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Einleitung

1. Einleitung

1.1  Allgemeiner Hintergrund

Die Zeit der Asparaginase-Forschung begann im Jahre 1953 als Kidd zeigen konnte, daf}
Meerschweinserum das Wachstum von Tumortransplantaten bei der Maus und der Ratte
hemmt. Im Jahre 1961 wurde diese tumorhemmende Eigenschaft dann einer im Serum
enthaltenen L-Asparaginase zugeschrieben (Broome, 1961). Der durch sie verursachte Abbau
von L-Asparagin hemmt das Wachstum der Tumore, die auf die exogene Zufuhr dieses
Stoffes angewiesen sind (Haley al, 1961). Im allgemeinen wird hierfiir ein genetischer
Defekt der L-Asparagin-Synthetase in den Tumoren verantwortlich gemacht (Prager &
Bachynsky, 1968; Horowitz & Meister, 1972).

Nach umfangreicheren klinischen Studien mit Asparaginasen aus verschiedenen Organismen
fanden vorzugsweise die L-Asparaginase Il Buscoli (Campbellet al., 1967) und die L-
Asparaginase aus Erwinia chrysanthemi (Howard & Capenter, 1972) Eingang in die Behand-
lung der Akuten Lymphatischen Leukadmie (ALL), einer Art des Blutkrebses, die vor allem im
frihen Kindesalter auftritt. Im Laufe der Therapie kommt es jedoch auch zu unerwinschten
Nebenwirkungen. So kénnen unter anderem immunologische Uberempfindlichkeitsreaktionen
und Leberfunktionsstorungen auftreten. Fur einen Teil der Komplikationen, insbesondere die
Hepatotoxizitat, wird die Glutaminase-Nebenaktivitdt der Asparaginasen verantwortlich
gemacht (Kafkewitz und Bendich, 1983; Ollenschlégeral, 1988). Sie fuhrt zu einem sig-
nifikanten Absinken des L-Glutamin-Spiegels im Blut und damit zu einer Stdrung des
Glutamin-Stoffwechsels.

Parallel zu der Isolierung und Charakterisierung neuer Enzyme aus der Asparaginase-Familie
richtete sich das Interesse der Forschung schon recht frih auch auf die Entschlisselung des
zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus und der beteiligten Aminosaure-Reste. Insbeson-
dere die Erforschung der L-Asparaginase Il Busoli gewann Anfang der neunziger Jahre
durch die Klonierung des entsprechenden Gens (Jennings & Beacham, 1990), die Aufstellung
eines effektiven Expressions- und Reinigungssystems (Herraf, 1991a) sowie der Auf-
klarung der Kristallstruktur (Swaiet al, 1993) und dem Einsatz der gerichteten Mutagenese

neuen Auftrieb.
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1.2  L-Asparaginase Il ausk. coli

Neben der schon erwadhnten L-Asparaginase Il (EcA2) existieEseherichia colieine
weitere Isoform des Enzyms (L-Asparaginase |, EcAl), die jedoch keine tumorhemmenden
Eigenschaften besitzt und daher auch auf weniger Interesse in der Forschung stiel3. Sie
befindet sich im Gegensatz zur periplasmatisch lokalisierten L-Asparaginase Il im Cytosol,
besitzt eine geringere Affinitat zum Substrat und wird konstitutiv exprimiert (Jerlgtréi

1989). Auch in ihren Aminoséauresequenzen unterscheiden sich die beiden Enzyme bis auf
einige signifikant homologe Regionen deutlich, wodurch man auch die Asparaginasen aus
anderen Organismen in Typ | und Typ Il - Asparaginasen aufteilen kann.

Die L-Asparaginase Il wird bevorzugt unter anaeroben Bedingungen exprimiert, (Cedar &
Schwartz, 1967; Cedar & Schwartz, 1968), unterliegt der Katabolit-Repression (Chesney,
1983), (Wllis & Woolfolk, 1974) und ihr Genah<B) wird durch das cAMP-bindende Regu-
latorprotein CRP und das FNR-Protein reguliert (Jennings & Beacham, 1990; Jeelsatim

1987). In Abbildung 1.1 ist die DNA- und die aus ihr abgeleitete Aminosauresequenz der
EcA2 dargestellt.

1.2.1 Struktur

Schon in frihen biochemischen Untersuchungen zur L-Asparaginase Il wurde gezeigt, dal’ das
Enzym in seiner aktiven Form aus vier identischen Untereinheiten (Epp, 1971) mit einer
Masse von jeweils 34.6 kDa besteht (Maita & Matsuda, 1980), die als Monomere keine
katalytische Aktivitat zeigen (Menegt al, 1983). Die schon erwdhnte Rontgenstrukturanalyse

mit einer Auflésung von 2.3 lieferte eine Fille weiterer Erkenntnisse. So treten je zwei
Untereinheiten durch starke, paarweise Wechselwirkungen miteinander in Kontakt und die

beiden so gebildeten Dimere lagern sich zu einem nativen, tetrameren Enzym zusammen.
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Abb. 1.1 Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz der L-AsparaginaseEll ealsnach
Jennings & Beacham (1990). Die Aminosaurereste sind numeriert. Negative Numerierung: Signalsequenz.
Das Stopp-Codon ist mit einem Stern markiert.
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Jedes Monomer enthélt eine gro3ere N-terminale Doméane, die sich durch eine achtfrangige
Faltblattstruktur sowie vien-Helices auszeichnet und Uber eine Linker-Sequenz mit der
kleineren C-terminalen Doméane verbunden ist. Diese wiederum wird durch eine vierstrangige,
parallelep-Faltblattstruktur und viem-Helices gepragt (Abb. 1.2).

Mithin konnten pro Tetramer vier aktive Zentren Uber das in ihnen gebundene L-Aspartat
lokalisiert werden. Diese aktiven Zentren befinden sich zwischen den beiden, Uber starke
Wechselwirkungen verbundenen Monomeren und setzen sich jeweils aus Resten der N-
terminalen Domane der einen und C-terminalen Resten der anderen Untereinheit zusammen

(vgl. Abb 1.2). Jedes Dimer besitzt somit zwei aktive Zentren.

C-tarminale Doména

M-tarminale Domidne C-terminale Domédne

Abb. 1.2: E. coliL-Asparaginase Il (EcA2), Lokalisierung des aktiven Zentrums.

Das seltene Strukturmotiv eines ,left-handed crossover” zwischen zwei par@Heltblatt-
strukturen der N-terminalen Domane wurde anhand der Asparaginase-Kristallstruktur aus
Erwinia chrysanthemals charakteristisches Motiv in Asparaginasen erkannt (Milleal,
1993). Obwohl keine Reste dieses Elements direkt im katalytischen Zentrum angeordnet sind,
haben doch einige direkten Kontakt zu diesem und kdnnten unter anderem zum wirkungs-

vollen Freisetzen des Produktes beitragen.
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1.2.2 Reaktionsmechanismus und aktives Zentrum

Wie schon erwéhnt, katalysieren Asparaginasen die Hydrolyse von L-Asparagin zu L-

Aspartat:

l\]H3+ O

Bei der ECA2 augk. coli betragt die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (V) 90 U/mg und

die Michaelis-Menten-Konstante gKetwa 20uM (Herrmannet al, 1974). Die Glutaminase-
Nebenaktivitat betragt 2 - 5 % bei eingy ¥on ca. 2.5 mM.

Schon in den frihen siebziger Jahren wurden Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus
durchgefuhrt (Ehrmaet al 1971, Rohnet al 1971) und ein kovalent an das Enzym gebun-
dener Rest als Zwischenprodukt postuliert. Fir diese Annahme sprachen unter anderem die
Beobachtung, dal? Hydroxylamin bei der Reaktion in Konkurrenz zum Wasser treten kann und
zur Freisetzung der entsprechenden Hydroxams&ure fuhrt sowie der Nachweis des Einbaus
von*®0 in L-Aspartat beim Einsatz von&'.

In Einklang mit den kinetischen Untersuchungen steht der sogenannte Ping-Pong-Mechanis-

mus, der durch das alternierende Binden der Substrate und Freisetzen der Produkte charakte-

risiert ist:
H,O
kl k2 k,3
E+ST4_> ES—» E+P 3 =Kk [H20]
1 i
NH,

Der Einsatz von Substratanaloga (Herrmann, 1974; Réthad, 1971) ermdglichte es, die
Acylierung, also den Angriff des ersten Nucleophils auf das Amid, als geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt zu definieren.

Unklarheit herrschte zunachst noch tber den Charakter des dabei gebildeten Intermediats. Die
Alternative zwischen einem kovalent@rAspartyl-Enzym wie man es auch aus den Serin-

Proteasen kennt und der intramolekularen Katalyse durch den Angriff der C-1-
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Carboxylgruppe, wurde durch die Untersuchung d€sEffektes bei*C-NMR-Messungen

zugunsten der erstgenannten Annahme entschieden (R6hm & van Etten, 1986).

Zur Klarung der Frage welche Aminosaurereste an der Katalyse beteiligt sind, war man tber
langere Zeit auf den Einsatz von Modifizierungsreagentien und Inhibitoren beschréankt (Nishi-
muraet al, 1971, Citriet al, 1972; Menget al, 1985; Petersoat al, 1977). Die Untersu-
chungen fuhrten zu einer Reihe von Annahmen, die erst spater mittels der gerichteten Mutage-
nese Uberpruft werden konnten.

So wurde unter anderem eine Beteiligung von Tyrosinresten an der Reaktion postuliert, und
Uber das Quenching der entsprechenden Signale bei der Bindung des kompetetiven Inhibitors
Aspartat im ‘H-NMR-Spektrum (Bagert und Réhm, 1989) wurde die Bgteg eines
Tyrosin-Restes in die Katalyse bewiesen. Nachfolgende Mutagenese-Experimente an hoch-
konservierten Tyrosinen identifizierten Tyrosin-25 (Degstal, 1994) als essentiell fur die
Reaktion (die Mutanten haben 0.4 - 1 % der Wildtyp-Aktivitét).

Die naheliegende Vermutung, daf3 Histidine eine wichtige Rolle bei der Hydrolyse spielen
konnten, wurde durch den Austausch aller drei in einer Untereinheit enthaltenen Histidin-
Reste durch andere Aminosauren widerlegt; weder an der Substratbindung noch am Umsatz
des L-Asparagins sind sie direkt beteiligt (Weheteal, 1992).

Grol3es Interesse richtete sich natirlich auch auf die Frage nach der Art des reaktiven Nukleo-
phils des Enzyms, welches den ersten Angriff auf die Amidbindung vollzieht. Durch die
Gruppe um Handschumacher wurde mit Hilfe des Modifizierungsreagens DONV (5-Diazo-4-
oxonorvalin) festgestellt, daf? Threonin-119 oder Serin-120 hierfur in Frage kommen (Peter-
sonet al, 1977). Etwa um die gleiche Zeit gelang es jedoch Holcerdieat (1978), den zu
Threonin-12 der EcA2 homologen Rest der Asparaginase-Glutaminas@catisobacter
glutaminasificanamit DON, dem Leucin-Analogen zu DONV, zu modifizieren. Mutagenese-
experimente (Harmst al, 1991b; Derset al, 1992) bestatigten die letzgenannte Beobach-
tung; Threonin-12 besitzt eine herausragende Rolle bei der Umsetzung, nicht jedoch bei der
Bindung des Substrats (vgl. auch Tab. 1.1).

Abbildung 1.3 zeigt das reaktive Zentrum der L-Asparaginase Il wie es aus der Kristall-
struktur erhalten wurde (mit gebundenem L-Aspartat). Einige wichtige Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind in Tabelle 1.1 zusammengefal3t.
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Abb. 1.3 Aktives Zentrum der L-Asparaginase Il ats coli mit gebundenem Aspartat. Dargestellt sind
die Wasserstoffbrickenbindungen sowie die Abstdnde der Threonin-

die katalytischen Reste,

Sauerstoffatome zum Carbonylkohlenstoff des Substrats.

Enzym Kear (1) Km(mMmM)
WT 54 0.07
T12S 16 0.14
T12V 0.0005 0.10
T89S 7 0.10
T89V 0.0005 0.10
K162Y 0.0042 0.02
K162C 0.0061 0.05
Y25F 0.090 0.08
N248A 37.4 0.370
S58A 18 2.5
D90E 5 42
E283Q 32 1.50

Tab. 1.1 Kinetische Daten der L-Asparaginase Il und einiger Mutanten. Messungen mit L-A§partat-
hydroxa-mat (AHA) als Substat (vgl. 3.2.4.1). Daten aus Aung, 1997; Derst, 1995; Specht, 1994.
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Die kinetischen Daten zeigen eine Zweiteilung des katalytischen Zentrums. Die Reste in der
N&he der umzusetzenden Amidbindung, Threonin-12 und -89, Lysin-162 und Tyrosin-25 sind
entscheidend fur die Katalyse, nicht jedoch fir die Substratbindung, wohingegen die Gruppen
Serin-58, Asparagin-248, Aspartat-90 und Glutamat-283 eine wichtige Rolle bei der Substrat-
bindung spielen. Fir die beiden letztgenannten Aminosaurereste sind die Daten jedoch noch
nicht umfassend genug, so dald eine zusatzliche Beteiligung an der Substratumsetzung nicht
ausgeschlossen werden kann.

Wie aus der Struktur ersichtlich und durch die kinetischen Daten bestétigt (s. Abb. 1.3, Tab.
1.1), sind nur zwei Aminosaurereste, Threonin-12 und -89, zu einem nukleophilen Angriff auf
die Amidbindung in der Lage. Die Mutanten beider Gruppen zeigen nur marginale Unter-
schiede in ihren kinetischen Eigenschaften. Threonin-89 bildet jedoch zusammen mit Lysin-
162 und Aspartat-90 eine Triade, die Uber starke Wasserstoff-Briicken verbunden ist. Dies
fuhrte zu der Annahme, dal3 die Nukleophilie des Threonin-89 mittels der potentiellen Base
Lysin verstarkt und die Basizitat der letzgenannten durch das Aspartat verstarkt wird. Ein
maoglicher Mechanismus in Anlehnung an die katalytische Triade der Serin-Proteasen (Ser-
His-Asp) wird durch die Inaktivierung des Enzyms beim Austausch der Threonin-89- und
Lysin-162-Gruppe untermauert, andererseits aber u.a. durch das entscheidende Problem eines
fur die Reaktion ndtigen deprotonierten Lysins (freies Lysin: pK = ca. 10.5) unwahrscheinlich.
Auf der anderen Seite der zu spaltenden Amidbindung wére eine ahnliche Triade aus Threo-
nin-12, Tyrosin-25 und Glutamat-283 denkbar; die noch recht hohen Restaktivitaten der
Tyrosin-25-Mutanten und der ebenfalls hohe pK-Wert des freien Tyrosins (ca. 10.0) sprechen
jedoch auch in diesem Fall gegen einen solchen Mechanismus. Weitere Fragen richten sich
auf die Art des beim nukleophilen Angriffs entstehenden aktiven Zwischenproduktes. In der
Regel wird von einem tetraedrischen Ubergangszustand ausgegangen, dessen stark negativ
geladener Sauerstoff durch H-Bricken stabilisiert wird.

Thr-12 und Tyr-25 sind Bestandteil eines flexiblen Loops der die Reste 11 - 27 umfal3t (Derst
et al, 1994) und sich nach der Substratbindung schlief3t, um das aktive Zentrum gegen das
umliegende LAsungsmittel abzuschirmen (Abb. 1.2). Diese Beobachtung fiihrte zu weiteren
Untersuchungen hinsichtlich der Bewegung des Loops und seiner Rolle wahrend der Katalyse.
Mit Hilfe einer Doppelmutante, bei der das einzige pro Untereinheit im Enzym enthaltene
Tryptophan (Position 66) an die Stelle von Tyrosin-25 "verlegt” wurde, konnte mittels der
Fluoreszens dieses Tryptophans und der Stopped-Flow-Technik die Loop-Bewegung verfolgt

werden, und der oben dargestellte Ping-Pong-Mechanismus liel3 sich erweitern (Aung, 1997):

8
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H.O

“ L

kz k3 k5 k6
E+ST—= B—> BS—> F—> EP—> BP—> E+P
k.l i
NH;

E, = offene Form des Enzyms,&= offene Enzymform mit gebundenem Substrg®, £ geschlossene Enzym-
form mit gebundenem SubstratFE= Acyl-Enzym im geschlossenen EnzymPE geschlossenes Enzym mit
gebundenem ProduktE = offene Enzymform mit gebundenem Produkt.

Die gemessene Geschwindigkeitskonstante des Loop-SchlieRens lag fur die Doppelmutante
etwa in der GrofRenordnung vog:kTyrosin-25 kénnte somit eine entscheidende Rolle beim
substratvermittelten SchlieRen des Loops zukommen. Messungen mit Wildtyp-Enzym sind
bedeutend schwieriger. Fir den Umsatz mit dem nattrlichen Substrat L-Asparagin konnte
aber gezeigt werden, dal3 die Ablaufe vor dem Acylierungsschritt (Substratbindung und Loop-
Schlie3en) wesentlich schneller als; ksind und damit keinen limitierenden Faktor der
Katalyse darstellen (Bocola, 1997).

Die bisherigen Untersuchungen fuhrten zur Identifizierung der fir den Substratumsatz ent-
scheidenden Aminosaurereste, ein schlissiger Reaktionsmechanismus konnte aber noch nicht
aufgestellt werden. Dieses Problem besteht auch fiir andere gut untersuchte, mechanistisch
verwandte Enzyme wie Proteasen und Lactamasen. Ein allgemeines Verstandnis der Enzym-
wirkung ist aber von grof3em Interesse; ermdglicht es doch u. a., Enzymeigenschaften gezielt

zu verandern und wirksame Inhibitoren zu synthetisieren.

Wie schon erwahnt, erinnert die potentielle Triade aus Threonin, Lysin und Aspartat an die
Triade der Serin-Proteasen, deren Mechanismus lange als Prototyp einer fir die Hydrolyse
notigen Protonen-Transfer-Katalyse stand. Im folgenden Kapitel sind einige neuere Entwick-

lungen auf dem Gebiet der Hydrolasen kurz skizziert.
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1.3  Hydrolasen

Proteasen gehoren sicherlich zu den am besten untersuchten Enzymen. Dies beruht auf ihrer
weiten Verbreitung und ihren vielfaltigen Funktionen in der Natur. Sie bauen unter anderem
unkorrekt gefaltete Proteine ab, spalten Signalpeptide und kontrollieren die Apoptose. Die
meisten dieser Enzyme lassen sich vier Gruppen zuordnen: den Serin-, den Cystein, den
Aspartat und den Metallo-Proteasen. Der postulierte Standard-Mechanismus der Serin-
Proteasen beinhaltet eine ,katalytische Triade®, in der ein Histidin die Rolle einer zentralen
Base einnimmt, die von der HydroxylH@pe des Serins das Proton abstrahiert und so den
Angriff dieses Nukleophils auf die Amid-Bindung ermoglicht. Der dritte Bestandteil der
Triade ist eine saure Gruppe, die den Histidin-Rest orientiert und das geladene Histidin-

Intermediat neutralisiert (Abb. 1.4).

O

Asp—C—O----H—N N----H——O——Ser
S

Abb. 1.4: Klassische katalytische Triade der Serin-Proteasen

Die Deacylierung benotigt ein aktiviertes Wassermolekil als Nukleophil (Petaia 1995).
Untersuchungen mittels der gerichteten Mutagenese bestatigten diese Annahmen. Im Falle
von Subtilisin und Trypsin fuihrte der Austausch eines jeden dieser drei Reste zu einem deut-
lichen Aktivitatsverlust. Es liel3 sich jedoch eine Abstufung in dem Sinne erkennen, dal3 Serin
und Histidin fur die Katalyse von gré3erer Bedeutung sind als Aspartat. Mutanten der beiden
erstgenannten Reste verringerten die Aktivitat um d&dat@e, die des Aspartats nur um das
10*-fache (Carter & Wells, 1988, Corey & Craik, 1992).

In den letzten Jahren wurden zahlreiche mechanistisch neue Proteasen isoliert und charakte-
risiert, die Zweifel am Mechanismus der Triade aufkommen lie3en. 2hal (1994) be-
schrieben einen hydrolytisch aktiven Antikdrper, der Norleucin- und Methionin-Phenylester
spaltet und ein den Serin-Proteasen &hnliches aktives Zentrum besitzt, das jedoch nur einen
Serin- und Histidin-Rest, aber kein Aspartat enthalt. In der Esterasstraptomyces scabies

nimmt ein Tyrosin den Platz des Aspartats ein (Aeal, 1995) und in der Serin-Carboxy-
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peptidase des Weizens ist das Aspartat des aktiven Zentrums nicht co-linear zum Imidazolring
des Histidins (Liao, 1992). Cystein-Proteasen enthalten in der Regel eine Cys/His/Asn-
.1riade”. Im Falle des Papains fuihrte ein Austausch des Asparagins gegen Alanin lediglich zu
einem 150-fachen Aktivitatsverlust, und die Autoren schrieben diesem Rest keine essentielle
Rolle bei der Katalyse zu (Vernet al, 1995). Aufgrund der geschilderten Ergebnisse spre-
chen viele Autoren nicht mehr von einer Triade, sondern von einer ,Diade”; die Ser/His/Asp-
Triade teilen sie in zwei Ser/His- und His/Asp-Diaden auf (Liao, 1992).

Es gibt eine wachsende Liste von Serin-Proteasen, die anstelle des Histidins ein Lysin ent-
halten. In diesen Fallen wird von einem ,Ser/Lys-Diaden’-Mechanismus ausgegangen, bei
dem das Lysin als Base wirkt und die Nukleophilie des Serins erhdht. Beispiele hierfur sind die
Leader-Peptidase, der LexA-Repressor und die Tsp-Protease. amdi (Tschantzet al,

1993, Slaty & Little, 1987, Keileret al, 1995).

Eine weitere Gruppe eingehend untersuchter Enzyme sin@-losetamasen, die die Hydro-

lyse vonp-Lactam-Antibiotika und acyclischen Depsipeptiden katalysieren. Auch Uber ihren
Reaktionsmechanismus herrschen noch viele Unklarhgitéactamasen der Klasse A sind
Serin-Hydrolasen. Anhand der Kristallstruktur einer Mutante der Lactamage aokkonnte
Serin-70 als das angreifende Nukleophil charakterisiert werden. Man fand das Substrat Peni-
cilin G kovalent an den Sauerstoff dieses Restes gebunden (Strygiadka1992). Kata-
lytische Bedeutung wird zudem den im aktiven Zentrum konservierten Resten Glu-166, Lys-
73 und Ser-130 zugeschrieben. Einige Autoren favorisieren dabei das Lysin als potentielle
Base (Strynadkat al, 1992), andere das Glutamat (Vijayakureaal, 1995). Bei Lactama-

sen der Klasse C geht man von einer analogen Funktion der Aminoséuren Lys-67 und Tyr-150
aus; in diesen Enzymen befindet sich keine dem Glutamat-166 entsprechende Gruppe
(Adediranet al, 1996; Rahil & Pratt, 1994).

Eine weitere Gruppe mechanistisch sehr bemerkenswerter Enzyme sind dienFayitase
(Dugglebyet al, 1995), die Glutamin PRPP Amidotransferase (GAT; Satithl, 1994) und

das von der Gruppe um Huber (Loekal, 1995) kristéisierte 20S-Proteosom ad$ermo-
plasma acidophilumbDas postulierte Nukleophil aller dieser Enzyme ist die, in Bifelt-
blattstruktur eingebundene, N-terminale Seitenkette. Im Falle der Penicilin Acylase handelt
es sich dabei um ein Serin, in der GAT um Cystein und im Proteosom um Threonin. Branni-
ganet al (1995) bezeichnen diese Gruppe an Enzymen entsprechend als Ntn (N-terminal

nucleophil) Hydrolasen. Die Aktivierung dieser Nukleophile soll durch ihre eigefsino-
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gruppe erfolgen. Alle diese Entwicklungen bertcksichtigend, sprechen Paetzel und Dalbey
(1997) allgemeiner von katalytischen “Hydroxyl/Amino-Diaden”.

Die dargestellten Beispiele zeigen die grol3e Vielfalt, die die Natur bei der Durchfiihrung nur
eines Reaktionstypus aufzubieten hat, sie veranschaulichen aber auch, daf3 noch viele Fragen
zum katalytischen Mechanismus der hydrolytisch wirksamen Enzyme ungeklart sind. Die
Asparaginase Il aus. coli scheint dabei insbesondere deshalb von Interesse, da sie auf beiden
Seiten der umzusetzenden Gruppe potentielle Nukleophile (und Triaden) enthélt und sich

daher eine noch komplexere Situation darbietet.

1.4  Nomenklatur
Mutanten der ECA2 werden mit [urspringliche Aminosaure] [Position] [neue Aminosaure]

bezeichnet. D90G bedeutet somit eine EcCA2-Variante, bei dem ein Austausch von Aspartat-90

gegen Glycin vorgenommen wurde.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

1.) Untersuchungen zur Funktion der beiden im aktiven Zentrum lokalisierten Reste Aspartat-
90 und Glutamat-283 sowie der Triade aus Threonin-89/Lysin-162/Aspartat-90. Dazu sollten

verschiedene Mutanten der beiden Reste, sowie Doppelmutanten die die Triade betreffen
erzeugt und umfassend kinetisch charakterisiert werden.

2.) Untersuchungen zur Anzahl der an der Reaktion beteiligten Protonen sowie zum ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt von verschiedenen Mutanten der wichtigsten im aktiven
Zentrum enthaltenen Reste. Hierzu sollten die kinetischen Messungen um Ldsungsmittel-
Isotopeneffekte (Proton inventories), den Einsatz des substratanalogen L-ABpaetdyl-

amids sowie Messungen in bindren Methanol/Wasser-Gemischen und von ,Burst“-Effekten

erweitert werden.

3.) Auf der Basis der Kristallstruktur solite durch den Einsatz des Amber-Kraftfeldes und der

semiempirischen PM3-Methode die Katalyse durch EcA2 simuliert werden.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Alle Ublichen Chemikalien wurden in p.a.-Qualitat von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma

(Minchen) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

An Spezialchemikalien und Verbrauchsmaterial wurden eingesetzt:

Polybuffer 74
PBE-94-Saulenmaterial

Sephacryl-S 200 HR-S&ulenmaterial

Centriprep-20 Konzentratoren
Molekulargewichtsmarker:
Lambda-DNAEcoRI/Hindlll
pBR322-DNA/Haell
MW-SDS-17

Deuteriumoxid (>99.9%)

Radiochemikalien:
$3-dATP

2.2  Kits und Enzyme

In vitro-Mutagenese Kit
Sequenase Version 2.0 Kit
QlAex Agarosegel Extraktionskit
QIAprep-spin Plasmid Kit
T4-DNA Ligase
T4-Polynukleotid-Kinase

Glutamat-Dehydrogenase

Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Amikon (USA)

Eurogentech (Seraing, Belgien)
Sigma (Munchen)

Sigma (Munchen)
Sigma (Minchen)

DuPont (Bad Homburg)

Amersham (Braunschweig)

USB, Amersham (Braunschweig)

Diagen (Dusseldorf)
Diagen (Dusseldorf)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)

Sigma (Minchen)
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2.3 Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden bei Herr Dr. Krause, Institut fir Molekularbiologie und

Tumorforschung synthetisiert (Austauschbasen sind unterstrichen).

MUT D90GV 5-CACGGTACCGT/GCACGATGGAA-3’
MUT E283GV 5-CAGGATGCCGT/GAGTGGATGAT-3
MUT D9OON 5'-CACGGTACCAACACGATGGAA-3

Zusatzlich wurden T7-, M13-Universal- und M13-Reverse-Primer verwendet.

2.4 Bakterien, Plasmide

Bakterienstamme:

E. coliTG1 Amersham (Braunschweig)
E. coliCU1783 (BL212) Harmset al (1991)
Plasmide, Vektoren:

M13mp19/18 Boehringer (Manheim)
pT7-7 Tabor & Richardson (1985)
pTWEI Harmset al, (1991)

2.5  Puffer

Agarose-Gel-Elektrophoresepuffer
TBE-Puffer(10x), pro Liter
121.14 g Tris

55 g Borsaure
40 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0
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TAE-Puffer (50x), pro Liter
242 g Tris

57.1 ml Eisessig
100 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0

Sequenzgelpuffer
TTE-Puffer (20x), pro Liter
216 g Tris

72 g Taurin
20 ml 0.5 M EDTA

SDS-Elektrophoresepuffer
25 mM Tris

190 ml Glycin

3.5mM SDS

2.6 Gerate

DNA Thermo Cycler
Inkubationsschittler G25
Suprafuge 22

Power Supply 3000/150

Power Supply 200/15
Fraktionssammler Frac 100
Peristaltische Pumpe
pH-Mel3gerat SA 524
Mini-Protean-Cell, PAGE-Einheit
Mikrotiterplattenlesegerat Reader 450
Spektorfluorimeter FP 770
Spektrophotometer U2000

Refraktometer

Perkin-Elmer (Langen)
New Brunswick (USA)
Heraeus (Osterode)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Pharmacia (Freiburg)
Orion, Colora (Lorch)
Biorad (Munchen)
Biorad (Muinchen)
Jasco (Tokio, Japan)
Hitachi (Tokio, Japan)

Carl-Zeiss (Jena)
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Alle hier beschriebenen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Btagliatis
(1982) durchgefinhrt.

SicherheitsmalRnahmen

Samtliche Arbeiten mit Bakterienstammen und Bakteriophagen wurden gemal? Gentechnik-
gesetz (GenTG) vom 20.05.90 durchgefihrt und fielen unter die Sicherheitstufe S1. Alle bei
den Arbeiten anfallenden Lésungen und Gefal3e, die mit Bakterien oder Phagen kontaminiert
wurden, sammelte man und unterzog sie fir 30 Minuten bei 130 °C einer Hitizasitam.

Radioaktive Abfalle wurden gesammelt und entsprechend der Strahlenschutzverordnung

entsorgt.

3.1.1 Kultivierung von E. coli— Stdmmen

TG1 — Zellen

Die TG1 — Zellen dienen als Wirtszellen fur den M13 — Phagen.

Zur Selektion der infizierbaren Zellen wurden die im Mutagenesekit (s. 3.1.11) gefriergetrock-
net vorliegenden TG1 — Zellen in 3 ml 2xYT-Medium dberfuhrt und tGber Nacht bei 37 °C im
Schittelinkubator herangezogen. Um Einzelkolonien zu erhalten, strich man die Bakterien auf
Minimalmedium aus und inkubierte fur 36 — 48 Stunden bei 37 °C. Die Platten wurden bei 4 °C
gelagert.

Zur Anzucht der Bakterien impfte man 3 ml 2xYT-Medium mit einer Einzelkolonie an und
schuttelte fur 5 — 7 Stunden bei 37 °C.

Im Falle von mit M13-Phagen infizierten Zellen wurden die auf H-Platten in Form von aufge-
hellten Plaques vorliegenden Einzelkolonien zusammen mit 10 lpised@er 3 ml-Kultur von
TG1-Zellen in 3 ml 2xYT-Medium utberimpft und bei 37 °C im Schuttelinkubator fur 5 — 7

Stunden angezogen.
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CU1783-Zellen

Die CU1783-Zellen wurden auf LB-Platten kultiviert. Bei Verwendung von mit Expressions-

plasmiden transformierten Zellen enthielten die Platten zusétzlich das entsprechende Antibio-
tikum. Fur die Herstellung von Ubernachtkulturen wurden Einzelkolonien in 3 ml LB-Medi -
um (bei Bedarf mit Antibiotikum) Uberfiihrt und bei 37 °C im Inkubator geschiittelt.

Zur Langzeitlagerung gab man zu 5@Deiner Ubernachtkultur 50Q1 40 % Glycerin und

bewahrte diese bei —80 °C auf.

3.1.2 Expressionssystem

Zur Expression der ECA2 wurde der von Haehsl. (1991) beschriebene Expressionsvektor
pTWEL1 verwendet, ein Derivat des pT7-7-Vektors (Tabor & Richardson, 1985). Nach Trans-
formation (s. 3.1.3) in del. colrStamm CU1783 (s. 3.1.1) steht die Transkriptionates-

Gens unter der Kontrolle dé$10-Promoters des T7-Bakteriophagen. Pdsactamase-Gen

verleiht den Bakterien zudem eine Ampicillin-Resistenz.

Abb. 3.1 Expressions-Plasmid pTWEI. MCS: Multiple cloning site, pT7: T7-Promotor, ori: Replikationsur-
sprung, blap-Lactamase kodierendes Gen.

18



Methoden

3.1.3 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen

Transformationspuffer TFB-1:

Transformationspuffer TFB-2:

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml Ubernachtkultur angeimpft und unter Schiitteln bei 37°C
solange inkubiert, bis eine @fdvon 0.4 — 0.5 erreicht war. Man zentrifugierte nun fir 10 min.
bei 3000 rpm, resuspendierte das Pellet in 30 ml TFB-1 Puffer, inkubierte 10 min. auf Eis und

zentrifugierte erneut unter den gleichen Bedingungen. AbschlieRend nahm man die Zellen in 4

100 mM RbCI
50 mM
30 mM Kaliumacetat
10 mM Cadl
15 % Glycerin
pH 5.8 (Essigsaure)

sterilfiltriert

10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM Cad}
15 % Glycerin
pH 8.0 (Essigsaure)

sterilfiltriert

ml TFB-2 auf, aliquotierte sie in 154-Portionen und lagerte sie bei —80 °C.

Zur Duchfiihrung der Transformation wurden 1plOkompetente Zellen zu der jeweiligen
DNA-L6sung gegeben und 20 min. auf Eis inkubiert. Nach einer 90-sekiindigen Behandlung
bei 42 °C gab man 500 LB-Medium hinzu und schuttelte fur 90 min. bei 37 °C. Abschlie-

Rend wurde der Ligationsansatz auf LB-Platten (gegebenenfalls mit Ampicillin) ausplattiert.
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3.1.4 Ethanolfallung von DNA

Die DNA-L6sung wurde mit 0.1-fachem Volumen 3 M Natriumacetat pH 5.5 und 2.5-fachem
Volumen an eiskaltem abs. Ethanol versetzt und mindestens fur 30 min. bei -20 °C oder 15
min bei -80 °C inkubiert. Nach 30-miniitiger Zentrifugation (13,000 x g) nahm man den Uber -
stand vorsichtig ab und wusch das Pellet mit eiskaltem 80 % Ethanol. Nach erneuter 5 minU-
tiger Zentrifugation und Entfernung des Uberstandes trocknete man das Pellet entweder an der
Luft oder fur 15 min. am Wasserstrahlvakuum. Die DNA wurde dann, abh&ngig von der nach-

folgenden Verwendung, in 10 - pOTE-Puffer oder HO geldst.

3.1.5 DNA-Praparation

Doppelstrang-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA aus Ubernachtkulturen erfolgte gemaR den Angaben des
Herstellers mit Hilfe des "QIAprep-spin-Kits”. Aus 3 ml Ubernachtkultur konnten so fig 5

DNA gewonnen werden.

Einzelstrang-DNA

PEG/NaCl-L6sung: 20 % PEG 6000
2.5 M NaCl
Roti®-Phenol: TE-gesattigtes Phenol

Phagenfallung
3 ml einer 5-Stunden-Kultur von plasmidhaltigen TG1-Zellen wurden 10 min abzentrifugiert,

der phagenhaltige Uberstand abgenommen und dieser erneut 5 min rezentrifugiert. Die Fal-
lung der Phagen erfolgte durch Zugabe von 1/5 bis 1/4 Volumen PEG/NaCl und mindestens
30-mindtiger Inkubation bei 4 °C. Anschlie3end wurde 10 min zentrifugiert (12,000 x g) und

nach Verwerfen des Uberstandes das Pellet irulU& geldst.

20



Methoden

Phenol-Chloroform-Extraktion

Die phagenhaltige Losung wurde mit 100Roti®-Phenol versetzt, 20 s am Vortex gemischt

und zur Phasentrennung kurz zentrifugiert. Die wéasserige Phase extrahierte man dann zwei-
mal in analoger Weise mit dem gleichen Volumen an Chloroform. AbschlieRend unterzog
man die wasserige Phase einer Ethanolfallung (s. 3.1.3). Das erhaltenen DNA-Pellet nahm
man in 10 - 3Qul H,O auf.

3.1.6 Isolierung von Einzelstrang-DNA im praparativen Mal3stab

PEG/NaCl-L6sung: 20 % PEG 6000
2.5 M NaCl
Roti®-Phenol: TE-gesattigtes Phenol

3 ml 2 x YT-Medium wurden mit 4@l einer TG1/M13mp1@nsB-Ubernachtkultur ange-

impft und 5 bis 6 Stunden bei 37 °C im Schittelinkubator inkubiert. Zur Gewinnung des Pha-
geniberstandes wurde zweimal zentrifugiert (15 min, 12,000 x g) und der Uberstand jeweils
vorsichtig abgenommen. Dieses phagenhaltige Medium liel3 sich bei 4 °C lagern.

Nun wurden 100 ml 2 x YT-Medium mit 1 ml TG1-Ubernachtkultur infiziert und bei 37 °C
geschwenkt bis man eine @@von 0.25 erreichte, um sodann 1 ml des zellfreien Phagen-
uberstandes hinzuzugeben. Nach weiteren 4 Stunden Inkubation bei 37 °C zentrifugierte man
die Losung fiir 30 min bei 5,000 x g, 4 °C, verwarf die Pellets und leitete im Uberstand die
Phagenféllung durch Zugabe von 0.2-fachem Volumen an PEG/NaCl-L6ésung ein. Nach ein-
stundiger Inkubation bei 4 °C wurde zunachst 20 min unter analogen Bedingungen zentri-
fugiert, der Uberstand verworfen und nochmals fiir 5 min zentrifugiert. Nach sorgfaltiger Ent-
fernung des restlichen Uberstandes resuspendierte man das erhaltene Pellgtl MES6Wf-

fer. Zur erneuten Phagenfallung gab man RD@EG/NaCl-Losung hinzu, zentrifugierte die
Probe zweimal 5 min bei 14,000 x g und verwarf jeweils den Uberstand. Das Phagenpellet
wurde wiederum in 5001 TE gel6st. Die nun folgende Phenol-Chloroform-Extraktion begann
man mit der Zugabe von 500l Roti®-Phenol, grindlichem Vortexen und 3-mindtigem

Zentrifugieren zur Phasentrennung. Der waRrige Uberstand wurde nachfolgend in gleicher
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Weise je zweimal mit 50@u Diethylether und Chloroform extrahiert. AbschlieRend erfolgte
eine Ethanolfallung (s. 3.1.3).

Zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurdepd der erhaltenen Losung auf 10Q0 mit a.
bidest verdunnt und die Extinktion bei 260 nm Ipastt. Eine Extinktion von 1 entspricht

einer Konzentration von 40g/ml.

3.1.7 Sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen: S. 2.2 mit zugehorigen 10fach konzentrierten
Reaktionspuffern des Herstellers
Auftragspuffer (6fach konz.): 0.25 % Bromphenolblau
0.25 % Xylencyanol
30 % Glycerin in HO
alkalische Phosphatase (CIP): o/

Im Falle einer analytischen Spaltung (1+&¢ DNA) wurden zur DNA-LOsung 1/10 End-Vol.
Puffer und 1-3 U Restriktionsendonuklease hinzugegeben und auf ein Vol. ydm0a.

bidest aufgefillt. Diese Probe inkubierte man dann bei der jeweils optimalen Temperatur fir 60
min.

FUr einen préparativen Verdau (bis zu |&) DNA) betrug das Reaktionsvolumen gD es
wurden 5 U Enzym eingesetzt und die Reaktionszeit verlangerte sich auf 4 Stunden. Bei
Mehrfachverdau und Pufferinkompatibilitat erfolgte eine Ethanolféallung als Zwischenschritt.
Wurde Vektor-DNA linearisiert um sie nachfolgend zur Ligation einzusetzen (s.3.1.8), gab
man 15 min vor Beendigung der Spaltungsreaktion 1 U alkalische Phosphatase hinzu. Die

Spaltung beendete man jeweils durch Zugabe von 1/6 Vol. des Auftragepuffers.
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3.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Gelldsung: 0.8-1.5 % Agarose in 1x TAE- oder TBE-Puffer
0.01 % Ethidiumbromid

Elektrophoresepuffer: 1 x TAE bzw. TBE

Auftragepuffer: s.3.1.6

Zur Herstellung der Gellosung wurde die Agarose bis zur vollstandigen Auflosung in TAE-
bzw. TBE-Puffer aufgekocht, abgekihlt bis auf ca. 50 °C und die entsprechenden Menge an
Ethidiumbromid-Stammldsung hinzugegeben. Das Gemisch wurde in die gewunschte Appa-
ratur gegossen und nach dem Erstarren mit Elektrophoresepuffer tberschichtet. Die Zusam-
mensetzung des Gels hing von der Gro3e der zu trennenden DNA-Fragmente ab; fir DNA-
Stiicke von 0.1-1.5 kb verwendete man hochprozentige (1-1.5 %) TBE-Gele, fir Fragmente
>1 kb geringer konzentrierte (0.7-1 %) TAE-Gele.

Die mit 1/6 Vol. Auftragspuffer versetzten Proben wurden nun bei einer Spannung von 8V/cm
Gellange ca. 1 h lang aufgetrennt, bis der erste Farbstoff 2/3 der Gellange zurtickgelegt hatte.
GrofRe und Menge der einzelnen DNA-Banden wurden anhand von standardisierten Grol3en-

markern abgeschatzt.

DNA-Extraktion aus Agarosegelen

QIAquick Gel Extraction Kit: Fa. Diagen
Mit Hilfe des "QIAquick Gel Extraktion Kit” wurden DNA-Fragmente aus Agarosegelen

isoliert. Zunachst schnitt man die entsprechende Bande mit einem sauberen Skalpell aus dem

Gel heraus, dal? weitere Vorgehen richtete sich nach den Angaben des Herstellers.
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3.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligase-Puffer: 660 mM Tris-HCI, pH 7.5
(10fach konz.) 10 mM Dithiothreitol (DTT)

50 mM MgC}
T4-DNA-Ligase: 1 udl

Die Ligationen wurden in einem méglichst kleinen Volumen (quB0nit 50 — 100 ng Vektor
-DNA durchgefuhrt. Die Menge an Insert-DNA bemald man so, dal? die freien DNA-Enden in
aquimolaren Mengen oder einem Verhaltnis von 1 : 3 (Vektor : Insert) vorlagen.

Die Inkubation erfolgte fr 12 — 16 Stunden bei 4 °C. Als Negativkontrolle wurde dephospho-
rylierte, lineare Vektor-DNA (s. 3.1.6) verwendet. Bei der abschlie3enden Transformation der

Ligationsansatze (s. 3.1.2) fuhrte man zudem intakte Plasmid-DNA als Positivkontrolle mit.

3.1.10 DNA-Sequenzierung

Denaturierungslosung: 2 M NaOH
2 mM EDTA
Sequenase Version 2.0: 13uUT7-DNA-Polymerase in
20 mM KH,PO4, pH 7.4
I1mMDTT
0.1 mM EDTA
50 % Glycerin
Pyrophosphatase: 5 W/in
10 mM Tris/HCI, pH 7.5
0.1 mM EDTA
50 % Glycerin
Sequenase-Puffer: 250 mM NacCl
100 mM MgC}
200 mM Tris/HCI, pH 7.5
Verdliinnungs-Puffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7.5
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2 mM DTT

0.1 mM EDTA

50 % Glycerin
Sequenzierungsprimer: 20M Losung eines entsprechenden

Oligonukleotids

5 x Markierungslosung: jeweils 78V dGTP, dCTP, dTTP
a->*S-dATP: 0.37 mBql
ddG-Terminationslosung: je M dGTP, dATP, dCTP, dTTP
8 UM ddGTP
50 mM NaCl
ddA-Terminationslosung: analog, abep® ddATP statt ddGTP
ddC-Terminationslésung: analog, abguM ddCTP statt ddGTP
ddT-Terminationslésung: analog, abeud ddTTP statt ddGTP
Stoplésung: 95 % Formamid

0.05 % (w/v) Xylencyanol FF
0.05 % (w/v) Bromphenolblau
20 mM EDTA

0.1MDTT

Alkalische Denaturierung

Im Falle einer Doppelstrangsequenzierung mufite die DNA zuvor denaturiert werden. Hierzu
gab man zu 2@l DNA-L6sung (ca. 1-3ug) 2 pl Denaturierungslosung und inkubierte fur

5min bei Raumtemperatur. Anschlie3end wurde eine Ethanolfallung durchgefihrt.

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der von Sarmgeal (1977) beschriebenen Methode
durchgefihrt. Hierzu verwendete man das Sequenase Version 2.0-Sequencing-Kit der Firma
USB (Tabor & Richardson, 1987)

Fur die Annealing-Reaktion wurde jd DNA-LOsung mit 2 ul Sequenase-Puffer und
Primer-Losung versetzt, die Mischung fir 2 min im Wasserbad auf 65 °C erhitzt und an-
schlieRend in ca. 30 min auf unter 35 °C abgekuhlt. Bis zur weiteren Verwendung lagerte man

die Probe auf Eis.
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Wahrend des Annealings pipettierte man jeweils|2.8er Terminationslésungen in verschie-

dene Reaktionsgefal3e, verdinnte die Markierungslésung 1:5 mit a. bidest und die Sequenase
mit gleichem Volumen an Pyrophosphatase sowie 6-fachem Volumen Verdiinnungspuffer.

Zur Durchfihrung der Polymerisationsreaktion versetzte man den Annealingansatzimit 1

0.1 M DTT, 2ul 1:5 verdiinnte Markierungslésung, ba-*>S-dATP und 2ul 1:8 verdiinn-

ter Sequenase. Es wurde fur maximal 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, wahrend dieser In-
kubation Uberfihrte man schon jeweils gl3der Probe in die Deckel der die Terminations-
l6bsung enthaltenden Reaktionsgefalie.

Die Abbruchreaktion wurde dann durch kurze Zentrifugation gestartet und fir 5 bis 10 min
bei 42 °C durchgefuihrt. AbschlieRend versetzte man die Proben piitS4oplésung und

lagerte sie bis zur Gelelektrophorese bei 20 °C.

Gelelektrophorese und Autoradiographie

Acrylamidlésung: 38 % Acrylamid

2 % Bisacrylamid
Gelldsung: 50 g Harnstoff

15 ml Acrylamidlosung

A4ml20x TTE

ad 100 ml mit a.bidest

filtriert (1.2 um Nitrocellulosefilter), entgast
Bindsilan: 3 % 10 % Essigsaure

0.3 %y-Methacryloxypropyltrimethylsilan in Ethanol

Trennsilan: 5 % Dichlordimethylsilan in Chloroform
Laufpuffer: 0.8xTTE
Waschlésung: 5 % Ethanol

5 % Essigsaure
Entwickler: Kodak D-19
Fixierer: 500 g Natriumthiosulfat
50 g Kaliumdisulfit

ad 1 I mit a. dest.
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Zur Fertigstellung des Sequenzgels wurden die Elektrophorese-Glasplatten zunachst grindlich
gereinigt. Die eine Platte behandelte man dann mit 25 ml Trennsilan, die andere mit 25 ml
Bindsilan und baute sie unter Verwendung von 0.4 mm-Abstandshaltern ("Spacern”) zusam-
men. Nun versetzte man die Gelldsung mit G600 % APS sowie 2%l TEMED, filite die

Losung zlgig und luftblasenfrei zwischen die Glasplatten ein und dichtete mit einem Kamm
ab. Die Polymerisation war nach ca. 4 h beendet.

Die Elektrophorese wurde bei 2200 V je nach abzulesendem Sequenzbereich 2-14 Stunden
lang durchgefuhrt. Die Proben erhitzte man vor dem Auftrag fur 2 min bei 75 °C, stellte sie
sofort auf Eis und setzte fur den Gellauf 2-gl®in. Nach der Elektrophorese wurde das Gel
zunéchst 15 min in der Waschlésung geschwenkt und anschlielend im Ofen bei 80 °C ge-
trocknet. AnschlieRend legte man zur Autoradiographie ein Rontgenfim auf (mindestens

18h), der abschlieRend entwickelt und fixiert wurde.

3.1.11 Aufbereitung von Oligonukleotiden

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden im Oligonukleotid-synthese-
labor des IMT Marburg hergestellt. Sie lagen in ammoniakalischer Losung vor und wurden
zunachst an der Speed-Vac-Zentrifuge im Olpumpenvakuum zur Trockne eingeengt. Man
nahm das Pellet in 200l a. bidest auf, fihrte eine Ethanolfallung durch (s. 3.1.3) und Ioste
die DNA in 40ul a. bidest. Die Konzentration der so erhaltenen Losung wurde nach folgender

Gleichung bestimmt:

Hg DNA = Exo [B3 [ml GesamtldsungVerdinnung

3.1.12 Ortsspezifische Mutagenese

Die gezielte Mutagenese aanB-Gen der ECA2 auk. coli erfolgte nach der Methode von
Sayerset al (1988). Es wurde ein Kit der Firma Amersham verwendet (SculpiarWtro
mutagenesis system).

Folgende im Kit enthaltenden Reagentien wurden verwendet (Zusammensetzung siehe Her-

stellerangaben):
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Klenow-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T5-Exonuklease

Ncil Restriktionsendonuklease
Exonuklease Il
DNA-Polymerase |

Puffer A—D

dNTP-Mix A und B

5-Phosphorylierung des Oligonukleotids
Kinasepuffer (10 x): 500 mM Tris/HCI
100 mM MgC}
50 mM DTE
T4-Polynukleotidkinase: o

Eine vorliegende Oligonukleotididsung (s. 3.1.10) wurde mit a. bidest auf eine Konzentration
von Ego= 0.025 pro Base eingestellt (fir ein 21mer somit E 0.525). Dies entspricht einer
Konzentration von 1.6 pma@ll. Zu 30pl dieser L6sung gab man nurpB10 x Kinase Puffer

und 9 U T4-Polynukleotidkinase. Man inkubierte fur 15 min bei 37 °C und inaktivierte
anschlieRend durch Erhitzen auf 70 °C (10 min). Das phosphorylierte Oligonukleotid kann bei

—20 °C aufbewahrt werden.

Annealing
Zu 1 pl des phosphorylierten Oligonukleotids pipettierte mapl 2M13mpl19ansB-Einzel-

strang-DNA-L6sung (s. 3.1.5),l Puffer A sowie ul a. bidest, erhitzte fur 3 min auf 70 °C
und beliel3 danach 30 min bei 37 °C. Der Annealing-Ansatz wurde bis zur Weiterverwendung

auf Eis gelagert.

Synthese und Ligation des mutierten DNA-Stranges
Zur Annealing-Reaktion gab man PO dNTP-Mix A, 2.5 U T4-DNA-Ligase, 4 U Klenow-

Polymerase, inkubierte ca. 16 h bei 16 °C und hitzeinaktivierte dann 15 min lang bei 70 °C.
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Entfernung von Einzelstrang-Template-DNA

Zur Synthesereaktion wurden 0 Puffer B sowie 2000 U T5-Exonuklease gegeben, man
inkubierte fir 30 min bei 37 °C und erhitzte 15-20 min lang auf 70 °C.

Spaltung ("Nicking”) und Abbau des nicht-mutierten DNA-Stranges

Man versetzte die Losung fur die Spaltung zundchst mit Buffer C und 5 UNcil. Die
Reaktion erfolgte bei 37 °C fur 90 min. Anschlieend wurderul2Buffer D und 160 U
Exonuklease 11l hinzugegeben, die Probe 30 min bei 37 °C belassen und 15 min bei 70 °C

hitzeinaktiviert.

Repolymerisation des 2. DNA-Stranges
Sie erfolgte innerhalb einer Stunde bei 37°C nachdeml 20iTP-Mix B, 3.5 U DNA-Poly-

merase | und 2.5 U T4-DNA-Ligase zur obigen Losung hinzugegeben worden waren.

Der Mutageneseansatz wurde bis zur Transformation in TG1-Zellen (s. 3.1.2) bei —20 °C ge-

lagert. Die Identifikation der positiven Klone erfolgte mittels DNA-Sequenzierung (s. 3.1.9).

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Isolierung der Mutanten

Samtliche Reinigungsschritte wurden bei 4 °C durchgefihrt.

3.2.1.1 Isolierung periplasmatischer Enzyme

Sphéaroblasten-Puffer: 100 mM Tris/HCI, pH 8.5
500 mM Saccharose
0.5 mM EDTA

Fir eine praparative Isolierung der Mutanten wurde 1 ml einer CU1783/pTWE-Ubernacht-
kultur in 100 ml LBA-Medium dberfuhrt und 6 h im Schittelinkubator bei 37 °C herange-

zogen. Diesen Ansatz gab man anschlie3end in 2 Liter frisches LBA-Medium und setzte die
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Inkubation Uber Nacht fort. Eine Induktion mittels IPTG erbrachte keine signifikante Stei-
gerung der Expression, so dal3 auf die Zugabe von IPTG verzichtet wurde.

Die Kultur zentrifugierte man anschliel3end bei 4 °C und 1800 x g fur 15 min, verwarf den
Uberstand, resuspendierte das Bakterienpellet in 200 ml eiskaltem Spharoblasten-Puffer und
lie3 10 min auf Eis stehen. Es folgte eine 20-minitige Zentrifugation bei 6000 x g, 4 °C. Der
Uberstand wurde griindlich entfernt und das Pellet auf 37 °C erwarmt. Der osmotische Schock
erfolgte, indem die Bakterien in 50 ml eiskaltem a. bidest resuspendiert wurden. Nach wei-
teren 10 min auf Eis zentrifugierte man fur 30 min bei 10000 x g, 4 °C und entnahm vorsich-
tig ohne Bakterienkontamination den die periplasmatischen Enzyme enthaltenden Uberstand.
Diesen Uberstand versetzte man anschlieRend portionsweise bis zur 95%-igen Sattigung mit

Ammoniumsulfat (32.5 g / 50 ml) und lagerte die Protein-Fallung bei 4 °C.

3.2.1.2 Chromatofokussierung

Saulenmaterial: PBE 94, Fa. Pharmacia
Startpuffer: 25 mM Piperazin/HCI, pH 5.5 bzw.

25 mM Histidin/HCI, pH 6.2
Elutionspuffer: Polybuffer 74/HCI,

1:10 mit a.bidest verdunnt, pH 4.0

Das durch 15-minttige Zentrifugation der Ammoniumsulfatfallung (s. 3.2.1.1) bei 15,000 x g
erhaltene Proteinpellet wurde in moglichst wenig Startpuffer aufgenommen und Uber Nacht
gegen 2 x 500 ml des gleichen Puffers dialysiert. Die Wahl des Startpuffers hing dabei vom
isoelektrischen Punkt der zu reinigenden Mutante ab. AnschlieRend zentrifugierte man 20 min
bei 12,000 x g.

Die Chromatofokussierungssaule (35 x 1 cm) aquilibrierte mar200itml des entsprechen-

den Startpuffers und spilte sie vor dem Auftrag der Proteinldsung mit 2 - 3 ml Elutionspuffer.
Die Elutionsgeschwindigkeit betrug 25 ml pro Stunde, und es wurden 90 Fraktionen zu je 2ml
aufgefangen. Der Nachweis des Proteins erfolgte mittels Aktivitatstest (3.2.4), der
Extinktionsbestimmung bei280 nm (3.2.2) und SDS-Gelelektrophorese (3.2.3).

Asparaginasehaltige Fraktionen wurden vereinigt, bis zur 95%-igen Sattigung mit
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Ammoniumsulfat versetzt und bei 4 °C aufbewahrt. Nach beendigter Chromatofokussierung

wurde die Saule mit 50 ml 1.5 M NaCl gespuilt und konnte dann bei 4 °C gelagert werden.

3.2.1.3 Gelffiltration

Saulenmaterial: Sephacryl S-300 HR
Laufpuffer: 150 mM NacCl
30 mM Tris/HCI, pH 7.1

filtriert (0.4 um-Nitrocellulosefilter), entgast

Zur Entfernung des Elutionspuffers aus 3.2.1.2 wurde eine Gelfiltration durchgefihrt. Die
Ammoniumsulfatfallung der Chromatofokussierung zentrifugierte man hierzu wie unter
3.2.1.2 beschrieben ab, nahm sie in moglichst wenig Laufpuffer auf und dialysierte gegen 2 x
200 ml des gleichen Puffers tber Nacht. Die Gelffiltrationssaule (100 x 2 cm) wurde mit Lauf-
puffer aquilibriert 800 ml) und die Probe vor dem Auftrag zentrifugiert (12,000 x g, 4 °C).
Die Elution erfolgte bei einer Laufgeschwindigkeit von 12 ml/h. Es wurden 2 ml Fraktionen

aufgefangen; den Proteinnachweis fihrte man wie unter 3.2.2 beschrieben durch.

3.2.2 Proteinbestimmungen

Bestimmung durch UV-Spektroskopie

Der Proteingehalt einer gereinigten EcA2-Losung wurde Uber die Beziehgg@®) = 7.7

bestimmit.

Bestimmung nach Bradford
Bradford-Reagenz: 0.01 % (w/v) Serva Blau G
5 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) 85 % Phosphorsaure
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In Anlehnung an die Methode nach Bradford (1976) wurde diese Protembeasg in einer
Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Sie diente der Konzentrationsbestimmung im Falle von nicht
gereinigten Proteinproben.

Man legte je 10ul der zu bestimmenden Proteinldsungen vor und f2g@ ul Bradford-
Losung hinzu. Nach 25-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion bei

595 nm ermittelt. Zur Erstellung einer Eichgeraden dienten BSA-Losungen vonpsy50i0

3.2.3 Protein-Gelelektrophorese

SDS-Page
In Anlehnung an die Methode nach Laemm®79) wurde die SDS-Gelelektrophorese in einer

Minigel-Apparatur durchgefihrt.

Acrylamidlésung: 30 % Acrylamid
0.8 % Bisacrylamid
Trenngelpuffer: 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8
Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8
Probenpuffer: 0.1 M Tris/HCI, pH 6.8
2 % SDS

3 % Mercaptoethanol

10 % Glycerin

0.01 % (w/v) Bromphenolblau
Elektrodenpuffer (10 x): 250 mM Tris

1.9 M Glycin

35 mM SDS

Molekulargewichtsmarker: Dalton-Mark VII-L™, Fa. Sigma
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Gelldsungen
Trenngelldsung Sammelgelldsung
(12 % Acrylamid) (4.5 % Acrylamid)

4 mi 0.65 ml Acrylamidlésung
25m | e Trenngelpuffer
-------- 1.25 ml Sammelgelpuffer

1ml 0.5 ml 1% SDS

Im | e 87 % Glycerin
1.45 ml 2.5ml HO
50 pl 25 ul 10 % APS
10l 5 ul TEMED

Zunachst wurde die Trenngellésung in die Apparatur eingefulit und dann sofort vorsichtig mit
der Sammelgelldsung Uberschichtet. Die Proben wurden vor dem Auftrag 1:1 mit Proben-
puffer versetzt und 3 min durch Kochen denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
zunachst fur 15 min bei 80 V und anschlieRend fur ca. 1 h bei 200 V bis zum Auslaufen der

Farbstoffront.

Proteinfarbung mit Coomassie

Farbelosung: 45 % Methanol

10 % Essigsaure

0.1 % (w/v) Serva Blau R
Entfarbelosung: 45 % Methanol

10 % Essigsaure

Das Gel wurde 15 min bei 50 °C in der Farbelésung geschwenkt und anschlieRend bis zur
Entfarbung der nicht proteinhaltigen Bereiche mehrmals mit Entfarbelésung behandelt. Nach
kurzem Abspllen mit Wasser konnte es dann im Wasserstrahlpumpenvakuum und 70 °C

getrocknet werden.
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3.2.4 Aktivitatstests

Zum Nachweis der Asparaginase-Aktivitdt stehen prinzipiell verschiedene Methoden zu
Verfugung. Die einzelnen Verfahren unterscheiden sich jedoch in ihrer Anwendungsmog-
lichkeit, und welcher Nachweis zum Einsatz kam richtete sich somit nach der jeweiligen
Fragestellung.

Der Einsatz des Substratanalogons L-Asparagingzimatoxamat (AHA) bietet den Vorteil

eines in der Regel etwa um den Faktor 10 hohereWHErtes, so dal3 bei den Kinetiken mit
diesem Substrat entsprechend hohere Substratkonzentrationen eingesetzt werden konnten.
Hinzu kommt der wesentlich empfindlichere Nachweises des anstatt des Ammoniaks entste-
henden Hydroxylamins. Dieser Test fand somit Anwendung bei umfassenden kinetischen
Untersuchungen der Mutanten.

Diente L-Asparagin als Substrat, so verfolgte man die Reaktion tUber die Detektion der entste-
henden Ammoniumionen mittels des gekoppelten optischen Tests. Aufgrund der im Vergleich
zum Umsatz mit AHA geringeren Empfindlichkeit und des niedrigergi\értes, wurde die
Reaktion mit L-Asparagin zumeist bei Substratsattigung durchgefihrt. Vollstandige Kinetiken
lieBen sich zuverldssig nur bei Mutanten mit deutlich erhéhtgAwirt aufnehmen. Der
Nachweis tiber HPLC wurde wegen des hohen Zeitaufwandes nur bei Umsetzungen mit Sub-
stratanaloga angewendet, bei denen die Reaktion Uber das entstehende L-Aspartat oder seiner

Derivate verfolgt werden mulf3te.

3.2.4.1 Bestimmung mit L-Asparaginsaure-Hydroxamat (Derst et al, 1994)

L-Asparaginsaure-f3-Hydroxamat:  0.025 — 100 mM in Puffer
Puffer: 50 mM MES (pH 5.0-6.5)
50 mM MOPS (pH 7.0-7.5)
50 mM Tris/HCI (pH 8.0-8.5)
50 mM CHES (pH 9.0-10.0)
TCA-LOsung: 12 % Trichloressigsaure in Wasser
Oxin-LOosung: 25 % 2 % Hydroxychinolin in Ethanol
75 % 1 M NaCGO;
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Zur Vorbereitung des einzusetzenden Enzyms wurde ein Teil der entsprechenden Ammo-
niumsulfatfallung abzentrifugiert (12,000 x g, 4 °C), das Pellet in mdglichst wenig Volumen
des gewinschten Puffers aufgenommmen und mindestens 5 Stunden gegen den gleichen Puf-
fer dialysiert. AbschlieBend wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig entnommen
und die Enzymkonzentration UV-spektroskopisch (s. 3.2.2) bestimmt. Die Konzentration
stelite man je nach Aktivitat der Mutante auf 0.02 — 5 mg/ml ein.

Fur eine vollstandige Kinetik legte man je 500 — 1p0@der Puffer/Substratlosungen vor (im
Bereich von 0.1 — 10K,,), gab 10 — 10@ul Enzym hinzu, entnahm nach verschiedenen Zeiten

50 — 200! Aliquots und gab diese zum Abstoppen der Reakion auf JO-Z%A-LAsung.

Der Nachweis des entstandenen Hydroxylamins erfolgte durch Zugabe von 500 D000

Losung, Erhitzen fir 1 Minute auf 100 °C, abkuhlen lassen auf Raumtemperatur und anschlie-
Bender Vermessung der Proben bei 705 nm. Der Extinktionskoeffizient des entstehenden
Farbstoffes betragt bei dieser Wellenlange 17,500d" Cmol™

Fir einfache Routineuntersuchungen wurde zumeist 1mM AHA in MES-Puffer (pH 6.0)

verwendet.

3.2.4.2 Gekoppelter optischer Test

Mit dieser Methode laR3t sich direkt der Umsatz an natirlichem Substrat Asparagin tber die
Detektion der entstehenden Ammoniumionen ermitteln. In Gegenwart eines hohen Uberschus-
ses des Enzyms Glutamat-Dehydrogenase kann man die Abnahme von NADH bei 340 nm
verfolgen gemal} der Reaktion

a-Ketoglutarat + N + NADH ﬂ» Glutamat +,8 + NAD"

Der Extinktionskoeffizient betragt 6220tni" Cmol™.

Substrat: Asparagin-Stammlésungen; 110 mM in Puffer
Puffer: 100 mM Na-Acetat; pH 5.0
100 mM MOPS; pH 7.0
a-Ketoglutarat: 240 mM in KO; pH 7.0
NADH/ADP-L6sung: 10 mM NADH, 50 mM ADP in ¥D (frisch angesetzt)
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Glutamat-Dehydrogenase:  1.3ulj/in 50 % Glycerol

Der Nachweis wurde in Mikrotiterplatten bei einem Gesamtvolumen vopl3fiirchgefihrt.

Zu 268 pul Puffer-/Substratlosung gab man 0 a-Ketoglutarat- und 1Qu NADH/ADP-

Losung sowie 4ul Glutamat-Dehydrogenase. Die Reaktion wurde durch Zugabe vaqu 10
Asparaginase gestartet und die Abnahme an NADH mittels eines Mikrotiterplattenlesegerates

und des Computer-Programms PC-Kinetik-Collector (Fa. BioRad) direkt am PC verfolgt.

3.2.4.3 Messungen in ED/H,0O-Mischungen (Proton inventories)

Zur Durchfuhrung und Auswertung von Proton inventory-Messungen siehe Quinn & Sutton,
1991; Schowen & Schowen, 1982.
Die kinetischen Messungen in,@O/H,O-Mischungen wurden im Prinzip wie unter 3.2.4.2

beschrieben durchgefiihrt; unter Beriicksichtigung folgender Anderungen:

Herstellung der Reagentien:

Die unter 3.2.4.2 erwahnten Puffer-, Substrat-, NADH/ADP-, ardetoglutaratldsungen
wurden alle zusatzlich in O (99.9%, Fa.Sigma) angesetzt. Aufgrund der Hygroskopizitat
des Deuteriumoxids verwendete man die Reagentien entweder sofort oder lagerte sie ver-
schlossen in kleinen Aliquots. Die Einstellung der pH-Werte erfolgte mit NaOD unter
Berucksichtigung der folgenden Korrektur:

pD = gemessener Wert + 0.4.
(Glasoe & Long, 1960)

Vorbereitung der Enzymlésungen:

Ein Teil der entsprechenden Ammoniumsulfatfallung zentrifugierte man ab (12,000 x g, 4 °C)
und dialysiert ihn tGber Nacht gegen 10 mM Tris, pH 8.5. Um die durch die Enzyml6sung in
den Test eingebrachte Menge ai©HnOglichst gering zu halten

a) wurde bei sehr inaktiven Mutanten an der Speed-Vac bis zur Trockne eingeen®?, in H
aufgenommen, nochmals eingeengt und abschlieRend das Pellet in geeignetem Volumen an

Puffer gelost, oder
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b) bei aktiveren Mutanten bzw. Wildtyp-Enzym dialysierte man zunachst analog tber Nacht
und dann fir weitere 4 h gegen den gewunschten Puffer, engte die L6ésung gegebenenfalls
mittels Centricon (Ausschlu3volumen 12 kD) ein und verdinnte auf die gewiinschte Enzym-
konzentration mit Puffer.

In beiden Fallen konnte keine Abnahme an Enzymaktivitat festgestellt werden.

Durchfihrung:
Die Zusammensetzung der Reaktionslosungen entsprach den Angaben unter 3.2.4.2, die

verschiedenen #D/D,O-Mischungsverhaltnisse wurden durch Zusammenpipettieren von
verschiedenen Mengen an in®Hund DO angesetzten Reagentien hergestellt. In der Regel
wurden pro Mischungsverhaltnis 2 - 4-fach-Bestimmungen angesetzt. Alle Reaktionen einer
Melreihe startete man direkt hintereinander mit Asparaginase und verschlo3 die Mikrotiter-
platte ziigig mit selbstklebender, UV-durchlassiger Folie, um ein konstap@®8-Ver-

haltnis Uber die Dauer der Datenaufnahme hinweg zu gewahrleisten.

Auswertung:
Das Einbringen des Enzyms und des Substrats in deuteriumhaltiges Medium verursacht an

vielen Positionen der Substanzen einen H-/D-Austausch und fiihrt zu einem kinetischen
Isotopeneffekt der auf den unterschiedlichen Aktivierungsenergien beim Isotopentbergang
wahrend der Reaktion basiert.

Ist n der molare Anteil anJD, so gilt: [D:O]/[H20] = n/(1-n)

und fur einen Reaktanten AH analog: [AD]J/[AH] = n/(1-n)

Dies gilt fur den Fall, daf3 die Gleichgewichtskonstante des Austausches fur das Proton und das
Deuterium an der bestimmten Substrat-Position den gleichen Wert hat wie die des Lo6-
sungsmittels mit dem sie aquilibriert werden. Dies ist in der Regel nicht der Fall, so daf3 ein
sogenannnter Fraktionierungsfaktdr eingefiihrt wird. Somit ergibt sich [D]/[H.0] =
®[@/(1-n). Ein signifikant vom Wert 1 abweichender Fraktionierungsfaktor-Wert liegt zum
Beispiel bei einem transferierten Proton aber auch einer sehr starken Wasserstoffbriicke vor.
Ein H-/D-Austausch kann nicht nur im Grundzustand, sondern auch im Ubergangszustand
stattfinden und auch hier gilt demgenwfti/(1-n).

Fur die Geschwindigkeit der Reaktion ergibt sich dann (nach einigen Zwischenstufen) Gber alle

betroffenen Protonen:
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M (1-n + ri@®"
V(n) = Vo (Gross-Butler-Gleichung)

M (1-n + nP)

mit Vo = Geschwindigkeit in O.

Die Energiedifferenzen und damit die Auswirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit beim
Isotopenaustausch sind fir die Uberwiegende Mehrheit der Positionen vernachlassigbar ge-
ring, dies gilt fir die meisten Protonen im Ubergangszustand und insbesondere im Falle des

Grundzustandes. Die obige Gleichung vereinfacht sich somit zu:

V(n) = Vo (1-n + 1i®")

V(n) linear; Ein-Protonen-Katalyse

V(n) = Vo (1-n + ®%) (1-n + n®%)

V(n) = quadratisch; Zwei-Protonen-Katalyse

#
V(n) = Vo e (@ -n
(gr = Anzahl der beteiligten Positionen)

V(n) exponentiell, ,Solvatations-Effekte*

Die Anzahl der am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt beteiligten Protonen laf3t sich dann

uber die Anpassung dieser Gleichungen an die Mel3punkte ermitteln.

3.2.4.4 Bestimmung von Asparaginsaure

Asparaginsaure wurde im gekoppelten Test mit Aspartat-Aminotransferase (GOT) und Malat-

Dehydrogenase (MDH) bestimmit.

GOt Glutamat + Oxalacetat

v

Aspartat +o-Ketoglutarat
Oxalacetat + NADH + i —MPH Malat + NAD

v
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Gemessen wird die Abnahme der Extinktion von NADH bei 340 nm. Der Extinktionskoef-

fizient betragt 622Wanm ' mol*. Der Test wurde als Endpunktbesnung durchgefiihrt.

Puffer: 100 mM MOPS; pH 7.0
a-Ketoglutarat: 240 mM in KO; pH 7.0
NADH: 10 mM NADH, (frisch angesetzt)

Aspartat-Aminotransferase: 2/

Malat-Dehydrogenase: 2.5W/

Der Test wurde in der Mikrotiterplatte bei einem Gesamtvolumen voruBdarchgefihrt.

Die Ansatze enthielten neben der Probgill@-Ketoglutaratlésung, 1Al NADH-L&ésung und

2.5 U MDH. Mit Puffer wurde auf 300l aufgefullt. Zun&chst wurde die Extinktion fir 5 - 10

min ohne die Zugabe von GOT aufgezeichnet. Nach der Zugabe von GOT verfolgte man die
Reaktion bis zur Konstanz der Extinktion. Die Gesamtanderung der Extinktion ist dann

proportional zur Menge an Asparaginsaure.

3.2.4.5 Bestimmung von Asparagin und Aspartat durch Aminosaureanalyse

Substrat: L-Asparagin, L-Asparagymethylamid in 50 mM MES, pH
5.0 oder 50 mM MOPS, pH 7.0

PITC: Phenylisothiocyanat

Kopplungspuffer: 35 % KD

30 % Acetonitril

25 % Pyridin

10 % Triethylamin
Puffer A: 50 mM Natriumacetat

2.75 % Triethylamin

pH 6.4 (Phosphorséaure), durch Membranfilter filtriert
Puffer B: 50 % Puffer A

40 % Acetonitril

10 % Methanol
Saule: RP-Selekt, gm, 0.45 cni], 20 cm Lange, Fa. Merck
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Zu 500 pl Substratlosung wurden, abhéngig von spezifischer Aktivitat und Enzymkon-
zentration, 10 — 10@ Enzymlésung gegeben. In verschiedenen Zeitabstanden entnahm man
100 pl, versetzte sie mit 501 12 % TCA-LOsung, lie3 15 min auf Eis stehen und zentrifu-
gierte von ausgefallenem Protein ab.

Den Uberstand nahm man ab und entfernte das Lésungsmittel im Vakuum. Das Pellet unter-
zog man nun einer Derivatisierung mittels PITC, indem man es zunachspirké@plungs-

puffer aufnahm, mit %ul PITC vesetzte und 30 min bei Raumtemperatur inkubierte. Das LO-
sungsmittel wurde erneut im Vakuum entfernt und der Rickstand iplZ0@fer A mit 10ul
Acetonitril gelost. Man trug jeweils 20 Portionen auf die Saule auf; die Elution erfolgte iso-
kratisch mit 90 % Puffer A/ 10 % Puffer B und wurde bei 254 nm verfolgt.

Die erhaltenen Chromatogramme wurden integriert. Die Quantifizierung erfolgte anhand einer

mit L-Aspartat erstellten Eichkurve.

3.2.5 Untersuchungen zur Proteinstabilitat
(Becktel & Schellman1987; Jaenicke, 1987; Shirley, 1992)

3.2.5.1 Chemische Denaturierungsuntersuchungen

Denaturanten-Stammlésung: 3 M Guan#ial

Probenpuffer-Stamml6sung: 1 M Tris/HCI, pH 8.0

Das als Ammoniumsulfatfallung vorliegende Enzym wurde Uber Nacht gegen 50 mM
Tris/HCI, pH 8.0 dialysiert um eventuell gebundenes L-Aspartat zu entfernen. Danach erfolgte
eine Zentrifugation (20 min, 12,000 x g, 4 °C) um von unldslichen Bestandteilen abzutrennen.
Anschlie3end bestimmte man die Enzymkonzentration der Losung (s. 3.2.2) und stellte sie mit
Puffer auf 1 - 1.3 mg/ml ein.

Die Denaturanten-Stammlosung und a. bidest filtrierte man nun durchn®.#flitrocellu-
losemembranen. Zu jeweils %0 Probenpuffer-Stammlésung gab man unterschiedliche Volu-
mina an a. bidest und 3 M @GICl und versetzte die Proben mit 0 Enzymlésung. Das

Endvolumen betrug jeweils 1 ml. Die Losungen wurden gut durchmischt und fur 3 h bei 25 °C

40



Methoden

inkubiert, damit sich ein Gleichgewicht zwischen nativem und denaturiertem Enzym einstel-

len konnte.

Wahrend der Inkubationszeit bestimmte man die Brechungsindizes der einzelnen Pro-
ben; aus ihnen kann Uber die Gleichung (Reacd, 1989)

[D] = 57.147(An) + 38.68(An)’ - 91.60(An)’

die Denaturantenkonzentration genau bestimmt werden.

Fluorimetrie

Wahrend der Inkubationszeit stellt sich in jeder Probe ein Gleichgewicht zwischen denatur-

ierter und nativer Konformation des Proteins ein. Als Sonde fir die Konformation des Pro-

teins diente die Fluoreszenz des einzigen in der ECA2 enthaltenen Tryptophanrestes, dessen

Emissionsmaximum bei einer Anregungswellenlange von 285 nm bei 323 nm liegt. Das de-

naturierte Enzym besitzt zwei Maxima, welche den Tyrosinresten (ca. 310-315 nm) und dem

dann in hydrophiler Umgebung vorliegenden Tryptophanrest (350 nm) zugeschrieben wurden

(Shifrin et al, 1971). Es wurde dementsprechend ein Emissionsspektrum von 300-360 nm
aufgezeichnet und die Werte bei 323 und 350 nm prdiero

Fluoreszenz

1.8
s Gerade 1
1.6 -
L]
L]
1.4 + ®
1.2 H ¢
1.0 H .
08 4 —
— L]
Gerade2  — —%a,,
0.6 R R
I I I I
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0
[Guanidin-HCI]

1.0 H

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.0

\ \ \ \
0.4 0.8 1.2 1.6

[Guanidin-HCI]

2.0

Abb. 3.2 Schematische Darstellung der bei der chemischen Denaturierung erhaltenen Kurvenverlaufe. Links:
Abhéangigkeit der Fluoreszenz von der Denaturantenkonzentration, Rechts: Anteil an denaturiertem Enzym
(fg)in Abh&angigkeit von der Denaturantenkonzentration.
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Es ergibt sich der in Abbildung 3.2 schematisch gezeigte Verlauf der Fluoreszenz in
Abhangigkeit von der Denaturantenkonzentration:

Da die Fluoreszenzintensitaten auch oberhalb und unterhalb des Denaturierungsbereiches va-
rieren, werden der Ausgangs- und der Endpunkt der Messung als Geradengleichung formu-

liert. Fir den Anteil an denaturiertem Enzym IaR3t sich dann formulieren:

fo = (Rp)— Gerade 1) / (Gerade 2 — Gerade 1) [1]

Fpo) ist die Fluoreszenzintensitat bei einer bestimmten Denaturantenkonzentration.
Im Falle eines einphasigen Uberganges zwischen den beiden Zustanden gilt Gber den gesam-
ten Bereich:

fo+fa=1 [2]

wobei fn den relativen Anteil des nativepdén des denaturierten Enzyms wiedergibt.
Nach dem Massenwirkungsgesetz ist die Gleichgewichtskonstast@ef reversiblen De-

naturierung gegeben durch:

K(D) = fd/fn [3]

und man erhalt:

fd = K(D) /1+ IQD) [4]

Far die freie Enthalpie&nderung gilt

AG(D) =-RT0On K(D) [5]

Tragt man die nun fir jede Konzentration an Guanidin-Hydrochlorid berechenbare, freie
Enthalpie gegen die Denaturantenkonzentration auf, so ergibt sich eine lineare Abhangigkeit
aus der man die Stabilitat des Proteins in denaturantenfreier LOABgof) entnehmen

kann:

AGpy = AG(H.0) — m [GUHCI] [6]
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Als weiteren charakteristischen Wert erhalt man hierbei m, der als Steigung die Abh&ngigkeit

der Denaturierung von der Denaturantenkonzentration beschreibt.

Den aus Gleichung [1] erhaltenen, experimentellen Daten ftiaride unter Berlcksichtigung
von [5] und [6] die Gleichung [4] angepaldt und die erhaltenen Werte fir mAGmdo) ent-

nommen.

3.2.5.2 Thermische Denaturierung

Substratlésung: 1-20 mM AHA in Puffer
Puffer: 50 mM MES, pH 5.0

50 mM MOPS, pH 7.0

50 mM CHES, pH 9.0

Die Gewinnung der Enzymlosung erfolgte wie unter 3.2.5.1 angegeben. Jewgisdi€ger

Probe wurden in 0.5 ml-Reaktionsgefal3e uberfuihrt. Die Enzymkonzentration richtete sich
nach der Aktivitdt der untersuchten Mutante, betrug jedoch maximal 0.3 mg/ml. Man Uber-
schichtete nun mit 2 Tropfen Mineraldl, beliel3 die Proben zunachst 1 Minute bei 25 °C im
Thermocycler, erwarmte nachfolgend mit einer Temperaturanderung von 1 °C/Minute bis auf
85 °C, entnahm dabei alle 1 - 2 min 10 -3 6sung und bestimmte die Aktivitat geman
3.2.4.1. Man erhélt einen, im Prinzip zu Abbildung 3.1 analogen, Verlauf der Aktivitat mit der
relativen Aktivitat auf der y- und der Temperatur auf der x-Achse. Durch Anpassung der Mel3-

werte an die Gleichung [7] lal3t sich dann die Halbdenaturierungstempesdtestimmen:

0.1"m™"

F = Gerade 1 + (Gerade 2 - Geradél1) [7]

0.:|.TmEh + 0.:|.TmEh
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3.3  Molecular Modeling

Software

Hyper Chem, Release 3.0 for Windows Autodesk, Inc.

Swiss-PdbViewer, V. 3.0 (SPDBV) Geneva Biomedical Research Institute
PC SpartarPlus Wavefunction, Inc.

Hardware

Fiar SpartarRlus und SPDBV: PC Pentium Il, 233 MHz, 64 MB Arbeitsspeicher unter
Windows NT
Fur Hyper Chem: PC Pentium, 166 MHz , 32 MB Arbeitsspeicher unter Windows 3.11

Amber-Minimierung (Weineet al, 1984)

Ausgangspunkt der Amber-Minimierung war die Kristallstruktur der L-Asparaginase Il aus
E.coli (Swain et. al., 1993; 2 8-Aufldsung) mit gebundenem L-Aspartat.
Der Teil der Struktur in einem Kugel-Radius vonR@m das GAtom des Substrats herum
wurde extrahiert und in Hyper-Chem importiert. AnschlieRend wurde das enthaltene L-Aspar-
tat in L-Asparagin bzw. L-AsparagHnethylamid umgewandelt.
Die eigentliche Minimierung erfolgte mit dem in Hyper-Chem enthaltenen Amber-Kraftfeld.
Dabei wurden folgende Konditionen gewahlt:
Die beweglich gehaltenen Atome minimierte man mit den All-Atom Parame-
tern, die fixierten Atome mit United-Atom-Parametern.
Als Algorithmus wurde die Conjugate Gradient-Methode nach Polak-Ribiere
verwendet.
---  Der RMS-Gradient betrug 0.1 koAl mol™.

Die erhaltenen Strukturen wurden fur die weiteren Berechnungen eingesetzt.
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Semi-Empirische PM3-Minimierungen (Stewdlr§89)

Fur die quantenmechanischen Berechnungen wurde das Programm PC Bloaranwen-

det. Die fur diese Kalkulationen bendtigte Rechnerleistung ist wesentlich hdher als bei

Amber-Minimierungen; daf3 Programm akzeptiert dementsprechend nur magin&tome.

Die Zahl der Atome im aktiven Zentrum muf3te daher verringert werden. Alle Reste bis auf

Thr-12, Thr-89, Lys-162, Asp-90, Glu-283, Ser-58 und das Substrat wurden entfernt. Zudem
wurden vier Wassermolekile in dem System belassen (vgl. 4.3.1). Die verbliebenen Reste

wurden dann wie in Abb. 3.3 dargestellt reduziert.
™~ "~ N

C C‘F ?

A H— C——H

C
AN NH3
0'/ \"o

Lys-162
OH
Aspartat-90 und Glutamat-283
Tyr-25
H

HO /CH3 HO\ /@D/

>\©/ H )\@/ H H—(: ; \H

H—\ H— N
C——=0
c © Hauptkette Ser-58
H‘\ H‘\@/

Thr-12 Thr-89

Abb. 3.3 Reduzierung der katalytischen Reste. Die mit einem Kreis markierten Atome wurden
gegen die am Ende des Pfeils angegebenen Atome ausgetauscht
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Die eigentlichen Rechnungen wurden wie folgt ausgefihrt:

Das gesamte System, mit Ausnahme der eingefrorenen Atome, wurde geome-
trieoptimiert.

Zur Simulation von Reaktionsschritten wurde der Abstand der Atome, die mit-
einander reagieren sollen, schrittweise verringert.

Die Kalkulationen wurden bis zu einem RMS-Gradient von 0.0001 Acal
mol™* durchgefiihrt.

Die Endstruktur jedes simulierten Reaktionsschrittes wurde dahingehend uber-
arbeitet, dal3 alle alten, dann gel6sten Bindungen entfernt und entsprechend die
neuen Bindungen voll ausgebildet wurden. Bei letzteren wurden (sofern nicht

explizit anders angegeben) keine Atomabstéande mehr vorgegeben.
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4, Ergebnisse

4.1  Gerichtete Mutagenese und Charakterisierung der Mutanten

4.1.1 Auswahl der Reste zur Mutagenese

Eine der entscheidenden Fragen hinsichtlich des Reaktionsmechanismus der EcA 2 bezieht
sich auf die Aktivierung der beiden Nukleophile. Dies sind eines der beiden Threonine (T12
oder T89) und das bei der Deacylierung angreifende Wassermolekil. Eine naheliegende und
auch bei anderen mechanistisch verwandten Enzymen diskutierte Vermutung ist die Betei-
ligung von sauren Resten an dieser Aktivierung. Im aktiven Zentrum der L-Asparaginase
kommen hierfur, wie schon in der Einleitung erwéhnt, Aspartat-90 und Glutamat-283 in
Betracht. Eine weitere Aufgabe dieser Reste konnte in der Neutralisierung positiv geladener
Gruppen im aktiven Zentrum liegen. An der Substratbindung sind sie mit Sicherhdigtbete

(vgl. 1.2.2). Um die Bedeutung dieser beiden Reste genauer zu definieren wurden sie gegen
Glycin und Valin ausgetauscht; Aspartat-90 wurde zusatzlich noch durch Asparagin ersetzt.

Auf die mogliche Rolle der Gber starke Wasserstoffbricken vebundenen ,Triade* aus Thr-89,
Lys-162 und Asp-90 wurde ebenfalls schon in der Einleitung ausfuhrlicher eingegangen (s. 1.
2.2). Bisherige Mutationen bezogen sich auf einzelne Reste dieser Triade, sie fuhrten bei Thr-
89 und Lys-162 zu starken Aktivitdtsverlusten. Ein radikalerer Ansatz wurde hier mit dem
Austausch von je zwei Resten gewahlt. Dies fihrte zu den Doppelmutanten DO9ON/K162Y,
D90E/K162Y, D90A/K162Y und T89A/K162Y.

4.1.2 Herstellung der Mutanten

Die Herstellung der Aspartat-90- und Glutamat-283-Mutanten erfolgte mit Hilfe der unter 2.3
aufgefuhrten Oligonukleotide wie in 3.1.11 beschrieben. Als Template diente M12mgiBl9/
ssDNA. Positive Klone wurden mittels Einzelstrang-Sequenzierung ermittelt. Das entsprech-
ende Gen wurde in den Expressionsvektor pT7-7 umkloniert, und es erfolgte eine nochmalige

Uberprifung durch Doppelstrang-Sequenzierung im Bereich der Mutation.
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Die Doppelmutanten wurden mit Hilfe der Restriktionsendonukl®ag#l erzeugt, die die
EcA2 hinter Alanin-136 spaltet. Zunachst wurde die Plasmid-DNA der Mutanten D9ON,
D90E, D90A und T89A isoliert (s. 3.1.4) und mit den Restriktionsendonukléas®Et und

Pvul gespalten (s. 3.1.6). Eine analoge Spaltung erfolgte mit der K162Y-DNA und den Enzy-
menPvul und Hindlll. Anschlielend wurden die beiden entsprechenden DNA-Fragmente mit
der zuvor mitEcoRIl und Hindlll geschnittenen pT7-7 - DNA in einem Ansatz ligiert (vgl. 3.

1.8). Die positiven Klone wurden auch in diesem Fall durch Sequenzierung ermittelt.

4.1.3 Expression und Reinigung der Mutanten

Die Expression und Reinigung der Mutanten wurde durchgefuhrt wie unter 3.2.1 beschrieben.
Sie orientierten sich an der schon friher beschriebenen Methode (Wehner, 1993). Je nach
Mutante erhielt man aus 1 L LB-Kultur 5 - 25 mg Protein. Die sehr inaktiven Mutanten wur-
den in der Regel einer Rechromatofokussierung unterzogen. In Abbildung 3.1 und 3.2 ist

exemplarisch eine Reinigung der Mutante D90G wiedergegeben.

1.0 4

0.8 —

0.6 —

Aktivitat (U/ml)
— o E280

0.4

0.2

0.0 ~

Fraktionen

Abb. 4.1 Elutionsprofil einer Chromatofokussierung der Mutante D90G. Das Diagramm beruht auf einem
Saulenlauf, der durchgefuhrt wurde wie unter 3.2.1.2 beschrieben. Dargestellt sind die Extinktion bei 280nm
(Proteingehalt), die Volumenaktivitdt sowie der pH-Wert jeder zweiten Fraktion.
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66 kDa

45 kDa
36 kDa

29 kDa T e

24 kDa

=

20.1 kDa .
=

Abb. 4.2 Coomasie-Farbung eines SDS-Gels. 1: Marker, 2: Zellextrakt nach Uberexpression; 3: periplas-
matische Proteine nach osmotischem Schock; 4-6: Fraktionen 65, 70 und 75 des Saulenlaufs aus Abb. 4.1; 7:
vereinigte Fraktionen des Saulenlaufs aus Abb. 4.1.

4.1.4 Charakterisierung der Mutanten

4.1.4.1 Kinetische Analyse

Die nachfolgend geschilderte kinetische Analyse der Mutanten erfolgte wie unter 3.2.4 be-
schrieben. Um Verfalschungen der Daten durch eventuell mitexpremiertes und gereinigtes
Wildtyp-Enzym moglichst auszuschlie3en, wurden jeweils mindestens zwei Expressionen mit
anschlieRender Reinigunge durchgefiihrt und die erhaltenen Ergebnisse auf Ubereinstimmung
uberpruft. Die verwendeten Enzyme lagen als Ammoniumsulfatfallung vor (s. 3.2.1); fur
samtliche Messungen wurde frisch dialysiertes Enzym verwendet. Fir die in Losung vor-
liegenden Mutanten trat ein Aktivitatsverlust erst nach 5-6 Tagen auf.

Tabelle 4.1 zeigt die kinetischen Daten der hergestellten Mutanten fur L-Aspdiydtoxa-

mat (AHA) mit dem natirlichen Substrat L-Asparagin bei pH 7.0 und 25°C. Trotz der gering-
eren Empfindlichkeit des bei L-Asparagin angewendeten gekoppelten Tests (s. 3.2.4.2) konn-
ten aufgrund des erhéhtenKVertes der Mutanten und der dadurch einzusetzenden héheren
Substratkonzentrationen zuverlassige Ergebnisse erhalten werden. Die Werteuitd Kk,

wurden durch nichtlineare Regression berechngt.isk die Wechselzahl (turnover number)

des Enzyms, sie gibt die Anzahl der Substratmolekile an, die pro Sekunde von einer Unter-
einheit umgesetzt werden. Ist die Gesamtkonzentration der aktiven Zentijetelannt, so

ergibt sich k= V/[E+]. Fiir die ECA2 gilt: 1U/mg entspricht einem kcat von 0.558 s

49



Ergebnisse

Als weitere GroRe isNAG* angegeben, sie gibt den Verlust an Ubergangszustands-Stabi-

lisierungsenergie an, der durch die Einfuhrung einer Mutation eifd¥G* wird nach der

Formel
MG = . ROT O el Kmane
berechnet. (keaf Kim)ar
AHA L-Asparagin
Mutante Keat Km Keal Km ANG* Keat Km
(shH (mM) (FPmol™s™) | (kJ*mol™) (shH (mM)
WT 54.4,, , 0.075.0 008 725,000 - 12.3 ca. 0.02
DOON 0.043.0.002 3. 7405 11.5 27.4 0.012¢.0002 0.6640.04
D90G 0.38:0.01 79408 48.2 23.8 0.480.02 17.0:35
DooVv <0.001 n. m. n. m. n. m. n. m. n. m.
E283G 8.6495 0.664+0.08 13 9.9 1.07+0.02 0.3940.02
E283V 151404 1.3.021 12 10.2 23401 0.7040.03
D90N/K162Y 1.2.91 6.4, 183 20.5 0.1540.01 1.72:0.42
D90A/K162Y n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.
D90E/K162Y n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.
T89A/K162Y n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.

Tab.4.1 Kinetische Eigenschaften einiger ECA2 - Mutanten bei pH 7.0, 25°C. Die Messungen erfolgten in 50
mM MOPS (AHA) bzw. 100 mM MOPS (L-Asn). n.m.: nicht meRbar.

Die gezeigten Daten bestatigen die schon erwéhnte direktéigdete der Reste Asp-90 und
Glu-283 an der Substratbindung; Mutanten beider Reste zeigen stark erhoMert. Far

die D90-Mutanten ist dieser Effekt starker ausgepragt. Fur das Glu-283 kann zudem eine
katalytisch bedeutsame Rolle ausgeschlossen werden, da beide E283-Mutanten sehr aktiv
sind. Die Aktivitdt betragt je nach Substrat und eingefihrter Aminoséure 8.6 bis 27.8% des
KearWertes fur das Wildtyp-Enzym.

Wesentlich inhomogener erscheinen die Mutanten des Asp-90. Ein Austausch gegen Valin
fuhrte zu einem so starken Aktivitatsverlust, dal3 keine Werte ermittelt werden konnten. Durch
den deutlich erhbhtenKWert der Mutanten miissen so hohe Substratkonzentrationen einge-
setzt werden, dal3 die Nachweisgrenze aufgrund des Leerwertes in etwa bei.givem k
etwa 0.001 § liegt. Das D90V-Enzym hat somit eine Aktivitat unterhalb von 0.002% des
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Wildtyp-Enzyms. Demgegenuber besitzen die D9ON- und D90G-Mutante eipdiiekt, der

in etwa 0.1 bzw. 1% des Wildtyp-Enzyms entspricht. Diese unterschiedlichen Restaktivitaten
bei Substratsattigung legen die Vermutung nahe, daf3 es sich hierbei eventuell um einen indi-
rekten Effekt handeln kdnnte, d.h., daf} die sehr voluminése und hydrophobe Valin-Gruppe
maoglicherweise andere katalytische Reste oder Wassermolekiile verdrangt. Auf die Rolle des
Aspartats wird aber in spateren Kapiteln noch genauer einzugehen sein.

Die grof3te Auffalligkeit stellt sicherlich die Aktivitat der Doppelmutante DOON/K162Y dar,

die etwa 2% des WT-Wertes betragt. Dies ist insofern tberraschend, als der alleinige Aus-
tausch von Lysin-162 gegen Tyrosin zu einem won lediglich 0.004 § (0.007%) fiihrt.

Auch erscheint die Inaktivitat der anderen Asp/Lys-Doppelmutanten im Vergleich dazu
schwer verstandlich. Die Inaktivitdt des T89A/K162Y-Enzyms ist plausibler, da schon jeder

Aminosaureaustausch fur sich zu einem grof3en Aktivitatsverlust fuhrt (vgl. 1.2.2).

4.1.4.2 pH-Abhéangigkeit der kinetischen Parameter

Die Aktivitat von Enzymen zeigt eine deutliche Abhangigkeit vom pH-Wert des umgebenden
Mediums. Ein Uber den gesamten pH-Bereich stabiles Enzym vorausgesetzt, beeinflul3en die
am katalytischen Mechanismus beteiligten ionischemp@en den Verlauf der pH-Abhangig-

keit.

Die Messungen erfolgten in einem pH-Bereich von 5 - 10 wie unter 3.2.4.1 beschrieben. Als
Substrat wurde L-Aspartfd-hydroxamat (AHA) eingesetzt. In den Abbildungen 4.3 bis 4.7
sind die pH-Abhéangigkeiten der kinetischen Parameter fur die Mutanten mit mel3barer Akti-
vitat angegeben. Um zwischen dem Einflu® der Mutation auf die Substratbindung und auf die
Katalyse zu unterscheiden, wurden tber den gesamten pH-Bereich die Wertg woa K,

bestimmt.

51



Ergebnisse

2.0 ~ 100
16 o - 80
S
212 e =
< . . . - N4
0.8 ° 40
° . :
04 bt - 20
[
0.0 ] i ‘ \ -0
500 — 15000
o~ 400 e E— - -~ 12000
E 300 o ' - 9000 EE
¥ [ B ‘ PYSAN >
5 ® /.\ =
200 ““‘f‘\tK\'\\\\g;//‘/ ‘ N - 6000
°
100 o? ) - 3000
0 Lo
300
— - 8e+
"o 250 \ 8e+d
2 20 i o/® 65 =
>CE - ¥
5
3 150 ° - de+5 X
X' 100 ‘
° ° - 2et5
® 50 R =
]
0 I I I I I — 0et0
4 5 6 7 8 9 10
pH

Abb.4.3: pH-Profil der D90G-Mutante mit AHA als Substrat. Die Kurven ergeben sich aus der in
Kapitel 5.2 beschriebenen Auswertung. Zusatzlich ist der Verlauf fir das WT-Enzym gezeigt (Aung,
1997).

In den Abbildungen 4.3-4.7 ist zusatzlich zum pH-Verlauf der D90G-Mutante noch die pH-
Abhangigkeit des WT-Enzyms abgebildet. Fir die WT-Asparaginase ist vor allem der nahezu
pH-unabhangige Wert fur.k tber den gesamten pH-Bereich von 5.0 - 10.0 auffallend. Die
glockenformige Kurve fir /Ky mit einem pH-Optimum bei pH 7.5 wird durch eine gerin-
gere Substrataffinitat im sauren und alkalischen pH-Bereich verursacht. Fur das Substrat
Asparagin ist der Verlauf der Kurven &ahnlich, mit in etwa gleich grof3gWkrten aber

einem verringerten K(nicht gezeigt).
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Im Gegensatz hierzu zeigt die D90G-Mutante einen deutlichen Anstieg.g®¥¢ektes im

alkalischen Bereich ( in etwa eine Vervierfachung des Wertes bei Erhéhung des pH von 7 auf
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Abb. 4.4: pH-Profil der D9ON-Mutante mit AHA als Substrat. Die Kurven ergeben sich aus der in Kapitel
5.2 beschriebenen Auswertung. Zusatzlich ist der Verlauf fir das WT-Enzym gezeigt (Aung, 1997).

9.5). Zudem verbessert sich die Substrataffinitat unterhalb von pH 6.5 und oberhalb von pH
7.5 leicht. Im starker alkalischen Milieu nimmt dex-Wert dann wieder zu. Diese Effekte
verschieben das pH-Optimum dekr/K-Kurve zu einem héheren Wert zwischen pH 8.5 und
9.0.

Fir die D9ON-Mutante ergibt sich eine analoge pH-Abhéngigkeit der Wechzelzahl (Abb. 4.4).

In ihrem Fall ist zudem eine deutliche Abnahme dgesWeértes im sauren Milieu festzu-
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stellen, von pH 7 - 9 bleibt er anndhernd konstant, um dann im alkalischen Bereich abzu-
nehmen. Die k/Kn-Kurve zeigt einen der D90G-Mutante entsprechenden Verlauf. Gleiches
gilt fur die Doppelmutante D9ON/K162Y, deren Profile im wesentlichen denen der D90G-

Mutante &hneln. Dies gilt im besonderen fur den Verlauf deiKitve, die ein
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Abb. 4.5: pH-Profil der DO9ON/K162Y-Mutante mit AHA als Substrat. Die Kurven ergeben sich aus
der in Kapitel 5.2 beschriebenen Auswertung. Zusétzlich ist der Verlauf fir das WT-Enzym gezeigt
(Aung, 1997).

analoges Bild im alkalischen pH-Bereich zeigt. Die konstante Zunahme.gé#ekies ab ca.
pH 7.5 aufwarts fallt noch etwas deutlicher aus. Dieser bei allen diesen drei Mutanten und
auch bei den Lysin-162-Mutanten (Aung, 1997) beobachtete Effekt, wird noch zu diskutieren

sein.
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Der Austausch des Glutamats-283 gegen Glycin und Valin verursacht hingegen gegeniiber dem
WT-Enzym wesentlich geringere Veranderungen (vgl. Abb. 4.6 und 4.7). Auffallend ist
lediglich der Abfall des &-Wertes fur beide Mutanten unterhalb von pH 6.5. Die bei den
D90-Mutanten festgestelite Erh6hung des Umsatzes im alkalischen Milieu ist nicht feststell-

bar, lediglich im Falle der Glycin-Mutante ist eine schwache Zunahme geé&/éktes zu

beobachten.
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Abb. 4.6: pH-Profil der E283V-Mutante mit AHA als Substrat. Die Kurven ergeben sich aus der in
Kapitel 5.2 beschriebenen Auswertung. Zusétzlich ist der Verlauf fur das WT-Enzym gezeigt
(Aung, 1997).

Der Interpretation der Werte liegt das in Abbildung 5.2 gezeigte Modell zugrunde (Segel,
1975). Die mittels dieses Modells an die Mel3werte angepaldten Kurven sind in dégejewe

Abbildungen mit angegeben.
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Abb. 4.7. pH-Profil der E283G-Mutante mit AHA als Substrat. Die Kurven ergeben sich aus der in
Kapitel 5.2 beschriebenen Auswertung. Zusétzlich ist der Verlauf fur das WT-Enzym gezeigt (Aung,

1997).

4.1.4.3 Stabilitatsuntersuchungen

Die Stabilitatsuntersuchungen wurden durchgefiihrt wie unter 3.2.5 beschrieben. Bei der
chemischen Denaturierung wurde Guani@l als Denaturant verwendet und man verfolgte
die Konformationsanderung des Proteins uber die Anderung der Fluoreszensintensitat des

einzigen in der ECA2 enthaltenen Tryptophans (Trp-66). Die Durchfuihrung orientierte sich an

einer friher publizierten Methode (Dewst al, 1994) und die Auswertungen wurden wie in

Kapitel 3.2.5 angegeben durchgefihrt. Alle Messungen erfolgten bei pH 8.0 und 25°C.

Abbildung 4.8 zeigt den Verlauf der chemischen Denaturierung der Mutanten. Aufgetragen ist

dabei der Anteil an denaturiertem Enzyg) ¢egen die Denaturantenkonzentration:
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Abb. 4.8: GuanidiriHCI - Denaturierungskurven der Mutanten. Messungen in 50mM Tris, pH 8.0, 25 °C.

Die abgebildeten Kurvenverlaufe entsprechen den Werten, die aus der Anpassung der MeRR3punkte an die,
dem Zwei-Phasen-Modell zugrundeliegenden, Gleichungen erhalten wurden (s. 3.5.2). WT: Werte aus
Derst, 1995.

Thermische Denaturierungsuntersuchungen wurden nur mit den Mutanten E283G, D9ON und
der Doppelmutante D9ON/K162Y bei den pH-Werten 5.0, 7.0 und 9.0 unternommen. Als
Substrat diente dabei L-Asparfathydroxamat. Die eingesetzte Enzymkonzentration richtete
sich nach der Aktivitdt der Mutante, betrug jedoch in keinem Fall mehr als 0.3 mg/ml. In Abb.
4.9 sind exemplarisch die Denaturierungskurven der Doppelmutante D9ON/K162Y abge-
bildet:
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Abb. 4.9: Thermische Stabilitat der Mutante D9ON/K162Y bei verschiedenen pH-Werten.

In der folgenden Tabelle 4.2 sind alle Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchungen zusammen-
gefal3t. Angegeben sind die Stabilitaten extrapoliert auf denaturantenfreie L@SBng),

die Abhéngigkeit der Stabilitat von der Denaturantenkonzentration (m) sowie die Denaturie-
rungstemperatur ) bei den verschiedenen pH-Werten.

Die augenscheinlichsten Abweichungen von den Wildtyp-Werten ergaben sich bei den Dop-
pelmutanten, die sé&mtlich in den Guan#@l-Untersuchungen eine extrem verringerte
Stabilitat aufweisen. Das D90AlK2Y-Enzym erfuhr schon in denaturantenfreier Losung
eine Konformationsanderung und ist somit vollstdndig instabil. Die thermischen Stabili-
tatsuntersuchungen konnten nur mit der DO9ON/K162Y-Mutante durchgefiihrt werden, da die
anderen Doppelmutanten keine mef3baren Aktivitdten besitzen. Fur dieses Enzym zeigen sich
deutliche Verringerungen der Denaturierungstemperaturen, die bei pH 9.0 und vor allem 5.0
starker ausfallen als bei pH 7.0. Eine Zerstorung der Thr89-K162Y-D90-Triade fuhrt somit zu
einer sehr deutlichen Instabilitat des Enzyms. Ob die fehlende Aktivitat aller vier anderen
Doppelmutanten auf eine wirkliche Storung des katalytischen Mechanismus und / oder diese
Instabilitat zurtckzufihren ist, ist schwer zu entscheiden. Auf diese Fragen wird in der

Diskussion noch naher einzugehen sein.
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Wie bei den Aktivitatsmessungen so zeigen die D90-Mutanten auch bei den Stabilitatsunter-
suchungen ein inhomogenes Bild. Die D90G-Mutante weist kaum Unterschiede zum WT auf,
wahrend die D9ON-Mutante ein deutlich verringeti€,0) besitzt. Interessanterweise ist T

bei pH 5.0 niedriger als fuir WT, bei den beiden héheren pH-Werten jedoch nahezu gleich
oder leicht erhoht. Die Einfuhrung einer Valin-Gruppe fuhrt sogar wie bei der D90A/K162Y -
Mutante zu einem vdlligen Stabilitatsverlust. Hier ist, wie schon bei den Aktivitatsmessungen,
auf den groRen Raumbedarf des Valins hinzuweisen, der zu einer ahnlichen funktionellen

Storung der Triaden-Struktur fuhren konnte wie die Einfihrung der Doppelmutationen.

AG(H20) % von m Tm
Mutante [kJ/mol] WT [kd/mol/M]]] | pH 5.0 pH 7.0 pH 9.0
WT* 53.313 100 51.6.14 58.4 63.0 66.3
D90G 51.1L18 96 53.219 - - -
D90ON 46.730 88 59.935 52.303 62.803 67.50.01
Daoov 0 0 0 n.m. n.m. n.m.
E283G 55.4, 7 104 52.716 56.%07 63.7%0.2 68.90.1
E283V 52.7.27 99 56.32.9 - - -
DI90ON/K162Y| 6.3.07 12 14.8,3 42,513 56.6.01 54.201
D90A/K162Y 0 0 0 n.m. n.m. n.m.
D90E/K162Y| 7.5~ 14 15.5:, n.m. n.m. n.m.
T89A/K162Y | 7.4 14 15.4.,, n.m. n.m. n..m.

Tab. 4.2: Chemische und thermische Stabilitdét der Mutanten. Die Werte wurden gemaf der in 3.5.2 angege-
benen Auswertung ermittelt. Naheres siehe Text. n.m. = nicht mel3bar; * = Werte aus Derst, 1995.

Der Austausch des Glutamats-283 gegen Valin und Glycin veréndert hingegen iitétStab

werte nicht in signifikanter Weise.
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4.2  Proton inventories und Untersuchungen zum geschwindigkeitsbestimmenden

Schritt der Mutanten

Wie schon in der Einleitung erwahnt, kann die Reaktion der ECA2 in zwei Reaktionsschritte
unteteilt werden. Zunachst erfolgt der Angriff des Enzym-Nukleophils unter Bildung des
Acyl-Enzym-Komplexes, gefolgt vom Angriff des als zweites Nukleophil fungierenden
Wassermolekuls unter Entstehung des Produkts Aspartat. Von besonderem Interesse ware
dabei zum einen die Unterteilung der Mutanten in solche, bei denen die Acylierung geschwin-
digkeitsbestimmend ist, und in eine anderaigpe, welche die deacylierungsgehemmten En-
zyme enthalt. Zum anderen ware zusétzlich von Bedeutung, wieviele Protonen dabei vollstan-
dig oder partiell verschoben werden. Eine Kombination dieser beiden Untersuchungen kann
zur ldentfifizierung der fur den jeweiligen Reaktionsschritt notwendigen funktionellen Grup-
pen und der hieran beteiligten Protonen fiihren. Um die Anzahl der bei der Reaktion beteilig-
ten Protonen zu ermitteln, wurde die sogenannte ,Proton-inventory“-Technik angewendet.

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden auf weitere, schon vorhandene Mutanten des
katalytischen Zentrums erweitert. Die entsprechenden Enzyme wurden exprimiert und gerei-

nigt wie in 3.2.1 geschildert.

4.2.1 Proton inventories

Proton inventory-Messungen beruhen auf der unterschiedlichen Geschwindigkeit von Reaktionen
unter Protonen-Beteiligung in den LosungsmittelpOHund DO sowie in unterschiedlichen
Mischungsverhdltnissen dieser beiden. Das Einbringen des Enzyms und des Substrats in ein
deuteriumhaltiges Medium verursacht an vielen Positionen der Substanzen einen H-/D-Austausch
und fuhrt zu einem kinetischen Isotopeneffekt, der auf den unterschiedlichen Aktivierungsener-
gien beim Isotopeniibergang wéhrend der Reaktion basiert.

Wie unter 3.2.4.3 beschrieben, wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten in unterschiedlichen
H,0/D,0-Mischungsverhdltnissen mit Hilfe des gekoppelten Tests und des natirlichen Substrats
Asparagin bestimmt. Im Bereiaton 0 bis ca99% D,O wurden je 10 - 12 Zwel- bis Vierfachbe-
stimmungen vorgenommen. Die Messungen wurden in Mikrotiterplatten durchgeftihrt, die eine
gleichzeitige Vermessung von bis zu 48 Reaktionslosungen ermdglichten. Durch den Abschluf3
gegen die Umgebungsluft mittels UV-durchlassiger Klebefadiente auch fir Messungen uber

einen langeren Zeitraum (bei inaktiveren Mutanten) ein konstantg3/HED-Verhdltnis
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aufrechterhalten werden. Die Enzymldsungen wurden wie unter 3.2.4.3 beschrieben prapariert.
Alle Reaktionen wurden fast gleichzeitig gestartet. Die Sukstraéntrationen beigen 2.5-5

mM und lagen somit bei den Messungen mit WT-Enzym und den Mutanten mit vergleichbarem
Km-Wert im Bereich vore 50K, Dies entspricht einer mindestens 98%-igen Substratsattigung
der Enzyme.

Tragt man die Reaktionsgeschwindigkeiten gegen den Deuteriumanteil auf, so lal3t sich aus
dem Verlauf der so gewonnenen Kurven die Anzahl der am geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt beteiligten Protonen erhalten (vgl. 3.2.4.3; Quinn & Suit®9}):

V(n) = Vo (1-n + i®"); V(n) linear; Ein-Protonen-Katalyse
V(n) = Vo (1-n + 1i®,") (1-n + rid,"; V(n) = quadratisch; Zwei-Protonen-Kat.
V(n) = Vo exp[qmcb# - 1)nj; V(n) exponentiell, ,Medium-Effekte”

n = Anteil an Deuterium in der Reaktionsldsung
V(n) = Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von n
gr = Anzahl der beteiligten Protonen im Ubergangszustand

@ = Fraktionierungsfaktor fir D im Ubergangszustand

Die letzte der drei Gleichungen bertcksichtigt mehrere an der Katalyskgieeterotonen der
Ldsungsmittelmolekiile oder des Proteins. Dabei kann es sich sowohl um eine gréf3ere Anzahl an
Protonen handeln, der&pi-Werte nur gering von 1 abweichen, als auch um wenige Protonen mit
einem jeweils starkeren Isotopeneffekt. Theoretisch ware die zweite Gleichung auch auf drei oder
mehr beteiligte Protonen erweiterbar, die erhaltenen Kurven zeigen aber so geringe Unterschiede,
dali3 eine experimentelle Unterscheidung nicht moglich ist.

In den folgenden Abbildungen ist auf der y-Achse miftWj,o das Verhaltnis der Reaktionsge-
schwindigkeiten in den bindren H-/D-Mischungen zu der Reaktionsgeschwindigkeit bei einem
Deuteriumanteil nahe 1 aufgetragen. Abbildung 4.10 zeigt die Messungen fur das WT-Enzym bei
pH 5.0 und 7.0.

61



Ergebnisse

3.4 2.8
H a
3.0 pH 5.0 2.6 : pH7.0
\{ —— linear 24 N ] l(;TJZil:atisch
26 1 & quadratisch RS S )
\\ —— exponentiell 2.2 —— exponentiell
Q ‘ 2.0 A\
2.2 N A
> NN N
= N 18 - S
2 \\ 1.6 \
o R
1.4 - O 1.4 - .
\.\\ 1.2 \'\\!
1.0 - L ~y
S 1.0 X8
T T T T ‘ T T T I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
n n

Abb. 4.10: Proton inventories des WT-Enzyms bei pH 5.0 und 7.0. Die Kurven entsprechen Anpassungen der Funktionen
V(n) = Vo (1-n + n®®), V(n) = Vo (1-n + ") (1-n + id,") und V(n) = Vo exp[g(®” - 1)A] an die MeRpunkte. pH 5.0:

[E] = 3ug/ml, Vo = 5.4 U/mg, [S] = 5 mM (> 58,,)); pH 7.0: [E] = 0.8g/ml, V20 = 46.6 U/mg, [S] = 2.5 mM

(> 50K).

Beim Vergleich der Gesamteffekte {d&Vp20) muld berlcksichtigt werden, dafld der hdchste
Deuteriumanteil von Experiment zu Experimehirch die eingebrachten Enzymlésungen leicht
variiert, und dal3 eine Verfalschung durch Melf3fehler bei der Bestimmung der Reaktionsge-
schwindigkeiten in KO und ,reinem“ DO auftreten kann. In Tabelle 4.3 sind daher zusétzlich
die Gber den besten Fit erhaltenen Gesamt-Isotopeneffekte aufgeftihrt.
Wie die Abbildungen zeigen, ergibt sich bei beiden pH-Werten die beste Ubereinstimmung mit
den experimentellen Werten bei Anwendung der exponentiellen Gleichung. Der Gesamteffekt
(Vu/Vp) ist bei pH 5.0 deutlich hoher als bei pH 7.0. Da die Starke der Kurvenkrimmung die
mechanistischerinformationen liefert, und diese Krimmung in der Nam n = 0.5 am
ausgepragtesten ist, konzentriert sich die von Allj#8y’5) aufgestellte quantitative Betrachtung
auf das Verhaltnis von Y/ p bei einem Deuteriumanteil v&@0%:
Vi/Vo = (1 - 1) Vo/Vp + 'y
VilVo = [(1 - ) (VolVp)' + )
Vm/Vp = [Vo/Vp](1-Nm)
mit V/Vp = V/Vp bein,=n= 0.5

Ein-Protonen-Katalyse

Zwei-Protonen-Katalyse

.Medium-Effekte"

In Tabelle 4.3 sind die ermittelten Werte des Wildtyps und der Mutanten zusammengefal3t.
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Wie schon in der Einleitung kurz erwahnt, sind die Serin-Mutanten der Reste THr2ama

-89 je nach eingesetztem Substrat um ca. das 2.5- bis 10-fache inaktiver als das WT-Enzym.

Abbildung 4.11 zeigt die Proton inventory - Messungen dieser beiden Mutanten bei pH 7.0:
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Abb. 4.11: Proton inventory-Messungen der Mutanten T89S und T12S bei pH 7.0. T89S: [Htd5[S] = 2.5 mM
(> 50Ky), Vo = 16.9 U/mg; T12S: [E] = dg/ml, [S] = 2.5 mM (> 5), Vo = 15.4 U/mg. Zu den Kurven siehe Text
bzw. Abb. 4.10.

Wie ersichtlich, verursacht der Austausch der Threonin-Reste gegen Serin trotz des Aktivitats-

verlustes von ca. 70% keine signifikanten Unterschiede gegentber den WT-Messungen. Von

besonderem Interesse ist die Erweiterung der Messungen auf Mutanten mit stark verringerter

Aktivitat, da bei ihnen mit einem verdnderten Reaktionsmechanismus und/oder einem Wechsel

des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes gerechnet werden muf3. Die Abbildungen 4.12

und 4.13 zeigen Proton inventories von Mutanten der Reste Threonin-12, Threonin-89 und

Lysin-162, deren Aktivitat nur 0.04% oder weniger des WT-Enzyms erreicht.
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Abb. 4.12: Proton invenory-Messungen der Mutanten T12V bei pH 5.0 und T89V bei pH 7.0. T89V: [E] = 1.3 mg/ml,
[S] =5 mM, (>5@K,), Vo = 1.7 mU/mg; T12V: [E] = 0.29 mg/ml, [S] = 5 mM (>B®), Vo = 10.4 mU/mg. Zu den
Kurven siehe Text.

Alle vier Melreihen zeigen deutliche Unterschiede zu der WT-Messung. Bei den T89V-,
K162H- und K162Y-Mutanten liegt eine eindeutig lineare Abhangigkeit vom Deuteriumanteil
vor, die einer Ein-Protonen-Katalyse entsprache. Die korrespondierenden Messungen der
beiden Lysin-Mutanten stehen dabei, trotz der sehr unterschiedlichen eingefiihrten Reste, in
Einklang mit den beobachteten Ubereinstimmungen der kinetischen Parameter und der pH-
Abhangigkeiten (Aung, 1997). Das Ergebnis fur das T12V-Enzym ist hingegen nicht ein-
deutig. Die MeRRpunkte kdnnen sowohl gemald einer Ein-, als auch einer Zwei-Protonen-
Katalyse interpretiert werden. Der nach der Albery-Methode ermitteli®p¥Wert liegt
ebenfalls zwischen den fur diese beiden Falle vorhergesagten Werten (vgl. Tab. 4.3). Auf-

fallend ist der bei dieser Mutante geringere Gesamteffekt.
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Abb. 4.13: Proton inventories der Mutanten K162H und K162Y bei pH 5.0. K162H: [E] = 0.17 mg/ml, [S] = 5 mM
(>50K,,), Vo = 13.9 mU/mg; K162Y: [E] = 0.35 mg/ml, [S] = 5 mM (3B@Q), Vo = 16.5 mU/mg. Zu den Kurven
siehe Text.

15 1.9

Y25A 18 -} Y25W/W66Y

Abb. 4.14: Proton inventories der Mutanten Y25A und Y25W/W66Y. Y25A: [E] = 0.19 mg/ml, [S] = 2.5 mM
(>50Km), Vo = 45.7 mU/mg. Y25W/W66Y: [E] = 0.1 mg/ml, [S] = 2.5 mM (3&R), Vo = 0.16 U/mg.
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Eine noch drastischere Verédnderung ergibt sich beim Austausch des Tyrosin-25 gegen Alanin
und bei der Doppelmutante Y25W/W66Y (Abb. 4.14). Die entsprechenden Proton inventory-
Messungen ergeben eine lineare Abhangigkeit vom Deuteriumanteil bei einem extrem geringen
Gesamteffekt von ca. 1.4 bzw 1.8. Die Aktivitat dieser Enzyme liegt dabei mit ca. 45 mU/mg
und 160 mU/mg hoher als bei den obigen Mutanten. Dieses Ergebnis ist besonders interessant,
da - wie schon in der Einleitung erwahnt - Hinweise dafur vorliegen, dal3 im Falle der
Doppelmutante die Loop-Bewegung am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt beteiligt ist.

Der Austausch des Aspartats-90 und des Glutamats-283 hatte, wie schon erwahnt, unter

anderem zum Ziel, zu Uberpriifen ob diese beiden Reste an der Abstraktion eines
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Abb. 4.15: Kinetik in H,O und BO (n = 0.93) sowie Proton inventory-Messung der E283V-Mutante bei pH 7.0.
Kinetik ausgewertet gemafl Michaelis-MentepgOHV = 3.6+ 0.1 U/mg, K, = 0.71+ 0.03 mM; BO: V = 3.6+ 0.2
U/mg; K, = 0.70+ 0.09 mM._Proton inventory: [E] =3g/ml, [S] = 5 mM (88%ige Sattigung des Enzyms).

Protons vom Nukleophil, sowohl bei der Acylierung als auch bei der Deacylierunijgisied.

Trafe dies zu, so miuf3te sich, wenn es sich bei der Abstraktion um einen Teil des geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt handelte, eine Verdnderung in den Deuterium-Messungen zeigen.
Gegen diese Mdglichkeit spricht allerdings die hohe Aiivilieser Mutanten und die aus den
pH-Profilen gewonnene Erkenntnis, daf ein protoniertes feg20 nicht zu einer signifikanten
Verringerung der Enzymaktivitat fuhrt (vgl. 4.1.4.2). Mutationen an diesen Resten bewirken eine

extreme Erhohung desWertes (vgl. 4.1.4.1). Wie bBon beim WT-Enzym konnte aber bei
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keinem der nachfolgend untersuchten Enzyme eine Anderung deraBaffisitét in deuterium-
haltigem Medium festgestellt werden (vgl. Tabelle 4.4). Die Abbildung 4.15 zeigt beispielhaft
eine Kinetik in HO und DO sowie die Proton inventory-Messung der Mutante E283V bei pH
7.0. Der Darstellung ist zu entnehmen, dafl kein Einflul3 eines Deuterium-Einbaus auf die kine-
tischen Parameter festzustellen ist. Gleiches gilt fur die D90G-, D90OE- und E283G-Enzyme,
deren Ergebnisse hier nicht im einzelnen abgebildet sind. Alle diese Mutanten weisen somit bei
pH 7.0 keinen Isotopeneffekt auf, d.h., an dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der von
ihnen katalysierten Reaktionen simaffenbar keine Protoneniibergangetdiligt. Ein anderer
Verlauf ergibt sich bei den Messungen bei pH 5.0. Wie in Abbildung 4.16 wiederum am Beispiel
der Mutante E283V gezeigt, ergibt sich ein der WT-Messung &hnliches Bild. Aus Tabelle 4.3 ist
zu entnehmen, dal? dies auch fur die Mutanten D9OE, D90G und E283G gilt.
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Abb.4.16: Proton inventory der Mutante E283V bei pH 5.0. [E] = 0.040 mg/ml, [S] = 2.5 mM (ca. 60% Satti-
gung), Vo = 0.270 U/mg.

Bei diesem pH-Wert scheint ein dem Wildtyp analoger Reaktionsmechanismus vorzuliegen.
Dies ware ein weiterer Hinweis darauf, dal3 Aspartat-90 und Glutamat-283 nicht an einer
Protonenverschiebung beteiligt sind. Die tUberraschenden Ergebnisse bei pH 7.0 weisen auf
einen anderen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt hin.

In der Tabelle 4.3 sind alle Ergebnisse als Ubersicht dargestellt. Die angegebene Anzahl der be-
teiligten Protonen ist eine Schlul3folgerung aus den Anpassungen der Kurven ar3gienkfie

und den nach Albery ermittelten ¥ p-Werten. Letztere hangen naturgemal’ sehr stamkder

Gute der hierfir verwendeten einzelnen Mel3punkte ab. Insgesamt stimmt die, aus den Abwei-
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chungen der gemessenen von den vorhergesagigf-¥Betragen erhaltene Protonenanzahl, gut

mit der aus den Kurvenverldufen erhaltenen Uberein. Eine Ausnahme bildet die K162Y-Messung,
bei der die Albery-Schlu3folgerung fiir eine Zwei-Protonen-Katalyse spricht. Dies ist aber, wie
aus Abbildung 4.13 ersichtlich, auf die Abweichung der bei n=0.5 ermittelten Mel3punkte zurtick-
zufuhren.

Beim Vergleich der Gesamteffekte (W p) ist, wie schon erwéhnt, zu bertcksichtigen, dal3 auch
hier Abweichungen der bei n=0 und in ,reinem;M ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten zu
einer Verfalschung fihren. Aus diesem Grund ist der aus dem besten Fit erhaltene Wert zuséatzlich

angegeben und stellt ein besseres Vergleichsmal? dar.
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gemessen vorhergesagV//Vp KmD:0
Enzym | pH | Vi/Vogem(ny) | VVe | (Abweichung von gemesseniWp) | K&t~ | K 1o
VulVp fit (") | EP-Kat. | ZP-Kat. | MP-Kat.| lyse* [mM]
3.170.02 0,025 1.53 2.08 1.93 1.78 0.13+0.02
LA 50 3.93:0.1 +0.50) | (+0.55) | (+0.40) | 0.25) | MP | 01240012
2.52+0.03 0026, 1.46 1.760 1.67 1.59
wr | 7.0 2.76+0.03 (0.50) (+0.30) | (+0.21) | (+0.12) MP -
2.40+0.04 o 955) 1.44 1.70 1.62 1.55
TL2S 17001, 674006 ©50) | 0.26) | (01g) | oany | MP -
2.7120.05 g 9s9) 1.57 1.86 1.75 1.65
2SS | e 2.90+0.03 (0.50) (+0.28) (0.18) | (+0.07) MP -
2.21+0.10.g25 1.57 1.60 1.54 1.49 EP o.
o ©-0 2.37+0.05 (0.50) (+0.03) (-0.02) | (0.08) | zP -
2.84:+0.01 0.060) 1.92 1.92 1.80 1.68
T8OV | 7.0 2.90+0.02 (0.50) | (+0.001) | (-0.12) | (-0.23) EP B
2.9540.150055 | 1.80(0.50 1.97 1.85 1.72
KIG2YT 501 gemo00a +0170) | (+0.04) | (0.09) | ¥ }
2.99:+0.11 0,030 1.99 1.99 1.86 1.73
ez 50 3.34+0.04 050 | 0005 | (013 | o026 | E° ”
Y25W/ | 7.0 1.90+0.02 1.46 1.45 1.41 1.38
Y 190:002 | (052 | @oon | oos | ooy | T T
Y25A | 7.0 | 1.38%0.02(060) 1.19 1.19 1.18 1.17
1.34+0.01 ©051) | 0002 | (0005 | oony | EP ”
E283G| 5.0 | 3.61+0.054(0s 1.73 2.31 2.10 1.90
3.96+0.13° (0.50) (+0.57) | (+0.37) | (+0.17) MP -
. 0.48+0.10
E283G]| 7.0 1 1 - - - oP
0.45+0.03
E283V | 5.0 4.00+0.003ss 2.10 2.50 2.25 2.00 -
3.81+0.06 ©050) | +0.40) | +0.14) | ¢010) | MP
E283V | 7.0 1 1 - - - op | 0-70+0.09
0.71+ 0.03
4.35+0.12 0,960, 2.05 2.67 2.38 2.09
P0G |50 45240125 050 | 062 | (+0.33) | 003 | MP -
D90G | 7.0 1° 1 - - - oP -
4.1620.11 0,620, 2.10 2.58 2.31 2.04 22.9+9.8
Dl | IR 4.48+0.11° (0.50) (+0.48) (+0.21) | (-0.06) MP 25.1+4.6°
D90OE | 7.0 18 1 - - - oP -

Tab. 4.3: Ergebnisse der Proton inventory-Messungen des WT und der Muthritée.Abkiirzungen bedeuten: EP =
Ein-Protonen-Katalyse, ZP = Zwei-Protonen-Katalyse, MP = Medium-Effekte/Multi-Protonen-Katalyse, OP = Keine
Protonentransfers am UZ beteiligt. Auf die Anzahl der beteiligten Protonen wurde aus dem Verlauf der Kurven und dem
V./Vp-Wert geschlossen; naheres siehe Text,-Wert bestimmt mit AHA als Substrat. Messung bei’c&K.,

10K, *: 0. 7K, % 0.7Km, 02Ky, % 0.15K,,.
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4.2.2 ,Burst“-Messungen

Von besonderem Interesse fiir die Aufklarung des Reaktionsmechanismus der EcCA2 waren Muta-
tionen der beiden potentiellen Nukleophile Thr-89 und Thr-12. Dieiligedersetzung der Thre-

onine gegen Valin fuhrte, wie schon mehrmals angesprochen, zu extrem niedrigaatAltavi
0.002% der WT-AKktivitat). In der Gruppe um Alexander Wlodawer gelang die Ksisten der
T89V-Mutante (Palmet al, 1996). Die Lésung der Kristallstruktur ergab, daf3 sich im aktiven
Zentrum dieses Enzyms ein Acyl-Rest befindet, der kovalent an das Sauerstoffatom von Threo-
nin-12 gebunden ist (Abb. 4.17).

Die Reaktion bleibt gewissermalRen nach der Acylierung fir einige Zeit ,stecken®; bei dieser
Mutante wére damit die Deacylierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Dies miif3te sich
kinetisch durch einen sogenannten Burst-Effekt untermauern lassen. Im vorliegenden Fall eines
Ping-Pong-Mechanismus mit zwei Substraten (AHA un@®)Hund Produkten, sollte kurz nach

dem Mischen der Reaktanden eine hohe Konzentration an Hydroxylamin festzustellen sein, dem
bei der Acylierung freiwerdenden Produkt. Sie sollte in etwa der eingesetzten Konzentration an

aktiven Zentren entsprechen. Das bei der Deacylierung

Agn 248°

Thr12 Thr 12
Glu 283 1.r.3,|2'{ Gly 283" :ll:,.;l a (‘;l \

Abb. 4.17 Uberlagerung der aktiven Zentren der T89V-Mutante (volle Linien) und des Wildtyp-
Enzyms(unterbrochene Linien) nach Patal, 1996. Die Kreuze repréasentieren Wassermolekiile.
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[P (mM)

Minuten Minuten

Abb. 4.18: Burst-Messungen der Mutanten T89V und T12V. Substrat: je 20 mM AHA. T89V: [E] = 0.087 und 0.28
mM (12 und 30 mg/ml);  un@® = Aspartate und ® = Hydroxylamin._T12V: [E] = 0.18 mM (24.5 mg/miyy =
Aspartat,® = Hydroxylamin.

entstehende Aspartat wird dann hingegen langsamer freigesetzt. Abbildung 4.18 zeigt eine ent-
sprechende Messung fur die Valin-Mutanten der beiden relevanten Threonine. Als Substrat wurde
bei diesen Messungen AHA eingesetzt; der Nachweis des entstehenden Hydroxylamins und des
Aspartats erfolgte nach 3.2.4.1 bzw. 3.2.4.4. Um aussagekréftige Werte zu erhalten, mul3ten ex-
trem hohe Enzymkonzentrationen eingesetzt werden (T89V: 12 bzw. 30 mg/ml, Z4%5/:
mg/ml). Die Abbildung zur T89V-Mutante zeigt das erwartete Bild: eine verzdgerte Freisetzung
des Aspartats; hingegen im Vergleich dazu eine zunachst schnellere Entstehung des Hydroxyl-
amins. Etwa 10 Minuten nach dem Start der Reaktion gleichen sich die Umséatze einander an.
Dies gilt fur beide Enzymkonzentrationen. Auffallig ist die hohe Anfangskonzentration an
Aspartat, die der eingesetzten Konzentration an aktiven Zentren entspricht (0.35 und 1.1 mM).
Dies spricht dafur, da? detovalent an das Enzym gebundene Acyl-Rest aus der Enzym-
praparation stammt (Palet al, 1996). Erst eindhohe Konzentration an Substrat fihrt zu einer
Verdrangung dieses Restes. Der Verlauf der Kinetik a3t sich mit dem Programm KINSIM
(Barshopet al, 1983) simulieren. Man erhalt unter den angewendeten Reaktionsbedingungen fir
die Geschwindigkeitskonstanten folgende Wertgj ke 3.5110° und keacy, = 1.7 1.0°.

Die T12V-Mutante zeigte hingegen keinen Burst-Effekt. Dieser hétte bei der eingesetzten

Enzymkonzentration theoretisch bei ca. 0.70 mM liegen mussen.
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4.2.3 Messungen in bindren kD / Methanol Gemischen

Die folgenden kinetischen Messungemathanolhaltige.dsungen beruhen auf der Annahme,
dafld Methanol in Konkurrenz zu dem im zweiten Teil der Reaktion angreifenden Wasser treten
kann:
E+HP
ks H,O
ke ko
E+S¢—>» ES——» E

ki
\Me‘OH
E + MeP

Aufgrund der in der Regel hoheren Nukleiiphdes Methanols in waldriger Losung mufite bei
Enzymen, bei denen die Deacylierung geschwindigkeitsbestimmend; ist ik, eine Zunahme

von k. festzustellen sein.

Nicht vernachlassigt werden darf bei solchen Messungen eine mdgliche Veranderung der Enzym-
konformation durch das Methanol, die zu einer Verfadlschung der erhaltenen Daten flihren kann.

Um dies auszuschlieBen wurde zunachst eine, denlitStaibntersuchungen iKap. 4.1.4.3

110
:).} ) e D90G
AT m aah e = E283G
5 100 420 ETT N, fowT
Iz L
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Abb. 4.19 Messung der Fluoreszensintensitat in Abh&ngigkeit vom Methanolanteil fir das WT-Enzym
und die Mutanten D90G und E283G. 50 mM Tris-Puffer, pH 8.0, 25°C. Halbdenaturierungspunkte:
WT = 49.9%, D90G = 55.6%, E283G = 53.3%.
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analoge, fluoreszensspektroskopische Untersuchung der Enzymkamdor bei steigendem
Methanolanteil vorgenommen (Abb. 4.19). Die Untersuchungen zeigen, dal3 bei allen drei
eingesetzten Enzymen erst oberhalb ¥@36 (v/v) Methanol (9.2 mol/L) eine dfformations-
anderung eintritt, die dann schnell und einphasig verlauft. Die nachfolgenden Messuimden, w
dieses Ergebnis berlcksichtigend, bis zu einem maximalen Methanolanted0%on(4.6 M)
durchgefiihrt. Fir das WT-Enzym sollte, da hier die Acylierung als geschwindigkeitsbestimmend

postuliert wird, keine Zunahme der

60 - 60 0.024 18
55 — WT D90ON 0,020 - 1.6
50 ~ 0. |
50 | 1.4
s a5l h N - 0016~ 12g
£ 40 4 G ¢ + 0.012 i
X = % . - 0.8
35439070 e F T A * ‘
‘ * ¢ 1 - 0.008 |- 0.6
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B - 04
20 - 0.004
25 - 0.2
20 - 10 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0.000 00
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% (v/v) MeOH % (v/v) MeOH

Abb. 4.20: K, und kg in Abh&angigkeit vom Methanolanteil beim WT-Enzym (Substrat: AHA) und der D9ON-
Mutante (Substrat: Asparagin).

Reaktionsgeschwindigkeit infolge Methanolyse festgestellt werden. Wie der AbbitAAgzu
entnehmen ist, findet diese Annahme eine experimentelle Bestatigung. Sowoky, al lkauch

auf K, hat das zugesetzte Methanol keinen Einflul3. Gleiches gilt fiir das D9ON-Enzym. Analoge,
hier nicht im einzelnen gezeigte Ergebnisse erhielt man mit den Mutanten T12V, T89V, K162Y
und K162H. Ein anderes Bild ergab sich jedoch bei den entsprechenden Untersuchungen der
D90G-, E283G- und E283V-Enzyme. Bei ihnen zeigt sich eine leichte, lineare Abrmahrkg;,

eine starkere Verringerung von,Kind entsprechend in etwa eine Verdopplung varKk, (Abb.

4.21) mit steigendem Methanolanteil. Gemal3 3.2.4.5 wurde zudem eine Detektion des bei der
Methanolyse entstehenden Aspafiatethylesters mittels HPLC versucht. Weder mit dem WT-,
noch mit dem D90G-Enzym konnte der Ester nachgewiesen werden. Fir keine der untersuchten
Mutanten lieR sich somit auf diesem Wege eine Anderung des geschwindigkeitsbestimmenden

Schrittes hin zur Deacylierung feststellen.
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Abb. 4.21: Abhangigkeit der kinetischen Parameter der Mutanten E283V und D90G vom Methanolanteil. Als Substrat
wurde Asparagin eingesetzt. Werte bei 0% MeQOH: E283) .99+ 0.04 §, K, = 0.70% 0.03 mM;_D90G ke = 0.49
+0.06 §, Ky, = 16.99+ 3.46 mM.

4.2.4 Messungen mit L-AspartatB-methylamid

Kinetische Messungen mit dem L-Asparfatnethylamid und anderen Substratanalogen wurden
schon friher vorgemomen, und aus den Ergebnissen schlo3 man auf die Acylierung als den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, da nur bei ihr eine Ersetzurfy@lermppe durch andere

Reste zu einer Veranderung der Reaktionsgeschwindigkeit fihren kann (R6hm & Schneider,
1971). Entsprechend mif3ten Mutanten, bei denen die Deacylierung geschwindigkeitsbestimmend
ist, keinen k,rEffekt zeigen, da bei ihnen die Abspaltung @eSubstituenten schneller als die
Hydrolyse des Acylenzyms erfolgt. Das L-Aspaflatrethylamid stellt in diesem Zusammen-

hang ein besonders geeignetes Substrat dar, da die Umsatzgeschwindigkeit mit ca. 1% des
Asparagin-Umsatzes deutlich verringert, die Substratbindung aber kaum verandegt #st3(K

MM). Das Methylamid wurde zunachst synthetisiert, gereinigt und die Glte der Préparation mittel
'"H-NMR Uberpriift. GemaR der unter 3.2.4.5 beschriebenen Vorgehensweise wurde das bei der

Reaktion entstehende L-Aspartat mittels HPLC bestimmt. Analog wurde mit dem naturlichen
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Substrat Asparagin verfahren. Die Reaktionen wurden unter Substratsattigung durchgefihrt. In

Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse zusammengefal3t.

Mutante pH Vel (in % des Wertes f. L-Asn)
WT 5.0 1.0402
WT 7.0 1.0401
T12V 5.0 <5.0
D90E 5.0 0.2+0002
D9ON 5.0 1103
T89V 5.0 <5.0
T89V 7.0 <5.0
K162H 5.0 3.0+05
K162H 7.0 3.0+04

Tab. 4.4:Umsatz an L-Aspartgi-methylamid fir WT und verschiedene Mutanten in % des L-Asparagin-Wertes.

Bei keiner der eingesetzten Mutanten ist eine signifikante Anderung des relativen Methylamid-
Umsatzes im Vergleich zum WT-Enzym feststellbar. Dies ist insbesondere fir die T89V-Mutante
Uberraschend, bei der das Acyl-Enzym als Kristallstruktur erhalten und ein Burst-Effekt festge-
stellt wurde (vgl. 4.2.4, Palmat. al, 1996). Bei dieser Mutante und dem T12V-Enzym lag der

Methylamid-Umsatz unterhalb der Nachweisgrenze, die 5% des Asparagin-Umsatzes betrug.

4.3 Molecular Modeling

Seit einiger Zeit gewinnt das Molecular Modeling auch zur Aufkl&arung von Enzymreaktionen an
Bedeutung. In den achtziger Jahren wurden einige theoretische Untersuchungen zur Hydrolyse
von Carbonylfunktionerdurchgefiihrt. So beschrieb u. a. die Gruppe um Peter A. Kollman die
energetischen Unterschiede eines nukleophilen Angriffs durch das Hydroxid- und Sulfhydryl-lon
auf Formaldehyd in der Gasphase und in Loésung (Weinak, 1985; Howard & Kollman, 1988).
Kollman untersuchte spater mit Hilfeon Semiempirischen-MO-Rechnungen explizit die
Reaktion der Serin-Proteasen auf der Grundlage der Kristallstruktur des Trypsins anhand ihres
reduzierten katalytischen Zentrums (Daggetal, 1991). Semiempirische Rechnungen wurden

in neuerer Zeit auch auf andere Enzymreaktionen angewandt, u. a. auf die Carboxypeptidase A
(Alex & Clark, 1992), die Alkohol-Dehydrogenase (Olsenal, 1996) und die Dipeptidyl-
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Peptidase 1\Vaus der Gruppe der Serin-Peptidasen (Brandt, 1996). Gegeniiber dei-initio-
Methoden bieten sie u. a. den Vorteil, eine geringere Rechenleistung zu bendtigen; sie lassen sich
somit auch auf gro3ere Molekille anwenden. Die semiempirische PM3-Methode erwies sich dabei
insbesondere bei Reaktionen mit Protoneniibertragungen als die Methode mit den besten Uberein-
stimmungen mit experimentellen Daten (Schroeteal, 1991; Kdlies & Mitzner, 1995). Dieses
Verfahren wurde daher auch hier zur Simulation der Asparaginase-Reaktion verwendet. Die Ge-

winnung der dazu verwendeten Ausgangsstruktur erfolgte mit Hilfe des Amber-Kraftfeldes.

Als Basis der folgenden Rechnungen stand die Kristallstruktur der L-AsparaginaseElicalis

mit gebundenem L-Aspartat in 228Auflésung zu Verfligung (Swaiet al, 1993).

4.3.1 Ermittlung der Ausgangsstruktur

Die Reste der L-Asparaginase Il Struktur, die sich in einem Kugelradiu0A um das &

Atom des Substrats herum befinden (einschliel3lich der Wasser-Molektile) wurden der Struktur
entnommen und in Hyper-Chem importiert. Das enthaltene L-Aspartat wurde in L-Asparagin
umgewandelt und gemaR 3.3 erfolgte die Minimierung der erhaltenen Struktur mittels des in
Hyper-Chem enthaltenen Amber-Kraftfelds. Dabei wurde zuné&chst nur das Substrat beweglich
gehalten und mit All-Atom-Parametern minimiert, der Rest der Struktur blieb eingefroren. Im

zweiten Schritt erfolgte eine All-Atom-Minimierung der Reste in einem KugelradiusQumd

um das G-Atom des Substrats herum. Die restlichen Gruppen blieben eingefroren (United-Atom-

Parameter).

Aus der erhaltenen Struktur wurden alle Reste bis auf Threonin-12, Serin-58, Threonin-89,
Aspartat-90, Lysin-162, Glutamat-283, Tyrosin-25 und das Substrat entfernt. Zehn Wassermo-
lektle in der Nahe des aktiven Zentrums sind in allen bekannten Asparaginase-Strukturen kon-
serviert (Palnet al, 1996). Funfron diesen Molekilen sind in der Lage, alle wichtigen Reste des

aktiven Zentrums Uber Wasserstoffbriicken miteinander zu verbinden. Die vier, dem Substrat am

nachsten befindlichen, wurden belassen, die anderen entfernt (vgl. Abb. 4 22).
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Abb. 4.22 Stereo-Bild des aktiven Zentrums der EcA2 mit gebundenem Aspartat und einem Ring von finf
konservierten Wassermolekilen (schwarze Punkte). Das Wassermolekiil, das nicht mit in die Simulation des
Reaktionsweges tbernommen wurde, ist mit einem Kreuz markiert. Naheres siehe Text.

Da das im folgenden verwendete Programm (Spdthas)- bei semiempirischen Rechnungen

nicht mehr als 100 Atome akzeptiert, mu3ten zudem die verbliebenen Reste, wie in der Abbil-
dung 3.3 dargestellt, weiter reduziert werden. Der Austausch der Atome fihrt zu einer Reihe
unnaturlicher Bindungslangen und -winkel, so daf3 nun zunédchst gemaR 3.3 eine Geometrie-Opti-
mierung allein dieser veranderten Positionen mittels PM3 vorgenommen wurde. Alle anderen
Atome blieben eingefroren.

Bei den darauf folgenden Rechnungen wurden nachstehende Beobachtungen und Uberlegungen
beriicksichtigt:

a) die Triade aus Thr-89, Lys-162 und Asp-90 ist durch starke Wadf@igtken mit-
einander verbunden. Anhand einer Uberlagerung der Stukturen der L-Asparaginase I, der
PseudomonadA Glutaminase-Asparaginase (PGA) und der Asparaginaséravisia konnte
zudem gezeigt werden, dal3 diese Reste ihre Kmafkioyn trotz unterschiedlicher Liganden
(Substrat, lonen und Wasser) nicht andern; sie kbnnen somit als rigide ranggmaoverden
(Jakobet al, 1997). In den nun folgenden Rechnungen wurden daher einige Atome dieser Grup-
pen eingefroren (vgl. Abb. 4.24), um die Rechenzeit zu verringern.

b) Threonin-12 und Tyrosin-25 sind Bestandteile des flexiblen Loops und missen somit

als beweglich angesehen werden.
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c) Threonin-12 und nicht Threonin-89 wird im folgenden als das Nukleophil angenom-
men. Darauf weisen die Kristallisation des Acyl-Enzyms bei der T89V-Mutante uri8udst-
Messungen (vgl. 4.2.2; Palet al, 1996), die Beweglichkeit dieses Restes im Vergleich zum
Threonin-89 (Jakolet al, 1997) und die Orientierung der Saueffshitome der beiden Threo-
nine hin. Diese Orientierung der Threonine im aktiven Zentrum bleibt auch nach der Geometrie-
Optimierung mit Hilfe des Amber-Kraftfeldes und der PM3-Methode erhalten. Lediglich die
Abstéande der Sauerstoffatome zum C-Atom des Substrats andern sich ein wamg @l in
Tab. 4.12). Das Programm Spartan bietet die Mdglichkeit, &benitio-Kalkulationen berech-
nete Orbitale graphisch darzustellen. Abbildung 4.23 zeigt die Orientierung@O-Orbitale
der Hydroxylfunktionen der Threonine. Die Darstellung wurde erhalten, indem eine 6aB1G*-
initio-Berechnung der Threonin-Hydroxylgruppen (aus der Kristallstruktur nach Sstaih
1993) durchgefuhrt wurde. Die Threonine wurden hierzu jeweils in Methanol umgewandelt und
die Atome wahrend der Rechnung fixiert. In analoger Weise wwate einem verklrzten
Substrat (CHCONH,) das LUMO berechnet und ebenfalls mit abgebildet.

Abb. 4.23: Schematische Darstellung der HOMO-Orientierung der Hydroxylfunktionen der beiden Threonine und des
LUMO des verkiirzten Substrats. Néheres siehe Text.

Die Abbildung zeigt die wesentlich glinstigere Ausrichtung des Thr-12-Saffemns fir den
Angriff auf das Carbonyl-C-Atom des Substrats.

d) Die Mutageneseexperimente und die zugehdorigen Kinetiken weisen nicht eiréutig
einen Rest im aktiven Zentrum hin, der die Funktion einer Base bei der Abstraktion des Protons
vom Nukleophil Gbernehmen konnte (vgl. auch Diskussion). Es mul3 daher die Mdoglichkeit der

direkten Protonenlbertragung auf die Abgangsgruppe Berlcksichfigdag

78



Ergebnisse

Zur weiteren Verfeinerung des Modells erfolgte eine PM3-Minimierung mit freier Amid-Funk-
tion des Substrats und freier Hydroxyl-Gruppe des Threonin-12, dem potentiellen Nukleophil
(vgl. ). Auch in diesem Fall blieben alle anderen Atome eingefroren.

Der so erhaltene Abstand zwischen dem Threonin-12-Safietsin und dem Carbonyl-Kohlen-
stoffatom des Substrats wurde fixiert, die Atome selber wurden jedoch beweglich gehalten. Ab-
schliel3end wurde das ganze System PM3-minimiert gemaf 3.3. Die erhaltene Struktur ist in Ab-
bildung 4.24 dargestellt. Die bei den folgenden Rechnungen fixierten Atome sind als Punkte

dargestellt.

Abb. 4.24 Stereobild des reduzierten aktiven Zentrums. Ausgangsstruktur zur Simulation des Reaktionsweges.
Néheres siehe Text. Grin: Threonin-12-OH-Gruppe, blau: Abgangsgruppe des Substrats, rot: restliches
Substrat. Die wahrend des gesamten Reakionsweges fixierten Atome sind als Punkte dargestellt. Ladungen sind
nicht mit eingezeichnet.

In Tabelle 4.12 werden einige Atomabstdnde der Struktur aus Abb. 4.24 mit denen aus der
Kristallstruktur und der Amber-minimierten Struktur verglichen. Es ist zu erkennen, dal3 bei
samtlichen Abstanden die Unterschiede relativ gering sind. Es wurde somit, trotz der relativ
geringen Anzahl an fixierten Atomen, ein stabiles System erhalten. Dabei diente die Hauptketten-
NH-Gruppe des Serin-58 - umgewandelt in ey®©Hvgl. 3.3) - allein der Fixierung der-Car-
boxylatgruppe des Substrats und der Begrenzung des Systems. Die Hauptkettaif&bokst

von Thr-89 und Thr-12 bilden Wassenffbricken zumy-O-Atom des Substrats aus und wurden

daher in der Struktur belassen.
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4.3.2 Simulation des Reaktionsweges

Das in Abb. 4.24 dargestellte System bildete den Ausgangspunkt der dann folgenden Rechnungen
zur Simulation des Reaktionsweges. Dieser wurde in einzelne Reaktionsschritte aufgeteilt; begin-
nend mit der Acylierung unter Bildung des Acyl-Enzyms, gefolgt von der Aktivierung des Was-
sermolekils und dem nukleophilen Angriff des Hydroxidions auf das Acyl-Enzym sowie schliel3-
lich der Aufldsung des dabei entstehenden tretraedrischen Ubergangszustandes unter Freisetzung
des Produktes Aspartat. Zur Simulation der einzelnen Reaktionsschritte wurde die ‘reaction
coordinate’ Methode angewendet (Dewar & Kirschner, 1971). Als Redkbortinate dient

dabei die Strecke zwischen den Atomen die miteinander reagieren sollen. Der Abstand der Reak-
tionspartner wird schrittweise verringert und die Energie des gesamten Systems dabei jeweils
minimiert. In Abbildung 4.28 ist der gesamte simulierte Reaktionsweg zusammenfassend abge-

bildet, und die fir jeden Reaktionsschritt aufzubringende potentielle Energie mit angegeben.

4.3.2.1 Acylierung

GemaR den unter ¢ und d dargesteliten Uberlegungen wurde Thr-12 als Nukleophil gewéahlt und
das Proton der Hydroxylgruppe direkt auf die Abgangsgruppe tbertragen. Somit wurde zum einen
der Abstand zwischen dem Hydroxyl-Sauerstoffatom des Thr-12 und dem Carbonyl-Kafhlenst
atom, sowie zum anderen der Abstand zwischen dem Hydroxyl-Wasserstoffatom und dem Amid-
Stickstoffatom schrittweise verringert. In Tabelle 4.5 sind die Energien, die bei der Geometrie-
Optimierung gemafR 3.3 der einzelnen Strukturen erhalten wurden in kcal/mol angegeben. Die
Ausgangsstruktur ¢&= 2.07 u. d = 3.07A, -898.2 kcal/mol) entspricht der in Abb. 4.24 darge-
stellten Struktur. Bei jeder Minimierung blieben die in dieser Abbildung markierten Atome einge-

froren, alle anderen wurden beweglich gehalten.
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RI H H
|
b, \N_/_ .
-___. / d2 |
<
dy T=- 0 CH3
Substrat // /
0
H——N H
/C=O
H Thr-12
dz [A]

di [A] 3.07 2.60 2.30 1.90 1.50 1.20 1.0
2.70 -898.2 -896.9 -894.8 -893.0 -884.4 -863.4 -859.3
2.30 -893.4 -890.7 -890.3| -886.1 -881.2 -860.1 -858.2
1.80 -873.1 -870.2 -870.0 -869.2 -865.9 -866.4 -872.1
1.50 -853.7 -852.1 -845.4 -855.3 -846.1 -881.| -892.2

Tab. 4.5: Energien in kcal/mol entlang des Reaktionsweges der Acylierung. Dabei wird ein Proton vom Nukleophil
Thr-12 direkt auf die Abgangsgruppe Ubertragen. Der Reaktionsweg niegrigster Energie ist grau unterlegt - und der
Ubergangszustand zudem unterstrichen dargestellt. Naheres siehe Text.

In Tabelle 4.5 ist der Weg niedrigster Ubergangsenergie grau unterlegt und der vermutliche Uber-
gangszustand - der am wenigsten negative Wert - dieses Weges zudem unterstrichen dargestellt.
Den Daten ist zu entnehmen, daR zunéchst eine Annéherung des Protons bid\alistehd an

das Stickstoffatom vollzogen wird. Dieser Prozel3 benotigt nur 5.2 kcal/mol an Energie. Es folgt
eine Verringerung des C-O-Abstandes bis auf2.®aran schlieRt sich eine weitere Bewegung
des Protons bis auf 14 an das N-Atom heran, gefolgt von einer simultanen Ann&herung des
Sauerstoffatoms an das Carbonyl-C-Atom und des WasHatsins an den Amid-Stickstoff.
Alternativ kbnnte sich das Proton auch zuerst bis au\ldem Stickstoff nahern, das O-Atom
verringert seinen Abstand zum C-Atom um A.4ind es folgt dann analog die simultane Reaktion
wie oben beschrieben. Die Energie der Ubergangsstruktur {d8, @ = 1.2A, -866.4 kcal/mol)

liegt um 31.8 kcal/mol hoher als die der Ausgangsstruktur. Der Ubergangszustand ist in Abb. 4.25

dargestellt. Wirde das Proton zuerst vollstandig auf das N-Atom ibertragen und erst dann das
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Sauerstoffatom angreifen, wéare eine mit 40 kcal/mol deutlich héhere Energie aufzubringen.
Gleiches qilt fir den umgekehrten Fall, bei zuerst erfolgender Annaherung des O-Atoms und

darauf die Ubertragung des Protons (52.8 kcal/mol).
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Abb. 4.25: Stereobild de§Jbergangszustandes der Acylierungd1.8, ¢ = 1.2A in Tab. 4.5). Griin: Thr-12-
OH-Gruppe, blau: Abgangsgruppe des Substrats, rot: restliches Substrat. Es wurden die selben Atome wie in
Abb. 4.24 fixiert. Naheres siehe Text. Ladungen sind nicht eingezeichnet.

In Tabelle 4.12 sind zum Vergleich einige Atomabstande der wichtigsten Stukturen aufgefihrt.
lhr ist zu entnehmen, daR beim Ubergangszustand und bei der Endstruktur dieses Reaktions-
schrittes, dem Acyl-Enzym, der Abstand vom Hauptketten-N-H des Thr-12 zum Staienrst

des Substrats stark zunimmt (die N-O-Entfernung vergréRert sich umAdalrd Ubergangszu-

stand nimmt die Amid-Gruppe eine annahernd tetraedrische Geometrie an (vgl. Abb. 4.25), die
N-H-Gruppe verliert dadurch ihren Kontakt mit dem Saw&etbm und bildet statt dessen eine

neue Wasserstoffbriicke mit demCarboxylat des Substrats. Die Hauptketten-N-H-Gruppe des
Thr-89 bildet ebenfalls keine Wassefttiriicke mehr mit dem O-Atom des Substrats aus (N-O-
Entfernung um ca. A vergroéRert), ihre Atome wurden jedoch bei der Geometrie-Optimierung

fixiert und konnten daher auf die StrukdVeranderungen nicht reagieren.

Die Endstruktur dieser Reaktion hat eine Energie-832.2 kcal/mol. Sie scheint daher schwach
endotherm zu sein. In der folgenden Tabelle 4.6 sind die Energien des Systems bei zunehmender
Entfernung der Abgangsgruppe Bifom entstandenen Ester angegeben. Dabei wurde zudem das
System ‘Uberarbeitet’, d. h., die alten Bindungen (C-N und O-H) wurden vollstandig gelést und

die neuen Bindungen ausgebildet (C-O uund N-H).
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Abstand C ¢+—» N (vom NH[A]

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

-892.5 -896.7 -900.4 -901.5 -901.6

Tab. 4.6: Energien (in kcal/mol) des Systems bei zunehmendem Abstand der AbgangsgrypgerNN-Atom aus
gemessen) zum C-Atom des entstandenen Esters. Néheres siehe Text.

Wie aus der Tabelle ersichtlich, verringert sich die Energie mit zunehmendem Abstand des Am-
moniak-Molekills. Ab einer Entfernung von &0 A wird der Acylierungsschritt schwach exo-

therm.

Variationen des Acylierungsschrittes

Das verwendete System bietet die Mdoglichkeit, ausgewéhlte funktionelle Gruppen im aktiven
Zentrum zu entfernen oder auszutauschen. Es kann dann der Einflu dieser Veranderungen auf
die bei dem jeweiligen Reaktionsschritt aufringende Aktivierungsenergie registriert werden.

Um den Effekt der Reste Threonin-89 und Lysin-162 auf die Aktivierungsenergie des Acy-
lierungsschrittes festzustellen, wurde zum einen die Hydroxylgruppe des Threonins entfernt (in
ein Wasserstoffatom umgewandelt), zum anderen eine der Mutante T89V ahnliche Geometrie
geschaffen. Diese Veranderungen wurden an der Ausgangs- und der Ubergangsstruktur vorge-
nommen und die erhaltenen Systeme wurden in der bekannten Weise geometrieoptimiert. Tabelle

4.7 zeigt die vorgenommenen Verdnderungen und die erhaltenen Energien.
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Ausgangsstruktur -852.9 -835.5
Ubergangszustand -817.1 -800.3
A E (AAE zum WT) 35.8(+4.0) 35.2(+3.4)

Tab. 4.7: Energien in kcal/mol der Ausgangsstruktur£c2.70, d = 3.07A) und des Ubergangszustandes<d..80,

d, = 1.20 A) nach Modifikationen der Reste Threonin-89 und Lysin-162. Bei der linken Struktur wurde die
Hydroxylgruppe des Threonins durch ein Wasserstoffatom ersetzt. Bei der rechten wurde sie durch eine Methylgruppe
ersetzt und zusatzlich die M&ruppe des Lysins auf eine andere Position ‘verschoben’ (in Anlehnung an die T89V-
Kristallstruktur, vgl 4.2.2).

Die Entfernung der Hydroxylgruppe des Thr-89 verursacht eine Erhéhung der Ubergangsenergie
um 4.0 kcal/mol; die Verdnderungen in Anlehnung an die T89V-Kristallstruktur erhéhen sie um
3.4 kcal/mol. Der erste Wert erklart sich durch den Verlust der Wasfflenstke zum O-Atom

des Substrats. Der geringere zweite Wert erscheint Gberraschend, kdnnte aber durch den Wegfall
der AbstoRRung des positiv geladenen Lysins mit dem, im Ubergangszustand positiv polarisierten,

Stickstoff-Atom der Amid-Funktion versacht werden.

In dieser Arbeit wurde $on mehrmals die Mdglichkeit erwéhnt, dal-IB, Tyr-25 und Glu-

283 eine katalytische Triade bilden kdnnten. Obwohl u.a. die Mutageneseexperimente (vgl. 1.2,
4.2) dieser Uberlegung stark widersprechen, wurde mittels PM3-Rechnungen auch der nukleo-
phile Angriff des Thr-12 und die Ubergabe des Protons an das Tyr-25 simuliert. Die erhaltenen
Werte sind in Tabelle 4.8 wiedergegeben. Die Ausgangsstruktur entspricht derjenigen aus Tab.
4.5 u. Abb. 4.24. Der Weg niedrigster Energie ist auch in diesem Fall grau unterlegt. Der Uber-
gangszustand hat eine Energie w844.8 kcal/mol und zu seiner Uberwindung mul3 dement-
sprechend 53.4 kcal/mol an Energie aufgebracht werden. Die Aktivierungsenergie liegt somit um

21.4 kcal/mol hoher als bei der Protoneniibergabe an die Abgangsgruppe.
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N H3
\ !
HC COO-
/ i
d .
CHo 2 Tyr-25

\
C——=0
H/ Thr-12
d2 [A]

di [A] 1.83 1.40 1.20 1.0
2.7 -898.2 -880.5 -868.9 -852.8
2.3 -891.3 -877.5 -864.6 -849.5
1.8 -873. -857.1 -844.8 -831.5
15 -852.6 -839.5 -828.5 -877.0

Tab. 4.8: Energien in kcal/mol entlang des Reaktionsweges der Acylierung. Dabei wird das Proton des Nukleophils
Thr-12 auf das Tyr-25 Ubertragen. Naheres siehe Text. Der Weg niedrigster Energie ist grau unterlegt dargestelit.

4.3.2.2 Deacylierung

Aktivierung des Wassermolekiils und nukleophiler Angriff auf das Acyl-Enzym

Fir die Deacylierung wird ein aktiviertes Wassermolektl benotigt. Es ist dahemteresse,
welches Wassermolekil als Nukleophil in Frage kommt, und welche Gruppe als Protonen-
akzeptor fungiert. Wie schon erwahnt, konnen finf Wassermolekile im aktiven Zentrum alle
wichtigen katalytischen Gruppen im aktiven Zentrum Uber H-Bricken miteinander verbinden
(vgl. Abb. 4.22), sie sind zudem in allen bekannten Asparaginase-Strukaserviert. Eines

dieser Wassermolekile, in der Nahe der Reste T89 und K162 plaziert, ist das wahrscheinliche
Nukleophil. In der Kristallstruktur der Mutante T89V mit kovalent gebundenem Acyl-Enzym

(vgl. Abb. 4.17) fehlt das ¥ an dieser Position. Diese Mutante ist bewiesenermalien
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acylierungsgehemmt (vgl. 4.2.2; Pah al, 1996). Fur die Aktivierung des Wassers stellt sich
das gleiche Problem wie fur die Acylierung. Es gibt keinen signifikanten Hinweis auf einen
Aminoséaurerest im aktiven Zentrum, der als Base wirken konnte. Die AbgangsgruppstNH
jedoch eine schwache Base mit einem pKa 9d&b. Es wurde daher eine Aktivierung des
Wassermolekils durch das Ammoniakmolekul simuliert.

Abbildung 4.26 zeigt die Endstruktur der Acylierungsreaktion mit dem Acyl-Enzym und der
Abgangsgruppe N#i letztere wurde dabei frei beweglich gelassen. Das Wassermolekil mit dem
direktesten Kontakt zum freien Elektronenpaar des Ammoniaks ist rosa gefarbt. Es befindet sich

in unmittelbarer Nachbarschaft zum Lysin-162.

>(

N

W (
ﬁ \O\
H
H \
| o
N M

Abb. 4.26: Stereobild desaktiven Zentrums mit kovalent gebundenem Acyl-Enzym wie es durch die
Simulation des Reaktionsweges erhalten wurde. Rosa: Wassermolekiil, das bei der Deacylierung als Nukleophil
fungiert; blau: NH-Molekil, welches das Wassermolekul aktiviert, rot: der Teil des Acyl-Enzyms der vom
Substrat stammt; griin: Teil des Acyl-Enzyms der vom Thr-12 stammt.

II

Die Geometrie-Optimierungen mittels PM3 wurden bei verschiedenen Abstdnden di€ses H
Molektils vom Ester-C-Atom durchgefihrt. Das Sawdiatom wurde dabei zusatzlich zu den
anderen Atomen (s. Abb. 4.24) eingefroren, das Ammoniak-Molekil hingegen beweglich ge-
halten. Bei jedem dieser O-Atom-Abstédnde wurdehfidgend das Wassermolekil in ein
Hydroxid-lon umgewandelt und das Nh NH,". Diese Strukturen wurden auf analoger Weise
einer Geometrie-Optimierung unterzogen. Tabelle 4.9 zeigt die auf diesem Wege erhaltenen
Werte.
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H H
R i \H
“dy
C
o/ \O\
di [A]
4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 TET
H>O/NHs; -902.8 -898.4 -893.7 -882.0 -- --
OH/NH, -885.9 -882.6 -880.7 -877.3 -883.9 -884.3
A E [kcalimol] 16.9 15.8 13.0 4.7 -- --

Tab. 4.9: Energien in kcal/mol bei der Ubertragung eines
anschlieRendem Angriff des Hydroxidions auf das Acyl-Enzym. TET: Tetraedrischer Ubergangszustand mit komplett

ausgebildeter, neuer C-O-Bindung.

In Abbildung 4.27 ist die tetraedrische Endstruktur abgebildet.

Protons von einem Wassermolekil awumdH

Abb.4.27: Stereobild des tetraedrischen Ubergangszustandes nach Angriff déen®lduf das Acyl-Enzym.
Es wurden die gleichen Atome wie in Abb. 4.24 fixiert. Blau: Ammoniumion, welches das Proton vom Wasser
Ubernommen hat; rot: Teil der vom Substrat stammt; grin: Teil der vom Threonin-12 stammt, rosa: Teil der

vom Hydroxidion stammt. Ladungen sind nicht mit eingezeichnet.
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Wie der Tabelle zu entnehmen ist, variieren die Energiewerte, die fur den Protonenibergang
auf das Ammoniak nétig sind, stark mit dem Abstand des Wassermolekuls vom C-Atom. Der
sehr geringe Wert von 4.7 kcal/mol beimQHAbstand von 2.3\, kénnte durch die zuneh-
mende positive Polarisierung des O-Atoms und die dadurch bedingte leichtere Abstrahierung
des H-Atoms zu erklaren sein. Bei der Beurteilung der Werte aus Tabelle 4.9 muf3 in Betracht
gezogen werden, dal3 die PM3-Methode die Bildungsenergie dek@Hfalsch berechnet
(experimentell: -33.2 kcal/mol; PM3: -17.5 kcal/mol; Kallies & MitznE995). Obwohl diese
Unterschiede fiir die Gas-Phase ermittelt wurden und keine Wasserstofforiicken Beriick-
sichtigung fanden, kann die Reaktion als zu endotherm erscheinen. Desweiteren muf3 Beach-
tung finden, dal® die Tendenz zur Protoneniibergabe stark durch die Stabilisation der entsteh-
enden lonen beeinflul3t wird. Im vorliegenden Fall wiirde die stegative Ladung des Hy-
droxydions durch Wasseaodtbriicken zu zwei benachbarten, positiv geladener Ammoniumionen
ausgeglichen. Die Stabilisierung der letztgenannnten geschahe im Falle des Lysingdaradem

das Asp-90 und das Thr-89, im Falle der Abgangsgruppe durch die Wassermolekile und das Tyr-
25. Insbesondere bei der Abgangsgruppe st6l3t das verwendete System aber an seine Grenzen, da
die Umgebung dieses Molekuls nur ungentigend wiedergegeben wird.

Bei der Annaherung des Hydroxidions nimmt die Energie kontinuierlich zu, mit einem Maxi-
mum bei einem OHAbstand von 2.0A (-877.3 kcal/mol). Die tetraedrische Endstruktur ist
dann wieder energetisch gunstiger (-884.3 kcal/mol). Auf diesen Aspekt wird in der Dis-

kussion ndher eingegangen.

Protonierung des tetraedrischen Ubergangszustandes

Die Freisetzung des Produktes Aspartat muR {iber die Protonierung des tetraedrischen Ubergangs-
zustandes am Estersauerstoff-Atom des-Ith erfolgen. Wie aus Abb. 4.27 ersichtlich wird,
nimmt das NHZlon die beste Position fiir diesen Protoneniibergang ein. Der Abstand des Am-
moniumionen-Protons zum Thr-12-O-Atom wurde schrittweise verringert und das System dabei

jeweils geometrieoptimiert. Die erhaltenen Werte sind in Tabelle 4.10 zusammengefalit.
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2.4 2.0 1.5 Endstruktur

-884.3 -883.8 -877.7 -895.1

Tab. 4.10: Energien in kcal/mol beim Protoneniibergang vom NE¢f das Thr-12-O-Atom des tetraedrischen
Ubergangszustandes. Endstruktur: neue O-H-Bindung voll ausgebildet, C-O(-T-12)-Abstand duf/@r§egeben.
Né&heres siehe Text.

Wie aus der Tabelle 4.10 ersichtlich, werden zur Protonierung des S#agnsts nur 6.6
kcal/mol bendétigt. Bei der Anndherung des Protons vergrof3erte sich der C-O(-Thr-12)-Abstand
selbstandig. Da bei den Resten Thr-12, Tyr-25 und Glu-283 keine Atome eingefroren wurden,
entfernt sich das Threonin jedoch zu stark vom Substrat. Der C-O(-Thr-12)-Abstand wurde daher
auf 2.92 A eingestellt. Dieser Abstand wurde der Kristallstruktur mit gebundenem Aspartat
entnommen (vgl. Tab. 4.12). Das jMIlolekll wurde bei der Ermittlung der obigen Endstruktur

im aktiven Zentrum belassen. Die Reaktion insgesamt ist exotherm.

Variationen des Deacylierungsschrittes

Bei der tetraedrischen Struktur nach Angriff des -@Hs bildet das Threon@9 eine starke
Protonenbriicke mit dem O-Atom des Substrats (O-O-AbstandA2.8®b. 4.27). Um den Bei-

trag dieser Protonenbriicke zur Sttslerung destetraedrischen Ubergangszustandes zu untersu-
chen, wurde, auf analoge Weise wie in Tabelle 4.7 angegeben, eine Deletion (Umwandlung in ein
Proton) der Hydroxidgruppe des Threonins vorgenommen. Dies geschah bei einem Abstand des
OH von 4.0 A vom C-Atom und bei der voll ausgebildeten tetraedrischen Struktur. Die erhalt-

enen Energien betrugen -840.3 und -830.9 kcal/mol. Die Energiedifferenz betragt +9.4 kcal/mol
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und liegt damit um 7.8 kcal/mol hoher als im Falle des unverdnderten Sysiéms ¢1.6
kcal/mol, Tab. 4.9).

Die Protonierung des tetraedrischen Ubergangszustandes am Ester-O-Atom wurde mittels des im
aktiven Zentrum verbliebenen Ammoniumions simuliert (Tab. 4.10). Das-Midlekil kdnnte

jedoch auch - nach der vollstdndigen Ausbildung der tetraedrischen Struktur - aus dem aktiven
Zentrum verdrangt werden, da es dann zu einer elektrostatischen Absto3ung mit dem Lysin-162
kommen kann. Die Protonierung des Ester-O-Atoms mifte dann durch ein Wassermolekul er-
folgen. GemaR dieser Uberlegung wurde das Ammoniumion durch.@iret$etzt, die erhaltene
Struktur wurde geometrieoptimiert und dann wurde eine, wie in Tab. 4.10 dargestellte, Verringe-
rung des O-H-Abstandes vorgenommen. Die erhaltenen Energien betrugen -947.3 (O-H-Abstand
2.4 A), -946.0 (O-H Abstand 2X), -937.5 (1.5A) und -955.0 kcal/mol (Endstrukturpie
Aktivierungsenergie bei der Protonierung des tetraedrischen Ubergangszustandes durch ein
Wassermolektl betrdgt demnach 9.8 kcal/mol und liegt damit um 3.2 kcal/mol héher als bei der

Reaktion mit dem NHi-lon.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Frage, wie es sich auswirkt, wenn das in Frage kom-
mende Wassermolekl nicht aktiviert werden kann. Der Angriff auf das Acyl-Enzym miufte dann
durch ein HO-Molekil erfolgen. Um diesen Weg nachzuvollziehen, wurde zunachst das NH
durch ein Wassermolekdl ersetzt. Dann wurde schrittweise der Abstand zwischen dem O-Atom
des analogen Wassers wie in Tabelle 4.9 und dem C-Atom des Esters verringert. Ab einem Ab-
stand vor3.0 A erfolgte zudem die Anndherung desOHProtons an das Thr-12-Saueffsttom.

Tabelle 4.11 faldt die erhaltenen Daten zusammen.
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H
O—H
| \
Idl \d2
R ! !
z, ! \
\
. \
/ \T-12
(6]
dz [A]
di [A] =" 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
3.90 -961.0 -- -- -- -- --
3.0 -960.1 -956.4 -955.5 -948.8 -940.5 -897.1
2.5 -953.3 -953.2 | -952.5 -944.6 -940.5 -900.9
2.0 -946.2 -945.4 | -944.9 -941.0 -933.9 -901.3
1.5 -929.6 -929.4 -929.2 -929.0 -918.4 -948.1

Tab. 4.11: Deacylierung ohne vorherige Aktivierung des angreifenden Wassermolekils. Letztgenanntes entspricht
dem HO aus Tab. 4.9. Der Weg niedrigster Energie ist grau unterlegt, die Struktur héchster Energie auf diesem Weg
zudem unterstrichen dargestelibstand nicht fixiert.

Der Tabelle 4.11 ist zu entnehmen, dafl} die Anndherung der Reaktionspartner simultan verlauft,
d. h., es erfolgt nicht zuerst eine vollstandige Ubergabe des Protons oder die Verringerung des C-
O-Abstandes auf 1.B. Bei der Struktur mit der héchsten Energie entlang des Reaktionsweges
betragt der C-O-Abstand 2.0 und der O-H-Abstand AL.Die Energie, die zur Uberwindung

dieses Zustandes aufgebracht werden mul3, betragt 27.1 kcal/mol .

Tabelle 4.12 gibt einige Atomabstiande Anim aktiven Zentrum der wichtigsten ermittelten

Strukturen an und vergleicht sie mit denen aus den Kristallstrukturen. Wie schon erwahnt, sind
die Unterschiede zwischen der Kristallstruktur mit gebundenem Aspartat, der mittels des Amber-
Kraftfeldes optimierten Struktur und der Ausgangsstruktur der PM3-Rechnungen recht gering.

Die groRte Differenz betragt 0.34
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Glu-283

H
Asp-90 \ __H ds ™~ C

H
—
H
H
o—
Thr-89
a b c d e f g h [
Kristall- [ Amber- | PM3-Aus-| Uz -1 Acyl- T89V- TET - 2 | Endstruk-| Endstruk-
struktur | Struktur | gangsstr. Enzym | Kristallstr tur 0. NH | tur m. NH
ds 2.92 2.89 2.70 1.8 1.35 1.41 1.43 2.99 2.97
d> 2.97 2.96 2.76 4.06 4.68 2.84 3.83 2.79 2.7%
d3 3.82 3.53 4.33 5.11 4.05 3.30 5.08 5.31 411
ds 3.60 3.30 3.49 3.44 3.52 3.74 3.48 3.64 3.63
ds 3.11 3.32 3.36 3.30 3.31 3.47 3.28 3.46 3.5(
ds 3.60 3.46 3.69 3.72 3.64 3.10 3.57 3.67 3.86
ds 3.79 3.75 3.71 3.68 3.75 5.80 3.71 3.73 3.61
ds 2.58 2.68 2.82 2.78 2.77 465 2.73 2.76 2.81
dg 3.40 2.92 3.49 3.55 3.82 388 3.47 3.22 3.34
dio | 2.56 2.79 2.84 3.81 3.62 3.07 3.30 3.32 2.77
dis | 3.19 2.99 2.83 4.23 3.54 2.74 3.71 3.67 3.99

Tab. 4.12: Abstéande inA einiger Atome im aktiven Zentrum. a: Kristallstruktur gemaR Swehial. (1992) mit
gebundenem Aspartat; b: Struktur die nach der Geometrie-Optimierung mittels Amber-Kraftfeld (Asparagin im
aktiven Zentrum) erhalten wurde; c: Ausgangsstruktur der PM3-Rechnungen (vgl. Abb. 4.24); d: Ubergangszustand
der Acylierung, das Proton wird dabei direkt auf die Abgangsgruppe Ubertragen (vgl. Abb. 4.25); e: Endstruktur der
Acylierung (vgl. Abb. 4.26); f: Kristallstruktur der T89V-Mutante (vgl. Abb. 4.17) mit kovalent gebundenem Acyl-
Enzym; g: Tetraedrische Struktur nach Angriff des-@ids (vgl. Abb. 4.27); h: Endstruktur der Rechnungen nach
Protonierung des tetraedrischen Ubergnangszustandes dugtliNWg im aktiven Zentrum enthalten); i: wie h,

jedoch NH aus aktivem Zentrum entferhtT89V: hier nimmt das C-Atom des Valins die Position des Thr-O-
Atoms ein.

Entlang des Reaktionsweges zeigt sich ein etwas anderes Bild. Nahezu unverandert bleiben die

Abstéande dund @. Dies ist nicht verwunderlich, da bei den betreffenden Resten einige Atome
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eingefroren wurden. Auffallend ist hingegen die Vergro3erung der Abstandeddd, die die

Reste Thr-12 und Y-25 betreffen. Die zunehmende Entfernung des Threonins vom Tyosin (d
wahrend der Reaktion - insbesondere beim Acyl-Enzym - erscheint plausibel, da Thr-12 das an-
greifende Nukleophil ist und das Tyr-25 nicht in entsprechender Weise dem Thredrimigesc

mul3. Bemerkenswert ist jedoch, dal3 der entsprechende Abstand in der T89V-Kristallstruktur
nahezu unverandert bleibt. Auch die Spanne zwischen dem Tyrosin un@-@eAtom des
Substrats (¢ vergroRert sich markant bei den beiden Ubergangszustéanden (d und g in Tab. 4.12)
des simulierten Reaktionsweges und bei der Endstruktur mit Witd das Ammoniak entfernt
‘normalisiert’ sich das System jedoch in dieser Hinsicht. Dieser Effekt wird durch die Wasser-
stoffbriicken der sich entfernenden Abgangsgruppe Niktl des bei der Deacylierung entste-
henden Ammoniumions mit dem Sauerstoffatom des Tyrosins verursacht. Auf den Wegfall der
beiden Wasserstoffbriicken der Hauptketten-NH-Gruppen mit dem O-Atom des Subsginansl (d

di1) wurde sbon bei den einzelnen Reaktionssitén eingegangen. Auch in diesem Fall ist
beachtenswert, dal? sie hingegen beim Acyl-Enzym der T89V-Mutante vorhanden sind.

Diese Beobachtung kdnnte eventuell auf einen prinzipiellen Mangel solcher Molekil-Orbitalrech-
nungen zurtckzufiihren sein. Bei ihnen finden naturgemaffoinationséanderungen aufgrund

von dynamischen Prozessen keine Berlicksichtigung, sofern siedoictit manuelle Verédnde-

rung von Atomabstanden simuliert werden. Auch auf diesen Aspekt wird in der Diskussion noch

einzugehen sein.
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Abb. 4.28 Gesamter simulierter Reaktionsweg (ohne Variationen). Mit angegeben sind die Energien, die fur
die einzelnen Schritte aufgebracht werden mussen. Der Ubersicht halber sind nur die direkt an den Reaktionen

beteiligten Molekiile angegeben. * Werte aus Tabelle 4.9 wenn das Proton aufsdae BiHem HO-Abstand
von 4.0A iibergeben wird.
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5. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus der L-Aspara-
ginase Il ausk. coli beitragen. Dabei kamen sowohl umfangreiche kinetische Messungen an
verschiedenen Mutanten der EcA2 zum Einsatz, als auch theoretische Berechnungen mdgli-
cher Reaktionswege. Die Resultate der eingesetzten Methoden werden im folgenden zunachst
im einzelnen diskutiert und mit denen anderer Arbeiten Uber die ECA2 und mechanistisch ver-
wandter Enzyme in Beziehung gesetzt. Wie schon in der Einleitung angedeutet, sind die Vor-
gange wahrend der enzymatischen Reaktion komplexer, als es die rein formale Betrachtung
.auf dem Papier” vermuten 1aR3t. Jedes Ergebnis fiur sich liefert zum Verstandnis der Enzym-
wirkung zumeist nur Indizien. Im letzten Teil der Diskussion werden die Resultate zusam-
menfassend behandelt und die daraus ermittelbaren Schliisse tber den Reaktionsmechanismus
diskutiert.

5.1  Expression und Reinigung der ECA2-Mutanten

Die in dieser Arbeit erzeugten Mutanten konnten alle nach dem Standard-Protokoll @tlarms
al., 1991) expmiert und gereinigt werden, welches schon seit langerer Zeit in der Arbeits-
gruppe Anwendung findet. Auf eine ausfiihrlichere Dokumentation der Reinigung wurde daher
verzichtet. Nach der Chromatofokussierung (s. 4.1.3) besal3en alle Enzymproben einen
Reinheitsgrad von mindestens 95%. Bei Enzymen mit sehr geringer Aktivitat wurde generell
eine Rechromatofokussierung durchgefihrt. Zudem verglich man Messungen aus mehreren
(mindestens zwei) Exprimierungen und Reinigungen auf Ubereinstimmung der erhaltenen ki-
netischen Daten. Aus diesen Grunden erscheint es legitim, Verfalschungen der in dieser Ar-
beit dargelegten kinetischen Messungen durch Verunreinigungen der Enzymproben

auszuschlieRen.
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5.2  Substratumsatz und Substrataffinitat der erzeugten EcCA2-Mutanten

Ein Teil dieser Arbeit widmete sich der kinetischen Charakterisierung von Mutanten der Reste
Aspartat-90, Glutamat-283 und von Doppelmutanten, die die Reste Aspartat-90, Threonin-89
und Lysin-162 betrafen. Sauren Resten im aktiven Zentrum verschiedener hydrolytisch wirk-
samer Enzyme wurde die Funktion eines direkten Protonenakzeptors oder die des Stabilisators
eines positiv-geladenen Basen-Intermediats zugeschrieben (vgl. Enleitung). Auch fur die vor-
liegende Reaktion wurden &hnliche Vermutungen aufgestellt (s. auch Abb. 5.1):
* einer der beiden Reste Aspartat-90 oder Glutamat-283 konnte als Protonenakzeptor ent-
lang der jeweiligen Triaden Thr-89/Lyi$2/Asp-90 bzw. Thr-12/Tyr-25/Glu-283 dienen,
um bei der Acylierung die Reaktivitat des entsprechenden Threonins zu erhdhen.
» es ware auch eine H-Ubertragung lber die im aktiven Zentrum befindlichen Wassermo-
leklile vom Threonin-Nukleophil auf einen der beiden sauren Reste mdglich.
* bei der Deacylierung ist eine Aktivierung des angreifenden Wassermolekiils durch das
Aspartat oder Glutamat denkbar.
Aufgrund der Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefuhrten kinetischen Messungen mit den
Mutanten E283V und E283G kann eine derartige Funktion des Glutamats mit Sicherheit aus-
geschlossen werden. Sowohl die Umwandlung von Glu-283 in eine volumindse, hydrophobe
Gruppe, als auch die vollstandige Deletion der Seitenkette verursacht einen nur geringen Akti-
vitatsverlust von (vgl. Tab. 4.1) und eine nur marginale Veranderung der pH-Abh&angigkeit der
kinetischen Parameter (vgl. Abb. 6 und 7). Als ebenso unstrittig kann aber die Beteiligung des
Glutamat-283 an der Substratbindung angesehen werden, da die eingefiihrten Mutationen je
nach eingesetztem Substrat (Asn o. AHA) zu einer 10- bis 100-fachen Erh6hung-des K
Wertes fuhren.
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Abb. 5.1 Stereobild des aktiven Zentrums der EcA2 mit gebundenem Aspartat und fiinf Wassermolekilen.

Im Falle der Aktivitaten der Aspartat-90-Mutanten zeigt sich eine Abstufung von der Um-
wandlung in ein Glycin (ca. 1% der Wildtyp-Aktivitat), tber Glutamin (0.1%), zum Valin
(Aktivitat nicht meRR3bar). Insbesondere das Ergebnis mit dem D90G-Enzym spricht auch hier
gegen das Aspartat als Protonenakzeptor. Umfassende kinetische Untersuchungen der D90OE-
Mutante wurden in dieser Arbeitsgruppe schon friher durchgefiuihrt (Aung, 1997). Der Aus-
tausch gegen ein Glutamat fihrte zu einer Umsatzgeschwindigkeit die ca. 10% des Wildtyp-
Wertes betragt und einem um etwa den Faktor 500 erhohiafelt (vgl. Tab. 1.1). Die

hohe Aktivitat erscheint verstandlich, da die funktionelle Gruppe erhalten bleibt und lediglich
die Kohlenstoffkette um ein C-Atom verlangert wird. Die extrem verminderte Substrataffinitat
hingegen spricht fur eine verédnderte Orientierung der Carboxylatgruppe. Eine optimale Geo-
metrie ist jedoch gerade bei Protonenibergangen von grofRer Bedeutung, so dal3 auch dieser
Befund gegen eine Funktion des Aspartats als Protonenakzeptor im besonderen in der ver-
meintlichen ,Triade* T89/K162/D90 spricht.

Die Interpretation der Aktivitdten der Aspartat-Mutanten wird durch die direkte Nachbarschaft
dieses Restes zum Lysin-162 erschwert. Diese Gruppe ist essentiell fir die Katalyse (Aung,
1997). Je nach Art der Veranderung, die in der Nahe dieses Lysins vorgenommen wird, kann
es zu sekundaren Effekten kommen, d. h., eine verringerte Aktivitat wird nicht durch den
Austausch der Aspartat-Seitenkette an sich, sondern uber die dadurch bedingte verénderte

Orientierung des Lysins verursacht. Auch ein Einfluld auf die funf im aktiven Zentrum befind-
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lichen Wassermolekiile, die in allen bisher bekannten Asparaginase-Strukturen konserviert sind,
kann zu einem Aktivitatsverlust fuhren. Ein solcher Effekt konnte die verminderte Ak-
tivitat der D9ON- und besonders der D90V-Mutante - mit ihrem voluminésen und hydropho-
ben Rest - erklaren. Im Falle der letzteren kann aber auch die durch die Mutation verursachte
Instabilitat des Enzyms eine Rolle spielen, auf welche im nachsten Kapitel einzugehen sein
wird. Mutationen am Aspartat-90 fuhren durchweg zu héherghVErten als bei Veréande-
rungen der E283-Seitenkette. Beide Gruppen wechselwirken mit-Aeridgruppe des Sub-

strats; das Aspartat bildet zudem eine Wasserstoffbriicke zum Asparagin-248, dem ebenfalls
eine Rolle bei der Substratbindung zu kommt (Derst, 1995).

Die relativ hohe Aktivitdt der D90ON/K162Y-Doppelmutante (ca. 2% der Wildtyp-Aktivitat)
spricht ebenfalls stark gegen einen Reaktionsmechanismus unter Beteiligung einer Protonen-
verschiebung entlang der Triade, zum anderen wirft sie aber auch neue Fragen auf. So fuhrte
jede bisher vorgenommene Mutation am Lysin-Rest allein - dies gilt auch fur die Mutante
K162Y - zu einem starkem Aktivitatsverlust (vgl. Tab. 1.1; Aung, 1997). Zum anderen waren
alle anderen erzeugten Doppelmutanten (D90A-, D90OE- und T89A/K162Y) fhigt imé

aktiv. Beim letzten Punkt kbnnte aber wiedeum die Stabilitat - oder besser Instabilitat - dieser
Enzyme (s. 4.1.4.3) eine entscheidende Rolle spielen, auf die ebenfalls im folgenden Kapitel
eingegangen wird.

Die ermittelten pH-Abhangigkeiten erbrachten deutliche Abweichungen vom Wildtyp-Ver-
halten. Die Interpretation der Kurven erfolgte mittels des in Abb. 5.2 gezeigten Modells (Segel,
1975). In dem von dem Modell beschriebenen System existieren drei ionische Formen des
Enzyms:

eine Grundform mit n abstrahierbaren Protonen, eine Form mit einem zusatzlichen Proton
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Abb. 5.2 Modell zur Simulation der pH-Abhangigkeiten nach Segel

(E™") und eine dritte, mit einem Proton wenigef {E Alle drei Zustande des Enzyms kon-

nen Substrat binden, werden als katalytisch aktiv angesehen und kénnten somit zum Produkt
fuhren. Die Faktorem bzw. 3 geben die Anderung von,Kan, die bei einer Protonierung
bzw.Deprotonierung des Enzyms auftritt, wohingegemd d die entsprechenden Effekte auf

die Katalyse wiedergeben. Fur die meisten Enzyme sind die vertikalen Reaktionen, die die
Addition oder Dissoziation des Protons darstellen, sehr schnell im Vergleich zum kataly-
tischen Schritt und werden daher als im Gleichgewicht befindlich angenommen.

Die Bindung bzw. Dissoziation des Substrats kann im Vergleich zum katalytischen Schritt
schneller oder langsamer sein. Als weitere Parameter geham#a&a, die Gleichgewichts-
konstanten der Deprotonierung und Protonierung des Substrats in die Betrachtung mit ein.

Das System ist fur eine automatische Anpassung an die MelRwerte zu komplex. Die Ermitt-
lung der Parameter erfolgte daher durch manuelle, schrittweise Modifizierung ihrer Werte bis
alle drei Kurven die bestmdgliche Ubereinstimmung mit den MeRRpunkten aufwiesen. Die so
erhaltenen Kurven sind in den jeweiligen Abbildungen 4.3 - 4.7 mit dargestellt.

Die Parameter, die sich durch die manuelle Anpassung der Kurven an die experimentellen Da-
ten erhalten wurden, sind in Tabelle 5.1 zusammengefal3t. Zu beachten ist, daf3 sich die an-

gegebenen kinetischen Parametgr und K, auf die E-Enzymform beziehen. Alle Variablen
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gingen in die Auswertung mit ein, um die pH-Abhangigkeit samtlicher Enzyme modellieren zu
kdnnen.

Das WT-Enzym und die beiden Glutamat-Mutanten zeigen einep\p€g von 6.7, das heif3t

in Abwesenheit des Substrats AHA besitzen alle diese Enzyme eine funktionelle Gruppe mit
einem pKa von 6.7, der von Aung (1997) dem Asp-90 zugeordnet wurde. Dig p¥ese
variieren hingegen etwas.

Bei den Aspartat-90-Mutanten und der Doppelmutante verschiebt sich deWeieum etwa

0.8 pH-Einheiten in den sauren Bereich; die entsprechende Veranderung vanfgiKes
dagegen geringer aus. Dies bestétigt die schon erwahnte Vermutung, daf} das Aspartat-90
allein, oder eine Gruppe aus mehreren Resten unteligdeig des Aspartats die Funktion,

mit dem beim WT beobachteten pKa von 6.7 ist. Der in Asp-90-Mutanten neu auftretende
pKe-Wert um 5.9 kdnnte dann dem Glutamat-283 zuzuschreibenoseiariiert bei allen
Enzymen, jedoch nicht in sehr groRem Mal3e. Im Falle des Wildtyps #s®, folgerichtig

erhoht sich der k-Wert leicht (1/k, nimmt ab) bei einer Verringerung des pH von 7.5 auf 5.0.
Analoges gilt fur die Glutamat-Mutanten, bei denen die Abnahme der Substrataffinitat noch ein
wenig starker ausfalio(= 2.8 bzw. 2.5). Den gegenteiligen Effekt zeigen die DOARAY -,

D90N- und D90G-Enzyme, deren nahezu unveranderte bzw. verbesserte Substrataffinitat im
sauren pH-Bereich durarWerte von 0.8, 0.56 und 0.3 widergespiegelt wird.

Die Protonierung dem-Carboxylat-Gruppe des Substrats sollte fur die gemessenen pH-Profile
keine Rolle spielen (pKa= 2.5). Die Abnahme der Substrataffinitat im alkalischen Milieu bei
allen Enzymen konnte demgegenuber durch einen-ykat von 8.6 simuliert werden. Dies
steht in Einklang mit frGheren Untersuchungen (Herrnetrad., 1974), nach denen eine posi-

tiv geladenen-Aminogruppe des Substrats mit diesem pKa essentiell fir die Substratbindung

ist.
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Enzym | pKe|pKes| pKa/ |pKe: | pKes| a B % e} k Km
pKa, (s7) | (um)

WT 6.7 6.4 25/8.6 12 12 2 1 0.p ( 6% 6p

D90G 595 6.2 25/86] 87 7794 046 8P 0|5 il g3 7yo00

D90ON 595 6.5 25/86] 9.8 87 03 126 O3 I]. 0.¢13 3p00
D90N/K162Y] 5.9 6.0 25/86] 90 76 08 224 05 I]_ 06 8%00
E283G 6.7 6.2 25/8.6 12 12 2.8 4 035 ¢ 9p 450

E283V 6.7 6.3 25/8.6 12 12 2.1 1 0B 1|3 650

Tabelle 5.1:Parameter des Modells 5.1, die tber die Anpassung der Kurven an die experimentellen Daten
erhalten wurden. Bei allen Messungen wurde AHA als Substrat verwendet.

pKe; und pKes gehen beim WT- und den Glutamat-Enzymen nicht in die Betrachtung mit ein;
in ihrem Fall bindet die jeweilige deprotonierte Enzymform kein Substrat, (pi@ pKes =

12) und bildet auch kein Produkd € 0). Dementsprechend betragt @#Wert 1. Fur die
Aspartat-Mutanten hingegen liel3 sich das Modell nur unter Bertcksichtigung verupie
pKes den experimentellen Daten anpassen. Bei diesen Enzymen ist die deprotonierté Form E
' gleich aktiv wie B (5 = 1). Schon im Ergebnisteil wurde bei den Aspartat- und der
D90N/K162Y-Mutante die Zunahme vdq@, mit Erhdhung des pH-Wertes erwahnt. Je nach
Mutante nimmt die Umsatzgeschwindigkeit bei einer Erhéhung des pH-Wertes von 5.0 auf 9.0
um das 2-4-fache zu. Eine solchg-Kunahme in etwa gleicher Gré3enordnung konnte schon
bei den Lysin-162-Mutanten festgestellt werden (Aung, 1997). Dieser Effekt kbnnte auf eine
OH-Katalyse zuruckzufiihren sein, die hier dudch 1 simuliert wird. Das Hydroxydion kann
dabei entweder bei der Acylierung direkt das Amid angreifen, indirekt die Nukleophilie des
Threonins Uber eine Abstraktion des Protons erhdhen oder bei der Deacylierung den Ester des
Acyl-Enzyms angreifen. Eine &hnliche Situation wurde im Falle von Subtilisin-Mutanten
beschrieben, welchen das zentrale Histidin der katalytischen Triade fehlte (Carter & Wells,
1988). Bei einem solchen Effekt sto3t das angewendete Modell aber an seine Grenzen und
muf3te eventuell erweitert werden.

Die Erhohung der Substrataffinitdt, die sich oberhalb von pH 7.5 zeigt, fuhrt im Falle der
D90G- und der Doppelmutante zu einer deutlichen Verringerung der\WEee (8.7 bzw.

9.0). Diese Abnahme desnKscheint im stérker alkalischen Milieu durch die zunehmende

Deprotonierung dea-Aminogruppe kompensiert zu werden, denn oberhalb von ca. pH 8.6
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nimmt K, wieder zu. Das D90ON-Enzym zeigt keine entsprechende Zunahme, jedoch eine
zunéchst konstant bleibende Substrataffinitét, die ebenfalls oberhalb von pH 8.6 wieder ab-
nimmt. In ihrem Fall fallt die Abnahme des pKWertes geringer aus (9.8). Bei allen drei
Enzymen ist der pKedNert um etwa eine Einheit geringer als der von piKer demgemal
erhohte3-Wert spiegelt die starkere Affinitdt der deprotonierten Enzyme fur das Substrat
AHA wieder.

Fir das WT-Enzym isy = 0.9, das bedeutet, die protonierte Form dieses Enz{ithsd
nahezu die gleiche Aktivitat wie"EWird - wie oben argumentiert - dem Aspartat-90 denpK

Wert von 6.7 zugeordnet, so mufite, wenn diesem Rest im Laufe der Katalyse eine Funk-
tion als Protonenakzeptor zukéame, ein protoniertes Aspartat zu einem wesentlich starkeren
Aktivitatsverlust fuhren. Bei allen anderen hier untersuchten Mutanteiklesiner, somit fihrt

die Protonierung des Enzyms zu einem Aktivitatsverlust. Dieser Effekt ist aber recht gering.

5.3  Stabilitatsuntersuchungen

Bei den in Kapitel 4.1.4.3 dargestellten Untersuchungen zur chemischen Denaturierung wurde
die Konformationsanderung bei steigendem Denaturantenanteil Gber die Fluoreszenzanderung
des Tryptophans-66 verfolgt. Alle in dieser Arbeit erhaltenen Denaturierungskurven zeigten
einen dem Ein-Phasen-Modell entsprechenden Verlauf.

Ko
Natives Enzym d Denaturiertes Enzym

Die Denaturierung verlauft somit ohne die Entstehung eines Zwischenproduktes. Den Daten
der Tab. 4.3 ist zu entnehmen, dal3 die Glutamat-Mutanten und das D90G-Enzym nur geringe
Unterschiede zum Wildtyp-Enzym zeigen. Das D90N-Enzym weist einen geringen Stabilitats-
verlust auf, sdmtliche Doppelmutanten sind extrem instabil (D90ON-, D9OE- u. T89A/K162Y)
oder schon in Abwesenheit von BICI denaturiert (D90A/K162Y). Letzteres gilt auch fur das
D90V-Enzym. Ein deutlicher Verlust an Stabilitdt wurde schon bei Einfuhrung der Muta-
tionen K162C und K162Y beobachtet, hOh&@&H,0)-Werte als fur das Wildtyp-Enzym
wurden hingegen fur die Mutanten D9OE, T89A, K162H und T89V erhalten (Aung, 1997).
Denaturierungsprozesse konnen die Dissoziation des tetrameren Enzyms €6hlffin971)

und die Entfaltung der Monomere oder einzelner Faltungsdoménen des Proteins sein. Abbil-
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dung 5.3 zeigt einen Vergleich der HalbdenaturierungstemperatanitTAG(H,0) fur einige
EcA2-Formen. Man kann erkennen, dald eine gute Korrelation zwischen diesen beiden Mel3-
werten besteht. Dies weist darauf hin, dal3 beide Methoden in etwa den gleichen Prozel} - die
Dissoziierung des tetrameren Enzyms und die Entfaltung der resultierenden Monomere - de-
tektieren. Eine schon bei anderen Enzymen postulierte Konformationséanderung uber Bin-
dungsstellen des Denaturanten (Schellmd®g7; Bowleret al, 1994) erscheint hingegen
aufgrund der Korrelation vonslundAG(H,0) als unwahrscheinlich.

Ein grundlegendes Problem der Denaturierung mittels eines Temperaturgradienten ist die
Gleichgewichtseinstellung zwischen dem nativen und dem denaturierten Enzym. Im Gegen-
satz zur chemischen Denaturierung, bei der 3 h bis zum Erreichen dieser Gleichgewichts-
einstellung inkubiert wird, erfolgte die thermische Denaturierung durch eine konstante Tem-
peraturanderung von 1 °C/min. Denaturierungen bei konstanten Temperaturen erbrachten
jedoch, dafl3 bei langeren Inkubationen unterhalb vi@iefeits eine vollstangige Inaktivie-

rung des Enzyms eintreten kann (Derst, 1995).

Auffallend ist das Ergebnis der Doppelmutante D9ON/K162Y, welches zeigt, daf} ein extrem
niedrigerAG(H,0)-Wert (6.3 kJ/mol) nicht automatisch ein sehr inaktives Enzym zu Folge hat.
Bei ihr wurde zudem eine sehr niedrige Bei pH 5.0 ermittelt (42.5 °C), die die starke Ak-
tivitatsabnahme dieses Enzyms im sauren Bereich erklaren konnte (von pH 7.0 auf 5.0 nimmt
die Aktivitat um ca. das 20-fache ab). Andererseits sind die Enzyme D90E/K162Y und
T89A/K162Y trotz vergleichbarelAG(H,0) (ca. 7 kJ/mol) fast vollig inaktiv. Ein Aktivitats-
verlust kann aber auf eine lokale Strukturdnderung des Enzyms zuriickzufiihren sein, ohne daf3
sich dies in jedem Fall an einer entsprechenden globalen Konformationsanderung des Proteins
feststellen liel3e. Aus den geschilderten Grinden kann somit nicht ausgeschlossen werden, dai3
die Inaktivitat dieser Doppelmutanten auf Instabilitat und nicht auf eine entsprechend starke
Storung des Reaktionsmechanismus zurtickzufihren ist. Dies gilt noch verstarkt fur die
D90A/K162Y- und die D90V-Mutante bei denen eine Konformationsdnderung schon in

Abwesenheit von GHICI festgestellt wurde.
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Abb. 5.3 Korrelation zwischen J und AG(H.0) fiir verschiedene EcA2-Mutanten. K162Y, K162C, K162H,
Y25W/W66Y: Werte aus Aung, 1997.

Veranderungen an der T89/K162/D90-Triade fihren somit wie bei den Aktivitatsmessungen zu
keinem einheitlichen Bild. Mit Ausnahme des Austausches von Asp-90 gegen Valin zeigt aber
keine der Einzelmutationen am Threonin oder Aspartat einen so starken Stabilitatsverlust wie
er bei Verdnderungen am Lysin auftritt. Die Triade spielt somit bei der Stabilisierung der
Enzymkonformation eine Rolle, der entscheidende Rest scheint dabei das Lysin-162 zu sein
(vgl. Abb. 5.3; Tab. 4.2; Aung, 1997). Diese Vermutung wird unterstitzt durch die Ergebnisse
der K162H-Mutante, deren hdhere Siit#th durch die vom Histidin in beide Richung ausge-
henden Wasserstoffbricken zum Aspartat-90 und Threonin-89 erklart wurde. Das Histidin
scheint dabei Uber einen pH-Bereich von 5.0 bis 8.0 positiv geladen zu sein (Aung, 1997). Die
extreme Instabilitat des D90V-Enzyms kann durch den schon im vorigen Kapitel angespro-

chenen Sekundareffekt auf Lysin-162 verursacht werden.

54 Proton inventories

Die Proton inventory-Technik wurde und wird bei vielen Enzymen angewendet, bei denen
Protonenubergange am Reaktionsmechanismus beteiligt sind. Im Gegensatz zu Substrat-
Isotopen-Effekten, die in der Regel die Auswirkung eines Isotopenaustausches an einer oder

einigen wenigen Positionen des Substrats auf die Kinetik messen, sind Losungsmittel-Isotopen-
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Effekte globaler, da ein solcher Austausch an hunderten von Positionen stattfinden kann.
Entsprechend kann man die am Ubergangszustand beteiligten Protonen allein aus der Messung
von Lésungsmittel-Isotopen-Effekten heraus nur schwer identifizieren. Die Methode kann aber
in Kombination mit anderen Techniken - wie der gerichteten Mutagenese - wichtige
Informationen zum Mechanismus einer Reaktion liefern.

In dieser Arbeit wurden Proton inventory-Messungen von verschiedenen Mutanten der wich-
tigsten im reaktiven Zentrum befindlichen Reste durchgefuhrt. Dies stellt aufgrund der stark
unterschiedlichen Aktivitaten der Mutanten hohe Anforderungen an die MelRmethode. Der
angewendete gekoppelte Test in Mikrotiterplatten (s. 3.2.4.4) bietet sehr gute Voraussetz-
ungen. Der Luftabschlul3 mit Hilfe der UV-durchlassigen Folie gewahrt ein konstantes H/D-
Verhaltnis auch Uber langere Mel3zeiten hinweg. Ob zwischen Ein-, Zwei-, oder mehreren am
Ubergangszustand beteiligten Protoneniibergangen aus dem Kurvenverlauf heraus unterschie-
den werden kann, hangt naturgemald von der Genauigkeit der Messung ab. Je geringer der
Gesamtisotopeneffekt, je hdher mul3 die Prazision der Werte sein (Quinn & Sutton, 1991).
Schowen (1978) ermittelte maximal erlaubte Abweichungen, die es gestatten, zwischen den
linearen und polynomen Fé&llen zu unterscheiden. Bei einem Gesamtisotopeneffekt von 1.5
betragt demnach die erlaubte Abweichund% um zwischen ein und zwei am Ubergangs-
zustand beteiligten Protonen zu unterscheiden. Bei einem Gesamteffekt von 2.0 und 4.0 sollte
ein Bereich vort 2.8% bzw.x 9.9% eingehalten werden. Bei den in dieser Arbeit gezeigten
Messungen betrug die héchste Abweichung vom Mittelwert bei einem definierten n im Falle
der T89V-Messung 10% (bei n = 0.798, vgl. Abb. 4.12). Fur die gesamte Messung lag diese
Abweichung beix 5%, bei allen anderen Mel3reihen jedoch unter 3%. Insgesamt war die
Genauigkeit der Messungen - mit Ausnahme der T12V-Mutante - gut genug um selbst bei den
sehr inaktiven Mutanten zuverlassige Daten zu erhalten, die es zusammen mit der Auswertung
nach Albery (1975) gestatteten, zwischen einer Ein-, Zwei- oder Multiprotonenkatalyse zu
unterscheiden. Dabei war von Vorteil, dal} es die Durchfuhrung der Reaktionen in Mikro-
titerplatten erlaubte, Mehrfachbestimmungen der Umsatzgeschwindigkeiten bei mindestens
neun verschiedenen Deuteriumanteilen durchzufiihren und diese alle gleichzeitig zu starten. So
konnte eine mdgliche Veranderung der Enzymprobe oder der Deuteriumanteile der Reagentien
verhindert werden, wie sie bei einzeln durchgefiihrten Messungen tber einen langeren Zeitraum
hatten auftreten konnen.

Der gemessene Losungsmittel-Isotopeneffekt ist ein gewichteter Durchschnitt der Isotopen-

effekte auf ki und k./Km. Die Gewichtung ist abhangig vom Grad der Substratsattigung.
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Soweit es der kWert der Enzyme zuliel3, wurden die Messungen bei einer Substratkonzen-
tration von= 50Km durchgefuihrt, was einer Substratsattigung von mindestens 98% entspricht
und einen maglichen Einfluld voRkK, auf den Isotopeneffekt gering halt. Zudem konnte bei
keiner der ermittelteRK -Werte ein signifikanter EinfluR des,O auf K, festgestellt werden

(vgl. Tab. 4.3). Dies ist inshesondere bei den Glutamat-283 und Aspartat-90-Mutanten von
Bedeutung, bei denen aufgrund ihres hohepWertes keine entsprechende Sattigung
hergestellt werden konnte.

Bei der Herleitung der fur die Auswertung der Messungen eingesetzten Gleichungen wird eine
wichtige Vereinfachung eingefuihrt: die Fraktionierungsfaktoren der Verbindungen im Aus-
gangsstadium (Reaktanden) liegen nahe eins und haben somit keinen Einflul3 auf die Isotopen-
effekte (siehe 3.2.4.3). Fur die Seitenketten der Reste im aktiven Zentrum der EcA2 ist diese
Annahme korrekt; dig® - Werte ihrer funktionellen Gruppen (R-BL. RCOOL, R-OL und
Ar-OL) sind bekannt und zeigen alle nur geringe Abweichungen vom Wert 1 (Quinn & Sut-
ton, 1991; Schowen & Schowen, 1982).

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse der Proton inventory-Messungen verschiedener
EcA2-Enzyme erbrachten eine Vielzahl von Effekten.

Die Ergebnisse mit dem WT-Enzym, der T12S- und T89S-Mutante, sowie der E283V-,
E283G-, D90G- und D90OE-Mutante bei pH 5.0 zeigen einen Kurvenverlauf, der sich am
besten durch die exponentielle Gleichung wiedergeben 1aRt. Auch bei der Auswertung nach
Albery (1975) ergibt sich die groRte Ubereimshung mit dem fiir diesen Fall theoretisch
vorhergesagten Wert. Ein solcher Verlauf spricht fir die Beteiligung einer Reorganisation von
Losungsmittel- oder Proteinstruktur-Protonen wéhrend des katalytischen Schrittes. Dabei han-
delt es sich um eine gréRere Anzahl an Protonen, deren Fraktionierungsfaktor-Werte im Uber-
gangszustand weniger stark von eins abweichen, als es z. B. bei komplett transferierten Proto-
nen der Fall ist, deren Umgebung sich wéhrend des katalytischen Schrittes starker &ndert.
Natdrlich ist aber auch eine zusétzliche Beteiligung solcher ‘konventionellen’ Protonenbewe-
gungen am Erreichen des Ubergangszustandes maglich.

Quinnet al (1980) fuhrten schon vor langerer Zeit Proton inventory-Messungen an verschie-
denen Amidohydrolasen durch, darunter auch EcAZEaedi. IThre mit einer anderen Nach-
weismethode nur vom WT-Enzym bei pH 7.12 durchgefiihrte Messung zeigt gute Uberein-
stimmung mit dem hier bei pH 7.0 vorgenommenen Experiment. Der von @uain(1980)
ermittelte Gesamteffekt liegt mit 2.93 ein wenig hdher, und dév3/Wert lag zwischen dem

fur eine Zwei- und dem einer Multiprotonenkatalyse mit Solvatations-Effekten vorhergesagten
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Wert, mit Tendenz zum letzteren. Die Autoren schlossen dementsprechend ebenfalls auf eine
Multiprotonen-Katalyse mit moglicherweise zwei oder mehr stark betei-ligten Protonen (in
Anlehnung an den damals postulierten Mechanismus der Serin-Proteasen) und mehreren
anderen H-Atomen, die Uber Losungsmittelmolekile oder Strukturanderungen des Proteins am
Ubergangszustand beteiligt sind.

Welche Protonen-Transfers der ‘konventionellen’, auf Sdure-Base-Reaktionen beruhenden Art
konnten beim Wildtyp-Enzym und den anderen oben genannten Fallen am geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt (Acylierung) beteiligt sein?

a) Eine Protonen-Verschiebung entlang einer katalytischen Triade von zwei oder mehr
Protonen. Ein solcher Mechanismus ist fir die EcCA2 aufgrund der schon mehrmals in dieser
Arbeit angesprochenen Griinde (u. a. sind weder Asp-90 noch Glu-283 als Protonenakzeptor
denkbar, siehe 5.2) auszuschlieBen und wird auch bei mechanistisch verwandten Enzymen
angezweifelt (vgl. 1.3).

b) Eine Protonenubergabe vom Nukleophil auf eine Base oder direkt auf die Abgangs-
gruppe des Substrats wie es beim Molecular Modeling simuliert wurde (s. 4.3.2.1). Ein sol-
cher Protonentransfer ist unbedingt ndtig um die Nukleophilie des Threonins zu erhéhen und
wuirde, wére er Teil des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes, einen primaren Isotopen-
effekt zwischen 2 und 16K/"k) erzeugen.

c) Eine Stabilisierung des tetraedrischen Ubergangszustandes durch Wasserstoff-
bricken. Hierfir kamen die Hauptketten-NH-Gruppen der beiden Threonine und die Hy-
droxylgruppe des Threonins-89 in Betracht (Palnal, 1996). Die Amplitude solcher Pro-
tonenbewegungen fallt nicht mit der Reakionskoordinate zusammen, sie koénnten jedoch
sekundare Isotopeneffekte von 1.5 bis 3.0 pro H-Bricke erzeugen (Quinn & Sutton, 1991).
Die Mehrprotonenkatalyse durch Serin-Proteasen wurde in diesem Sinne durch starke H-
Brucken bei der ,Oxyanion hole®-Stabilisierung interpretiert (Schadteal, 1988). Changet
al. (1996) stellten jedoch eine Silibin-Mutante (NL55G) her, bei der die starkere von zwei-
en solcher H-Brucken wegfallt. Dennoch konnte keine Verénderung der Proton inventories
festgestellt werden, und die Autoren postulierten dann nur einen wirklichen Protoneniibergang
(bei der Aktivierung des Nukleophils Serin) und schrieben die Kurvenbeugung den schon er-
wéahnten Multiprotonen-Effekten zu. Zudem ist das grundlegende Problem dieser Annahme,
dal3 ein sekundarer Isotopeneffekt dieser Art nur bei relativ geringesumirschied
zwischen Donor und Akzeptor auftreten kann, da nur dann eine extrem starke Wasserstoff-

briicke - eine sogenannte ,low-barrier hydrogen bond* (LBHB) - entsteht, die einen deutlich
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von 1 verschiedenen Fraktionierungsfaktor bewirkt (Cleland & Kreevoy, 1994; Cleland, 1992;
Freyet al, 1994). Der Unterschied zwischen dem, @her Peptid-NH-Gruppe17) und

dem Sauerstoff eines tetraedrischen Ubergangszustandes {8Kder konjugierten Saure) ist

dafir zu grof3. Dennoch kann eine solche H-Bricke unter den speziellen Umsténden eines
aktiven Zentrums - u.a. WasserausschluR und die Moglichkeit konformativer Anderungen die

eine pKa-Angleichung verursachen kdnnten - nicht generell ausgeschlossen werden.

Die in b und c diskutierten Protonenverschiebungen kdnnen hdchstwahrscheinlich nicht allein
zu exponentiellen Proton inventories fuhren. Wie schon erwéhnt, ist hierfir (zusatzlich) eine
gréRere Anzahl an Protonen notig, deggrWerte in geringerem MaRe von eins abweichen.

In einem so komplexen System wie einer enzymatischen Reaktion kann dies naturlich hunder-
te von Positionen betreffen. Prinzipiell gibt es folgende Mdglichkeiten:

1) Es treten Konformationsanderungen des Proteins wahrend des geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schrittes auf. Ein solcher Effekt kann sehr viele Protonen in den unterschied-
lichsten Bereichen des Enzyms betreffen. Bekannt ist jedoch, daf} das wahrscheinliche Nuk-
leophil Threonin-12 Teil des beweglichen Loops ist, der sich nach der Substratbindung tber
dem katalytischen Zentrum schliel3t (vgl. 1.2.2, Abb. 1.2). Moglicherweise spielt eine Loop-
Bewegung nicht nur eine Rolle beim Abschlul3 des aktiven Zentrums gegen das umliegenden
Losungsmittel, sondern auch bei der Anndherung des Threonin-Sauerstoffatoms an die umzu-
setzende Amid-Funktion des Substrats im Verlauf der Acylierungsreaktion. Hierauf wird spéa-
ter noch eingegangen.

2) Reorganisationen von Protonen des LOsungsmittels. Dies kann Wassermolekile
betreffen, die an den unter a geschilderten Konformationsénderungen beteiligt sind und sich
nicht direkt im katalytischen Zentrum befinden. Méglich ist aber z. B. auch eine Beteiligung
der funf Wassermolekile, die alle wichtigen Reste im aktiven Zentrum miteinander verbinden
(s.Abb. 4.22).

Bei den Messungen bei pH 5.0 des Wildtyp-Enzyms und der Glutamat- und Aspartat- Mutan-
ten zeigte sich ein deutlich hoherer Gesamtisotopeneffekt (ca. 3.9-4.5 je nach Enzym) als bei
der Wildtyp-Messung bei pH 7.0 (ca. 2.8, vgl. Tab. 4.3). Ein solcher Effekt kdnnte durch Pro-
tonierungen von Gruppen entstehen die an den unter 1 und 2 geschilderten Prozelggen bete
sind.

Die in Abb. 4.11 dargestellten Ergebnisse der Proton inventory-Messungen der T12S- und

T89S-Mutante zeigen keine signifikante Anderung gegentiber dem Wildtyp-Enzym. Dies steht
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im Einklang mit ihren nur geringfligig verringertenadWerten.

Wesentlich drastischer sind die Veranderungen im Falle der T89V-, T12V-, K162H-, K162Y-,
Y25A- und Y25W/W66Y-Enzyme sowie den Glutamat-283- und Aspartat-90-Mutanten bei
pH 7.0. Diese Ergebnisse weisen auf eine Anderung des katalytischen Schrittes und / oder des
Mechanismus hin.

Am auffalligsten ist der fehlende Isotopeneffekt der Glutamat- und Aspartat-Mutanten bei pH
7.0. Allen diesen Enzymen ist gemeinsam, dal3 sie tUber eine relativ hohe maximale Umsatz-
geschwindigkeit verfigen und gleichzeitig einen stark erhohteWert aufweisen (vgl. Tab.

4.1). Dies konnte auf einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt hinweisen, der vor dem
eigentlichen Umsatz des Substrats liegt. In Frage kamen dafir die Substratbindung und das
SchlieRen des Loops. Die Substrat-Bindung ist in der Regel ebenso wie die Produktfrei-
setzung nicht isotopensensitiv (Quinn & Sutton, 1991) und k&me daher bei den Reaktionen
dieser Mutanten (bei pH 7.0) am ehesten als limitierender Faktor der Katalyse in Frage. In dem
schon aus der Einleitung bekannten Reaktionsschema ware sprgieskhwindigkeits-
bestimmend und die Substratbindung ware kein der Reaktion vorgelagertes Gleichgewicht
mehr.

Eine Interpretation des fehlenden Isotopeneffektes in dieser Weise wirft die Frage auf, ob sich
ein Wechsel des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes von pH 7.0 zu 5.0 auch in den pH-
Abhangigkeiten von & und K, ablesen lafit. Dies ist in der Tat ein Problem, da insbesondere

die Glutamat-Mutanten ein dem Wildtyp sehr ahnliches pH-Profil aufweisen (s. Abb. 4.6/4.7).

H.O

ky i
k k k k k
E,+Se— B—> BS—» F—> BP— BP—> E+P

k.l i
NHs

E, = offene Form des Enzyms, & = offene Enzymform mit gebundenem Substrg6 E geschlossene
Enzymform mit gebundenem SubstrayFE Acyl-Enzym im geschlossenen EnzymPE= geschlossenes
Enzym mit gebundenem ProduktFE= offene Enzymform mit gebundenem Produkt.

Fir die Mutante D9ON liel3 sich bislang keine vollstandige Proton inventory-Messung er-
halten. Die vorlaufigen Daten zeigen aber, dal3 sie im Gegensatz zu den anderen Aspartat- und
Glutamat-Mutanten bei pH 7.0 einen Isotopeneffekt von ca. 2.0 aufweist. Eine solche ,Son-
derrolle* dieses Enzms wurde auch bei den Messungen mit Methanol als Kosolvent fest-

gestellt (vgl. 4.2.4, 5.2). Interessanterweise ist die D90ON-Mutante das inaktivste dieser
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Enzyme. Ihr k.rWert ist etwa um den Faktor 10 - 100 geringer als der der anderen Mutanten
dieser Reihe und somit scheint in ihrem Fall wiederum ein anderer geschwindigkeitsbestim-

mender Schritt vorzuliegen.

Bei den im folgenden behandelten Enzymen zeigten die Proton inventories einen linearen - oder
im Falle der T12V-Mutante einen eventuell quadratischen - Verlauf (Abb. 4.12-4.14). Im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Fallen kann dann gemaf? der Gleichung V(n) = Vo (1-n
+ n @) der Wert vond” des einzigen beteiligten Protomsstimmt werden (reziproker Wert

des Gesamtisotopeneffektes). Die Werte gamdabelle 5.2 angegeben. Die zu erwartenden
Fraktionierungsfaktor-Werte bei Protonentransfers wéhrend einer enzymatischen Reaktion

wurden schon vor langerer Zeit diskutiert. B¥Wert einer Wasserstoffbriicke, die an der

Mutante T89V K162H K162Y T12V Y25A Y25W/W66Y

(D# 0-3410.008 0-3010.004 0-3310.002 0-4210.03 0-7510.01 0-5310.02

Tab. 5.2 Ubergangszustands-Fraktionierungsfaktor-Werte fiir einige EcCA2-Mutanten. Bei der T12V-Mutante
ist nur der Uber einen linearen Fit erhaltene Wert angegeben.

Stabilisierung des Ubergangszustandes beteiligt ist (sekundarer Isotopeneffekt) fallt in der
Regel in einen Bereich von 0.3 - 0.6, Protonen deren Bewegung entlang der Reaktionsko-
ordinate verlauft (primarer Isotopeneffekt) erzeugen Werte zwischen 0.1 und 0.5 (Vankata-
subban & Schowen, 1984; Quinn & Sutton, 1991). Die groRe Uberlappung zwischen diesen
beiden Bereichen erlaubt in vielen Fallen keine Zuordnung zu einer der beiden Gruppen.

Dies gilt im vorliegenden Fall u. a. auch fir das T89V-Enzym und die Lysin-Mutanten. Bei
ihnen wurden aber sehr dhnlicté-Werte erhalten, was auf einen kongruenten katalytischen
Schritt hinweist. Da bei der T89V-Mutante die Deacylierung geschwindigkeitabestd ist

(s. 4.2.2; 5.1), mulite dies folgerichtig auch fur die Lysin-Mutanten gelten und in diesen Fallen
ware im obigen Schema Ber limitierende Schritt der Katalyse. Alle drei Enzyme sind ex-trem
inaktiv, so dall eine wirkungsvolle Aktivierung des angreifenden Wassermolekils un-
wahrscheinlich erscheint und die Hydrolyse durch ein intakt€sMolekll erfolgen kdnnte,

wie es in Kapitel 4.3.2.2 simuliert wurde (Tab. 4.11). Am Ubergangszustand ware in diesem
Fall ein kompletter Protonentransfer beteiligt, der einen priméren Isotopeneffekt erzeugen
wiirde. Die bei diesen Mutanten ermitteli®ftWerte sprechen in der Tat eher fiir einen sol-

chen Fall, da ihre Fraktionierungsfaktoren an der Grenze des Bereichs liegen, der fur stabi-
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lisierende Protonenbriicken angegeben wird. Eine solche Interpretation der Werte ist derzeit
aber spekulativ.

Bei den Mutationen, die die Reste auf der anderen Seite des Substrats betreffen - T12V, Y25A
und Y25W/W66Y - wurden wesentlich geringere Isotopeneffekte (und damit ht¥ianéer-

te) erhalten. Fur die Doppelmutante gibt es, wie schon erwahnt (s. 1.2.2), starke Hinweise
darauf, daf3 das Schliel3en des Loops zumindest einen Teil des geschwindigkeitsbestimmenden
Schrittes darstellt (Aung, 1997). Die mit Hilfe der Stopped-Flow-Technik ermittelten Werte
der Geschwindigkeitskonstanter-K¢ erbrachten einen in etwa gleich grof3en Wert fir k
(Loop-SchlieRen) undskKAcylierung). Beide Tyrosin-Mutanten sind recht aktiv (ca. 0.1 bis
0.4% der Wildtyp-Aktivitdt) - was gegen eine starke Storung des chemischen Reaktions-
schrittes spricht - und ihr KWert ist nicht erhoht, d. h., die Substratbindung kann ebenfalls
nicht geschwindigkeitslimitierend sein. Die Tatsache, dafl} auch in ihrem Fall lineare Proton
inventories erhalten wurden kénnte dann darauf hinweisen, dal die Mehrprotonenkatalyse der
Wildtyp-Reaktion durch Reorganisationen von Protonen verursacht wird, die Teil des Loops
sind oder mit ihm in Kontakt stehen und solch eine Reorganisation bei diesen beiden Mutan--
ten verhindert wird. Der detektierte alleinige Protonentransfer kann durch eine stabilisierende
H-Briicke oder die Ubertragung des Threonin-12-Protons direkt auf die Abgangsgruppe
verursacht werden. Der zweite Fall mif3te theoretisch einen héheren - da primaren — Isotopen-
effekt (niedrigerab”Werte) zu Folge haben als sie bei der Y25A- und Y25W/W66Y-Mutante
gemessen wurden. Dieser kann aber mit Hilfe der ,mechanischen* Unterstiitzung durch die
Loop-Bewegung bei der Anndherung des H-Atoms an das Amid-Stickstoffatom des Substrats
verringert werden. Eine Beteiligung eines ,induced fit“ am geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt wurde schon im Fall der Acetylcholinesterase (Rosenberry, 1975; Quinn & Swanson,
1984) postuliert. Dieser ,induced fit* ist dabei weder pH- noch Losungsmittel-lIsotopen-sen-
sitiv. Auch bei der Ribonuclease ist eine Konformationsanderung am Ubergangszustand betei-
ligt, und es ergab sich eine nichtlineare Proton inventory-Messung mit einem Gesamteffekt von
4.8, die zunachst mit drei beteiligten Protonen erklart wurde (Véarg., 1975). Spater
konnte gezeigt werden, dal’ diese Messung auch mittels eines exponentiellen Fits interpretiert
werden kann (Venkatasubban & Schowen, 1984).

Das Threonin-12 bildet eine Wasserstoffbricke mit Tyrosin-25, und bei der T12V-Messung
konnte aufgrund des volumingsen Valins, und da dieser Rest ebenfalls Teil des Loops ist in
ahnlicher Weise wie bei den Tyrosin-Mutanten diskutiert werden. Threonin-12 ist aber zu-

gleich das angreifende Nukleophil. Zudem ist die Mutante extrem inaktiv, was auf eine starke

111



Diskussion

Storung des chemischen Teils der Reaktion hindeutet und ihr Isotopeneffekt ist bedeutend
hoher (Tab. 4.3 u. 5.2). Eine Interpretation des Ergebnisses wird durch die Tatsache
erschwert, dal3 aufgrund der Qualitdt der Messung nicht definitiv zwischen einer linearen und
guadra-tischen Deuterium-Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit unterschieden werden
kann. Geht man nur von einem beteiligten Proton aus, so konnte eine Hydrolyse ohne
Nukleophil-Aktivierung vorliegen; wie schon bei der T89V- und den Lysin-Mutanten
beschrieben. Der im Vergleich zu diesen geringere Gesamteffekt ware dann vermutlich darauf
zurliickzufuhren, daf? das Substrat und nicht das Acyl-Enzym umgesetzt wird. Weitere
Untersuchungen mit der T12A-Mutante kdnnten aber zu besser interpretierbaren Ergebnissen

fuhren, da ihre etwas hohere Aktivitat die Messungen erleichtert.

55 Untersuchungen zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Mutanten

Wie schon in Kapitel 4.2 geschildert, ware es von Vorteil, deutliche Hinweise auf den limitie-
renden Schritt der Reaktionen der einzelnen EcA2-Enzyme zu erhalten. Zu diesem Zweck
wurde das substatanaloge L-Aspafiatiethylamid eingesetzt, aul3erdem wurden Reaktionen

in bindren Wasser/Methanol-Gemischen sowie Burst-Messungen durchgeftihrt.

5.5.1 ,Burst“-Messungen

Der in Abbildung 4.18 gezeigte ,Burst*“-Effekt der T89V-Mutante tritt bei Enzymen, deren
Reaktion gemal einem ‘Ping-Pong’-Mechanismus verlauft, nur dann auf, wenn die Spaltung
des kovalenten Intermediats langsamer verlauft als seine Bildung. Er ist somit ein eindeutiger
Beweis dafir, dal’ bei dieser Mutante die Deacylierung geschwindigkeitshest ist. Der
Nachteil der hier vorgenommenen ,Burst“-Messungen liegt in dem gro3en zeitlichen und
methodischen Aufwand der nétig ist, um aussagekraftige Daten zu erhalten. Zudem ist eine
sehr grof3e Enzymmenge fiir eine Mel3reihe notig (ca. 5 - 8 mg).

Signifikant fur einen ,Burst” ist die zunachst sehr hohe Entstehungsrate des ersten Produktes
(im vorliegenden Fall Hydroxylamin) und die verzdgerte Freisetzung des zweiten Produktes
(hier: Aspartat). Extrapoliert man im Falle des Hydroxylamins die lineare Steady-State-Phase
auf die Ordinate zur Zeit t = 0, so mufdte man bei Substratsattigung die Konzentration der an
dem Prozel3 beteiligten aktiven Zentren erhalten. Dies ist bei der T89V-Mutante der Fall; bei

vier aktiven Zentren pro Molekul betragt der theoretisch zu erwartende Burst-Effekt 0.35 und
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1.1 mM. Die hohe Anfangskonzentration an Aspartat, die ebenfalls der Konzentration an
eingesetzten aktiven Zentren betragt, kann durch schon in der Enzympraparation enthaltenes
Aspartat erklart werden. Aspartat ist ein kompetetiver Inhibitor der Asparaginase, und Jayaram
et al (1986) beschrieben, dall kommerziell &usoli isoliertes Enzym bis zu 3.2 Molekile
Aspartat pro Tetramer enthélt, die nur durch langere Dialyse im leicht alkalischen Milieu
entfernt werden konnen. Das vorliegende Ergebnis spricht dafur, dal3 die T89V-Mutante
Aspartat noch sehr viel starker bindet, womdglich in kovalenter Form wie es in der
Kristallstruktur erhalten wurde (Abb. 4.17). Eine Entfernung durch Dialyse ist nicht moglich,
das gebundene Aspartat wird hingegen durch das Substrat aus dem aktiven Zentrum ver-
drangt. Wie aus der Kiristallstruktur ersichtlich, nimmt das eingefuihrte Valin in etwa die
Position des Threonins ein und die Ammonium-Gruppe des Lysins entfernt sich vom aktiven
Zentrum. Es ergeben sich einige bedeutende Konsequenzen aus diesen Veranderungen, die
Einflu auf die Geschwindigkeit der Deacylierungsreaktion nehmen kdnnen. Zum einen wird
die Anndherung des fir die Deacylierung ndtigen Wassermolekiils durch die nun hydropho-
bere Umgebung der umzusetzenden Ester-Funktion des Acyl-Enzyms erschwert, und die
Stabilisierung des tetraedrischen Ubergangszustandes wird verringert. Zum anderen wird die
elektrostatische Abstof3ung zwischen den Ammonium-Gruppen des Lysins und des Substrats

reduziert, die zur Freisetzung des Substrats beitragt.

5.5.2 Messungen in BED / Methanol-Gemischen

Tritt Methanol bei der Deacylierung in Konkurrenz zum Wasser, so mufite, wenn die Deacy-
lierung geschwindigkeitsbestimmend ist, aufgrund der héheren Nukleophilie des Methanols,
eine Zunahme vonck festzustellen sein (vgl. Kap. 4.2.4). Diese verlauft im einfachsten Fall
gemal} der Gleichungk= ks[H.O] + kJJMeOH], d. h. linear bei zunehmender Methanolkon-
zentration.

Eine derartige Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit konnte jedoch bei keiner der hier unter-
suchten Mutanten festgestellt werden. Unverandegteikd K.-Werte wurden beim Wildtyp

und den D9ON-, T12V-, T89V-, K162H- und K162Y-Enzymen erhalten. Eine leichte Ab-
nahme von k und eine deutlichere Verringerung des Wurde bei den Mutanten E283G,
E283V und D90G beobachtet.

Ein unveranderterkWert bedeutet jedoch nicht unbedingt, daf3 die Acylierung geschwindig-
keitsbestimmend ist, da bei der Beurteilung der Messungen folgendes bertcksichtigt werden

muf’:
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+ die Zugabe von Methanol kann zu einer konformativen Anderung des Enzyms fiihren, die
Einflud auf Substratbindung und Substratumsatz austiben kann. Die vorgenommenen
fluorimetrischen Messungen zeigen einen solchen Effekt jedoch erst ab einer Methanol-
konzentration, die deutlich hoher liegt als die, bis zu der die kinetischen Messungen
durchgefihrt wurden (vgl. Abb. 4.19).

* Methanol hat im Vergleich zu Wasser einen anderen (gré3eren) Raumbedarf, eine andere
Ladungsverteilung und eine verringerte Fahigkeit zur Bildung von Wasserstoffbricken.
Eine naheliegende Konsequenz daraus ware, dafld das Methanol Gberhaupt nicht, oder nicht
an einem geeignetem Ort im aktiven Zentrum plaziert ist, der einen Angriff auf das Acyl-
Enzym gestattet. Dafur spricht, daf} der bei der Methanolyse entstehende Ester nicht
nachzuweisen war und es konnte erklaren, warum insbesondere beim T89V-Enzym keine
KearZUnahme gemessen wurde, obwohl die Reaktion dieser Mutante auf der Stufe des
Acyl-Enzyms ,stecken” bleibt (vgl. 4.2.2).

Das der Ester nicht nachgewiesen werden konnte, konnte aber auch daran liegen, dal? er selbst

von der ECA2 umgesetzt wird (k=13% des L-Asn-Umsatzes; Rohm & Schneider, 1971).

Der Ky-Wert fur den L-Asparaginsaufemethylester ist allerdings extrem hoch (14 mM).

Eine Erhohung des Substratumsatzes bei gleichzeitiger Detektion des jeweiligen Esters erhielt

man im Falle von Trypsin (Compton, 1986) und fidractamase auknterobacter cloacae

P99 (Pageet al, 1995; Xuet al, 1996). Im letzten Fall war der Effekt aufkabhangig vom

Substrat. Je nach Art des eingesetzten Substrats warhoht oder blieb konstant. Andere

Autoren beschrieben zwar eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit iffeLdetamase

aus Staphylococcus aureuder entsprechende Ester konnte aber nicht nachgewiesen werden

(Virden et. al, 1990). Sowohl beim Trypsin als auch bei der Lactamas&taphylococcus

wurde zudem eine Zunahme von, Kit steigendem Methanolanteil gemessen. Dieses Resul-

tat ergab sich bei den meisten untersuchten Enzymreaktionen in Gegenwart eines organischen

Kosolvents und wurde auf hydrophobe Wechselwirkungen im aktiven Zentrum zwischen En-

zym, Kosolvent und Substrat zurtickgefuhrt (Fink & Cartwright, 1981). Im Gegensatz dazu

konnte bei den EcA2-Enzymen keine derartiggZinahme festgestellt werden, vielmehr
zeigten die Glutamat-Mutanten und das D90G-Enzym eine Abnahme aomt ISteigendem

Methanolanteil und das, obwohl in diesen Fallen geladene Seitenketten gegen ungeladene,

hydrophobe Reste ausgetauscht wurden. Eine Interpretation dieser Auswirkung des Methanols

auf die Substatbindung ist schwierig, denkbar sind jedoch folgende Effekte:
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Vor der Substratbindung sind die Reaktionspartner solvatisiert. Dieser Solvathiille werden
sie durch die optimale Bindung des Substrats an das Enzym entzogen. Methanol fihrt,
aufgrund seiner oben genannten Unterschiede zum Wasser, zu einer Schwachung der
Solvatisierung, die aber bei intakter Enzym-Substratbindung nicht ins Gewicht fallen muf3.
Bei den relevanten EcA2-Mutanten ist die Substratbindungsstelle bedeutend gestort, die
leichtere ,Verflugbarkeit® der Reaktionspartner kann dann eine Verringerung des K
Wertes verursachen. Gegen diese Uberlegung spricht, dal bei der D9ON-Mutante keine
Km-Verringerung mit steigendem Methanolanteil beobachtet wurde, obwohl auch sie eine
deutlich schlechtere Substratbindung aufweist.

Das Methanol bindet im aktiven Zentrum in der Art, dal3 es bei den oben genannten Mu-
tanten zu einer verbesserten Substratbindung kommt. Denkbar ware z. B. eine dadurch
verringerte elektrostatische Absto3ung zwischenod@mmonium-Gruppe des Substrats

und dem Lysin-162. Auf eine solche Abstol3ung wurde aufgrund der geringei&erie

von K162-Mutanten geschlossen, bei denen eine ungeladene oder hydrophobe Seitenkette
eingefuhrt wurde (Aung, 1997). Diese Abstof3ung fallt bei den Glu-283- und Asp-90-Mu-
tanten verstarkt ins Gewicht, da dal3 Aspartat und Glutamat u. a. die positiven Ladungen
neutralisieren. Die Bindung des Methanols kann zudem zu der bei diesen Mutanten beo-
bachteten Abnahme von.kfiihren, indem eine Stérung z. B. von Protonenibergéngen
(Pocker & Yanijic, 1987), der Orientierung der Wassermolekile oder von fur die Katalyse

notigen konformativen Anderungen eintritt.

5.5.3 Messungen mit L-AspartatB-methylamid

Ein verandertef-Substituent am L-Asparagin sollte theoretisch nur dann zu einer Anderung

der Umsatzgeschwindigkeit fihren, wenn die Acylierung geschwindigkeitsbestimmend ist, da

nach diesem Reaktionsschritt der Substituent abgespalten ist und die nachfolgende Hydrolyse

des Acyl-Enzyms fur alle diese Substrate gleich ist (vgl. 4.2.5). Wie aus Tabelle 4.4 ersicht-

lich, konnte bei keiner der untersuchten Mutanten eine deutliche Angleichung.€&é&ieke

fir den Umsatz von L-Asparagin und L-Asparfatrethylamid festgestellt werden. Dies

spricht dafir, dal3 bei allen diesen Enzymen die Acylierung geschwindigkeitsbestimmend ist.

Wie schon bei den Messungen mit Methanol als Kosolvent missen aber auch hier bei der

Beurteilung der Ergebnisse einige Uberlegungen Beriicksichtigung finden:

Die Verringerung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit beim Einsatz von L-Aspartat-

B-methylamid gegentuber L-Asparagin ist mit ca. 90-95% (vgl. Tab. 4.4) relativ hoch und
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kann eine Verschiebung des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes hineacy- D
lierung Gberdecken. So wurde mittels der ,Burst“-Messungen (siehe 4.2.2, 5.5.1) bei der
T89V-Mutante ein Keyi/Kpeacy.-Verhaltnis von 2:1 bestimmt; diegacylierung verlauft in
diesem Fall bei Substratsattigung somit nur um etwa die Halite langsamer als die Acy-
lierung.

Eine Einfuhrung von Mutationen insbesondere in der Nahe der umzusetzenden Substrat-
gruppe kann zu einer veranderten Orientierung derselben fuhren, die die Ergebnisse ver-
falscht. In der T89V-Mutante nimmt beispielsweise eine voluminbse-&Hppe die
Position des Sauerstoffs ein (Pa#tnal, 1996) und kénnte einen Einfluld auf die ebenfalls
sehr volumindse -NH-CHFunktion des L-Aspartgd-methylamids austben. Beim Ein-

satz des naturlichen Substrats L-Asparagin ware dann bei diesem Enzym womoéglich die
Deacylierung und beim Einsatz des Methylamids die Acylierung geschwindigkeitsbestim-
mend.

Die Annahme, dal3 eift-Methylamid-Substituent nur einen Effekt auf die Acylierung
austben kann, ist natirlich nur dann korrekt, wenn die Abgangsgruppe im weiteren Ver-
lauf der Reaktion keine Rolle mehr spielt. Dies kann nicht ausgeschlossen werden. Die
Abgangsgruppe kann z. B. bei der Deacylierung die Rolle eines Protonenakzeptors uber-
nehmen (vgl. 4.3.2.2), und das beim Substratanalogen frei werdende Methylamin kdnnte
aufgrund seiner volumindsen, hydrophoben ;@tuppe die Verteilung der Wasser-
molekile storen oder auf andere Art und Weise die Vorgange bei der Deacylierung

hemmen.

Molecular Modeling

In den letzten Jahren gewann als weiterer ,Baustein” der bei der Losung der vielen offenen

Fragen zum Reaktionsmechanismus von Enzymen helfen kdnnte, die rechnergestitzte Simu-

lation von Reaktionen zunehmend an Bedeutung. Da es sich um rein theoretische Berechnun-

gen handelt, die je nach angewendetetem Modell mehr oder weniger starke Vereinfachungen

beinhalten, ist die Interpretation eines Reaktionsmechanismus allein auf Basis solcher Kalku-

lationen fragwdrdig. In Abstimmung mit kinetischen Daten kdnnen aber wertvolle Hinweise

erhalten werden. Ein Problem bei der Simulation enzymatischer Reaktionen ist der komplexe
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Aufbau aktiver Zentren. Durch die schnelle Rechnerentwicklung in den letzten Jahren sind aber

zunehmend auch Berechnungen an grof3eren Systemen - wie im vorliegenden Fall — moglich.

Die in dieser Arbeit vorgenommenen Kalkulationen des Reaktionsmechanismus der EcA2 be-

ruhten u. a. auf folgenden wichtigen Voraussetzungen:

1)

2)

3)

4)

Es stand eine Kristallstruktur mit gebundenem Aspartat iA-2dlosung zu Verfigung
(Swainet al, 1993). Die Reste im aktiven Zentrum dieser Struktur sind Giber Mutagenese-
experimente hinsichtlich ihrer Bedeutung fur den Substratumsatz und -bindung charakteri-
siert, und die wichtigsten von ihnen konnten ausgewahlt werden.

Durch den Vergleich mit Kristallstrukturen anderer Asparaginasen und der T89V-Mutante
konnten konservierte Wassermolekule identifiziert werden (Ralat, 1996), und einige

von ihnen wurden in die Kalkulation mit einbezogen.

Um die Anzahl der beteiligten Atome zu verringern muf3ten die Seitenketten der Amino-
sauren zwar verkirzt werden, eine signifikante Veréanderung der chemischen Eigenschaf-
ten (z.B. des pKa-Wertes) der funktionellen Gruppen resultiert daraus jedoch nicht.

Wie schon im Ergebnisteil erwéhnt, erbrachte die PM3-Methode bei Reaktionen mit Pro-
toneniibertragungen gute Ubereinstimmungen mit experimentellen (atties & Mitz-

ner, 1995).

Natdrlich mussen auch viele Einschrankungen gemacht werden, die bei der Beurteilung der

Berechnungen Beriicksichtigung finden sollten; dazu zahlen u. a.:

a)

b)

Trotz der relativ vielen dbernommenen Reste handelt es sich um ein stark reduziertes
System. Die weitere chemische Umgebung des aktiven Zentrums und damit der an der
Rechnung beteiligten @ppen ist nicht vorhanden. Diese kann jedoch einen bedeutenden
Einflud3 (z. B Gber Wasserstoffbricken) u. a. auf die chemischen Eigenschaften der Reste
nehmen. Ebenso ist die ,globalere” elektrostatische Struktur des aktiven Zentrums stark
gestort, die ein wichtiger Faktor in einer enzymatischen Katalyse sein kann.

Das gesamte strukturelle Geriist des Enzyms fehlt. Zusammen mit den im ersten Punkt ge-
schilderten Effekten kann dadurch eine Gruppe eine Beweglichkeit erlangen, die ihr im
kompletten Enzym nicht zu Verfigung steht.

Die Fixierung einiger Atome hatte zwei Grinde. Zum einen wurde dadurch die Rechenzeit
verkirzt, zum anderen verhinderte sie ein ,Auseinanderdriften“ einiger Gruppen des
Systems im Laufe der Simulation, was aus den unter a und b geschilderten Grinden auf-

treten kann. Obwohl die schon im Ergebnisteil geschilderten Uberlegungen (s. 4.3.1) ge-
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gen eine signifikante Bewegung der T89/K162/D90-Triade im Laufe der Katalyse sprech-

en, kann die Fixierung einiger Atome dieser Reste zu Fehlinterpretationen fiihren.
Bei der Ermittlung der Ausgangsstruktur fur die Simulation des Reaktionsweges wurde zu-
nachst, nach der Umwandlung von L-Aspartat in L-Asparagin, eine Amber-Minimierung
durchgefiihrt (s. 4.3.1). Wie aus Tabelle 4.13 ersichtlich, traten keine groBen Anderungen der
Atomabsténde im aktiven Zentrum auf. Das gleiche gilt fur die anschlie3end mit dem redu-
zierten System vorgenommene PM3-Minimierung. Wird L-Asparagin statt L-Aspartat gebun-
den, fuhrt dies somit nicht zu einer signifikanten Struktur&nderung im aktiven Zentrum. Wie
schon im Ergebnisteil erwahnt, ist von Bedeutung, daf} trotz der relativ geringen Anzahl an
fixierten Atomen ein stabiles System erhalten wurde. Vor allem muf3ten keine Fixierungen an
den Tyrosin-25- und Threonin-12-Gruppen vorgenommen werden, die Teil des beweglichen

Loops sind.

Acylierung
Die Uberlegungen, die dazu fiihrten von einer Protoneniibergabe direkt an die Abgangsgruppe

auszugehen, wurden in dieser Arbeit schon ausfihrlich dargelegt und sollen hier nicht noch
einmal aufgegriffen werden.

Bei der so simulierten Reaktion handelt es sich um den Angriff eines neutralen Nukleophils auf
eine Carbonylfunktion. Die Werte aus Tabelle 4.5 zeigen, dal3 die Annaherung des Sauer-
stoffs und des Protons an die Amid-Funktion simultan verlauft, der Ubergangszustand ist ein
Ring aus vier Atomen (s. Abb. 4.25). Theoretische Berechnungen raltétstio-Methoden

von Reaktionen der neutralen NukleophilgOH MeOH und NH mit Formaldehyd im Vaku-

um wurden schon friher durchgefihrt (Williaetsal, 1983; Wliams et al, 1985; Wliams,

1987). Abbildung 5.4 zeigt in schematischer Form einen Vergleich des Ubergangszustandes
der Acylierungsreaktion mit den berechneten aktivierten Komplexen, die fur die Nukleophile
H,O und NH beim Angriff auf Formaldehyd erhalten wurden. In allen Fallen erhielt man einen
ahnlichen, ringformigen Ubergangszustand aus vier Atomen. Die Bindungslangen und -
winkel variieren natdrlich aufgrund der unterschiedlichen Nukleophile und Protonenakzep-
toren von Struktur zu Struktur mehr oder weniger stark, die Bindungsbildung und Protonen-

ubergabe verlauft aber bei allen Systemen konzertiert.
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Abb. 5.4 Schematische Darstellung des Ubergangszustandes der Acylierungsreaktion (links, diese Arbeit),
des Ubergangszustandes beim Angriff va®uf Formaldehyd (Mitte; nach Willianet al, 1983) und des
Ubergangszustandes beim Angriff von Niif Formaldehyd (rechts; nach Williams, 1987). Bindungslangen

in A, Winkel in Grad.

Wie den Atomabstands-Werten der Tabelle 4.12 zu entnehmen ist, fanden auf dem Weg zu
dem Acylierungs-Ubergangszustand einige Veranderungen am System statt. Der Tyrosin-25-
Rest hat sich ein wenig vom Substrat wegbewegin(dabelle 4.12 vergrof3ert sich leicht).

Dies ist auf den Wegfall der Wasserstoffbriicke zum Threonin-12 zurickzufihren. Das Tyro-
sin halt im weiteren Verlauf der Reaktion Kontakt zums;Ndtw NH," und bewegt sich
dementsprechend mit. Diese Bewegung fuhrt aber nur zu einer maximalen Positions-Veran-
derung der Tyr-OH-Gruppe von ca. Al Die H-Briicke zum Glutamat-283 bleibt weiter
bestehen (dist nahezu unverandert). Die gravierendsten Veranderungen betreffen die Haupt-
ketten-NH-Gruppe von Threonin-89 und besonders von Threonin-12. In beiden Féllen geht die
Wasserstoffbriicke zum Sauerstoffatom des Substrats verloren. Bei der Threonin-89-Grup-
pe wird dies wohl durch die Fixierung der Hauptketten-Atome verursacht (s. Abb. 4.24), so
dal3 sie nicht der Bewegung des Substrat-O-Atoms bei der Ausbildung des annahernd tetrae-
drischen Ubergangszustandes folgen konnen. Wie schon im Ergebnisteil geschildert, bildet die
Thr-12-NH-Gruppe eine neue Wasserstoffbricke mu@arboxylat des Substrats aus. Diese
bleibt auch beim weiteren Verlauf der Reaktion bestehen, was vermutlich nicht den realen
Gegebenheiten entspricht, da beim Acyl-Enzym der T89V-Kristallstruktur eine H-Bricke zum
y-Sauerstoffatom des Substrats vorliegt. Der Kontakt au@arboxylat konnte aber ein kurz-
fristiger Bestandteil eines dynamischen ProzeRes sein um den Ubergangszustand zu erreichen.
Die Ruckkehr der Hauptketten-Atome des Thr-89 zum Ausgangspunkt konnte vom hier ver-
wendeten System dann vermutlich nicht mehr nachvollzogen werden. Um derartige Effekte zu

simulieren, muften zusatzlich Molekuldynamik-Rechnungen durchgefiihrt werden.
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Die ermittelte Aktivierungsenergie der Acylierung betrug 31.8 kcal/mol und war damit die
deutlich hdchste des gesamten Reaktionsweges; sie ist somit auch der geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt der Simulation. Bei der PM3-Kalkulation der Serin-Proteasen-Reaktion mit
einem Amid-Substrat wurde fur die Acylierung ein &ahnlich hoher Wert bestimmt (31.5
kcal/mol; Daggetet al, 1991), dabei wurde das Proton jedoch auf das benachbarte Histidin
ubertragen. Eine entsprechende Ubergabe auf das Tyrosin-25 wurde analog simuliert, die er-
haltene Ubergangs-Energie ist aber deutlich hoher (53.4 kcal/mol, Tab. 4.8).

Zur Uberwindung der Aktivierungsenergie von 31.8 kcal/mol sind folgende Wege denkbar: (1)
das Enzym verursacht eine Geometriednderung des Substrats die die Reaktion erleichtert, (2)
nach der Substratbindung findet eine Konformationsdnderung im Enzym statt, die zu einer
hoheren Reaktivitat fuhrt und (3) das aktive Zentrum ist elektrostatisch komplementar zum
Ubergangszustand. Fiir die erste Mdglichkeit gibt es im Falle der EcCA2 keinerlei Hinweise. Die
umzusetzende Amid-Funktion scheint keinen Einflissen ausgesetzt zu sein, die eine nicht
planare Geometrie und damit eine grof3ere Reaktivitat zu Folge hatten. Fiur die zweite Mog-
lichkeit gibt es hingegen starke Hinweise bezuglich der Loop-Bewegung, auf die schon einge-
gangen wurde (vgl. Kap. 5.4). Der dritte Punkt betréfe die Stabilisierung des negativ gelade-
neny-Sauerstoffatoms des Substrats (,Oxyanion hole®). In der Tat erhoht eine Deletion der
Wasserstoffbriicke vom Threonin-89 zum O-Atom die Aktivierungsenergie um 4 kcal/mol (vgl.
Tab. 4.7). Ein in etwa gleich gro3er Beitrag ware dann von einer intakten H-Briicke von der
Hauptketten-NH-Gruppe aus zu erwarten. Gleiches gilt fur ein konserviertes Wassermole-
kal, welches Kontakt zur ,Oxyanion hole* hat (Paghal, 1996) und in dem reduzierten

System keine Berucksichtigung fand.

Deacylierung
Die Grinde, die zur Simulation des - zur Aktivierung des Wassermolekiils nétigen —Protonen-

transfers auf das Ammoniak fihrten sind die gleichen wie bei der Acylierung. Die Postulie-
rung dieses Reaktionsschrittes wirft die Frage auf, ob auch das bei der Umsetzung von L-
AspartatB-hydroxamat frei werdende Hydroxylamin als Base fungieren kann (pKa = 5.8
gegenuber 9.25 des NH Dies ist sicherlich nicht unstrittig. Jedoch wird auch dem Histidin
(pKa = 6.5) eine Rolle als Base zugeschrieben. Zudem ist eine S&ure-Base-Reaktion naturlich
von der chemischen Umgebung abhéngig. Die Basizitat dguhiHdes NKEHOH kann durch

die Wasserstoffbriicken zu den Gruppen Asp-90, Glu-283 und Tyrosin-25 erhéht werden. Das

positiv geladene Lysin verstarkt hingegen die Aciditdt des Wassermolekils. In Tabelle 4.9
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wurden die fur den Protonenibergang notigen Energien bei unterschiedlighekbbtanden
angegeben. Bei welchem Abstand dieser stattfindet, kann nicht sicher entschieden werden.
Wichtig ist, daR durch die beiden Ammoniumionen eine Stabilisierung des Hydroxidions
eintritt. Wurde das NiH-Molekil entfernt, fand die zu erwartende Protoneniibergabe vom
Lysin auf das OHlon und damit eine Inaktivierung statt, die auch durch H-Bricken von den
anderen Wassermolekulen aus nicht verhindert werden konnte. Die Simulation dieses Reak-
tionsschrittes konnte somit ein Hinweis auf eine wichtige Funktion des positiv geladenen
Lysins liefern: Es positioniert das fur die Deacylierung nétige Wassermolekil, erhdht seine
Aciditat und stabilisiert das entstehende” OMuif eine mdglicherweise leichte Verfalschung der
Werte durch die unkorrekte Berechnung der-BHtlungsenergie wurde schon im Ergeb-
nisteil hingewiesen. Sie kdnnte die zur Aktivierung des Wassermolekils ndtige Reaktion noch
etwas zu endotherm erscheinen lassen.

Die Werte der Tabelle 4.9 zeigen, daf nicht die beim anschlieBenden Angriff des Hydroxid-
lons entstehende tetraedrische Struktur, sondern eiAdtand zum C-Atom von 2.A die

héchste Energie verursacht. Ein solcher Effekt beim Angriff eines Nukleophils auf eine Car-
bonyifunktion in Lésung wurde schon bab-initio-Simulationen der Reaktion eines Hy-
droxid-lons mit Formaldehyd (Madura & Jorgensen, 1986) und mit Formamid (Vétiredr,

1985) beschrieben. Auch in diesen Féllen lag das Maximum der Energie bei einem Abstand des
Nukleophils vom Elektrophil von ca. 2A. Diese Tatsache wurde u. a. mit dem Verlust an
Solvatationsenergie beim Ubergang vom kleinen lon hoher Ladungsdichte zum gréReren,
diffusen Anion der Ubergangsstruktur erklart. Auch im vorliegenden Fall dirfte die Anna-
herung des Otbis auf 2.0A an das C-Atom des Acyl-Enzyms zu einem Verlust an durch die
Ammoniumionen eingebrachte Stabilisierungsenergie fuhren.

Bei dem tetraedrischen Ubergangszustand der Deacylierung spielt einlsieStaty der
»OXxyanionhole* durch Wasserstoffbricken eine gré3ere Rolle als bei der Acylierung, da die
Deletion der Threonin-89-Seitenkette eine Energieerhbhung um 7.8 kcal/mol verursachte. Dies
ist nicht verwunderlich, da sich bei dieser Struktur das Nukleophil komplett bis auf da. 1.5
annahert, was zu einer starker negativen Polarisierung des Sauerstoffatoms fuihrt. Im Falle der
schon erwahnten Simulation der Serin-Protease-Reaktion destabilisierte die Ent-fernung zweier
an der Oxyanionhole beteiligter Wassermolekiile die Struktur um 13-14 kcal/mol. Auch bei der
Deacylierung kann somit die Ausbildung weiterer H-Bricken zum Sauerstoff - wie bei der

Acylierung beschrieben - zu einer weiteren Stabilisierung der Struktur fihren.
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Das Ende der Reaktion bildet die Protonierung des tetraedrischen Ubergangszustandes. Nach
den durchgefiihrten Berechnungen geschieht dies eher durch das Ammoniumion als durch ein
Wassermolekiil. Voraussetzung ist dabei, daR das” Niddt vorher u. a. aufgrund der elek-
trostatischen Abstol3ung mit dem Lysin aus dem aktiven Zentrum entfernt wird.

Die in Tabelle 4.12 dargestellte alternative Deacylierung ohne vorherige Aktivierung@es H
Molekuls benétigt eine wesentlich hdhere Aktivierungsenergie von 27.1 kcal/mol. Diese ist
aber nicht so hoch, als das eine derartige Reaktion im Falle von sehr inaktiven, deacylie-
rungsdefizienten Mutanten wie der T89V oder eventuell der Lysin-Mutanten nicht doch statt-

finden und ihre Restaktivitdten erklaren konnte.

5.7  AbschlieBende Betrachtung und Ausblick

Immer noch sind viele Fragen zur Wirkungsweise der L-Asparaginase |l ungeklart. Auf die
vollstandige Aufstellung eines Rektionsmechanismus wird hier daher verzichtet, obwohl der im
Molecular Modeling Teil durchgefiihrte Simulationsweg eine Grundlage darstellen kdnnte. Im
folgenden sollen die mdglichen Eigenschaften der wichtigsten Reste im aktiven Zentrum noch
einmal kurz dargelegt werden.

Glutamat-283: Diesem Rest kommt mit Sicherheit keine Rolle beim Substratumsatz, wohl aber
bei der Substratbindung zu (vgl. Kap. 4.1.4 u. 5.2).

Aspartat-90: Im Prinzip konnte hier das Gleiche gelten. Starkere Aktivitatsverluste einiger
Mutanten konnen durch Sekundareffekte auf das benachbarte Lysin verursacht werden.
Dennoch ist eine Bedeutung bei der Orientierung des Lysins und der Verringerung seiner
positiven Ladung denkbar, um eine Inaktivierung des bei der Deacylierung angreifenden OH
zu verhindern (vgl. Kap. 4.3.2.2). Der bei einigen Mutanten des Glutamats und Aspartats
postulierte geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Substratbindung (s. 5.4) sollte Gber Pre-
steady-state-Messungen nachgewiesen werden.

Tyrosin-25: Eine direkte Beteiligung dieses Restes an der chemischen Umsetzung ist aufgrund
der hohen Aktivitdten der Mutanten sehr unwahrscheinlich. Vermutlich hilft das Tyrosin tUber
eine H-Briicke bei der optimalen Ausrichtung des Nukleophils Threonin-12. Von Bedeutung
ist dieser Rest fur die Loop-Bewegung (Aung, 1997; Kap. 5.4) und damit eventuell auch fur

die Zusammenfiihrung der Reaktionspartner.
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Wichtig ware eine Ausweitung des Molecular Modeling auf molekildynamische Kalku-
lationen, mit denen eine Uber das einfache SchlieRen hinausgehende Bewegung des Loops
untersucht werden konnte.

Threonin-12: Ist héchstwahrscheinlich das Nukleophil bei der Acylierung.

Threonin-89: Diesem Rest kommt eine Rolle bei der Stabilisierung sowohl des Ubergangszu-
standes der Acylierung, als auch der Deacylierung zu (s. Kap. 4.3.2 u. 5.6).

Weitere Untersuchungen z. B. des Isotopeneffektes der aktiveren T89A-Mutante wéren von
Bedeutung, da sich das Interesse bisher auf die Valin-Mutante konzentrierte (nicht zuletzt
wegen der Kristallstruktur). Bei ihr ist jedoch Lysin-162 sehr stark mit betroffen (s. Abb.
4.17), so daf3 nicht genau zwischen Effekten unterschieden werden kann, die durch das feh-
lende Threonin oder die veranderte Position des Lysins hervorgerufen werden.

Lysin-162: Ist hochstwahrscheinlich Uber die ganze Reaktion hinweg positiv geladen. Zwar
wurde schon ein Lysin-Rest mit einem jo¥on 6.5 postuliert (Doa-piet al, 1991), dieser

aber in hydrophober Umgebung wie sie in der ECA2 nicht vorliegt. Zudem ist die Umsatzge-
schwindigkeit der ECA2 bis hinunter zu pH 5.0 konstant (s. Abb. 4.3). Die Proton inventories
der Lysin-Mutanten (s. 4.2.1 u. 5.4) und die PM3-Rechnungen (s. 4.3.2 u. 5.6) weisen auf eine
Funktion bei der Deacylierung hin. Dal3 bei den Lysin-Mutanten mittels der Messungen in
MeOH/H,O-Gemischen und mit dem L-Aspar{amethylamid als Substrat keine Verschie-
bung des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes hin eacyllerung nachgewiesen wer-den
konnte (vgl. 4.2.3 u. 4.2.4), konnte auf die in Kapitel 5.5.2 u. 5.5.3 diskutierten Griinde
zurlickzufuhren sein.

Eine Ausweitung der PM3-Berechnungen auf die Substrate AHA und L-Asfamathyl-

amid ware sinnvoll, um zu Uberprifen, ob sich die kinetischen Daten auf diese Weise nach-
vollziehen lassen. Mit Hilfe von Amber-Minimierungen kdnnten zudem weitere Mutationen
simuliert und ihr Einflul auf die Aktivierungsenergien der einzelnen Reaktionsschritte
untersucht werden.

Ein weitere wichtige Frage ware die nach einem maoglichen Tunnel-Effekt beim Transfer des
Thr-12-H-Atoms. Bell (1980) gibt experimentelle Vorgehensweisen an, die zur Erkennung
eines Tunnel-Effektes fuhren kdnnen. Ein wichtiger Bestandteil dieser Methode sind — metho-
disch sehr anspruchsvolle - (Deuterium- und evtl. Tritium- ) Isotopenmessungen Uber einen

grof3en Temperaturbereich.
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6.

Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die weitere Charakterisierung des Katalysemechanismus der

L-Asparaginase Il (ECA2) aus. coli.

1)

2)

3)

4)

Mit Hilfe der gerichteten Mutagenese wurde die Rolle der im aktiven Zentrum lokali-
sierten Reste Asp-90 und Glu-283 im einzelnen untersucht. Auf der Grundlage dieser
Experimente kann eine Beteiligung von Glu-283 am Substratumsatz ausgeschlossen wer-
den, an der Substratbindung ist Glu-283 dagegen entscheideridjtbéde kinetische
Analyse von Mutanten des Asp-90 lieferte uneinheitliche Ergebnisse. In Ubereinstimmung
mit friheren Befunden zeigen die Daten aber, da? Asp-90 nicht als Protonenakzeptor
wahrend der Katalyse in Frage kommt.

Doppelmutanten, bei denen die Reste Asp-90 und Lys-162 bzw. Thr-89 und Lys-162
ausgetauscht wurden, zeigten alle starke Stabilitatsverluste. Dies stitzt die Vorstellung,
dalR die ‘Triade’ Asp-90/Lys-162/Thr-89 eine wichtige Rolle bei der iBiabung des
aktiven Zentrums spielt; der entscheidende Rest ist dabei offenbar Lys-162.

Die Untersuchung von Ldsungsmittel-Isotopeneffekten (‘proton inventories’) ergab, dafd
im Falle des Wildtypenzyms eine sog. Multiprotonenkatalyse vorliegt, die mdglicherweise
auf eine Konformationsédnderung wahrend der Katalyse zuriickgeht. Ergebnisse mit Mu-
tanten von Tyr-25 lassen vermuten, dald dabei das Schliel3en eines beweglichen Loops uber
dem aktiven Zentrum von Bedeutung ist. Bestimmte Mutanten mit Austauschen der
Reste Asp-90 bzw. Glu-283 zeigten so gut wie keing@-Botopeneffekt. Moglicher-

weise fuhren diese Mutationen zu einem anderen Reaktionsmechanismus. Die Proton
inventories weisen weiter darauf hin, dal3 Thr-89 und Lys-162 fur den Deacylierungs-
schritt wichtig sind.

Beim Wildtyp-Enzym ist eindeutig die Acylierung geschwindigkeitsbestimmend. Dies gilt
nicht fur die Mutante T89V, bei der in Bezug auf das erste Produkt Hydroxylamin ein
,Burst“-Effekt auftritt. In Ubereinstimmung damit steht die Tatsache, daR in der Kristall-
struktur dieser Mutante ein kovalent an Thr-12 gebundener Acylrest gefunden wurde.
Weitere Experimente mit bindren Methanol/Wasser-Gemischen und mit dem Substrat-
analogen L-Asparaginsaufemethylamid ergaben fiir keine der untersuchten Mutanten
Hinweise fir eine Verschiebung des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes hin zur

Deacylierung.
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5) Mit Hilfe von Simulationen auf der Basis des ‘Amber’-Kraftfeldes und der semiem-
pirischen PM3-Methode wurden mdgliche Katalysewege auch theoretisch untersucht. Die
Rechnungen stitzen einen Mechanismus, bei dem wéahrend der Acylierung ein Proton vom
Thr-12, dem angreifenden Nukleophil, direkt an die Abgangsgruppe) (Rbergeben
wird. Ein Transfer dieses Protons auf das benachbarte Tyr-25 erscheint dagegen unwahr-
scheinlich. Weiter zeigten die Simulationen, dal3 das bei der Deacylierung angreifende
Wassermolekil méglicherweise nicht von einem Rest des Enzyms, sondern vom frei-
gesetzten NH aktiviert wird. Die Reste Thr-89 und Lys-162 scheinen aufgrund der

Berechnungen vor allem die Hydrolyse des Acylenzyms zu unterstitzen.
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8. Abklrzungsverzeichnis

a. bidest Bidestilliertes Wasser

a-°S-dATP Desoxyadenosin-B5ifthio)-triphosphat
Abb Abbildung

a. dest Einfachdestillierts Wasser

ADP Adenosindiphosphat

AHA L-Asparagisaurg3-hydroxamat

APS Ammoniumperoxydisulfat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaarre

BSA Rinderserumalbumin

CHES 2-[N-Cyclohexylamino]ethansulfonsaure
ddNTP Didesoxyribonukleotide

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleotide

DO Deuteriumoxid

DON 6-Diazo-4-oxonorleucin

DONV 5-Diazo-4-oxonorvalin

dsDNA Doppelstrang-DNA

DTT Dithiotreithol

E Extinktion

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FPLC Schnelle Flussigkeits Chromatographie
GuHCI Guanidin Hydrochlorid

HEPES N-[2-hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-hydroxy]propansulfonsaure
I Intensitat

IPTG IsopropylB-thiogalactopyranosid

Kap Kapitel

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani
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MES 2-[N-Morpholino]-ethansulfonsaure
MOPS 3-[N-Morpholino]-propansulfonséure
NADH Nicotinamid-adenindinukleotid (reduziert)
NMR Kernspinresonanz

oD Optische Dichte

p.a. per analysi

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PEG Polyethylenglycol

rpm Umdrehungen pro Minute

SDS Natriumdodecylsulfat

SSDNA Einzelstrang-DNA

Tab Tabelle

TCA Trichloressigséaure

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

TFB Transformationspuffer

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
uv Ultraviolett

viv Volumen/Volumen

wiv Gewicht/Volumen

WT Wildtyp

Zudem wurden die Ublichen Ein- und Dreibuchstabencodes der Aminosauren, sowie der

Einbuchstabencode fir Nukleotide verwendet.
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