase in den Expressionsvektor pET16b kloniert. Der
Originalvektor codiert eine N-terminale Poly-Histidin-Sequenz fiir die Affinitdtschroma-
tographie, die sich mit der Protease Faktor Xa abspalten ldsst (Abb. 4-3). Aus wirtschaftlichen
Uberlegungen wurde ein analoges Konstrukt hergestellt, nur die Erkennungssequenz wurde
fiir die TEV- Protease verdandert. Die TEV-Protease ist rekombinant verfligbar und kann im

Labor hergestellt werden.

Clal
EcoRI_:Hindlil

ampR : \

His -Tag, Factor Xa
EcoMl cleavage site

pET16b-Xyl207

6300 bps

Bstxl

TEV cleavage site

Sapl

Bput0l Hpal
Mscl ! Psha)

BspMI

Abb. 4-3: Vektorkarte pET16b-Xyl207 bzw. pET16bTEV-Xyl207

Pfeilrichtung indiziert die Transkriptionsrichtung; die Xylanase (Zielgen gelb
hervorgehoben) wurde N-terminal iiber die Nde I-, C-terminal iiber die BamH I-
Restriktionsschnittstelle eingefiigt; Abk.: ampR = Strukturgen [-Lactamase,
vermittelt Ampicillin Resistenz; bps = Basenpaare; ori = Replikationsursprung aus
pBR322.

4.1.1.3. Klonierung der Xvlanase mit Fusionsproteinen

Fiir die Fusionierung mit dem Maltose-Bindungs-Protein (MBP, 43.8 kDa; pMALL Vektor-
System, siche rechte Seite Abb. 4-4) wurde das Templat mit den Primern 4 und 5 (3’ -BamH
I-Xylanase—Hind 111-5") amplifiziert.
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Die Fusion mit dem Glutathione S-Transferase-Protein (GST, 22.7 kDa; pKM-Vektor, siche
linke Seite Abb. 4-4) erfolgt iiber Amplifikation mit den Primern 2 und 3 (3°-Nco I-
Xylanase—BamH 1-5”). Die weiteren Arbeitsschritte gleichen den vorangegangenen Klonie-

rungsarbeiten.

Clal
EcoRl_;Hindill EcoRl

Aail Factor Xa
8| cleavage site

Neol

: Xylanase

ampR

pMAL-Xyl207

7250 bps

pKM263-Xyl207

5800 bps

ori M13

Abb. 4-4: Vektorkarte pKM263-Xyl207 und pMAL-Xyl207

Pfeilrichtung indiziert die Transkriptionsrichtung; die Xylanase (Zielgen gelb
hervorgehoben) wurde N-terminal iiber die Nde I-, C-terminal iiber die BamH I-
Restriktionsschnittstelle eingefiigt; Abk.: ampR = Strukturgen [(-Lactamase,
vermittelt Ampicillin Resistenz; bps = Basenpaare; Ori = Replikationsursprung
aus pBR322; ori M13 = Replikationsursprung des Phagen M13, dient der Einzel-
strangpréparation.

4.1.2. Expression der Xvlanase

4.1.2.1. Analytische Testexpression aller Klonierungsprodukte

Nach dem PCR-Screening aller Konstrukte wurden je drei positiv getestete Einzelklone zur
analytischen Plasmidpréparation verwendet. Die Plasmide wurden in verschiedene Expres-
sionsstimme E. coli BL21(DE3) / [pLysS / [ICodonPlus transformiert und eine analytische
Testexpression wurde durchgefiihrt. Der Anteil der Xylanase am Gesamtproteingehalt wurde

mit SDS-PAGE (Abb. 4-5) abgeschitzt.
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Abb. 4-5: Xylanase in verschiedenen Expressionsvektoren

Gesamtproteingehalt analytischer Testexpressionen aufgetrennt durch
SDS-PAGE, Sammelgel 4%ig, Trenngel 12.5 %ig;
aufgetragen 20 pl E. coli BL21(DE3) Zellkultur;
Zielprotein gelb hervorgehoben.

Alle sechs Expressionssysteme zeigen gute Uberexprimierung an Xylanase. Der Anteil an
exprimiertem Zielprotein betrdgt ca. 30-40% des Gesamtproteingehalts. Wird die 16sliche und
unldsliche Proteinfraktion mittels SDS-PAGE verglichen, zeigt sich, dass die Xylanase immer
16slich im Cytoplasma exprimiert wird. Eine Expression iiber Fusionsproteine ist nicht
erforderlich.

Zusitzlich wurde das Zielgen des jeweiligen Expressionssystems sequenziert. In allen

Vektoren war die korrekte Basensequenz der Xylanase enthalten.

4.1.2.2. Xylanase-Expression mit dem Vektor pET3a-XyI207

Im Folgenden wurde nur die Expression mit dem Vektor pET3a-Xyl207 verbessert:

* Die Xylanase besitzt einen hohen theoretischen pl = 8.6, ein groBBer Anteil der E. coli
eigenen Proteine jedoch einen niedrigeren pl-Wert. Dies ermdglicht eine Aufreinigung
mit klassischer lonenaustauschchromatographie. Arbeitet man im pH-Bereich von 5 —
7, so ist ein grofer Anteil der E. coli eigenen Proteine anionischer Natur, die Xylanase
hingegen kationisch geladen.

* Affinitdtschromatographie der Produkte aus den pET16-Expressionssystemen wiirde

noch einen zusitzlichen Arbeitsschritt durch Protease-Verdau erfordern.
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* Eine Expression mit Hilfe der Fusionsproteine wurde nicht erwogen. Die Xylanase
wird mit konventioneller Expression 16slich im Cytoplasma gebildet. Zur Abtrennung
des Fusionsproteins wiirde ebenfalls ein Protease-Verdau bendtigt werden. Aullerdem
wiirden teure [°C,"’N]-Nihrstoffe fiir die Proteinbiosynthese der Fusionsproteine
verbraucht werden. Setzt man zur Abschitzung gleiche molare Ausbeuten an
exprimiertem Zielgen voraus, so wiirde die Abtrennung des GST-Fusionsproteins
(22.7 kDa, Xylanase 23 kDa) die Ausbeute halbieren, MBP (43.8 kDa) sogar um zwei

Drittel reduzieren.

Es wurden drei verschiedene E.coli Stimme im semipriparativen Massstab getestet, die

Expressionsrate wurde photometrisch durch Freisetzung des Farbstoffs RBB abgeschitzt:

Tab. 4-1: photometrische Abschitzung der Expressionsrate

Wirts-Bakterium Expressionsrate

[mg pro Liter Medium]
BL21(DE3) ‘ 30

BL21(DE3) pLysS 150
BL21(DE3) CodonPlus (RIL) 45

Es konnte nicht gekliart werden, welchen Einfluss die Verwendung des Hilfsplasmids pLysS
auf die Xylanase-Expression hat. Xylanase ist nicht toxisch fiir das Wirts-Bakterium, die
Unterdriickung basaler T7 RNA Polymerase-Aktivitdt vor Induktion sollte keinen Einfluss
haben.

Es wurde getestet, ob die Absenkung der Temperatur die Ausbeute an nativem Protein erhoht.
Dazu wurde eine Testexpression im semipriparativen Massstab durchgefiihrt. Aber es zeigte
sich, dass Zellwachstum und Biosynthese des Zielproteins nur verlangsamt wurden (siche
Abb. 4-6).

Weiterhin war ersichtlich, dass etwa 5 h nach Induktion bei 37°C die maximale Menge an

Xylanase exprimiert wurde.
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Abb. 4-6: Expression Xylanase E. coli BL21(DE3)
pLysS / pET3a-Xyl207 in LB-Medium

Photometrische Abschitzung: Wachstum durch die
Tribung bei  ODgooum, Expressionsrate  durch
Freisetzung des Farbstoffs RBB.

Néherungsweise kann man sagen, dass die Zelldichte (gemessen ODgoonm) nach Induktion

proportional zur exprimierten Menge an Xylanase ist.

Um Xylanase in priparativen Massstab herzustellen, wurde in 10 | LB-Medium mittels einer
Braun Fermentationsanlage exprimiert. Sowohl Wachstum als auch Biosynthese des Ziel-
proteins waren hier am besten, die Ausbeute konnte auf 200 mg Xylanase pro Liter Kultur

gesteigert werden.

4.1.2.3. Expression in [13C,15N]-Minimalmedium

Im semipriparativen Massstab wurden Testexpressionen in M9-Minimal-Medium durchge-
fiihrt. Um die Kosten fiir eine spitere [°C,'°N]-Markierung zu senken, wurden die

Konzentrationen der unmarkierten Kohlenstoffquelle schrittweise erniedrigt.
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Abb. 4-7: Wachstum < Expression Xylanase in M9-Minimal-
Medium; Variation der Nihrstoffkonzentrationen

Blau: nur Glucose; griin: Kombination aus Glucose mit 0.25% Glyzerin.

Wurde Glucose als alleinige Kohlenstoffquelle verwendet, so ist die Zelldichte der stationdren
Phase stark von der Anfangskonzentration abhéngig (siche Abb. 4-7). Der Zusatz von 0.25%
Glyzerin erhohte die Ausbeute, gleichzeitig konnte die Glucosekonzentration auf 0.1%
erniedrigt werden. Dieses Nahrstoffverhéltnis war wirtschaftlich am gilinstigsten. Allerdings
halbierte sich die Expressionsrate in M9-Minimal-Medium verglichen mit einer Expression in

LB-Vollmedium.

4.1.3. Aufreinigung der Xylanase

Die Préparation der Xylanase erfolgte mit klassischer Ionenaustauschchromatographie.

Die Zellen wurden mit einer Frenchpress aufgeschlossen und durch Zentrifugation wurden die
unloslichen Bestandteile abgetrennt. Die erhaltene, 16sliche Fraktion wurde sterilfiltriert und
mit dem Auftragspuffer verdiinnt. Der Ansatz wurde auf das starke Kationenaustausch-

Material aufgetragen und chromatographiert (siche Abb. 4-8).
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Abb. 4-8: Kationenaustausch-Chromatographie der loslichen Proteinfraktion

Ca. 100 mg Xylanase in 150 ml Puffer A, erhalten aus 11 Medium. Zielfraktion
gelb hervorgehoben. Sdule: SP Sepharose XK 16, Temperatur: RT; Puffer A: 10
mM NaOAc pH 5.2; Puffer B: 10 mM NaOAc pH 5.2, 600 mM NaCl;
Gradientenvolumen: 30% B in 275 ml; Flussrate: 1.5 ml/min; Detektion UV: 280
nm.

Die Hauptfraktion (ca. 50 ml) eluierte bei ca. 100 mM Salzgehalt und wurde mit einer
Amicon Druckfiltrations-Riihrzelle bis auf 12 ml aufkonzentriert. Es wurde in drei Portionen

iiber eine Gelfiltrationsédule entsalzt (siche Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Gelfiltration der Xylanase

Ca. 30 mg Xylanase, gelost in 5 ml. Zielfraktion ge/b hervorgehoben. Saule:
Superdex 75 26/60, Temperatur: RT; Puffer: 10 mM NaOAc pH 5.2; Flussrate:
0.6 ml/min; Detektion UV: 280 nm.
Die Eluate wurden vereinigt und entsprechendend den Versuchsbedingungen aufkonzentriert.

Der Reinheitsgrad wurde mit SDS-PAGE auf mehr als 98% geschitzt. Die Ausbeute aus 1 1
LB-Medium betrug bis zu 200 mg, fiir M9-Minimalmedium etwa 60-80mg.
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4.2. Charakterisierung der enzvmatischen Aktivitit

Die relative Aktivitdt der klonierten Xylanase wurde photometrisch durch die Freisetzung
eines an Xylan gebundenen Farbstoffs Remazol Brilliant Blue R (RBB) getestet. Allerdings
war es mit diesem Test nicht mdglich, eine kinetische Messung vorzunehmen.

Um die enzymatische Aktivitdt zu charakterisieren, wurde je eine Bedingung variert, unter
Erhalt der restlichen Bedingungen wurden die Reaktionsansédtze mit dem Enzym inkubiert.
Durch Zugabe eines Uberschusses an Ethanol wurde die Reaktion beendet und unldsliches
RBB-Xylan prizipitierte. Aus dem Uberstand wurde die Extinktion des freigesetzten Farb-

stoffes bei A = 595 nm gemessen.

Der Test erwies sich als nur eingeschrinkt reproduzierbar. Jeder Messpunkt wurde fiinfmal
wiederholt und ein Mittelwert wurde gebildet. Der Einfluss des Puffers, der lonenstirke, der
Hintergrundmatrix (Summe aller Komponenten z.B. Zell-Lysat) und der Arbeitsweise liess
sich auch durch Abzug eines Blindwertes nicht eliminieren (Biely et al., 1988). Der Fehler-

bereich eines Wertes wurde auf + 15% geschitzt.

4.2.1. Temperatur-Abhingigkeit der relativen Xvlanase-AKktivitit

Die Temperatur-Abhéngigkeit der Aktivitat der klonierten Xylanase wurde getestet.
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Abb. 4-10: Temperaturabhingigkeit der Xylanase Aktivitit

Ca. 10 pmol Xylanase. RBB-xylan-Losung (5.75 mg/ml in 10 mM NaOAc
pH 5.2, 50 mM NacCl); Inkubation: 1h; Detektion Vis: 595 nm; Normierung
der Messwerte, reprasentativer Fehlerbalken + 15 %.
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Die Xylanase erwies sich als leicht thermophil, d.h. sie entwickelt ihre maximale Aktivitét bei
erhohter Temperatur (Abb. 4-10). Bei den hier verwendeten Pufferbedingungen erreichte das

Enzym das Maximum bei ca. 50°C, ab dann iiberwog die Warmedenaturierung.

4.2.2. pH-Abhingigkeit der relativen Xvylanase-Aktivitiit

Analog wurde die pH-Abhingigkeit getestet. Dazu wurde der pH-Wert innerhalb dreier
Puffer-Losungen (pH 3-5 Bernsteinsdure/ pH 5-7 MES / pH 7-9 HEPES) variert (Abb. 4-11).

08 o
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Abb. 4-11: pH-Abhiingigkeit der Xylanase Aktivitit

Ca. 10 pmol Xylanase. RBB-xylan-Losung (5.75 mg/ml in 20 mM Puffer, 50
mM NaCl); Reaktionstemperatur: 50°C; Inkubation: 1h; Detektion Vis: 595
nm; Normierung der Messwerte; représentativer Fehlerbalken * 15 %.

Die klonierte Xylanase erreichte ihr Optimum an Aktivitit um pH = 6. Aus den ["°N, 'H]-
TROSY-HSQC NMR-Experimenten konnte ersehen werden, dass Xylanase in dem verwen-
deten pH-Bereich eine globale, ‘native’ Struktur besitzt. Die pH-Abhdngigkeit der enzymati-
schen Aktivitdt muss somit auf die lokale Ladungsverteilung bzw. deren Einfluss auf die

Mikroumgebung zuriickzufiihren sein.
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4.3. Zuordnung der 'H-, 3C. und '’N-Resonanzen der Xvlanase

4.3.1. Sequentielle Zuordnung der Resonanzen des Proteinriickgrats

Standard-Zuordnungsexperimente wurden auf einem Bruker DMX 500 Spektrometer bei
301K aufgenommen. Fiir die Zuordnung der Resonanzen des Proteinriickgrats wurde ein

Ensemble von 3D Tripelresonanz-Experimenten - HNCO, (HCA)CO(CA)NH, HNCACB -
ausgewertet (Abb. 4-12).
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Abb. 4-12 links: Reprisentative Ausschnitte der 3D Spektren (Aminosauren 121 — 127
in den korrespondierenden N;,-Amid-Ebenen) zur Zuordnung des Protein-
riickgrats; rechts: schematische Korrelationen

1.4 mM Xylanase in 90% H,0/10% D,O (10 mM Na-d;-OAc, pH 5.2, 0.01%
Pefabloc® SC, 0.05% NaNj); Bruker DMX 500; Temperatur: 301 K.
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Alle Proteinriickgrat-Resonanzen der 200 Aminoséduren bis auf Metl und Lys151 wurden
zugeordnet (ausgenommen der Proline, die iiber keine detektierbaren Amidprotonen

verfligen).

4.3.2. Zuordnung der Resonanzen des aliphatischen Teils der Seitenketten

Das Ensemble der CC(CO)NH-TOCSY Spektren (fiir die °C chemischen Verschiebungs-
werte: siche Abb. 4-14, fir die 'H chemischen Verschicbungswerte: Abb. 4-16) in
Kombination mit den HNCACB- / HBHACONH-Experimenten erlaubte die Zuordnung der

Seitenketten.
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Abb. 4-14 links: Reprisentative Ausschnitte der 3D Spektren (nur Valinreste, in den
korrespondierenden Np,-Amid -Ebenen) zur Zuordnung der B
Resonanzen der Seitenketten; rechts: schematische Korrelationen

Parameter: siche Text Abb. 4-12, S. 61.

Alle Seitenketten-Resonanzen wurden zugeordnet mit Ausnahme von GIn75, Thrl10,
GInl132, Ser150 und Ser 207, deren HP und/oder HY/C' Resonanzen nicht zweifelsfrei

identifiziert werden konnten.
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Abb. 4-16: links: Reprisentative Ausschnitte der 3D Spektren (nur Valinreste, in den
korrespondierenden N,-Amid -Ebenen) zur Zuordnung der 'H-
Resonanzen der Seitenketten; rechts: schematische Korrelationen

Parameter: siche Text Abb. 4-12, S. 61.
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4.3.3. Zuordnung Aspartat, Glutamat

Die aliphatischen H?® —Protonen (bzw. bei Glu H"Y) der sauren Aminosiuren wurden durch
das HBHACONH- bzw. das entsprechende Seitenketten-TOCSY-Experiment (siche Kap.
4.3.2, S. 62) zugeordnet. Durch Korrelation dieser Protonen mit dem benachbarten Carboxyl-

C-Atom konnte dessen chemischer Verschiebungswert eindeutig zugeordnet werden.
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Abb. 4-18: links: 2D CT-H(CA)CO; rechts: schematische Korrelation

Beschriftung der detektierbaren Carboxylat-Seitenketten. 0.5 mM Xylanase in
90% H,0/10% D,O (10 mM NaOAc, pH 5.28, 50 mM MgCl,, 0.01% Pefabloc®
SC, 0.05% NaNj;); Bruker DMX 500; Temperatur: 301 K.

Es wurden alle '"*C-Resonanzen der Seitenketten-Carboxylatgruppen zugeordnet mit
Ausnahme von Glul178. Dessen *C? Resonanz war mit einem 2D CT-H(CA)CO -Experiment
nicht messbar, da die Resonanzen von CP (35.42 ppm) und CY (35.41 ppm) entartet sind.
Dadurch kann kein gerichteter Magnetisierungstransfer von CY nach C° aufgebaut werden und

die Energie relaxiert unfokusiert iiber das CB/V-Spinsystem.
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Die "*C® Resonanz von Glu184 (siehe Pfeil, Abb. 4-18) - das Carboxylat, das die Sdure-Base-
Funktion wéhrend der Katalyse ausfiihrt - ist ungewohnlich weit zu hohem Feld verschoben

und von sehr schwacher Intensitat.

4.3.4. Zuordnung der Histidin- bzw. Tryptophan-Resonanzen

Fast alle Resonanzen der Histidine wurden zugeordnet. Die Ausnahme bildeten His11N® und
Hisl62N61, deren Resonanzen nicht detektiert werden konnten. Unter normalen Umstdnden
konnen die an Stickstoff gebundenen H**®LProtonen nicht gemessen werden, da sie einem
chemischen Austausch mit den Protonen des Wassers unterliegen. Allerdings wurde
His162H® detektiert, dessen chemischer Austausch beziiglich der NMR-Zeitskala wesentlich
verlangsamt ist. Der gesamte Imidazolring von His162 ist im Proteininneren verborgen und
dem Solvens nicht zuginglich (siche Kap. 5.4, S. 86).

Durch Korrelation der H*? mit den C® Resonanzen, die aus vorangegangenen Experimenten
bekannt waren (sieche Kap. 4.3.2, S. 62), wurden alle vier Imidazolresonanzen eindeutig
entsprechend der Aminosiuresequenz zugeordnet.

Die Resonanzen CY, C%, H*Y/C®! und H*"/N*! der sieben Tryptophan Indolringe wurden eben-
falls zugeordnet. Da einige Korrelationen analog zu denen im Imidazolring sind, konnten sie

ebenfalls detektiert werden.

Abb. 4-16: Analogie der Korrelation von Imidazol- und Indolresonanzen im [N, 'H]-
TROSY-H(N)C"-Experiment
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Abb. 4-21: links: CT-HCDCG"™; rechts: H(CD)(CG)CB; unterhalb: schematische
Korrelationen des jeweiligen Experiments

Parameter: siche Abb. 4-12, S. 61.

4.4. Validierung der Zuordnung: L.osungsstruktur der Xvlanase

Eine Vorhersage der Sekundirstrukturelemente wurde durchgefiihrt, indem aus der Differenz

der beobachteten chemischen Verschiebungswerte und tabellierter ‘random coil’ Werte ein

Index errechnet wurde (Wishart & Sykes, 1994). Diese Vorgehensweise ermoglichte es, a-

Helix- und S-Faltblattstrukturen vorherzusagen (Abb. 4-18).
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Berechnung des Chemical shift index (csi) mit den chemischen Verschiebungs-
werten der Resonanzen H®, C%, CP and CO:; csi = 0 deutet auf eine ‘random coil’
Struktur hin ; csi = 1 auf ein S-Faltblatt; csi = -1 auf eine a-Helix.
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Abb. 4-18: Chemical shift index

Diese Vorhersage ist in guter Ubereinstimmung mit den Sekundirstrukturelementen, die fiir

die Kristallstruktur angegeben sind (Sabini et al., 1999).

Die Plausibilitdt der Zuordnung wurde anhand mehrerer automatisierter Prozeduren iiberpriift,
wobei die Kristallstruktur mit einbezogen wurde.

Mit Hilfe des Programms AURELIA (Bruker Analytische Messtechnik, Rheinstetten) wurde
eine Peaktabelle des 3D NOESY-["N,'H]-HSQC Spektrums generiert. Diese wurde
zusammen mit der Zuordnungsliste der chemischen Verschiebungswerte und den Daten der
Kristallstruktur dem Programm NMR2ST (Pristovsek et al., 2000; Pristovsek et al., 2002) als
Parameter eingegeben. Der heuristische Algorithmus verglich die Peaktabelle der NOEs mit
der Zuordnung und validierte das Ergebnis anhand der Abstinde innerhalb der Kristallstrukur.
Nach einem iterativen Prozess, in dem auch diastereotope Protonen bzw. Methylgruppen
beriicksichtigt wurden, gab das Programm 1932 Abstandbeschrinkungen (restraints) als
Ergebnis aus.

Das Datenbanksystem TALOS ergab auf dhnliche Weise 266 Winkelbeziehungen, indem es
bekannte 3D Strukturen mit der Zuordnungstabelle der Xylanase verglich (Cornilescu et al.,
1999).

Dariiber hinaus konnten noch weitere 156 Orientierungen aus residual dipolar couplings
(Clore et al., 1998), die freundlicherweise von Hans Wienk (2002, unpubliziert) zur

Verfiigung gestellt wurden, fiir eine Strukturrechnung verwendet werden (Tab. 4-2).
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Tab. 4-2: Parameter und Ergebnisse der Strukturrechnung

Parameter Auswertungsmethoden
1932 Abstandbeschrankungen Programm NMR2ST
266 Winkelbeziehungen Datenbanksystem TALOS

156 Orientierungen aus Residual dipolar couplings Messungen Hans Wienk
(2002, unpubliziert)

= 30 strukturgefilterte Iterationen Programm DYANA

Ergebnis
2.44 % 0.29 A? backbone RMSD

Die 20 besten Losungsstrukturen wurden mit dem Programm MoOLMOL (Koradi et al., 1996)
gemittelt und zu einer Struktur mit variablem Radius zusammengefasst. Der Radius entspricht
dann der Standardabweichung des Strukturensembles von der gemittelten Losungstruktur der
Xylanase (siehe Abb. 5-1, S. §3).

Der backbone RMSD-Wert von 2.44 A” deutet an, dass diese Struktur als vorliufig zu

betrachten ist und noch weiter verfeinert werden muss.

4.5. Protonierungsverhalten der Xvlanase

4.5.1. Durchfithrung der pH-Titration

4.5.1.1. Optimierung der Pufferbedingungen

Die Loslichkeit der Xylanase ist pH-abhédngig. Vortests ergaben, dass Xylanase ab einem pH
> 5.6 bis auf eine geringe Restkonzentration reversibel prazipitiert. Resuspendiert man das
Prazipitat in 10 mM NaOAc, pH 5.2 und inkubiert 5 min bei 40 °C, so erhilt man wieder
16sliche, native Xylanase. Identische ['°N,'H]-TROSY-HSQC Spektren, die vorher und
nachher aufgenommen wurden, belegen dies.

Eine Konzentration von ca. 1.4 mM Xylanase in 10 mM Na-d;-OAc, pH 5.2, die wihrend der
Zuordnungsexperimente erreicht wurde, konnte fiir eine kontinuierliche pH-Titration jedoch
nicht beibehalten werden.

Die Pufferbedingungen wurden optimiert, um eine moglichst hohe Konzentration an Enzym

tiber den gesamten pH-Bereich von 3.0 bis 8.5 ermdglichen zu konnen. Xylanase (1 mM,
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Endvolumen 50 pl) wurde in unterschiedlichen Puffern und Zusitzen (jeweils 50 mM)
angesetzt und iiber Nacht bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation wurde photometrisch die
Konzentration im Uberstand bestimmit.

Bei den hier getesteten Substanzen (Abb. 4-19 und Abb. 4-20) stand nicht die Pufferkapazitat
um ihren jeweiligen pKs-Wert im Vordergrund, sondern der Einfluss auf die Loslichkeit der

Xylanase. Als Beispiel sei der zwitterionische Charakter von MOPS oder HEPES aufgefiihrt.

Borsdure

CAPS l

HEPES |
MOPS ‘
Tris/HCI | pH 8.2
Phosphat |
NaOAc l
I 4] 62 . U.i;:u : D.& ’ 0. (-]8

Loslichkeit [mM]
Abb. 4-19: Loslichkeit der Xylanase bei pH 8.2; Variation der Puffersubstanzen

1 mM Xylanase in 90 mM Puffer; Temperatur: RT; Inkubation ca. 16 h; Detektion

UV: 280 nm.
Die Loslichkeit der Xylanase bei hohen pH-Werten wird nicht nennenswert durch die
verwendete Puffersubstanz beeinflusst. Eine Ausnahme ist CAPS, dessen lipophiler Cyclo-
hexylrest moglicherweise hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Xylanasemolekiilen zu
unterbinden vermag. Die Restkonzentration sank auf 35 — 80 uM, was fiir ein gutes Verhéltnis

von Messzeit zu Signal-Rausch-Qualitdt unbrauchbar ist.
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Glycin
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=
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I

MgCl, |

KCI
NaCl

LiCl
........
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000 005 010 015 020 025 030 035
Loslichkeit [mM]

Abb. 4-20: Loslichkeit der Xylanase bei pH 8.2; Variation der Zusétze (50 mM)

Parameter: siehe oben, Abb. 4-19, S. 69.
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Die Zusidtze CHAPS (ein mildes Detergens, ein Gallensdure-Derivat), Ethandiol und Glyzerin
erhohen deutlich die Loslichkeit der Xylanase. Thr amphiphiler Charakter deutet darauf hin,
dass die intermolekulare Protein-Protein Wechselwirkung bei der Prizipitierungsreaktion

hydrophober Natur ist. Ein weiteres Indiz dafiir ist die Reversibilitit der Fallung.

Arginin stabilisiert indirekt native Proteinstrukturen durch seine Wirkung als Osmolyt (Bagby
et al, 2001). Eine korrekte Faltung des Proteins verringert die Oberfliche, wodurch
thermodynamisch ungiinstige Wechselwirkungen mit dem Osmolyten vermieden werden.

Alle Permutationen wurden unter schrittweiser Verringerung der Konzentration der Zusétze
getestet und auf die Verwendbarkeit wihrend eines NMR-Experiments gepriift.

Die Zusdtze 25 mM Arginin und 25 mM CHAPS (cmc: 6.5 mM, Neugebauer, 1990) waren
NMR-spektroskopisch ungeeignet, da eine enorme Linienverbreiterung der Resonanzen
induziert wurde. Die Ursache hierfiir kann eine Micellen-Bildung aus CHAPS und Xylanase-
Molekiilen gewesen sein. Dadurch wird Rotationsdiffusion erschwert bzw. die Korrelations-
zeit T, nimmt zu. Dieser Befund bewirkt, dass die Relaxationseigenschaften ungiinstiger

werden und die Linien sich zunehmend verbreitern.

Da Glyzerin auch perdeuteriert gilinstig erhiltlich ist, wurde auf die Verwendung von
Ethandiol verzichtet. 5 % (v/v) ds-Glyzerin und 50 mM Magnesiumchlorid wurden fiir die
folgenden Experimente gewdhlt. Der Zusatz von 50 mM Magnesiumchlorid wéhrend einer
pH-Titration hat den Vorteil, dass die Ionenstirke bei der Zugabe von 1 M NaOH bzw. HCI
Aliquots (= 1 pl je Titrationsschritt) nicht wesentlich verdandert wird. Da die Positionen der
Resonanzen auch von der lonenstirke beeinflusst werden, kann eine schrittweise Salzzugabe

einen unwagbaren Effekt auf die Titrationskurven haben.

4.5.1.2. pH-Titration

Die NMR-Probe (0.5 mM Xylanase, pH = 5.3) wurde auf die unter Kap. 4.5.1.1 besprochenen
Pufferbedingungen eingestellt und in zwei Aliquots (jeweils ca. 600 ul) aufgeteilt. Ein
Aliquot wurde mit 1 M HCI schrittweise bis pH = 3.81 titriert, das andere Aliquot mit 1 M
NaOH bis pH = 8.65.
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Fir jeden pH-Schritt wurden vier NMR-Experimente aufgenommen: 1D 'H-Spektrum
(Kalibrierung), [N, 'H]-TROSY-HSQC (backbone Amid- und Tryptophan-N'-
Resonanzen), CT-HCDCG"™ und CT-H(CA)CO (Seitenketten-Carboxylatgruppen). Der pH-
Wert wurde vorher und nachher bestimmt.

Die Reversibilitit der chemischen Verschiebungswerte konnte fiir den niedrigen pH-Bereich
von 3.18 bis 5.28 nachgewiesen werden, da diese NMR-Titrations-Experimente umgekehrt
wiederholt wurden. Dazu wurde eine NMR-Probe auf pH = 3.18 umgepuffert und dann
schrittweise durch Zugabe von 1 M NaOH bis pH = 5.65 zurticktitriert.
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4.5.2. Einfluss des pH-Wertes auf die ’N-Resonanzen des Proteinriickgrats

Alle Resonanzen der Amide des Proteinriickgrats wurden in den 24 ['°N, "H]-TROSY-HSQC
Spektren zugewiesen. Zusitzlich wurden die [°N, 'H]-Resonanzen der Tryptophan-Indol-

ringe ausgewertet.
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Abb. 4-21: Beispiel ['°N, "H]-TROSY-HSQC bei pH 5.28

Die HN Resonanzen der Aminosduren Trpl9, Argl05, Alal39, Serl58 und
Leul99 sind in der N Dimension gefaltet (f). Die Signale der Tryptophan-
Seitenketten wurden als ‘sc’ bezeichnet. Parameter: siche Abb. 4-18, S. 64.
Aus den 24 pH-abhingigen chemischen Verschiebungswerten einer einzelnen Amid- bzw.

Indolgruppe wurde die Differenz des maximalen und minimalen Wertes errechnet. Anhand

eines statistischen Vergleichs mit einer biomagnetischen Resonanz-Datenbank (Seavey et al.,
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1991) wurden beide Dimensionen standardisiert (Ayed et al., 2001) und tiber den Term (GI.

15) zusammengefasst:

As = \/A(JH )2 + A(JN)zm_1542 Gl 15

Die Anderung der chemischen Verschiebungswerte im Intervall von [0, 0.1] liegt unterhalb
der Signifikanzschwelle, wenn man den fiinffachen Wert des Fehlers einer Zuordnung (A'H:
0.02 ppm, AN: 0.1 ppm) zugrunde legt. Innerhalb dieses Intervalls wurde keine signifikante
Anderung des chemischen Verschiebungswertes angenommen.

Zur Veranschaulichung wurden die Anderungen in Intervalle zu je 0.1 ppm eingeteilt, denen

ein relativer Farbwert zugeordnet wurde (Abb. 4-22).
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Abb. 4-22: Die Anderung der Amid-Resonanzen des Proteinriickgrats; Einteilung in
einen relativen Farbindex

Standardisierte Differenz Spax- Omin (H", Ny,) nach GI. 15.

Dieser relative Farbindex wurde auf die Kristallstruktur der Xylanase iibertragen, um zu
verdeutlichen, wo im Protein die Verdnderungen im Verlauf der pH-Titration erfolgen.
Zusitzlich wurden der Darstellung der titrierbaren Seitenketten Asp, Glu und His eingefiigt,

die nach einem analogen Farbindex koloriert wurden (Abb. 4-23).
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Abb. 4-23: Relative pH-Abhiingigkeit der chemischen Verschiebungswerte

Auswertung der [N, 'H]-TROSY-HSQC Spektren: Sy — Omin ergibt relativen
Farbindex. A: Perspektive entlang der Bindungsspalte fiir die Xylanfaser. B:
Xylanase 90° nach hinten gekippt, Blick auf die konvexe ,Unterseite’. Einteilung
des relativen Farbindexes sieche Abb. 4-22.
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Die Anderung des Ionisierungszustandes dieser Seitenketten beeinflusst das elektrostatische
Feld im Protein. In einer vereinfachten Argumentation kann dies als die priméire Ursache der
Verianderung der [°N, 'H]-Resonanzen im Proteinriickgrat betrachtet werden. Neben den
Strukturparametern (z.B Torsionswinkel @, U, X)), tragen das lokale elektrische Feld wie auch
die Wasserstoffbriicken der Nachbargruppen zur Abschirmung der °’N-, 'H-Kerne bei (siche
Ausfiihrungen in Kap. 3.5.3, S.48). Zwar beriicksichtigt die Darstellung anhand der
Kristallstruktur (kristallisiert bei pH 5.06) keine moglichen Konformationsdnderungen, aber

es gewihrt einen Uberblick.

Fast alle Asp- und Glu-Seitenketten ragen in die Bindungsspalte (siche Abb. 4-23 A), um
durch Wasserstoftbriicken mit den Hydroxylgruppen der Xylopyranose-Einheiten die
Substratbindung zu stabilisieren. Deshalb ist das ,innere’ S-Faltblatt A starker von den
Anderungen der Ionisierungszustinde betroffen.

Eine Ausnahme bildet z.B. Aspl2, das gruppiert mit Hisl1 und His32 auBerhalb auf der
Schleife zum ersten S-Faltblattstrang A2 (A1l fehlt per definitionem) gelegen ist. Glul67
befindet sich ebenfalls auf der abgewandten Seite der Bindungsspalte; es ist auf der langeren

a-Helix 2 in Nachbarschaft zu His60 positioniert.

Die Amide der konvexen ,Unterseite’ (siche Abb. 4-23 B) des Enzyms unterliegen keiner
Veranderung der Resonanzen. Auf dem fiinfstrangigen, ,duBleren’ S-Faltblatt B, das einen Teil
der ,Unterseite’ bildet, sind auch keine titrierbaren Seitenketten enthalten.

Anderseits begrenzen die gepaarten [-Stringe A8-A9 und die ldngere a-Helix 2 die Unter-
seite. Zusammen mit dem inneren S-Faltblatt A wird hier ein hydrophobes Zentrum gebildet,
das allerdings nicht dem Solvens zuginglich ist. Weder die Amide des Proteinriickgrats, noch
die titrierbaren Seitenketten Asp99, Aspl18, Asp123 und His162 dndern ihre chemischen
Verschiebungswerte im Laufe der pH-Titration. Betrachtet man die Abhéngigkeit der Amid-
Resonanzen von der Sekundér- bzw. Tertidrstruktur (siche Kap. 3.5.3, S. 48), so ist der
Umkehrschluss zuldssig, dass die Konformation der Unterseite bzw. sémtliche
Wechselwirkungen konstant geblieben sind (de Dios et al., 1993; Ubersichtsartikel: Szilagyi,
1995).
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4.5.3. Protonierungsverhalten der Carboxylatgruppen

Die Resonanzen der Seitenketten-Carboxylatgruppen wurden fiir alle Titrationsschritte
zugeordnet. Ausnahmen bildeten Glul78C®, das innerhalb des gesamten pH-Bereichs nicht
detektierbar war, und G1u184C6, dessen Signale im Verlauf der Titration verschwanden. Eine
Erklarung hierfiir ist, dass mit der Deprotonierung der Seitenketten-Carboxylatgruppe auch
die aliphatische Resonanz von CY (pH 5.28: 33.05 ppm) zu héherem Feld verschoben wird.
Dadurch nihert sich diese der Resonanz des CP-Atoms (pH 5.28: 31.76 ppm). Die beiden
Resonanzen entarten mit zunehmender Deprotonierung, so dass ab pH = 6 keine signifikanten
Signale tiberhalb des Rausch-Levels erhalten werden (siehe Kap. 4.3.3, S. 64).

An den gemessenen Titrationskurven wurde im Anschluss eine nichtlineare Regression
durchgefiihrt, um die pKs-Werte zu bestimmen. Das zweite Modell, das voneinander
abhdngige, mikroskopische Konstanten beschreibt (siehe Kap. 3.5.1.2, S. 46), erwies sich als
nicht praktikabel. Es verwendet eine hohere Anzahl an Parametern, die untereinander stark
korrelieren. Ein eindeutiges Ensemble an Losungen lieB3 sich nur schwer finden, da mehrere
Versuche zu abweichenden Ergebnissen fiithrten. Dennoch wurden diese Ergebnisse mit denen
aus dem Modell der unabhingigen, makroskopischen Konstanten verglichen. Die Uber-
priifung durch den F-Test nach GI. 13 (S. 48) zeigte, dass mikroskopische pKs-Werte mit

mehr Parametern keine signifikante Verbesserung der Datenanpassung ergaben.

Im Folgenden wird nur das Modell der wunabhdngigen, makroskopischen Konstanten
verwendet, das heif3t, die Titrationskurven werden als eine Linearkombination aufeinander
folgender Henderson-Hasselbalch-Kurven (Gl. 7) interpretiert (siche Abb. 4-24 / Abb. 4-25
und Tab. 4-3 / Tab. 4-4).
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Abb. 4-24: pH-Abhingigkeit der chemischen Verschiebungswerte aller

detektierbaren Seitenketten-Carboylatgruppen.

Schwarze Quadrate: experimentelle Datenpunkte; rote Linie: Représentation der
nichtlinearen Regression nach Gl. 7 mit einem Tirationsschritt (j = 1: D5, D90,
E56, E126), mit zwei Schritten (j = 2: D12, E17, E94, E167) oder drei Schritten (j
= 3: D15, D21); gestrichelte Linie: Reprisentation des pK,-Wertes; grauer

Bereich: moglicher Bereich des pK-Wertes.
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Tab. 4-3: pK-Werte aller Carboylatgruppen

Aminosiure Reporter- pK.-Wert
Nukleus
Asp5 cY 3.84 £0.02
Asp12 cY 3.94+0.14
Asp15 cY 3.35+0.14
Asp21 cY 3.46 £0.13
Asp90 cY 3.88 £0.07
Asp99, 123, 118 cY Kein Titrationsereignis
Glu17 c? 454 +0.23
Glu56 c? 455 +0.02
Glu94 c? 3.94 +0.04
Glu126 c? 451+0.02
Glu167 c? 3.58+0.13
Glu178 Npp, Amide 4.1 £ 0.2 (siehe Kap. 5.8, S. 101)
Glu184 Npp, Amide 6.5 £ 0.2 (siehe Kap. 5.9, S. 104)
Ser207COOH H™ u. Nps 3.9+0.1

Nur die Seitenketten-Carboylatgruppen von Asp5, Asp90, Glu56 und Glul26 zeigen ein
ideales Ionisierungsverhalten (siehe Diskussion 5.3, S. 85), das aus Messungen an Modellsub-
stanzen bekannt ist (Keim et al., 1973; Richarz & Wiithrich, 1978).

Die "*CY Resonanzen von Asp99, 123 und 118 erfahren im Verlauf der pH-Titration keine
Veranderung ihrer chemischen Verschiebungswerte; es erfolgt keine Protonierung bzw.

Deprotonierung (siehe Diskussion 5.4, S. 86).

Der pK,-Wert des C-Terminus (3.9 + 0.1 fiir Ser207COOH) konnte durch die Auswertung der
Resonanzen der dazugehorigen a-Aminogruppe abgeschétzt werden. Dieser Wert stimmt mit

der Erwartung fiir das eher unstrukturierte C-terminale Ende der Xylanase tiberein (Richarz &

Wiithrich, 1978).

Alle restlichen pK-Werte konnten durch Linearkombination von zwei Henderson-
Hasselbalch-Kurven ausgewertet werden (j = 2, Gl. 7), ausgenommen Aspl5 und Asp21, die
mit drei Titrationsereignissen angepasst wurden (j = 3). Fiir Asp15, Asp21 und Glul67 muss
zusitzlich auf eine Unsicherheit bei der Bestimmung der pK-Werte hingewiesen werden. Da
die Titrationskurven fiir den niedrigen pH-Bereich noch keine ausgeprigte Linkskriimmung
zeigen, ist die untere Asymptote somit nicht eindeutig extrapolierbar. Dies fithrt zu einem

grofBerem Fehlerintervall der pKs-Werte.
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Der erste pK,-Wert, der mit der groBften Anderung des chemischen Verschiebungswertes
verbunden ist, wird als die eigentliche lonisierungskonstante der betreffenden Seitenkette
betrachtet. Weitere pKs-Werte mit kleinerem Koeffizienten sind (in der Regel) als Wechsel-
wirkungen mit benachbarten Seitenketten zu interpretieren, die ebenfalls ihren Ionisierungs-
zustand dndern. Diese Wechselwirkungen konnen durch das verdnderte elektrische Feld
entstehen, das auch eine mdgliche Konformationsédnderung beinhalten kann. Des weiteren
kann eine Umorganisation der Wasserstoffbriicken ebenfalls Ursache fiir eine Anderung der

Resonanz-Positionen sein.

4.5.4. pH-Abhangigkeit der Imidazol-'>C-Resonanzen

Fiir alle Titrationsschritte wurden die Imidazol-Resonanzen der Kohlenstoffatome CY/C%%/C®
zugeordnet. Allerdings zeigen die Resonanzen der Atome C” %2 yon His32 ab pH = 5.5 eine
zunehmende Linienverbreiterung, die eine Identifikation ab pH = 7.5 verhinderte. Der Seiten-
kettenring von His162 dnderte wihrend der gesamten pH-Titration seinen lonisierungszustand
nicht (siehe Diskussion 5.4, S. 86).

Analog zu Kap. 4.5.3 wurde fiir die Titrationskurven von Hisl1, His32 und His60 eine
nichtlineare Regression durchgefiihrt. Die pH-Abhéngigkeit der chemischen Verschiebungs-
werte von His32C ®***und His60C" 62"Elzeigte ein einfaches Titrationsverhalten (j = 1, GI. 7,
Diskussion siehe 5.6, S. 95).

Die Bestimmung des pKs-Wertes von His60 war schwierig, da die Auswertung als Grenzfall
zwischen einem (j = 1, pKs [04.2) bzw. zwei Titrationsschritten (j = 2; pK; [14.4) erfolgen
kann. Die pH-Abhidngigkeit der Resonanzen korrelierte sehr stark mit dem Ionisierungs-
verhalten von Glul67C, das mit einem Abstand von 2.8 A zu His60N® benachbart ist
(Diskussion siehe 5.5, S. 90).

Die restlichen Resonanzen der Imidazol-Kohlenstoffatome zeigten ein Titrationsverhalten,
das mit zwei Henderson—Hasselbalch-Kurven (j = 2) ausgewertet werden musste. Fiir His32CY
konnte der pK,-Wert mit dem gréferen Linearkoeffizienten dem eigenen Reporter-Nukleus
zugeordnet werden; der zweite, niedrigere pKs-Wert ist auf die Wechselwirkung mit einer
benachbarten Seitenketten-Carboxylatgruppe (Aspl2) zuriickzufiihren. Das Titrations-

verhalten von Hisl1 konnte erst durch parallele Auswertung des Ionisierungsverhalten von
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Asp12 interpretiert werden. Der zweite pK,-Wert, der im Falle von C"' ®2 it einem kleineren
Linearkoeffizienten verbunden ist, wird His11 selbst zugeordnet (Diskussion siche 5.6, S. 95).
Die Auswertung der CY-Titrationsprofile ergab zusitzlich den Hinweis auf die bevorzugte
Tautomerenbildung der deprotonierten Imidazolringe. Mit zunehmendem pH-Wert wurden
die Resonanzen zu tieferem Feld verschoben, d.h. alle Histidine bevorzugten im deproto-
niertem Zustand liberwiegend das N®2.H Tautomer (Blomberg et al., 1977; Reynolds et al.,
1973). Im Falle eines N°LH Tautomers wiire die C'-Resonanz zu hoherem Feld verschoben
worden. Die chemischen Verschiebungswerte d(His162N®%) = 169.5 und 8(His162H %) = 12.4

erlauben den Riickschluss, dass His162 deprotoniert ist und als N®2-H Tautomer vorliegt.

| m Hist62 C

5(%c) [ppm]

= HEHLC

[UTH

e
L i

5(°c™) [ppm]

=

[w st O wof [ Hs32z C7 | :
e
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5(%c?) [ppm]

LR

Abb. 4-25: pH-Abhingigkeit der chemischen Verschiebungswerte der Imidazol-
Kohlenstoffatome

Schwarze Quadrate: experimentelle Datenpunkte; rote Linie: Reprasentation der
nichtlinearen Regression nach Gl. 7 mit einem Tirationsschritt (j = 1: His32C o2el
His60CY %), mit zwei Schritten (j = 2: His11CY %*¥! His32CY); gestrichelte
Linie: Reprisentation des pK-Wertes; grauer Bereich: moglicher Bereich des pK;-
Wertes.
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Tab. 4-4: pK-Werte aller Imidazol-Kohlenstoffatome

Aminosiure Reporter- pK.-Wert Tautomer
Nukleus
His11 CY 6.52 £ 0.26
c® 6.09 +0.18 N-H
c* 6.84 +0.05
His32 CY 6.01 £ 0.07 N®%-H fiir pH < 7.1
c%? - ab pH = 7.1: Gleichgewicht
c# 6.68 + 0.03 beider Tautomere
His60 CY [4.1-4.7]
c® [4.1-4.7] Ne%-H
ct 4.1-4.7]
His162 CY
c¥? Kein Titrationsereignis N&2-H
ce (PKs < 2.7)
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5. Diskussion

5.1. Losungstruktur der Xvylanase

Die Losungsstruktur ist mit einem backbone RMSD-Wert von 2.44 + 0.29 A? als vorldufig zu
betrachten. Es sind immer noch zuviele Verletzungen in den Abstandsbeschrinkungen bzw.
den Winkelbeziehungen enthalten. Besonders die Winkelbeziehungen miissen iiberpriift
werden, verglichen mit den Ergebnissen des Programms NMR2ST ist ein prozentual hoher

Anteil der Fehler durch TALOS generiert worden.

In jedem Fall belegt diese vorlaufige Losungsstruktur, dass die Zuordnung plausibel ist, und
dass alle Strukturelemente, die bereits aus der Kristallstruktur bekannt sind, korrekt wiederge-

geben werden (vgl. Abb. 5-1 4 und B, S. 83).

Es deutet sich eine Tendenz an, dass die gesamte Daumenregion, die senkrecht {iber der
Bindungsspalte gelegen ist, eine gewisse Flexibilitit besitzt. Dies ist konsistent mit den
Relaxationsuntersuchungen an der Xylanase aus B. circulans, die anhand der Ordnungs-
parameter S” eine leichte Flexibilitdt vorhersagen (Connelly et al., 2000). Allerdings ist die
Daumenregion — relativ zu sich selbst betrachtet — eine sehr geordnete Strukur, die einer
Hairpin-Konformation entspricht. Diese besteht aus einem STurn und mehreren internen

Wasserstoftbriicken.

Die Orientierung der Seitenketten kann nur mit einem 3D NOESY-["’C,'H]-HSQC
hinreichend gut bestimmt werden. Auf der Grundlage der vorliegenden Daten wurde davon
abgesehen, die Losungsstruktur zu verfeinern. Das Titrationsverhalten war Schwerpunkt
dieser Untersuchung, und deshalb wurde im Folgenden die Kristallstruktur zur Bewertung der

Distanzbeziehungen verwendet.
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Abb. 5-1: Vergleich der Losungsstruktur der Xylanase mit der Kristallstrukur

A Schematische Darstellung der 20 besten Losungsstrukturen als Mittelwert; der
variable Radius représentiert die Standardabweichung des Strukturensembles vom
Mittelwert; B: Kristallstruktur der Xylanase aus B. agaradhaerens: (Sabini et al.,
1999); Kugel-Stab-Reprisentation der beiden Glutamate der katalytischen Dyade;
C und N bezeichnen die carboxy- bzw. aminoterminalen Enden der Peptidketten.
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5.2. Optimierte Pufferbedingungen — Auswirkung auf die Resonanzen des

Proteinriickgrats

Das ['°N,'H]-TROSY-HSQC Spektrum der urspriinglichen Proteinprobe fiir die Zuordnung
der Resonanzen (pH = 5.23) unterschied sich geringfiigig von der Probe mit den optimierten
Pufferbedingungen (pH = 5.28 mit den Zusétzen 5 % (v/v) ds-Glyzerin / 50 mM MgCl,).
Deshalb wurden die Differenzen der Resonanzpositionen bestimmt. Diejenigen Amid-
Resonanzen des Proteinriickgrats, die signifikant voneinander abwichen, wurden auf die

Kristallstruktur projiziert (Abb. 5-2).

Abb. 5-2: Abweichungen der backbone Amid-Resonanzen bei
Verwendung des optimierten Puffers

Schematische Darstellung der Xylanase; Perspektive schridg auf die Bindungs-
spalte; Kugel-Stab-Reprdsentation: Glu94, Glul84; Differenz der Amid-
Resonanzpositionen in den [N, 'H]-TROSY-HSQC Spektren bei zwei
unterschiedlichen Pufferbedingungen: optimiert mit 5 % (v/v) ds-Glyzerin / 50
mM MgCl, bzw. ohne die Zusitze; Kolorierung (rot) erfolgte, falls die Differenz
der entsprechenden Resonanzen das Fiinffache des Standardfehlers iiberstieg.

Es ist bemerkenswert, dass die Verdnderungen der chemischen Verschiebungswerte sich im

Wesentlichen auf eine einzige Region beschrinken: die Schleifen A2 - B1, B2 - A3, A4 - B3
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und B4 - A5 mit den benachbarten Aminosduren des inneren S-Faltblattes A. Moglicherweise
vermittelt diese Region eine Kontaktfldche fiir eine Dimerisierung bzw. Polymerisierung, die
ab einem pH-Wert groBer als 5.6 und bei hohen Proteinkonzentrationen zu einer reversiblen
Prézipitation fiihrt.

Glyzerin vermittelt wahrscheinlich zwischen den hydrophoben, intermolekularen
Anziehungskriften. Auf der Grundlage der Daten aus den beiden ['°N,'H]-TROSY-HSQC
Spektren kann jedoch nicht entschieden werden, ob es ein Bindungsmotiv fiir Magnesium-
ionen gibt, oder ob es der Einfluss des zweiwertigen lons auf die lonenstirke des Losungs-

mittels ist, das die monomere Form stabilisiert.

5.3. Ideales Titrationsverhalten

Nur vier der fiinfzehn Seitenketten-Carboylatgruppen (AspS, Asp90, Glu56 und Glul26)
zeigen ein ideales lonisierungsverhalten, das durch einen einzigen Titrationsschritt
beschrieben werden kann. Thre Seitenketten sind meist in Schleifen positioniert und dem
Solvens zugewendet. Die zugehdrigen apparenten pK,-Werte stimmen mit den intrinsischen

aus den Referenzsubstanzen tiberein (Keim et al., 1973; Richarz & Wiithrich, 1978).

Die restlichen Seitenketten-Carboylatgruppen zeigen ein komplexeres Verhalten, das
Wechselwirkungen untereinander impliziert. Dies wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass
die titrierbaren Gruppen nicht weitrdumig tiber die ganze Proteinoberfliche verteilt sind,

sondern sich iiberwiegend in der Substrat-Bindungsspalte befinden (siche Abb. 4-23, S. 74).

Die Distanzbeziehungen wurden anhand der Kristallstruktur (Sabini ef al., 1999) ausgewertet,
indem um jedes titrierbare Atom ein Radius von 7 A gezogen wurde. Innerhalb dieses
Abstandes wurde die Nachbarschaft zu weiteren titrierbaren Gruppen aufgelistet wie auch
mogliche Atomgruppen, die Salz- bzw. Wasserstoftbriicken ausbilden kdnnen.

Diese Analyse enthiillte mehrere Gruppierungen, deren Wechselwirkungen im Folgenden

diskutiert werden.
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5.4. Kein Titrationsschritt;: hydrophobes Zentrum

Die Xylanase aus B. agaradhaerens enthélt ein Histidin (His162) und drei Aspartate (Asp99,
teilweise Aspl18 und Asp123), die sich im hydrophoben Inneren des Enzyms befinden. Ein
Vergleich der Aminosdure-Sequenzen (Corpet et al., 2000) verschiedener Familie 11
Xylanasen (siche Abb. 5-3) ergibt, dass das hydrophobe Innere neben dem aktiven Zentrum
das am besten konservierte Strukturmerkmal ist. Besonders die aromatischen
Wechselwirkungen und die hydrophoben Kontakte sind stark konserviert (Georis et al., 1999;
Gruber et al., 1998; Krengel & Dijkstra, 1996; Sabini et al., 1999; Torronen et al., 1994;
Torronen & Rouvinen, 1995; Wakarchuk et al., 1994a; Wouters et al., 2001).

.agaradhaerens
circulans

sp. 538

B.agaradhaerens

B.circulans

Streptom.sp. 538

T.lanuginosus GV LY QE
A.niger YSREY SASE
consensus>50 .g..fgpnGna.

B.agaradhaerens
B.circulans
Streptom.sp. 538
.lanuginosus
A.niger

onsensus>50

(X}

Abb. 5-3: Sequenzvergleich ausgewihlter Familie 11 Xylanasen

Sequenzvergleich der Familie 11 Xylanasen aus B. agaradhaerens (Sabini et al.,
1999), B. circulans (Wakarchuk et al., 1994b), Streptomyces sp. S38 (Wouters et
al., 2001) T. lanuginosus (Gruber et al., 1998) und A. niger (Krengel & Dijkstra,
1996); Farbintensitit der Hervorhebungen reprisentiert das MaB der Uberein-
stimmung; Pfeile weisen auf die Darstellung der entsprechenden Aminosiure-
Seitenketten in Abb. 5-4 hin, graue Pfeile fiir consensus > 50 %, orange Pfeile fiir
consensus = 100 %; MULTALIN Version 5.4.1 (Corpet et al., 2000).
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Abb. 5-4: Ausschnitt aus der Kristallstruktur — das hydrophobe Zentrum

Schematische Darstellung der Xylanase; Perspektive: aus dem Inneren heraus auf

den Zentrum; Kugel-Stab-Reprisentation: Asp, His; Kugel (blau): Sauerstoff des

eingeschlossenen Kristallwassermolekiils mit 0.9-fachem Van-der-Waals-Radius;

Réhren-Reprisentation (orange). Arg, Ser, Tyr; gestrichelte Linien indizieren

mogliche Salz- und Wasserstoffbriicken.
In Analogie zu den Ergebnissen von Joshi ef al., 1997 sind alle drei Aspartatreste innerhalb
des betrachteten pH-Bereichs deprotoniert, ihre pKs-Werte miissen also kleiner als 2.7 sein,
wenn man vom Beginn eines einsetzenden Titrationsverhaltens bis zum pKs-Wert mindestens
0.5 pH-Einheiten abschitzt. Die moglichen Salz- und Wasserstoffbriicken, die sich durch
diesen ionisierten Zustand ergeben, tragen wahrscheinlich sehr stark zur nativen Protein-
struktur bei (Davoodi et al., 1995; Plesniak et al., 1996). Diese These wird durch den
experimentellen Befund gestiitzt, dass das Enzym unter sehr sauren Bedingungen (pH < 3.1)
irreversibel denaturiert. Wird eines der drei Aspartate oder His162 protoniert (bzw. alle

moglichen Permutationen), fiihrt dies zum Verlust von strukturerhaltenden Wechsel-

wirkungen und das Protein entfaltet sich.
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Asp99 ist komplett im Inneren des Enzyms eingeschlossen und bildet Wasserstoffbriicken zur
positiv geladenen Guanidinium-Gruppe von Argl52 und zum phenolischen Sauerstoff O" von
Tyr122. Die Bedeutung der Salzbriicke wird aus der Tatsache ersichtlich, dass einerseits die
negative Ladung an Position 99 durch Aspartat / Glutamat, andererseis die positive Ladung an
Position 152 durch Arginin / Lysin innerhalb der Familie 11 Xylanasen konserviert ist. Der
chemische Verschiebungswert des C'-Carboxylatoms von Asp99 erscheint relativ weit zu
hohem Feld verschoben fiir einen deprotonierten Zustand (siche Abb. 4-18, S.64). Aber die
hydrophobe Umgebung, der stark elektronenziehende Charakter der Wasserstoffbriicke zur
Guanidinium-Gruppe von Argl52 und die Wechselwirkung zum benachbarten Tyr122
konnen eine solche Verschiebung zu hoherem Feld bewirken (Batchelor et al., 1973; Gu et

al., 1994).

Aspl118 ist ebenfalls eine relativ starke Sédure, aber die Carboxylatgruppe ist keiner positiven
Ladung benachbart. Es ist weder vollstdndig im Inneren des Enzyms eingeschlossen, noch ist
es vOllig dem Solvens ausgesetzt. Die Ladung des Carboxylations von Asp118 scheint durch
die Wasserstoftbriicken zu dem Amid-Proton von Ser158, zu der Hydroxygruppe von Ser158
und zu einem eingeschlossenen Wassermolekiil stabilisiert zu sein. Die Wechselwirkung mit
dem Amid-Proton von Ser158 wird durch dessen chemischen Verschiebungswert bestitigt,
der zu sehr tiefem Feld verschoben ist (8(Ser158Ny;) = 131.5 und &Ser158HY) = 11.22). In
der Xylanase aus B. circulans ist die Position von Ser158 mit einem Threonin besetzt, dessen
Amidproton und dessen Hydroxygruppe die entsprechenden Wechselwirkungen ausiiben
(Joshi et al., 1997). Dies ist ein Beleg dafiir, dass nicht die Aminosdure konserviert ist,

sondern die resultierenden Wechselwirkungen.

Aspl23 ist, dhnlich wie Aspl18, nur teilweise im hydrophoben Inneren des Enzyms ange-
ordnet. Die negative Ladung der Carboxylatgruppe ist aber durch die unmittelbare Nachbar-
schaft zu den beiden positiv geladenen Guanidinium-Gruppen von Argl05 und Argl49
stabilisiert. Ausserdem ist noch eine weitere Wechselwirkung durch eine Wasserstoftbriicke

mit dem phenolischen Sauerstoffatom O" von Tyr125 méglich.

Das neutrale His162 (pK; < 2.7, in Analogie zu den Aspartaten) wird durch ein Netzwerk aus
Wasserstoftbriicken mit dem eingeschlossenen Wassermolekiil und der Hydroxygruppe des

Ser146 stabilisiert. Eine Wasserstoffbriickenbindung wird von N°! zum (OH)Y des Serl46

gebildet, die andere durch das Wasserstoffatom des N*2-H Tautomers zu dem Wassermolekiil.
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Dass das Signal His162N®?H in allen TROSY-HSQC Spektren iiber den gesamten pH-Bereich
detektiert werden kann, ist ein Beleg dafiir, dass der chemische Austausch iiber das einge-
schlossene Wassermolekiil mit dem restlichen Solvens stark eingeschrankt ist. Folglich muss
His162 vollig im hydrophoben Zentrum des Enzyms eingebettet sein. Anderenfalls wire eine
starke Linienverbreiterung die Folge, die z.B. die Identifikation der anderen N#2Lprotonen in
den Imidazolringen von Hisl1 und His32, die beide dem Solvens zugewendet sind, in dem
gleichen NMR-Experiment verhindert.

Da die Bindungsachse (C-H)*! des His162 Rings fast senkrecht auf den Schwerpunkt des
Phenylrings von Tyrl22 zeigt, ist eine schwache aromatische T1,TEWechselwirkung anzu-
nehmen. Die leicht positive Partialladung des Imidazol-Protons kann von dem eher negativ
geladen Kohlenstoffring des Tyrosins angezogen werden (Armstrong et al., 1993; Burley &
Petsko, 1988). Auch der chemische Verschiebungswert &(His162H™) = 5.48, die gegeniiber
der Resonanz &(His162H%%) = 6.42 zu hoheren Feld verschoben ist, deutet auf einen Ring-
strom-Effekt der nahen Tyrosin-Seitenkette hin. Fiir unbeeinflusste Modellpeptide wird
eigentlich eine umgekehrte Resonanzlage zwischen H*! und H% erwartet (Bundi & Wiithrich,
1979).

Der ungewdhnlich niedrige pK-Wert von His162 wird zweifellos dadurch hervorgerufen,
dass der Imidazolring vollig in der hydrophoben Umgebung eingebettet ist. Abgesehen von
den oben genannten polaren Seitenketten, die an den Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt
sind, ist His162 ausschlieBlich von unpolaren Seitenketten der Aminosduren Val98, Ilel15,

Tyr122 und Ile157 umgeben, die ebenfalls konserviert sind.

Ebenfalls ungewdhnlich niedrige pK-Werte (< 2.8) von Histidin-Seitenketten wurden bereits
fiir andere Enzyme wie Cyclophilin und das FK506 Bindungsprotein publiziert (Yu & Fesik,
1994). Auch auf der anderen Seite der pH-Skala existieren ungewohnliche pK-Werte fiir
Histidinreste, wie sie z.B. fiir T4 Lysozym (pK; = 9.1, Anderson et al., 1990) und fiir
Superoxid Dismutase (pKs; = 10.4, Stoesz et al., 1979) gemessen wurden. Es ist
bemerkenswert, dass die Saurekonstante des Imidazolrings in einem Bereich von 10® variieren

kann.

Insgesamt betrachtet sind die Aminosduren His162, Ser146 und Tyr122 in allen Xylanasen
der Familie 11 hoch konserviert. Aber auch die Wechselwirkungen des eingeschlossenen
Wassermolekiils sowie das hydrophobe Zentrum selbst sind stark konserviert. Wie in Kap.

4.5.2 (S. 72) die Abhéngigkeit der backbone Amid-Resonanzen vom pH-Wert beschrieben
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wurde, erfahren die Amide der ndheren Umgebung um His162 keine Verdnderungen. Die
Konformation der konvexen ,Unterseite’ bleibt im Verlauf der pH-Titration konstant (siche
auch Abb. 4-23 B, S. 74).

Dieser Befund deutet an, dass dieses Ensemble an konservierten Strukturmerkmalen vielleicht

eine Voraussetzung fiir die Bildung der restlichen Proteinstruktur ist.

5.5. Gruppierung His60 — Glul67

Die Gruppierung His60 — Glul67 befindet sich auf der abgewandten Seite der Bindungs-
spalte. Beide Seitenketten fiillen eine kleine Vertiefung auf der AuBenseite des Proteins,
dessen Boden durch das Faltblatt A gebildet wird. Die beiden a-Helices 1 und 2 begrenzen

die Seiten.

o-Helix 2

Abb. 5-5: Ausschnitt aus der Kristallstruktur: die Gruppierung His60 — Glu167

Schematische Darstellung der Xylanase; Kugel-Stab-Reprisentation: Glu, His;
Réhren-Reprdsentation (orange): Asn, Arg, Phe; gestrichelte Linie indiziert
mogliche Wasserstoffbriicke Glul670° zu His60N*%; Hintergrund: 3-Faltblatt A.
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Die Auswertung der pK-Werte von His60CY' éz‘slergab einen Grenzfall, bei dem entweder ein
(7 = 1, pKs U 4.2) oder zwei Titrationsschritte (j = 2; pK, [14.4) wahrend der nichtlinearen
Regression angewendet werden miissen. Durch die rdumliche Nihe zu Glul67 (His60N® -
Glul670% 2.8 A), bzw. durch die hieraus resultierende gemeinsame Wasserstoffbriicke, ist
das Titratonsverhalten des Imidazolrings sehr stark vom lonisierungszustand der Carboxylat-
gruppe bestimmt bzw. umgekehrt analog.

Der pKs-Wert des His60 erscheint ungewdhnlich, da man eigentlich erwartet, dass der
Abstand der pK,-Werte sich vergroflern sollte: Die negative Ladung einer Carboxylatgruppe
stabilisiert einen protonierten, positiv geladenen Imidazolring, dessen pKs-Wert sollte sich
gegeniiber einer unbeeinflussten Referenzsubstanz erhohen (pK; > 7.0). Analog sollte sich der

pKs-Wert der Carboxylatgruppe erniedrigen, wie es zumindest fiir Glu167 zutrifft.

Die Titrationskurven beider Seitenketten zeigen keine offensichtlichen Wendepunkte, die
einzelne Titrationsschritte voneinander trennen, d.h. ihre pK;-Werte liegen dicht beieinander.
Eine Anndherung an dieses Problem stellt die Auswertung mit einer modifizierten Hill-
Gleichung dar (siehe Gl. 10, S. 46). Der Hill-Koeffizient n gibt einen ersten Hinweis auf die

Kooperativitit beider Titrationsverhalten.

Tab. 5-1: Hill-Koeffizient » und pK;-Werte der Gruppierung His60 — Glu167

Aminosiure Reporter- Hill-Koeffizient n pK;-Wert
Nukleus
Glu167 C® 0.85+0.03 3.66 + 0.04
His60 cY 0.98 + 0.05 3.99+£0.04
c?? 0.91+0.04 4.05 +0.03
c 0.76 £ 0.14 4.19+0.18

Der Tabelle 5-1 ist zu entnehmen, dass die lonisierungszustand beziiglich des Imidazolatoms
C*® mit der Carboxylatgruppe c® kooperativ verlduft. Ein Hill-Koeffizient kleiner als 1
bedeutet, dass der Protonierungs- bzw. Deprotonierungsvorgang verzogert ist, da eine weitere

Gruppe in unmittelbarer Nachbarschaft protoniert bzw. deprotoniert werden muss (Markley,

1975).
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Eine Auswertung mit zwei Titrationsschritten nach Gl. 7 und eine anschlieBende Beurteilung
durch einen F-Test ergab, dass die Fitparameter mit j = 2 die Messwerte von Glul67
signifikant besser beschreiben als mit j = 1. Es ergibt sich ein pK,-Wert von 3.58 + 0.13 fiir
Glu167C® und ein zweiter Wert von 4.41 + 0.28 / ¢ = 0.19, der das Ionisierungsverhalten von
His60 reflektiert. Wahrscheinlich liegt der tatsdchliche pK-Wert von Glul67 sogar noch
tiefer, da die Titrationskurve noch keine signifikante Linkskriimmung zeigt.

Die Auswertung der Titrationskurven von His60 fiir j = 2 mit mehr Parametern ist gemaiss des
F-Tests nicht zuldssig, auch wenn die Ergebnisse mit denen fiir Glul67 durchaus {iberein-
stimmen (siche Tab. 5-2). Da Kooperativitit jedoch offensichtlich ist, werden als Konsequenz
die pKs-Werte flir His60 mit einem Intervall von [4.1 — 4.7] angegeben, wenn der Fehler-
bereich noch hinzugerechnet wird. Der tatsdchliche pK-Wert von His60 liegt wahrscheinlich

an der oberen Grenze des gemessenen Intervalls, um 4.7 oder auch hoher.

Tab. 5-2: pK-Werte fiir makroskopische, apparente Konstanten nach Gl. 7 mit einem
bzw. zwei Titrationsschritten

Aminosiure Reporter- pK,-Wert zusitzliches Titrationsereignis F-Test

Nukleus

Glu167 fur j=2 erlaubt
C® 3.58+0.13 His60 (4.41 +0.28 / ¢ = 0.19)

His60 fir j=1
cY 4.01 £0.02 erlaubt
c®? 4.11+0.02
ce 4.35+0.08

fir j=2 nicht
cY 412 +0.48 Glu167 (3.73 +0.28 / ¢ = 0.37) erlaubt
c®? 4.41+0.33 Glu167 (3.84 + 0.41/c = 0.61)
ctt 4.62 +0.42 Glu167 (3.29 + 0.58 / ¢ = 0.45)

Der ungewohnlich niedrige pK-Wert von His60, der im Gegensatz zu dem elektrostatischen
Einfluss einer benachbarten Carboxylatgruppe steht, deutet auf eine ungewohnliche
Umgebung dieser Gruppierung hin. Wie anfangs schon beschrieben, liegen His60 und Glu167
in einer Vertiefung auf der Auflenseite des Proteins, die von den zwei a-Helices umrahmt

wird.

Eine genauere Betrachtung ergibt, das der Imidazolring sich am N-Terminus der kleinen a-

Helix 1 befindet. Aus experimentellen wie auch theoretischen Untersuchungen ist bekannt,
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dass die Anordnung der planaren backbone Amidgruppen in einer a-Helix zu einem
makroskopischen Dipolmoment parallel zur Windungsachse fithren (Hol et al., 197S;
Karshikoff et al., 1993; Perutz et al., 1985; Wada, 1976). Vielleicht konnte der Imidazolring
von His60 unter einem schwachen Einfluss eines Pluspols stehen. Ein Imidazol-Kation zu
bilden, sollte somit thermodynamisch mit einem zusétzlichen Energieaufwand verbunden
sein.

Dass der Seitenkettenring von His60 den neutralen Zustand bevorzugt, ldsst sich auch mit
dem Born- bzw. dem Desolvatations-Effekt begriinden (Rashin & Honig, 1985). Der
Vergleich der Aminosduresequenz mit anderen Familie 11 Xylanasen enthiillt, dass His60
,wie ein Deckel auf einer konservierten, hydrophoben Nische’ positioniert ist. Insgesamt
betrachtet ist His60 nur sehr eingeschrinkt dem Solvens zugénglich (sieche Abb. 5-6 B). Alle
benachbarten Seitenketten stammen von neutralen Aminoséuren; die iberwiegende Mehrheit
ist dariiber hinaus noch unpolar. Direkt unterhalb des Imidazolrings befinden sich die
konservierten Aminosduren Tyr95 und Phel63, die zueinander T T Wechselwirkungen aus-
bilden. Es ist energetisch ungiinstig, eine einzelne Ladung aus der wissrigen Losung mit
hoher Polaritit (Ewasser = 78) in eine Umgebung mit wesentlich niedriger Dielektri-
zitdtskonstante zu verschieben (kontrire Diskussion: &pprin = 2 — 4, Bone & Pethig, 1985;
Gilson & Honig, 1986; Harvey & Hoekstra, 1972; Loffler et al., 1997; Simonson & Perahia,
1995 oder &porein = 12, Dwyer et al., 2000; Warshel, 1981; Warshel et al., 1984). Umgekehrt

wird His60 in hydrophober Umgebung einen ungeladenen Ionisierungszustand bevorzugen.



Diskussion 94

His60

Glu167

Proteinoberfidche:
relative Zugangsmoglichkeit
far das Solvens

O sehrgut
O mittel
B  sehrschlecht

Abb. 5-6: Vertiefung des Bereichs mit His60: Umgebung aus konservierten,
hydrophoben Aminosiduren und eingeschrinkte Zugangsmoglichkeit

fiir das Solvens

A: Schematische Darstellung der Xylanase; Kugel-Stab-Repriisentation: His60, Glul67;
Réhren-Reprisentation: Phe, Trp, Tyr; graue Firbung: konservierte, hydrophobe Amino-

siuren. B: Darstellung der Proteinoberfliche; relativer Farbindex entspricht dem prozentualen
Anteil der fiir das Solvens frei zugénglichen Oberflédche.
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5.6. Gruppierung His11 — Asp12 — His32

Im Gegensatz zu His162 oder auch His60 sind die Seitenketten von Hisll und His32
grofBtenteils dem Solvens ausgesetzt. His32 ist auf der Schleife B1 — B2 positioniert, wahrend
His11 und Asp12 vor dem ersten S-Strang A2 gelegen sind (siche Abb. 5-7).

Beziiglich der Sequenzhomologie innerhalb der Familie 11 Xylanasen kann fiir die drei
Aminosduren selbst keine signifikante Aussage gemacht werden. Nach Hisl1 und Aspl2
folgen allerdings konservierte Positionen (14, 15 und 16), die mit mindestens zwei Tyrosin-
resten besetzt sind. Auch fiir His32 sind die nachfolgenden zwei Positionen konserviert: Mit
hoher Wahrscheinlichkeit folgt ein Glycin, das auch durch ein Alanin ersetzt sein kann, und
anschlieend hoch konserviert ein weiteres Glycin auf Position 34. Die beiden Glycine sind
somit als eine notwendige Voraussetzung konserviert, damit eine Schleife gebildet werden

kann.

Die relative Anordnung der drei titrierbaren Gruppen kann vereinfacht wie folgt dargestellt
werden:

His11, His32 und Aspl2 bilden zueinander ein gleichschenkliges Dreieck, an dessen Spitze
die Carboxylatgruppe von Aspl2 sitzt. Die Schenkel haben eine Linge von ca. 5.5 A,
wihrend die Grundlinie (Imidazolring His11 zu His32) ca. 8.2 A lang ist (sieche Abb. 5-7).

Die Titrationsreihen von His11CY*?*2 Asp12CY und His32CY zeigen einen biphasischen
Kurvenverlauf; signifikante Flachpunkte markieren je zwei pKs-Werte, die mit nichtlinearer
Regression (j = 2, Gl. 7) bestimmt wurden.

Die Resonanzen His32CY'*?wurden nur bis zu einem pH-Wert von 7.1 ausgewertet. Die starke
Linienverbreiterung, die im weiteren Verlauf der pH-Titration erfolgte, ist wahrscheinlich auf
ein dynamisches Gleichgewicht zwischen dem N°*-H und N®-H Tautomer zuriickzufiihren.
Dariiber hinaus war die pH-abhingige Anderung der Resonanzen (8,-8,) von His32C% so
klein, dass nur ein pKs-Wert, der aus der Wechselwirkung mit Aspl12 resultiert, zugeordnet

werden konnte (siehe Tab. 5-3).
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Abb. 5-7: Schematische Darstellung der Gruppierung His11 — Asp12 — His32
Schematische Darstellung der Xylanase; Kugel-Stab-Reprdsentation: Asp, His;

Rohren-Reprdsentation: Lys, Thr, Tyr; gestrichelte Linien repriasentieren
Abstéinde innerhalb der Kristallstruktur.

Tab. 5-3: pK-Werte fiir die Gruppierung His11 — Asp12 — His32

Aminosiure Reporter- pK,-Wert zusitzliches Titrationsereignis Tautomer
Nukleus
Asp12 c? 3.94 +0.02 His11 und/oder His32
(6.73+0.16/c=0.08)
His11 cY 6.52 +0.26 Asp12 (3.71 £ 0.02/c = 0.95)
c® 6.09 +0.18 Asp12 (3.82 + 0.07 / ¢ = 0.80) N2-H
c# 6.84 + 0.05 Asp12 (3.85+0.06 / c = 0.49)
His32 cY 6.01 +0.07 Asp12 (3.36 £ 0.84/c=0.15) NE2-H fur pH<7.1
c® - Asp12 (4.05 + 0.09) ab pH>7.1
ct 6.68 + 0.03 Gleichgewicht

Die Analyse der Kristallstruktur ergibt keine bevorzugte Wechselwirkung der Carboxylat-

gruppe des Aspl2 mit einer der beiden Histidin-Seitenketten. Das zweite Titrationsereignis
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wird somit innerhalb der Fehlergrenzen den Wechselwirkungen beider Imidazolringe
zugeordnet.

Umgekehrt kann keine Interaktion zwischen den Histidinen selbst festgestellt werden; die
zusitzlichen Titrationsereignisse mit dem pK;-Werten unterhalb von 4.0 beziehen sich

ausschliesslich auf Asp12.

5.7. Aspartat 21 - weitreichende Wechselwirkungen iiber 9 Angstrem

Die Analyse der Titrationskurve von Asp21CY (siche Abb. 5-8 Al) ergibt ein
aullergewdhnliches Titrationsverhalten: Nach Erreichen eines Maximums féllt die Messkurve
wieder ab, bevor sie einen horizontalen Kurvenverlauf einnimmt. Durch Verifizierung der
Datenanalyse mit einer F-Test Statistik kann gezeigt werden, dass der Kurvenverlauf
zusammen mit zwei zusitzlichen Titrationsereignissen ausgewertet werden muss (pKs = 5.3
bzw. 6.9, siche Tab. 5-4). Diese Beobachtung lédsst sich nicht mit dem elektrostatischen
Einfluss nahegelegener, titrierbarer Gruppen (pKs = 5.0 — 7.2) erklédren, da sich innerhalb

eines Radius von 7 A keine solche Nachbargruppen befinden.

Tab. 5-4: pK,-Werte fiir Asp21

Aminoséure PKs Zusétzliche Titrationsereignisse

Asp21 3.46 +0.10 (5.3+0.3/¢c,=-0.31)
(6.9+0.3/c3=-0.33)

Aus der Kristallstruktur ergibt sich (Abb. 5-8), dass die Carboxylatgruppe an zwei
Wasserstoftbriicken beteiligt ist: Einerseits zu dem Seitenkettenamid Asn44N®? (2.8 A) und
andererseits zu dem backbone Amid von Asn45 (2.8 A). Wird die Titrationskurve von
Asp21CY mit denen von Asn45H"/N,; verglichen (siche Abb. 5-8, A1 —A3), zeigt sich eine
auffallende Ahnlichkeit:

Die Wendepunkte bzw. die Flachpunkte finden sich in allen drei Kurven, d.h. beide Atom-
gruppen korrelieren sehr stark. Aber Asn45 selbst hat eine hervorgehobene Bedeutung
hinsichtlich des katalytischen Mechanismus. Im Wechselspiel mit Glu184 (Wasserstoffbriicke
Asnd5N%? - Glul840% 2.9 A) ist es an der Bronsted Siure/Base-Funktion der Xylanase

beteiligt. Asn450% bereitet im Glycosyl-Enzym-Intermediat das eintretende Wassermolekiil
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auf den nukleophilen Angriff vor, indem eine gemeinsame Wasserstoffbriicke gebildet wird

(vgl Abb. 5-11, S. 106).
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Abb. 5-8: Nachbarschaft des Aspartats 21 - Titrationskurven und Ausschnitt
aus der Kristallstruktur

A: Schwarze Quadrate: experimentelle Datenpunkte; rote Linie: Reprisentation
der nichtlinearen Regression nach Gl. 7 mit zwei Schritten (A4, j = 2: Trpl9N®),
mit drei Schritten (A1-A3, j = 3: Asp21CY, Asnd5H" u. Ny,); gestrichelte Linie:
Reprisentation der pK-Werte. B: Schematische Darstellung: Kugel-Stab-
Reprdsentation: Asp21, Glul84; Rohren-Reprdsentation (orange): Asn, Ser, Trp,
Tyr; Kugel (blau): backbone Amid-Stickstoff Asnd5; gestrichelte Linien
indizieren den Abstand und mogliche Wasserstoffbriicken; Kolorierung des
Proteinriickgrats entsprechend dem relativen Farbindex aus Opay- Omin (HN, Nop)
(siche Kap. 4.5.2, S. 72).
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Die Schlussfolgerung ist, dass Glul84 (pK; = 6.5 * 0.2) seinen Einfluss auf Asp21 iiber zwei
Wasserstoffbriicken via Asn45 austibt.

Das backbone Amid von Asn45 reflektiert somit die Einfliisse beider Seitenketten-
Carboxylatgruppen. Einerseits wird mit den Wendepunkten um pH = 6.81 + 0.09 (H") bzw
pH = 6.57 £ 0.17 (N;p) die Abhingigkeit zu Glul84 wiedergeben, und andererseits mit den
Punkten um pH = 3.72 + 0.04 (N») bzw pH = 3.33 + 0.34 (H") jene Abhiingigkeit, die sich
auf Asp21 bezieht.

Vor dem theoretischen Hintergrund der chemischen Verschiebungswerte (siehe Kap. 3.5.3, S.
48) wird das Problem der weitreichenden Wechselwirkung Glul84 — Asn45 — Asp2l wie
folgt gedeutet:

Wird Glul84 beim pKs-Wert 6.5 deprotoniert, erhdlt die Wasserstoffbriicke zu Asn45N%
einen hoheren ionischen Charakter und der Konformationsraum der Seitenkette wird in
Richtung Glul84 eingeschrinkt. In diesem Zusammenhang findet eine weitreichende Reorga-
nisation der Seitenkettenkonformationen wie auch der lokalen Wasserstoffbriicken statt.
Betrachtet man die Anderung der Amid-Resonanzen im Kontext des gesamten Proteins, so
erkennt man, dass innerhalb der Nachbarschaft von Glul84 und Asp21 sehr starke
Verdanderungen stattfinden (vergleiche Abb. 4-23 A, rechts oben, S. 74 mit Abb. 5-8 B).
Veranderungen der backbone Konformation sollten auszuschliessen sein, da einerseits die
Kiristallstrukturen des freien Enzyms und des Glycosyl-Enzym-Intermediats nahezu identisch
sind. Andererseits ergaben Relaxationsstudien an der Holo- sowie der Apoform der
homologen Xylanase aus B. circulans eine sehr starre, kompakt-globuldre Struktur (Connelly
et al.,2000).

Wahrscheinlich ordnen sich die Seitenketten in den drei betrachteten Schleifen neu; direkt
angrenzende Seitenketten wie Trp19 sind scheinbar ebenfalls betroffen. Die pH-Titration der
aromatischen Stickstoffresonanzen Trp19N81 (siche Abb. 5-8 A4) ergibt ebenfalls einen
Wendepunkt um pH = 6.72 + 0.39. Der Term O, (siche Gl. 14, Kap. 3.5.3) sollte fiir die
Anderung der Resonanzpositionen keine Bedeutung haben, da sich in dem Heteroaromaten
die Bindungsgeometrie nicht dndert. Fiir eine direkte elektrostatische Wechselwirkung sind
die Seitenketten von Glul84 und Trpl9 zu weit voneinander entfernt. Deshalb konnte ein
neues Gleichgewicht der Seitenkettenkonformeren moglicherweise Trpl9N® einem
verdnderten schwachen Ladungsfeld aussetzen, das von der neuen Mikroumgebung erzeugt
wird. Dies wiederum konnte die Ursache fiir die Verdnderung der chemischen

Verschiebungswerte von Trp19N®* sein.
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Elektrostatik wie auch der gauche-Effekt der Seitenkettenkonformation beeinflussen den
chemischen Verschiebungswert von Asn45N;,. Fiir das Wasserstoffatom des Amids bzw. fiir
den Kohlenstoff Asp21CY dominiert der Einfluss der Wasserstoffbriicke gegeniiber der
Elektrostatik, was man an der Umkehrung des Vorzeichens (Verschiebung zuriick zu h6herem
Feld) ersehen kann. Wahrscheinlich erlaubt die Reorganisation bei pH [J6.5 der Seitenketten-

Carboxlatgruppe Asp21, eine stirkere Wasserstoftbriickenbindung einzugehen.

In der Literatur wird dem Asn45 eine ,Schliisselposition’ zugesprochen, weil es innerhalb von
82 untersuchten Familie 11 Xylanasen iiber das pH-Optimum entscheidet: Die Enzyme, die
als ,alkalophil” bezeichnet werden (pH-Optimum > 5), verfiigen iiber ein Asparagin in
Position 45. Bei ,acidophilen’ Xylanasen (pH-Optimum < 5) ist diese Position mit einem
Aspartat besetzt. Ausserdem sind Trp19 und Asp21 hoch konserviert (Sapag et al., 2002).

Vor diesem Hintergrund liee sich eine Mutation Asn45 in Asp45 wie folgt deuten:

Auch die Carboxylgruppe eines Aspartats wire zu einer Wasserstoffbriickenbindung mit
Glul84 in der Lage. Um aber katalytisch aktiv zu sein, miissten beide Seitenketten-
Carboxylatgruppen protoniert sein. Glul84 erfiillt die Funktion als Brensted Sdure, Asp45
stellt selbst ein Proton flir die unterstiitzende Wasserstoffbriicke zur Verfiigung. Insgesamt
miisste sich das pH-Optimum in die Ndhe des apparenten pK,-Wertes des hypothetischen
Asp45 verschieben, damit auch diese Gruppe zu einem ausreichenden Anteil protoniert ist

(Joshi et al., 2000).

Auch wenn eine exakte Deutung der Vorginge wegen der komplexen Zusammenhdnge
schwierig ist, die weitreichende Wechselwirkung zwischen Glul84 und Asp21 via Asn45 ist

in jedem Fall belegt.
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5.8. Gruppierung subsite-2: Aspl5 - Glul7 — Glul78

Bindet die Xylanfaser an das Enzym, so lassen sich die Wechselwirkungen in vier unterge-
ordnete Bindungsstellen einteilen. Jede Xylanopyranose-Einheit verfiigt iiber eine Bindungs-
stelle (subsite), von -3, -2, -1 und +1 nummeriert (Davies et al., 1997). In der Bindungsstelle —
1 sind die Glutamat-Seitenketten der katalytischen Dyade positioniert. Dort wird die
glycosidische Bindung zwischen den Xylanopyranose-Ringen —1 und +1 hydrolysiert.

Die Seitenketten der Bindungsstelle —2 beteiligen sich an der Ausrichtung des Substrats im
aktivem Zentrum (siche Abb. 5-11, S. 106). Die Guanidinium-Gruppe von Arg49 ist an zwei
Wasserstoftbriicken zu den O2- und O3-Hydroxygruppen der Xylanopyranose —2 beteiligt,
die Seitenkette von Glul7 zur O3-Hydroxygruppe. Der Indolring von Trp19 hat hinsichtlich
der Substratspezifitit eine hervorgehobene Bedeutung: Einerseits wird die Bindung einer eher
hydrophoben Xylanfaser durch Van-der-Waals-Kontakte bevorzugt, wéihrend eine Cellulose-
Bindung benachteiligt ist. Andererseits verhindert die sterische Anordnung von Trpl9 /
Leud7, dass die C6-Hydroxygruppe der Glucose-Einheit einer Cellulosefaser in der subsite —1
stabilisierende Wechselwirkungen bilden kann.

Tyr85 grenzt die beiden subsites —2 und —1 voneinander ab und nimmt auch hinsichtlich der
Wechselwirkungen zum Substrat eine Mittelstellung ein: Das phenolische Sauerstoffatom O"
kann sich sowohl an einer Wasserstoffbriicke zur O2-Hydroxygruppe der Xylanopyranose —2

beteiligen als auch zu dem Ringatom OS5 der Pyranose —1.
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'‘Daumenregion’
Schleife A8-A7

Abb. 5-9: Schematische Darstellung der Gruppierung subsite-2: Asp15 - Glul7 —
Glul78

Schematische Darstellung der Xylanase; Perspektive entlang der Bindungsspalte
auf die Bindungsstelle —2, subsite —1 beginnt hinter Tyr85; Kugel-Stab-
Reprdsentation: Asp, Glu; Rohren-Reprdsentation: Asn, Leu, Lys, Trp, Tyr; Kugel
(blau): backbone Amid-Stickstoffe Lys52, Gly86, Glul78, Vall79 und Alal80,
korrespondierende Titrationsdaten wurden zur indirekten Bestimmung des pK;-
Wertes von Glul78C? verwendet; gestrichelte Linien indizieren den Abstand und
mogliche Wasserstoffbriicken.

Der pKs-Wert von Glu178C?® (4.1 £ 0.2) wurde indirekt bestimmt, da diese Resonanz iiber den
gesamten pH-Bereich nicht detektierbar war (sieche Kap. 4.5.3, S. 76). Dazu wurden die
Titrationsdaten der rdumlich benachbarten [°N]-backbone Amide ausgewertet (Tab. 5-5).
Innerhalb eines gewissen Fehlerbereichs sollten die Wendepunkte dieser Fit-Funktionen den
elektrostatischen Einfluss (bzw. auch die Anderung der Konformation etc.) der Seitenketten-

Carboxylatgruppe reflektieren:
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Tab. 5-5: indirekte Bestimmung des pK;-Wertes von Glu178C?
durch Auswertung der Titrationskurven benachbarter

backbone Amide
Glul78 Reporter- Abstand [A] pK-Wert
Nukleus
- Glu178C? - -
O*? Lys52N,, 5.72 4.24
o Gly86N,, 5.63 4.32
o Glu178N,, 4.96 3.82
02 Val179N,, 5.32 3.95
02 Ala180N,, 5.60 3.96

Mittelwert: 4.1 £ 0.2

Das Ionisierungsverhalten von Glul78 konnte auch durch die Wechselwirkungen mit Glul7
verifiziert werden. Der Abstand zwischen beiden Carboxylatgruppen betriigt 4.9 A. Zusitzlich
sind paarweise Wasserstoftbriicken tiber LysS3NZ bzw. iiber die Guanidinium-Gruppe von
Arg49 moglich (siehe Abb. 5-9). Die Validierung durch die F-Test Statistik ergab, dass die
Titrationskurve von Glul7 zu einem groferen Anteil das Ionisierungsverhalten von Glul78
beinhaltet, wihrend die Deprotonierung der titrierbaren Gruppe mit einem kleineren
Koeffizienten wiedergegeben ist.

Der pKs-Wert von Aspl15CY (3.35 + 0.14) ist im Vergleich zu den Standardwerten einer
Modellsubstanz um 0.6 Einheiten erniedrigt. Eine Wechselwirkung zu Glul7 erscheint
plausibel, da sich im weiteren Verlauf der pH-Titration ein entsprechender pK,-Wert wieder-
findet (Uberblick: Tab. 5-6). Ein drittes Titrationsereignis, dass in einem Flachpunkt um pH =
6.66 * 0.14 zu erkennnen ist, wére mit einer weitreichenden Reorganisation der Seitenketten-

Konformationen zu erkliren (siche Kap. 5.9, S. 104).
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Tab. 5-6: pK-Werte der Gruppierung subsite-2: Asp15 - Glul7 — Glu178

Aminosiure Reporter- pK.-Wert zusitzliches Titrationsereignis
Nukleus
Asp15 C® 3.35+0.14 Glu17 (4.47 £0.13 /¢ =0.28)
(6.66 £0.14 / c = 0.08)
Glu17 cY 454 +0.23 Glu178 (4.12+£0.30/c = 1.27)
Glu178 Np» Amide 41+0.2

Allerdings sind die Zahlenwerte der Datenanalyse von Glul7 und Aspl5 mit einem grof3en
Fehler behaftet. Die Titrationsereignisse finden innerhalb der Abfolge weniger Datenpunkte
statt; signifikante Wendepunkte gehen in entsprechende Flachpunkte iiber. Die Wechsel-
wirkungen sind sicherlich belegt, auch wenn die absoluten Zahlenwerte vorsichtig zu

interpretieren sind.

5.9. Gruppierung subsite-1: Glu94 — E184 (katalytische Dyade)

Sabini et al. (1999) untersuchten detailliert den katalytischen Mechanismus, indem sie freies
Enzym mit einer Losung aus 2-Deoxy-2-fluoro-xylobiosid versetzten. Nach dem ersten
nukleophilen Angriff durch die Xylanase reichert sich das 2-Fluoro-xylobiosyl-Enzym-
Intermediat an, da der zweite Schritt, die Hydrolyse durch ein eintretendes Wassermolekiil,
nur extrem langsam erfolgt (vgl. Abb. 1-3, S. 12). Einerseits fehlen notige Wechselwirkungen
mit der O2-Hydroxygruppe, und andererseits destabilisiert die Elektronegativitit des vicinalen
Fluoratoms die Ubergangszustinde der Oxo-carbenium-Ionen (Withers et al., 1988; Withers
et al., 1987).

Der Vergleich der Kristallstrukuren aus freiem Enzym und Intermediat ergab, dass beide
nahezu identisch sind (z.B. RMSD(C%) = 0.24 A). Der einzige signifikante Unterschied
besteht im Konformationsraum der Seitenkette von Tyr186, der in der nativen Struktur zwei

Konformationen enthélt, mit gebundenem Substrat hingegen nur eine.
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1\ Daumenregion’
d\ Schleife A8-A7

Abb. 5-10: Schematische Darstellung der Gruppierung subsite-1: Nukleophil Glu94 -
Brensted Siure/Base Glu184

Schematische Darstellung der Xylanase; Perspektive entlang der Bindungsspalte
auf die Bindungsstelle —1, subsite —2 wire davor (vgl. Abb. 5-9); Kugel-Stab-
Reprdsentation: Glu94, Glul84; Rohren-Reprdsentation: Arg, Asn, Gln, Tyr;
Kugel (blau): backbone Amid-Stickstoffe Ile46, Leud7, Tyr81, Glul84, Gly185
und Tyrl186, korrespondierende Titrationsdaten wurden zur indirekten
Bestimmung des pK.-Wertes von Glul84C® verwendet; gestrichelte Linien
indizieren mogliche Wechselwirkungen bzw. Wasserstoftbriicken.

Die Carboxylatgruppen der katalytischen Dyade sind an paarweisen Wasserstoftbriicken
beteiligt: Das Nukleophil Glu940°® zu dem Amidstickstoff GIn143N*? und zu dem

phenolischen Sauerstoffatom Tyr850", die Bronsted Siure/Base Glul840° jeweils zu
Asn45N2 und zu Tyr960".

Die Wasserstoffbriicke zwischen Glu940°® und Tyr850" wird auch als zusétzliches Argument
herangezogen, dass die Xylanopyranose —1 im Glycosyl-Enzym-Intermediat eine ungewohn-
liche **Boot-Konformation einnehmen kann (vgl. hierzu: Sabini et al., 1999; Sidhu et al.,
1999). Die gleichzeitige Wechselwirkung zwischen der Hydroxygruppe des Tyrosins mit
Glu94 und dem Ringsauerstoff O5 der Xylopyranose —1 unterstiitzt die >’Boot-Konformation,
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so dass die sterochemische Voraussetzung fiir den Ubergangszustand via eines Oxo-

carbeniums gegeben ist (Abb. 5-11).

Trp1g
Arg49 w HoC
N
\*NH H
—NH; . _
Gt HoN. “~OH
/"YO-,,__ ® e
O TTr*HO o™
O HO
“
Pro133
Tyr85 )

Abb. 5-11: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen im 2-Fluoro-xylobiosyl-
Enzym-Intermediat

Abbildung entnommen aus: Sabini et al. (1999) Chem. Biol. 6, 487.

Die pH-Abhéngigkeit der Resonanz von Glu94C?® zeigten einen ausgeprdgt biphasischen
Verlauf, so dass die Datenanalyse zwei pKs-Werte ergab. Der Wert mit dem groBeren Linear-
koeffizienten ldsst sich eindeutig Glu94 selbst zuordnen, entsprechend einer lonisierungs-
konstante von 3.94 + 0.04. Die Xylanase entwickelt ihre maximale Aktivitdt um pH = 6 (siche
Kap. 4.2.2, S. 60), d.h. die Seitenketten-Carboxylatgruppe ist dann zu 99% deprotoniert. Die
Voraussetzung fiir einen nukleophilen Angriff auf das anomerische C1-Kohlenstoffatom der
glycosidischen Bindung wére somit gewihrleistet. Der zweite pK,-Wert (6.14 £ 0.21) spiegelt
den Einfluss der gegeniiberliegenden Carboxylatgruppe Glul84 wider (Abstand Glu940% -
Glu1840* 5.7 A).

Die Titrationskurve fiir Glul84C® wurde nur bis pH 5.5 ausgewertet (Flachpunkt bei pH =
4.39 % 0.52, Einfluss durch Glu94), weitere Daten bei hoheren pH-Werten lieen sich nicht
eindeutig zuordnen (siche Kap. 4.5.3, S. 76). Analog zu Glul78 wurden die Titrationsdaten
benachbarter backbone Amide verwendet, um den eigentlichen pK,-Wert von Glu184C®

indirekt zu bestimmen. Da auch diese Resonanzen biphasisches Verhalten zeigen, wurden die
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pKs-Werte anhand einer vorsichtigen Extrapolation der Glu184C°-Resonanzen (geschitzter
pKs zwischen 5.9 und 6.7, siehe Titrationskurve Abb. 4-24, S. 77) zugeordnet.

Der Durchschnitt der so ermittelten Werte ergibt einen pK;-Wert fiir Glu184 von 6.5 £ 0.2
(siehe Tab. 5-8). Auch diese Beobachtung ist mit dem vorhergesagten Reaktionsmechanismus
konform. Die Seitenketten-Carboxylatgruppe wére bei pH = 6 zu 30% neutral geladen, d.h. es
konnte den Beginn einer enzymatischen Reaktion einleiten, indem es das Briicken-Sauerstoft-

atom der glycosidischen Bindung protoniert.

Tab. 5-8: pK-Werte der katalytische Dyade

Aminosiure Reporter- pK;-Wert zusitzliches Titrationsereignis
Nukleus
Glu94 C® 3.94 +0.04 Glu184 (6.14 £ 0.21/¢c, =0.13)
Glu184 Np» Amide 6.5+£0.2 --
C® -- Glu94 (4.39 £ 0.52 / ¢4 = 0.29)

Die Schlussfolgerungen aus der Kristallstruktur konnen somit durch das Titrationsverhalten

des freien Enzyms bestitigt werden.

Der pK-Wert von Glu94 ist gegeniiber dem Standardwert einer Modellsubstanz um 0.4
Einheiten erniedrigt, wihrend Glul84 mit +2 pH-Einheiten abweicht. Die gro3e Differenz der
pKs-Werte bestitigt die Erwartung, dass zwei gleichionische Titrationsgruppen sich gegen-

seitig beeinflussen.

Eine Begriindung fiir die starke Abweichung von den intrinsischen pK-Werten ist die
aromatisch-hydrophobe Mikroumgebung der Carboxyl-Seitenketten. Abb. 5-12 verdeutlicht,
dass die Bindungsspalte sehr dicht mit aromatischen Seitenketten besetzt ist. Hinsichtlich des
Substrats erfiillt dies zwei Funktionen. Einerseits wird dadurch die Bindung der eher hydro-
phoben Xylanfaser gegeniiber der Cellulose begiinstigt. Andererseits werden die ionischen
Seitenketten durch die vielfiltigen Van-der-Waals-Kontakte in ihrem Konformationsraum

eingeschrinkt, so dass sie senkrecht in Richtung Substrat ausgerichtet sind.
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Abb. 5-12: Aromatisch-hydrophobe Mikroumgebung des aktiven Zentrums

Schematische Darstellung der Xylanase; Perspektive senkrecht auf die Bindungs-

spalte; Kugel-Stab-Reprisentation: Glul7, Glu94, Glul184; Rohren-Reprdsentation:

Phe, Trp, Tyr; gestrichelte Linien indizieren mogliche Wechselwirkungen bzw.

Wasserstoftbriicken.
Durch die dichte Packung der aromatisch-hydrophoben Seitenketten wird die Dielektrizi-
tatskonstante der lokalen Mikroumgebung wesentlich erniedrigt. Somit sind die Krifte, die
die beiden Carboxylate aufeinander ausiiben, vergleichsweise stirker, da sie nicht mehr im
wassrigem Medium mit hoher Dielektrizititskonstante stattfinden. Wahrscheinlich ist die
Néhe der positiven Ladung der Guanidiniumgruppe von Argl29 zu Glu94 der Grund, dass
das Seitenkettencarboxylat von Glu94 trotz der hydrophoben Umgebung einen erniedrigten
pKs-Wert hat, wihrend der pK-Wert von Glul84 um zwei pH-Einheiten ansteigt.
Zwar kann diese vereinfachte Argumentation das komplexe Wechselspiel nicht vollstindig
erkldren, aber es ist ersichtlich, dass unterschiedliche lokale elektrische Felder oder auch
unterschiedliche Wasserstoffbriickenbindungen in dieser Umgebung eine umso stirkere

Abweichung aufweisen.
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Abb. 5-13: pH-Abhéangigkeit der chemischen Verschiebungswerte der backbone Amide
im aktiven Zentrum

Schwarze Quadrate: experimentelle Datenpunkte; rote Linie: Reprédsentation der
nichtlinearen Regression nach Gl. 7 mit einem Titrationsschritt (j = 1: W87N®),
mit zwei Schritten ( = 2: E17, W19, N45, R49, E94, Y96, R129, Q143, E184,
W145NY) oder mit drei Schritten (j=3:Y8)5).
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Ein weiteres Argument ist, dass eine weitreichende Reorganisation der Seitenketten-Konfor-
mationen wie auch der lokalen Wasserstoffbriickenbindungen stattfindet. Die pH-Abhéngig-
keit derjenigen backbone Amid-Resonanzen wurde ausgewertet, deren Seitenketten am
katalytischen Mechanismus beteiligt sind. Es ergab sich in den meisten Fillen ein
biphasisches Verhalten (siche Abb. 5-13), das mit dem Ionisierungsverhalten der drei
Glutamat-Seitenketten Glul7, Glu94 und Glul84 korreliert.

Nichtlineare Regression aller Datenreihen ergab ein Ensemble an Wendepunkten bzw. Flach-
punkten, die sich in zwei Gruppen einteilen lassen. Einerseits werden die pK-Werte fiir
Glul7 und Glu94 bei einem pH 4.0 + 0.3 widergespiegelt. Andererseits treten Wendepunkte
bzw. Flachpunkte bei pH 6.5 + 0.2 auf, die dem Einfluss von Glul84 zuzuordnen sind. Um
die rdumliche Anordnung der backbone Amide zu den Carboxylatresten zu verdeutlichen,
wurden diese in Abb. 5-14 als Van-der-Waals-Kugeln hervorgehoben und die entsprechenden

pH-Werte der Wendepunkte angefiigt.

4.5/(6.6)

4.3/(5.9)

Abb. 5-14: Titrationsverhalten der backbone Amide im aktiven Zentrum

Schematische Darstellung der Xylanase; Perspektive senkrecht auf die Bindungs-
spalte; Kugel-Stab-Reprdsentation: Glul7, Glu94, Glul84; Kugel (blau):
backbone Amid-Stickstoffe, die Zahlen geben die Wende- bzw. Flachpunkte der
entsprechenden Titrationskurven an, die Klammern deuten auf den kleineren
Linearkoeffizienten der mehrphasigen Regressionsanalyse (j = 2 oder 3) hin.
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Streng monoton steigende Regressionskurven, wie sie fiir die backbone Amide von Glul7,
Trpl9, Asn45, Arg49 und Glul84 beobachtet werden, wiirden sich allein mit dem Einfluss
der Elektrostatik erkldren lassen: Zunehmende lonisierung bewirkt eine Entschirmung der
benachbarten Amide.

Jedoch muss das wechselnde Monotonieverhalten der restlichen backbone Amide mit einem
komplexeren Vorgang gedeutet werden.

Da eine Konformationsdnderung des Proteinriickgrats eher unwahrscheinlich ist, wére der
gauche-Effekt liber einen verdnderten Torsionwinkel X; der Seitenketten-Konformation eine
Moglichkeit (de Dios et al., 1993). Auch eine Reorganisation der Wasserstoftbriicken-
bindungen wére moglich, da Amidresonanzen sehr empfindlich auf deren Verdnderung
reagieren (Ubersichtsartikel: Szilagyi, 1995). Beide Effekte zusammen dominieren dann
gegeniiber dem Einfluss der Elektrostatik; es kommt zu einem Vorzeichenwechsel im

Monotonieverhalten der entsprechenden Regressionskurve.

Unterstiitzt wird diese Vermutung durch die pH-Abhidngigkeit der Resonanzen der
aromatischen Stickstoffe Trp87N® (Wendepunkt pH 4.83 + 0.04) und Trpl45N® (Wende-
punkt pH 6.68 + 0.03, siche Abb. 5-13 unten). Die Carboxylatgruppe Glu94 hat zu beiden
Tryptophan-Seitenketten etwa den gleichen Abstand (5.9 bis 6.2 A), die Carboxylatgruppe
des Glu184 ist zu Trp145 (5.7 A) und zu Trp87 (6.5 A) benachbart.

Die Ionisierung von Glu94 dominiert allerdings das Titrationsverhalten von Trp87N%;
Glu184 hingegen beeinflusst Trpl145N®,

Mit direkter Elektrostatik lassen sich diese Priaferenzen nicht erkldren, da die Abstands-
verhéltnisse paarweise dhnlich sind. Es ist allerdings sehr wahrscheinlich, dass die Wechsel-
wirkungen iiber Wasserstoffbriicken vermittelt werden. Glu940°® bildet zu dem phenolischen
Sauerstoffatom Tyr850" eine Wasserstoffbriicke, wie auch Glul840° zu Tyr960" (siche
Abb. 5-12). Uber eine TiTEElektronenstapelung ist die Ebene von Trp87 senkrecht zu der
Ringebene von Tyr85 angeordnet, wihrend die Ebenen von Tyr96 und Trpl45 zueinander
parallel sind. Wird durch die lonisierung der Carboxylatgruppe iiber eine Wasserstoftbriicke
eine neue Gleichgewichtseinstellung im Konformationsraum des entsprechenden Tyrosins
vermittelt, so iibertrdgt sich diese sofort auf die benachbarten Aromaten. Die Ringebenen
wiirden eine neue Gleichgewichtskonformation einnehmen, die wieder vorzugsweise parallel
bzw. senkrecht zu den Tyrosinresten sind.

So konnte erklart werden, dass die Ionisierung von Glu94 iiber Tyr85 das Titrationsverhalten

von Trp87 dominiert, wihrend Glul84 liber Tyr96 Trp145 beeinflusst.
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Das Monotonieverhalten der Titrationskurve Tyr85N;, zeigt eine Besonderheit: es wechselt
zweimal sein Vorzeichen. Vielleicht spiegelt dies die Flexibilitdt von Tyr85 wider, das die
Grenze zwischen subsite —1 und subsite —2 markiert. Bei einer Substratbindung ist es an

Wechselwirkungen zu beiden Xylopyranose-Einheiten beteiligt (siche Abb. 5-11).

Im gesamten Kontext betrachtet, kann so das Ionisierungsverhalten der einzelnen Carboxylat-
gruppen iiber Wasserstoftbriickenbindungen den Konformationsraum der nahen Tyrosin-
Seitenketten beeinflussen. Dieser Effekt konnte sich dann auf die ndchsten Aromaten
iibertragen, da in der Bindungsspalte eine sehr dichte Packung an aromatischen Seitenketten
vorliegt. Eine verdnderte Gleichgewichtseinstellung aller Seitenketten im aktiven Zentrum
konnte die Folge sein. Dies wiirde voraussichtlich eine Umordnung des Wasserstoftbriicken-
Netzwerkes bewirken, da sich zu einer verdnderten Elektrostatik wie auch zu einem

verdnderten Konformationsraum neue Gleichgewichte einstellen miissen.

Natiirlich lassen sich in dieser Argumentation Ursache und Wirkung nicht voneinander
trennen, da die apparenten pKs-Werte mit ihrer Elektrostatik, die Gleichgewichtskonformeren

und das Wasserstoffbriicken-Netzwerk wechselseitig voneinander abhédngig sind.

In jedem Fall vermittelt das gesamte Ensemble an Titrationskurven - Carboxylatgruppen,
Amide wie auch Seitenketten-Tryptophane — einen guten Einblick, wie der makroskopische

pH-Wert die konzertierten Reaktionen einer lokalen Mikroumgebung beeinflusst.
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7. Anhang
7.1. Material

7.1.1. Bakterienstimme

E. coli K12-Stimme

DH5a recAl, endAl, relAl, gyrA96, thi-1, supE44, U169, deoR,
hsdR17(r¢’, mg "), A, F', @80, lacZAM15, A(lacZY A-argF)
von Gibco BRL Life Technologies GmbH, Eggenstein

BL21 F, ompT, hsdSg(rg’, mg), gal, dem von Stratagene GmbH,

Heidelberg

Der Bakteriophage DE3 ist ein Derivat des Phagen A mit der Immunitétsregion des Phagen
21. Es enthélt ein DNA-Fragment, auf dem das /acl-Gen, der lacUV5-Promotor, der Beginn
des lacZ-Gens sowie das Strukturgen fiir die T7 RNA-Polymerase lokalisiert sind. Die
Insertion dieses DNA-Fragments in das int-Gen des Bakteriums ermoglicht die stabile

Integration des Bakteriophagen in das Wirtsgenom (Studier & Moffatt, 1986).

BL21(DE3) F', ompT, hsdSg(rg", mg’), gal, dem (Studier et al., 1990)

BL21(DE3) pLysS von Novagen Inc., Madison, USA. Die Expression von zusitz-
lichem Lysozym unterbindet basale T7 RNA Polymerase-Aktivitét
ohne Induktion.

BL21(DE3) CodonPlus von Stratagene GmbH, Heidelberg. Zusitzlich werden tRNAs
spezifisch fiir die seltenen Wobble-Codons AGA/AGG (Arg), AUA
(Ile) und CUA (Leu) exprimiert.
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7.1.2. Plasmide

Das Plasmid pFacb-pzl wurde von der Firma Novo-Nordisk A/S, Bagsvaerd, Didnemark zur
Verfligung gestellt. Es kodiert ein sekretorisches Expressionssystem fiir die Xylanase aus B.

agaradhaerens und diente als Templat zur Umklonierung.

pET-Plasmide wurden von Studier entwickelt (Studier, 1991; Studier & Moffatt, 1986;
Studier et al., 1990). Sie dienen der Klonierung und Expression rekombinanter Proteine in E.
coli, wobei die Zielgene unter der stringenten Kontrolle des Bakteriophagen T7-Promotors
stehen. pET-Plasmide werden in einen E. coli(DE3)-lysogenen Stamm transformiert, die

Proteinexpression kann dann durch die Zugabe von IPTG induziert werden.

pET3a von Novagen Inc., Madison, USA.
pET16b von Novagen Inc., Madison, USA.
pET16-TEV modifiziertes Plasmid pET16b; Schnittstelle fiir Protease Faktor Xa

durch TEV Protease (Haspel et al., 2001) ersetzt

Das Zielprotein ist im Plasmid pKM263 (Melcher, 2000) mit Glutathione S-Transferase
(GST) fusioniert, um die Loslichkeit im Cytoplasma des Wirts-Bakteriums zu erhdhen. Die
Schnittstelle zwischen dem beweglichen Linker und dem Hexahistidin-Tag ist fiir die TEV
Protease entwickelt worden (Kapust & Waugh, 1999).

pKM263 von Hr. Dr. Melcher, Institut fiir Mikrobiologie, Universitit
Frankfurt

pMAL-Plasmide wurden von Guan et al. (1987) entwickelt. Das Zielprotein ist mit einem
Maltose Bindungs Protein (MBP) fusioniert, um die Loslichkeit im Cytoplasma des Wirts-
Bakteriums zu erhohen. Maina et al. (1988) verbesserte die Moglichkeiten zur Aufreinigung

der Zielproteine, eine Faktor Xa-Schnittstelle wurde eingefiihrt.
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pMAL-TEV modifiziertes Plasmid pMAL von New England Biolabs, Inc.;
Schnittstelle fur Protease Faktor Xa durch TEV Protease ersetzt
(Kapust & Waugh, 1999)

7.1.3. Oligodesoxyribonukleotide

Die Oligodesoxyribonukleotide fiir DNA-Synthese und —Sequenzierung wurden von der

Firma BioSpring GmbH, Frankfurt im 0.05 pmol-Massstab synthetisiert.

Prm 1 (Nde I — Xylanase):  5-GGG GAA GGG GAA CAT ATG ATC GTC ACC GAC AAT TCC ATT G-3¢

Prm 2 (Xylanase-BamH 1):  5‘-GGG GAA GGG GGA TCC TTA TGA GAG AGG GTT ACC GTT AAT TC-3¢

Prm 1 (Nde I — Xylanase): siehe oben
Prm 2 (Xylanase-BamH I): siehe oben

Prm 1 (Nde I — Xylanase):  siehe oben
Prm 2 (Xylanase-BamH I): siehe oben

Prm 3 (vor Nco I — Xylanase): 5-GGC AGC CGC TGG ATT G-3°

Prm 2 (Xylanase-BamH I): siehe oben

Prm 4 (BamH 1 — Xylanase): 5-GGG GAA GGG GGA TCC ATC GTC ACC GAC AAT TCC ATT G -3¢

Prm 5 (Xylanase-Hind 11I):  5-GGG GAA GGG AAG CTT TTA TGA GAG AGG GTT ACC GTT AAT TC -3¢
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7.1.4. Enzyme

T4 DNA-Ligase

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm
Pfu DNA-Polymerase

Pfu Turbo™ DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

7.1.5. Chemikalien

Feinchemikalien

Acrylamid-Fertiglosung fiir denaturierende
Protein-Gele (Rotiphorese Gel 30)

Pefabloc® SC

Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Arginin

Betain Hydrochlorid

Borsaure

Calciumchlorid

CAPS

CHAPS

Glyzerin

HEPES

Kaliumchlorid

Lithiumchlorid

Magnesiumchlorid

MOPS

Natriumchlorid

Natriumsulfat

IPTG

Luria Broth Base

Natriumazid

SDS

Remazol Brilliant Blue R
Rubidiumchlorid (RbCl)
TEMED

Tris

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim

Stratagene GmbH, Heidelberg
Stratagene GmbH, Heidelberg
Roche, Mannheim

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Stratagene GmbH, Heidelberg

Roth GmbH, Karlsruhe

Roche, Mannheim

E. Merck GmbH, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roth GmbH, Karlsruhe

E. Merck GmbH, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

E. Merck GmbH, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

Roth GmbH, Karlsruhe

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Gibco BRL Life Technologies GmbH,
Eggenst.

Serva GmbH & Co., Heidelberg

Serva GmbH & Co., Heidelberg

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

E. Merck GmbH, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Roth GmbH, Karlsruhe
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"N-Ammoniumchlorid (99 % '°"N) Martek Bioscience Corp., Columbia, MD, USA

D,0 (99% D)
BCg-D-Glucose (98 - 99 % °C)
BC;5-Glyzerin (99% °C)
ds-Glyzerin (98 - 99 % D)

7.1.6. Standards und Kits

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Gibco BRL Life Technologies GmbH, Eggenst.

100 Basenpaar-Leiter
1000 Basenpaar-Leiter
Low DNA Mass Ladder

Protein Molecular Weight Marker
(116 kDa—14.4 kDa)

QIAprep Spin Plasmid Kit

QIAfilter Plasmid Midi Kit

QIAquick PCR Purification Kit

Taq DyeDesoxy' " Terminator Cycle
Sequencing Kit

7.1.7. Gerite

Analysenwaage

Badthermostat C1-W5P

Brutschrank BKE 40

Chromatographieanlage: AktaBasic

Dampfautoklav FVS 1/2

Druckfiltrations-Riihrzellen Amicon
8003, 8050, 8200 und 8400

Elektroblotapparatur Sartoblot II

Elektrophoreseapparatur GNA-100

Eppendorf Multipette Typ 4780

Feinwaage

FrenchPress

Geltrockner Model 543

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Qiagen GmbH, Hilden

(13

Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt

Sartorius AG, Gottingen

Haake Messtechnik GmbH & Co., Karlsruhe
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Tecnomara AG, Wallisellen, Schweiz
Millipore GmbH, Eschborn

Sartorius AG, Gottingen

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Sartorius AG, Gottingen

SLM-Aminco, Urbana, Illinois, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen



Anhang

128

Hochdrucksterilisator Getinge 44EN
Inkubationsschiittler Gyrotory® G76

Inkubationsschiittler Multitron®
Membranpumpe MZ 2 C Synchro
Mikrowellengerdt R-3V11(W)
Minischiittler MS1

PowerPac 3000
Consort E554
NMR-Gerite

DMX500

DMX600
PCR-Gerdt DNA Engine PTC-200
pH-Meter
pH-Mikroelektrode InLab 423
Pipetten Eppendorf Research
Schiittelgeridt Promax 2020
Spektralphotometer U-1100
Spektralphotometer Cary 3
Sterilwerkbank Danlaf VFS 1206
Software

AURELIA 2.7.5
CSI, Version 1.0
NMR2VIEW 5.0.4
NMR2ST

PRONTO v.19990506
XWINNMR 2.1
Thermomixer 5436

Ultraschallhomogenisator Labsonic® U

mit Schwingsonden 5 T und 40 T
UV-Detektoren UV-M & UV-MII
UV-Transilluminator

Biofuge RS 28 mit Rotor 3746

RC-5B mit Rotoren SS34 und GS3

RC 28S mit Rotoren SS34, GSA
und GS3

Avanti J20 mit Rotor JLA 8.1000

Tischzentrifuge 5417C

Kiihlzentrifuge 5417R

Getinge AB, Getinge, Schweden

New Brunswick Scientific Inc., Edison, NJ, USA
Infors AG, Bottmingen, Schweiz

Vacuubrand GmbH & Co., Wertheim

Sharp Electronics GmbH, Hamburg

Bender & Hobein AG, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bachofer GmbH, Reutlingen

Bruker Analytische Messtechnik, Rheinstetten

MJ Research Inc., Watertown, MA, USA
Radiometer, Kopenhagen, Danemark

Mettler Toledo GmbH, Pforzheim
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Heidolph-Elektro GmbH & Co. KG, Kelheim
Hitachi Ltd., Tokyo, Japan

Varian Ltd., Mulgrave, Victoria, Australien
Tecnomara AG, Wallisellen, Schweiz

Bruker Analytische Messtechnik, Rheinstetten
University of Alberta, Edmonton, Canada

Merck and Co., INC, New Jersey, USA

National Institute of Chemistry, Ljubljana,
Slovenien

Carlsberg Laboratory, Kopenhagen, Danemark
Bruker Analytische Messtechnik, Rheinstetten
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg

B. Braun Biotech GmbH, Melsungen

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Renner GmbH, Dannstadt

Haereus Sepatech GmbH, Osterode
Sorvall Instruments, Bad Nauheim
Sorvall Instruments, Bad Nauheim

Beckman Coulter Inc., Fullerton, Kanada
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
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7.1.8. Siaulen- und Chromatographiematerialien

Chromatographie-Leersdule XK 16 Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Superdex 75 HR 10/30 -

(13

SP Sepharose ==

7.1.9. Sonstiges Material

Dialyseschlauch Spectra/Por 3, Spectrum Medical Industries Inc., L.A., CA, USA
Ausschlussgrosse: 3,5 kDa
Einmalspritzen, 1 ml, 5 ml, 20 ml & 50 ml B. Braun Melsungen AG , Melsungen

Einwegkonzentratoren Vivaspin VivaScience, Lincoln, UK
16 und 4 ml (MWCO: 5 o. 10 kDa)
Eppendorf-Reaktionsgefésse 3810, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
0.5ml, 1.5 mlund 2.0 ml
Falcon-Rohrchen, 15 ml und 50 ml Greiner & Sohne GmbH & Co. KG, Niirtingen
Gefrierrohrchen Nalge Company, Rochester, NY, USA
Membranfilter, 0.2 pm und 0.45 pm Sartorius AG, Gottingen
NMR-Probenrohrchen, @ = 5 mm Wilmad Glass, Buena, NY, USA

Petrischalen aus Polystyrol, @ = 94 mm Greiner & Sohne GmbH & Co. KG, Niirtingen
Pipetten-Spitzen
gelb (5-200 pl), blau (200-1000 pl) Sarstedt GmbH, Niimbrecht

weiss (0.5-10 pl) Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Polypropylen-Rohrchen, 13 ml Sarstedt GmbH, Niimbrecht
Shigemi-NMR-Ro6hrchen, [ 4.2 mm Shigemi Co., Tokyo, Japan
Sterilfilterhalter, 0.2 pm und 0.45 pm Schleicher & Schiill GmbH, Dassel
Ultrafiltrationsmembranen YM10 Millipore GmbH, Eschborn

Zentrifugenbecher aus Polypropylen fiir ~ Nalge Company, Rochester, NY, USA
Sorvall-Rotoren SS34, GSA, GS3

7.1.10. Medien und Antibiotika

7.1.10.1. Antibiotika-Stammlosungen

Ampicillin: 100 mg/ml in HyOpyipii; 1:1000 zum Medium
Chloramphenicol: 34 mg/ml in HyOpini; 1:1000 zum Medium

Die Stamml6sungen wurden in Aliquots von 1ml bei -20 °C gelagert.
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7.1.10.2. Medien fiir die Kultivierung von E. coli

20 g/l Pepton aus Casein (Bacto Trypton)

5¢g/1 Hefeextrakt (Bacto Yeast Extrakt)

10 mM NaCl

2.5 mM KCl

Medium 20 min autoklavieren und anschlieBend folgende sterile Losungen zugeben:
10 ml/1 2 M Glucose

10 ml/1 1 M MgCl,/ 1 M MgSO4

10 g/l Pepton aus Casein (Bacto Trypton)
5¢/1 Hefeextrakt (Bacto Yeast Extrakt)
10 g/l NaCl

fiir LB-Agarplatten ausserdem zusetzen:

15 g/l Agar-Agar

pH-Wert mit NaOH auf 7.40 einstellen und anschliefend 20 min autoklavieren

Finffach M9-Salze

7.1 g/l Na,HPO,
0.5 g/l NaCl
1.0 g/l NH,4C1

auf 200ml auffillen und 20 min autoklavieren

Losung 1
350 ml steriles HoOmini
1 ml/l 1 M CaCl,, 0.1 M FeCl;

mit sterilem H; O, auf auffillen

Losung 2

400 ml steriles HoOmiii

1 ml/l 1 M MgSOq4

1 ml/l 100 mg/ml Ampicillin

1 ml/1 34 mg/ml Chloramphenicol

0.1 ml/1l 20 mg/ml Thiaminhydrochlorid

200 ml funffach M9-Salze
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Losung 2 wurde langsam unter Riihren zu Lésung 1 gegeben. AnschlieBend wurden die
Kohlenstoff-Quellen hinzugegeben:

5ml/l 50% (v/v) Glyzerin

lg Glucose

7.1.10.3. Medien fiir die Anreicherung mit >C und/oder °N

Wie unter Kap. 7.1.10.2 beschrieben, wurden im M9-Medium die Stickstoff- / Kohlenstoff-

Quellen durch die entsprechenden Isotope ersetzt:

Finffach M9-Salze

7.1 g/l Na,HPO,

0.5 g/l NaCl

1.0 g/l ["N]-NH,CI

bzw.

5 ml/l 50% (v/v) [*C]-Glyzerin

lg [*C]-Glucose
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7.2. Zuordnung der Xyvlanase B. agaradhaerens

Tab. 7-1: Zuordnung der chemischen Verschiebungswerte (Betz et al., 2002)

Fehler "H: 0.02 ppm, "*C: 0.1 ppm, "*N: 0.1 ppm; '?" entspricht einer Mehrdeutigkeit
(z. B. geminale Atome oder auch intraresidual durch vicinale Atome); Resonanzen, die
mit einem '—' bezeichnet wurden, sind mit den verwendeten NMR-Experimenten nicht

messbar.
AS Ny HY € Cc* H° C? HPUHP)  Sonstige

M1 171.4 555 4.08 34.2 2.10/1.80 31.4 (CY), 2.50/2.27 (H"Y)

12 |127.6 8.87 174.7 614 4.72 40.0 1.72 28.1/17.7 (C""3, 1.60/1.01/0.86 (H*¥"?), 13.6 (C?),
0.86 (HY)

V3 [128.0 931 1753 616 4.38 34.9 2.12 22.8/21.0 (C"Y), 1.07/0.81 (H"Y)

T4 (1141 868 1725 60.9 4.80 70.4 4.68 21.9(CY), 1.22 (HY

D5 |120.0 7.04 173.9 525 453 44.3 2.57/2.49 181.1 (COY)

N6 [119.3 8.38 176.2 54.6 4.82 37.5 2.87/2.80 175.7 (COY)

S7 |117.8 869 171.6 58.6 4.82 66.3 4.03/4.03

18 |121.3 8.15 174.9 59.8 4.51 42.3 1.67 27.3/17.6 (C""3, 1.53/0.92/0.84 (H'¥"?), 14.1 (CY),
0.84 (H9)

G9 [109.6 6.82 170.5 458 4.04/3.76

N10 [120.9 8.82 174.2 53.0 5.68 42.7 2.68/2.55 176.1 (COY)

H11 |127.9 9.99 173.7 57.7 4.87 35.9 3.17/2.86 135.4 (C), 166.6 (N*), - (H*), 117.6 (C%9), 7.24 (H%?),
138.8 (C*), 7.25 (H™)

D12 |127.5 891 174.9 54.7 4.24 39.8 3.29/2.32 181.6 (COY)

G13 |101.9 7.63 1745 457 4.28/3.67

Y14 (1212 819 176.0 57.5 4.59 40.5 3.31/2.77

D15 |124.2 895 175.6 555 5.35 41.6 2.94/2.23 181.1 (COY)

Y16 |125.0 9.44 174.3 54.7 5.91 44.1 3.14/2.60

E17 [121.1 853 173.8 56.6 5.02 32.8 1.91/1.55 35.69 (C"), 2.47/2.03 (H"). 181.4 (CO?)

F18 |129.8 897 175.0 555 5.13 43.1 3.26/3.15

W19 |131.9 852 1721 58.4 4.66 32.8 3.10/2.87 111.8 (CY), 127.88 (C%), 7.40 (H®), 129.2 (N%%), 9.90
(H®), 138.7 (C?)

K20 [126.2 851 174.8 54.7 4.57 34.6 1.85/1.29 20.0 (CY), 1.55/? (H"Y), 28.6 (C?), 2/? (H*®), 40.2 (C9),
G

D21 |120.6 7.56 175.7 51.4 4.38 40.2 3.20/2.80 178.8 ((COV))

S22 |113.3 7.98 1752 60.7 4.18 63.4 3.89/3.89

G23 |111.6 837 1762 445 4.51/3.77

G24 (113.7 873 173.7 465 4.23/3.85

S25 [112.4 8.66 1724 57.1 4.94 66.6 4.01/3.95

G26 (1074 9.05 171.8 46.5 5.34/3.99

T27 (1142 922 1725 624 4.95 72.7 3.92 22.2 (CY), 1.14 (H)

M28 [129.7 9.59 173.3 54.1 5.42 37.3 2.35/2.24 33.3 (C"), 2.57/2.38 (H")

129 [127.9 9.16 175.9 60.7 4.95 38.3 1.97 27.8/17.5 (6(3""’2),1.53/1.00/0.78 (H"Y¥3),13.1 (CY),

L30 [125.5 8.57 174.4 54.7 4.18 40.1 1.03/0.41 26_8.(708V)(,H1_)19(HV),24.8/23.1 (C*%, 0.09/0.09 (H>%

N31 (1245 7.42 173.6 51.6 5.18 41.9 2.99/2.58 176.5 (COY)

H32 |112.1 7.86 177.7 56.6 4.61 29.4 3.30/3.30 131.0 (C), 180.2 (N, - (H*), 120.3 (C%9), 7.40 (H%?),
136.6 (C*), 8.68 (H™)

G33 [116.6 10.88 174.0 46.9 3.90/3.90

G34 (1175 9.07 1758 450 3.49/2.98

T35 |111.8 7.98 175.1 63.4 4.81 70.3 4.19 21.8 (CY), 1.02 (H)

F36 |113.8 8.00 171.9 57.2 5.43 40.1 3.44/3.01

S37 [114.8 9.57 172.6 56.8 5.21 65.9 4.07/3.93
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A38 |1259 943 1759 51.3 5.20 21.3 0.38

Q39 |122.1 869 173.8 555 5.02 32.3 2.10/2.10 34.0 (CY), 2.39/2.11 (H"Y), 180.3 (CO?)

W40 |123.0 8.98 174.3 57.1 5.85 33.8 3.73/3.47 111.0 (CY), 128.94 (C™), 7.30 (H™), 127.9 (N*), 9.58
(H™), 139.0 (C?)

N41 [120.0 924 172.6 53.2 5.16 422 2.66/2.55 176.1 (COY)

N42 (1221 8.94 1737 543 4.24 37.3 2.99/2.70 178.5 (COY)

V43 |107.3 7.49 176.5 60.0 4.31 32.3 2.39 23.9/17.7 (C"), 1.10/0.83 (H"Y)

N44 |121.5 9.85 174.5 57.0 4.90 38.7 3.52/2.87 177.8 (CO")

N45 |118.3 9.47 171.8 53.1 5.35 43.0 2.84/2.76 176.8 (CO)

146 |120.2 8.16 171.6 59.2 5.09 426 1.14 27.3/17.8 (C"Y9, 2/2/0.49 (H"¥"?3, 16.2 (C?), 0.21 (H?)

L47 (1255 9.19 1742 55.7 4.91 47.3 1.34/1.11 28.7 (CY), ? (HY), 26.2/25.4 (C>*), 0.62/0.18 (H>*)

F48 [119.6 8.72 1751 555 5.08 42.4 3.05/2.88

R49 |118.4 842 1754 553 5.43 35.2 1.70/1.70 26.6 (CY), 1.61/1.25 (H'Y), 46.1 (C?), 2.90/2.65 (H>%)

K50 [120.3 8.23 176.8 57.3 5.16 39.5 1.90/1.84 29.9 (CY), 1.68/1.52 (H'Y), 31.5 (C?), 2/? (H>?), 42.1

(C9), 3.22/2.90 (H*F)
G51 [114.3 943 169.2 47.1 4.60/4.33

K52 [128.3 9.36 173.7 541 499  36.8 1.45/1.34 24.8 (CY), 0.42/0.29 (H'Y), 28.4 (C%), 1.68/1.68 (H>?),
42.4 (CY), 2.76/2.52 (H*%)
K53 [1259 9.09 176.1 544 473 346 154/1.38 25.8 (CY), 1.06/1.06 (H"Y), 29.0 (C?), ?/? (H>®), 43.2

(C9), 2.84/2.84 (H)
F54 1195 827 1760 56.4  4.82 422 3.43/2.42

N55 |117.6 815 1750 528  4.81  37.9 3.32/2.80 1785 (CO)

E56 [109.3 7.41 174.8 579 352 266 2.41/2.16 36.86 (CY), 2.30/2.05 (H"Y). 182.7 (CO?)

T57 (1055 827 175.8 62.3 667 721 4.25 20.8 (CY), 1.13 (HY)

Q58 [123.9 929 1760 549 506  34.7 2.08/1.90 34.6 (CY), 2.50/2.08 (H"Y), 180.5 (CO?)

T59 (1139 8.74 1764 609 461  70.6 4.46 22.1(CY), 1.19 (HY)

H60 [122.1 10.63 178.0 60.7  3.94  30.4 3.26/3.16 135.4 (C"), 248.5 (N, - (H®)), 120.3 (C%), 7.23 (H),
136.4 (C), 7.47 (H?)

Q61 [120.3 7.97 1789 598 365  27.4 1.72M1.72 34.2 (CY), 2.44/2.01 (H"), 180.1 (COY)

Q62 (1186 7.29 1781 57.8 390  29.0 2.35/1.96 34.9 (C"), 2.36/2.36 (H"), 180.5 (CO?)

V63 |120.6 7.79 1764 66.7 343 322 2.11 22.5/22.5 (C), 0.92/0.51 (H"Y)

G64 (1036 7.70 1725 43.1 4.69/3.61

N65 |115.1 7.86 1762 540 462  39.9 2.78/2.71 176.6 (CO")

M66 |127.2 953 1754 550 532  38.0 1.93/1.55 33.5 (C"), 2.56/2.56 (H"Y),

S67 |1165 870 1725 572 509 656 3.71/3.71

168 [125.3 8.91 1744 600 539 434 154 302/17.6 (C"¥3, 1.20/2/1.02 (H"¥¥3, 15.2 (C?), 1.02

N69 |127.1 866 173.8 522 566 413 2.74/2.74 176(.ng00

Y70 [124.0 9.47 1740 55.8 5.24 43.9 2.98/2.72
G71 |110.0 8.47 170.5 456 3.96/3.27
A72 |123.2 8.92 1764 50.6 5.25 23.5 1.26

N73 |119.9 912 1749 527 534  39.6 3.11/2.95 176.2 (CO")

F74 [129.2 952 1721 569  5.08  42.3 3.30/2.88

Q75 |125.1 8.63 172.7 53.1 ? 29.4 27 2 (CY), 2/? (H™), ? (COY)

P76 1755 632 437  33.4 2.15/1.66 26.9 (CY), 2/1.37 (H"Y), 49.0 (C?), 3.34/3.34 (H®?)
N77 |1215 889 1742 524 500 382 2.79/2.53 177.5 (CO")

G78 [110.3 822 1734 445 4.56/3.87

N79 |123.6 891 1755 546 515  38.6 3.85/3.25 176.9 (CO")

A80 |128.5 8.27 175.3 52.2 5.07 23.8 1.71
Y81 |115.2 9.36 174.1 53.8 5.95 42.8 3.66/3.19

L82 |124.4 814 1757 540  4.96 427 1.29/0.42 27.4 (CY), ? (HY), 27.4/22.8 (C>™), 0.83/0.57 (H>®)
C83 [121.0 944 1723 545 600  33.9 3.253.08
ve4 [119.9 932 1733 624 476 325 1.9 25.1/22.8 (C"Y), 0.92/0.51 (H")

Y85 |130.4 8.93 173.2 54.8 5.22 43.9 2.85/2.71
G86 [109.3 5.66 169.4 44.8 3.79/2.93
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w87

T88
V89
D90
P91
L92
Va3
E94
Y 95

Y 96
197
V98
D99
S$100
W101

G102
N 103
W104

R 105
P 106
P107

G108
A109
T110
P111
K112

G113
T114
1115

T116
V117
D118
G119
G120
T121
Y122
D123

1124

Y125
E126
T127
L128
R129
V130
N 131
Q132
P133
S134
1135

111.5

112.6
112.4
118.5

121.6
130.6
130.0
123.4

114.1
121.9
125.9
129.1
107.8
120.3

110.5
124.2
122.2

132.8

113.4
120.3
117.5

119.7

104.5
111.2
118.2

125.7
127.7
121.9
104.9
109.1
115.5
125.1
121.2
122.5

122.7
121.6
118.1
122.5
127.0
122.3
127.7
117.4

17.7
109.3

6.80

9.68
8.92
8.42

8.10
8.13
7.99
7.65

8.30
9.68
9.95
8.20
8.16
7.62

9.39
8.23
8.42

8.04

7.88
6.19
8.49

9.26

7.35
8.31
9.06

8.70
9.15
9.07
8.91
8.14
8.30
9.74
8.48
8.23

9.39
9.01
9.59
8.51
8.72
8.43
8.19
8.86

7.52
4.23

178.4

172.4
175.1
173.6
175.2
175.0
173.3
174.0
171.0

176.8
176.2
174.4
175.8
173.0
175.0

174.1
175.6
173.5

171.7

175.9

172.8
175.3
172.9
177.3
175.9

171.2
173.5
173.4

173.6
172.8
177.5
1741
171.0
172.3
176.1
174.4
174.9

173.0
175.4
172.9
175.9
173.5
175.7
173.6
173.4
175.0
175.4
175.8

54.9

60.6
60.5
55.1
62.7
54.8
61.0
53.6
54.8

57.2
61.1
63.1
54.9
57.3
56.4

45.3
54.2
57.5

52.4

62.9

46.5
50.5
60.5
63.3
55.4

451
60.5
59.9

61.5
60.7
55.7
46.0
441
62.7
55.8
54.8
59.9

55.3
55.2
60.4
54.6
53.0
61.5
54.5
52.4
64.5
56.9
63.1

6.12

5.32
4.26
4.26
4.43
5.06
4.55
6.31
5.54

5.25
5.04
4.41
5.66
4.43
6.54

4.67/4.53
4.78
4.86

2.79

3.34

4.03/3.66
4.72
5.00
4.09
4.48

4.15/4.15
5.58
4.69

5.53
4.39
4.42
4.20/3.78
4.74/3.61
5.16
5.18
5.16
5.59

4.91
5.79
4.85
4.86
4.38
4.33
3.91
5.02
4.16
4.59
3.55

35.7

716
34.6
40.1
35.1
424
36.8
324
42.8

46.1
39.7
34.1
431
63.6
30.1

38.0
30.7

30.4

31.0

22.0
70.0
325
343

73.7
41.0

69.7
33.3
40.7

70.8
39.5
45.6
40.2

42.5
34.3
715
45.7
30.0
33.0
37.3
30.5
323
69.9
36.6

3.16/2.66

3.97
1.93
3.00/2.58
2.25/1.91
2.10/1.48
2.01
3.41/1.52
3.39/1.94

2.47/2.19
1.59
2.58
3.25/2.27
4.34/3.40
3.93/3.75

3.18/2.95
3.20/3.01

?/?
-
0.98/1.07

1.25

?
1.84/1.65
1.76/1.61

3.96
1.75

4.01
1.88
3.42/3.13

3.79
3.31/2.73
2.62/2.04
1.07

2.67/2.41
2.02/2.02
4.53
1.71/1.39
0.67/0.29
1.89
2.78/2.74
?0?
2.33/1.85
?21?

0.84

112.0 (CY), 125.40 (C®), 6.76 (H)), 129.8 (N, 9.24
(HY), 138.4 (C)
21.4 (CY), 1.09 (H%

21.7/19.5 (C*), 0.78/0.78 (H"Y)

1815 (COY)

24.1 (C"), 1.70/1.54 (H"Y), 51.0 (C?), 3.28/3.12 (H>?)
27.0 (CY), ? (HY), 26.2/24.5 (C*%), 0.87/0.74 (H>®)
21.4/19.6 (C*Y), 0.44/0.23 (H")

35.97 (CY), 1.08/0.22 (H"Y). 182.8 (CO?)

27.2/16.5 (C'Y3), 2/2/0.42 (H*V¥3), 15.3 (C?), 0.12 (HY)
23.0/21.9 (C"Y), 1.42/1.18 (H"Y)
179.6 (COY)

110.4 (C"), 127.53 (C), 6.87 (H®), 131.4 (N%), 10.39
(HY), 138.1 (C?)

176.6 (COY)

111.0 (C"), 127.58 (C), 7.29 (H®), 130.1 (N, 9.89
(HY), 138.7 (C?)
2 (CY), 212 (H™Y), ? (CY), 2/? (H2?)

- (€9, - (HM), - (€Y. / (H*?)
23.0 (CY), 0.02/0.33 (H"Y), 46.4 (C?), 1.75/1.75 (H*%)

?(C), 7 (H"
27.1(CY), 2.04/2 (H"Y), 51.2 (C?), 3.84/3.84 (H>?)

24.1 (CY), 217 (HY), 29.6 (C?), 2.23/1.96 (H>®), 41.7
(C9), 3.00/3.00 (H)

22.3(CY), 1.19 (HY)

28.0/16.6 (C*¥3, 1.46/0.76/0.89 (H*V¥), 13.6 (C?),
0.29 (H?)
20.9 (CY), 1.16 (HY)

21.4/19.2 (C*), 0.89/0.53 (H"Y)
181.4 (CO")

21.4 (CY), 1.10 (H"

180.3 (CO")

27.8/18.8 (C*¥3, 1.48/2/0.93 (H'YY3, 14.7 (C?), 0.80
(HY)

36.64 (C), 2.50/2.22 (H"Y). 182.3 (CO?)

22.2 (C"), 1.00 (H")

27.2 (C"), 0.97 (HY), 25.7/23.3 (C>%3), 0.79/0.79 (H**?)
25.6 (C"), 1.36/1.13 (H"Y), 42.3 (C?), 3.10/2 (H*®)
21.0/21.0 (C*Y), 0.88/0.88 (H")

177.6 (COY)

2 (CY), 2/2 (H'Y), ? (CO?)

28.1 (CY), 2.25/1.99 (H"Y), 51.0 (C?), 3.83/3.83 (H*?)

24.6/16.2 (C*3, 0.00/2/0.45 (HY"3), 12.2 (C?), 0.83
(H)
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K136/120.6 8.01 1759 52.8 448 316 1.92/1.19 24.4 (C"), 0.65/0.65 (H"Y), 28.0 (C?), 1.41/1.30 (H>3),
42.4 (CY), 2.78/2.26 (H**)
G137|108.9 7.13 1747 439 4.28/3.77

1138/123.8 856 177.0 614 399 350 1.83 27.0/16.9 (C*3, 1.48/1.31/0.70 (H"¥¥3, 10.2 (C?),
0.59 (H?)

A139|132.4 919 1752 518 484 231 1.29

T140({117.4 827 1741 614 554  70.7 4.06 21.7 (CY), 1.33 (HY)

F141|123.9 883 172.8 554 511  40.2 3.18/3.08

K142(1186 7.54 1751 553 493  36.2 1.91/1.68 26.1 (CY), 1.57/1.57 (H"Y), 29.9 (C), 1.57/2 (H*?),
42.5 (CY), 3.05/3.05 (H*%)

Q143|1155 849 1758 530 586  32.2 2.45/1.47 34.5 (C"), 2.39/1.99 (H'Y), 181.4 (CO)

Y144|123.1 7.73 1740 518 519  37.8 1.83/1.20

W145/117.0 856 177.6 556 587  33.3 3.11/3.08 110.3 (CY), 125.22 (C®), 6.73 (H®), 131.9 (N%), 9.65

(H), 138.2 (C?)
S146[119.7 9.48 1753 582 595  67.2 3.98/3.98

V147(123.7 1024 1756 618 512 352 2.15 21.1/21.1 (C"Y), 0.97/0.78 (H")

R148(104.4 918 1775 587 360  30.7 2.20/2.07 31.9 (CY), 2/? (HW), 44.1 (CY), 2/? (H*®)

R149(1208 851 1765 587 422  30.7 1.95/1.95 29.7 (CY), 1.76/7.63 (H'), 43.8 (C?), 3.16/2.99 (H>)

S150|111.7 7.65 1732 565 487 652 /

K151 1781 57.8  4.48  34.4 1.78/1.50 25.6 (CY), 0.70/0.47 (H"), 29.5 (C?), 2/? (H*?), 42.0
(CH), 2.54/2.54 (H*)

R152[121.2 9.05 1735 563 479 341 1.92/1.92 27.3 (CY), 2/1.62 (H'), 44.1 (C?), 3.72/3.01 (H*?)

T153|105.9 850 1729 60.7 512  69.0 5.00 22.1(CY), 1.37 (H)

S$154|1121 7.17 1724 57.6 3.99 64.8 3.85/3.69
G155|106.0 7.72 170.9 44.0 4.48/3.76

T156(117.9 848 1744 615 550 715 4.01 21.8 (CY), 1.14 (HY)

1157|1265 9.85 1766 602 458 404 158 28.1/17.1 (C*¥3, 1.03/0.42/0.80 (H*V*¥), 13.9 (C?),
0.58 (H?)

S158|131.5 1122 1751 57.0  4.46  59.4 4.09/3.95

V159(125.4 7.45 1765 66.6 277  31.9 153 22.5/21.8 (C*Y), 0.84/0.02 (H")

S160[111.2 750 174.3 642 393  62.1 3.55/3.55

N161/118.9 7.43 1785 566  4.10  36.9 2.69/2.37 175.6 (CO")

H162|121.0 6.90 1751 60.8 332  30.1 2.46/1.65 137.5 (CY), ? (N®Y), - (H™), 116.0 (C®9), 6.42 (H),

136.8 (C*), 5.48 (H™)
F163|1155 6.73 178.2 56.5 3.86 35.0 2.37/1.98

R164|1153 7.81 1788 59.2 426  30.9 1.80/1.80 28.6 (CY), 1.93/2? (H"Y), 43.6 (C?), 3.36/3.20 (H*?)

A165|123.1 7.43 180.8 550  4.10 185 1.39

W166/120.5 8.58 180.0 57.8  4.69  27.2 3.57/3.16 112.4 (C"), 122.84 (C), 6.64 (H™), 125.6 (N, 9.67
(HY), 139.7 (C?)

E167[1202 858 181.3 60.8  3.78  29.3 2.31/2.02 38.78 (CY), 2.99/2.47 (H"Y). 185.3 (CO?)

N168/119.8 8.32 1765 557  4.60  38.7 2.94/2.94 176.4 (CO")

L169(119.5 7.58 177.1 54.6  4.48  42.6 2.05/1.64 26.8 (C"), 1.89 (H"), 26.8/22.9 (C>3, 0.92/0.92 (H>*?

G170{107.9 7.90 174.0 455 4.19/3.73

M171|123.6 7.80 1726 542  4.08  30.7 1.48/0.35 28.6 (CY), 2.12/1.61 (H")

N172|1154 754 1762 547 455 387 2.75/2.70 176.9 (CO")

M173|122.2 9.18 1763 549 460  37.2 2.19/2.19 33.2 (CY), 2.53/2.53 (H"Y)

G174[106.4 7.25 1734 439 4.52/3.72

K175(119.7 8.97 1781 554 403  32.0 1.42/1.20 25.7 (CY), 2/? (H"Y), 28.5 (C?), 1.58/? (H>?), 42.3 (C?),
3.00/3.00 (H*%)

M176({118.1 910 177.1 557 430  30.4 1.47/1.47 31.3 (CY), 2.33/2.06 (H")

Y177|120.9 867 1752 589  4.95 412 2.97/2.67

E178{117.6 8.11 1755 566 559  35.4 2.16/1.94 35.41 (CY), 2.55/2.23 (H"Y). ? (CO?)

V179|126.2 8.92 1736 624 485 358 2.33 22.3/20.4 (C*), 1.28/1.28 (H"Y)

A180|127.6 9.44 1768 531 489 224 1.35

L181[130.2 863 1758 562 479 414 2.36/1.60 27.8 (CY), ? (HY), 25.8/22.8 (C*%), 0.72/0.54 (H>)

T182|124.7 973 1730 626 553 7238 4.13 20.1 (CY), 0.67 (H")

V183|124.6 9.05 174.3 60.9 4.98 349 1.99 21.4/21.4 (C*), 0.94/0.72 (H"Y)
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E184
G185
Y 186
Q187
S188
$189
G190
S$191
A192
N 193
V194
Y 195
S196
N 197
T198
L 199
R200
1201

N 202
G203
N 204
P 205
L 206
S$207

127.7
110.2
123.7
123.1
108.4
111.4
107.0
110.9
121.1
120.8
128.8
123.5
119.2
125.9
122.6
132.1
124.8
121.0

127.5
102.2
120.7

122.8
121.5

8.67
8.60
7.88
9.33
7.12
7.76
7.73
6.87
9.37
9.17
8.95
7.1
7.65
8.85
9.26
8.80
9.23
8.16

10.19
8.88
7.85

8.11
7.83

174.5
171.7
174.3
176.6
172.4
171.4
169.9
172.7
175.2
174.6
173.9
175.6
173.5
173.3
173.5
174.1
175.5
177.4

175.3
173.6
173.4
176.9
176.8
177.7

52.7
434
56.3
56.3
56.9
56.5
45.0
57.1
51.7
52.9
62.4
56.8
57.2
54.6
61.6
54.4
54.6
60.5

54.6
45.3
50.4
62.5
56.8
59.7

5.30
4.53/2.53
5.47
4.53
5.22
4.73
3.42/3.09
4.96
5.39
5.04
4.03
4.60
4.50
5.02
5.08
5.06
4.93
4.70

4.57
4.32/3.55
5.41
4.96
4.15
4.34

31.8

41.0
25.8
67.5
66.8

66.4
23.5
401
29.8
37.7
63.7
38.8
7.3
42.9
33.4
39.3

37.3

39.6
325
42.2
65.5

1.76/1.69

2.75/2.75
2.06/1.91
4.43/4.32
4.12/3.57

3.79/3.79
1.70
3.14/2.97
1.45
3.38/2.65
3.81/3.29
2.88/2.02
4.08
1.93/1.87
1.68/1.13
1.82

3.17/3.12

2.93/2.85
2.19/2.19
1.44/1.32
??

33.05 (CY), 2.42/1.85 (H"Y). 178.22 (CO?)

34.2 (C"), 2.20/1.79 (H'Y), 181.0 (CO?)

176.2 (CO")
22.4/19.7 (C*), 0.70/0.19 (H"Y)

175.4 (CO")
21.5(C"), 1.33 (H")

27.9 (CY), 1.52 (HY), 27.5/23.3 (C°), 0.95/0.95 (H>®)
29.3 (C"), 2/1.01 (H"), 43.4 (C?), 3.12/2.97 (H*?)

27.9/18.4 (C*3, 1.57/2/0.95 (HY"3), 13.2 (C?), 0.82
(H)
178.3 (CO")

176.3 (COY)
27.3 (CY), 2/1.97 (H"Y), 51.4 (C?), 4.12/3.95 (H>%)
26.8 (CY), ? (H'), 26.8/24.5 (C*%), 0.61/0.39 (H>%)
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8. Abkiirzungen und Symbole

8.1. Abkiirzungen

AmpR

APS

AS

ATP

B.

Betain Hydrochlorid
Bis-tris-propane
bp

BSA

bzw.

CAPS

CHAPS
CHAPS

Da
DNA
dNTP
DSS
DTT

E. coli
EDTA
et al.

g
G150-Puffer
GF

GL.
GSH
GSSG
H,Omini
HAc
HEPES
HEPES
HPLC
1.d.R.
IPTG
IUMB
kb

kDa
LB
MCS
MES
MOPS

Aspergillus

Abbildung

Ampicillin

Ampicillinresistenz

Ammoniumperoxodisulfat

Aminoséure

Adenosintriphosphat

Bacillus
(Carboxymethyl)-trimethylammonium-chlorid
1,3-[tris(hydroxymethyl)methylamino]propane
Basenpaare

Rinderserumalbumin

beziehungsweise
Cyclohexylaminopropansulfonsiure
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]- 1 -propan-sulfonat
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-2-hydroxy-1-propan-
sulfonat

Dalton

Desoxyribonukleinsiure
2’-Desoxynukleosid-5’-triphosphat
2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat
1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

und andere

Erdbeschleunigung

10mM Tris/HCI, 2mM CaCl,, pH 7.5

Gelfiltration

Gleichung

Glutathion, reduziert

Glutathion, oxidiert

iiber Millipore Filtrationsanlage gereinigtes Wasser
Essigsdure
4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsédure
High Performance Liquid Chromatography

in der Regel

Isopropyl-f3-D-thio-galactopyranosid

International Union of Biochemistry and Molecular Biology
Kilobasen

Kilodalton

Luria-Bertani

Multiple Cloning Site
2-(N-morpholino)ethansulfonsiure
3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure
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MW
MWCO
NMR
NOE
NOESY
NTA
ori
PAGE
PCR
Pefabloc® SC
pelB
ppm
RMSD
rpm

RT

S.0.

s.u.

SDS
sog.

T.

Tab.

TB
TEMED
Tris
Tris
TROSY
Tween 20
u.U.

uv

v/v

w/v

8.2. Symbole

Molekulargewicht

Molecular weight cut off

Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Overhauser Enhancement, Abstands-Beziehung
Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
Nitrilotriessigsiure

Origin of replication
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion
4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid
Pektatlyase B

parts per million

root mean square deviation — mittlere Standardabweichung
Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

sieche oben

siche unten

Natriumdodecylsulfat

Sogenannt

Thermomyces

Tabelle

Terrific-Broth
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris(hydroxymethyl)-methylamin

Transverse relaxation optimized spectroscopy
Polyoxyethylensorbitan-Monolaurat

unter Umstdnden

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Extinktion bei x nm

molarer Extinktionskoeffizient bei x nm
gemessene Wellenldnge

Optische Dichte bei x nm

Unit (Einheit der Enyzmaktivitit)
Durchmesser
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