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Aminosauren wurden gemaR der Ein- oder Dreibuchstaben-Schreibweise abgekirzt.

A Adenosin

Ay Absorption bei x nm

0%, spezifischer Extinktionskoeffizient bei x nm

Amp Ampicillin

APAD" 3-Acetylpyridinadenindinucleotid

APS Ammoniumperoxosulfid

AS Anthranilat-Synthase

ATP Adenosintriphosphat

bla -Lactamase-Gen

bp Basenpaare

°C Grad Celsius

C Cytosin

c Konzentration

Ca zentrales C-2 Kohlenstoffatom von Aminosduren

C Crude extract (I6sliche Fraktion eines Zellextrakts)

CAT Chloramphenicolacetyltransferase

CPS Carbamoylphosphat-Synthetase

d Schichtdicke

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinsaure

dsDNA doppelstrangige DNA

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

et al. und andere

EtBr Ethidiumbromid

f Verdinnungsfaktor

FPLC fast protein liquid chromatography

GC% GC-Gehalt von Nukeotidsequenzen

GdmcCl Guanidiniumchlorid

Hiss-Tag Anhang von 6 Histidinen an ein Protein

HisA Phosphoribosylformimino-5-aminoimidazol-4-carboxamid-
Ribonucleotid-Isomerase

hisF Gen fir die Synthase-Untereinheit der Imidazolglycerinphosphat-
Synthase aus Thermotoga maritima

HisF Synthase-Untereinheit der Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus
Thermotoga maritima

hisH Gen fir die Glutaminase-Untereinheit der Imidazolglycerinphosphat-
Synthase aus Thermotoga maritima

HisH Glutaminase-Untereinheit der Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus
Thermotoga maritima

HPLC high performance liquid chromatography

ImGP Imidazolglycerinphosphat

IPTG Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid
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PDB Protein Data Bank

PLPS Pyridoxalphosphat-Synthase

PRFAR N*-[5’phosphoribosylformimino]-5-aminoimidazol-4-carboxamid-
Ribonucleotid

ProFAR N*-[5’phosphoribulosylformimino]-5-aminoimidazol-4-carboxamid-
Ribonucleotid

Pwo Pyrococcus woeseii
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RMSD root mean square deviation
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S Sekunde
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Ubersicht und Zielsetzung 1

Ubersicht und Zielsetzung

Die Enzymfamilie der Glutaminamidotransferasen (GATasen) ist im Zuge der Biosynthesen
von Nukleotiden, Aminosauren, Aminozuckern, Coenzymen und Antibiotika fiir den Einbau
von Stickstoff verantwortlich. GATasen bestehen aus einer Glutaminase, an deren aktivem
Zentrum durch die Hydrolyse von Glutamin Ammoniak erzeugt wird. Dieser gelangt durch
einen vom Losungsmittel abgeschirmten Kanal zum aktiven Zentrum der Synthase, wo er mit
einem jeweils spezifischen Substrat zu einem oder mehreren Produkten reagiert. Wéhrend
sich die Strukturen und Hydrolysemechanismen die Glutaminasen sehr ahnlich sind,
unterscheiden sich die Synthasen in der Regel stark voneinander. Gemeinsam ist den
verschiedenen GATasen dass die Aktivitat der Glutaminase jeweils streng reguliert und an die
Bindung des Synthase-Substrates gekoppelt ist.

Die strukturelle Grundlage der Kopplung von Glutaminase- und Synthaseaktivitaten wird seit
mehr als drei Jahrzehnten an verschiedenen Modellenzymen aus der GATase Familie
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Aktivierungsmechanismus am Beispiel der
Imidazolglycerinphosphat Synthase (IMGPS), einem 1:1 Komplex aus der Glutaminase HisH
und der Synthase HisF, durch Mutationsanalysen an der Kontaktfliche der beiden
Untereinheiten untersucht und mit Hilfe von Roéntgenstrukturen der ImGPS interpretiert
(Kapitel 3).

Einen Ansatzpunkt zur Untersuchung der Signaltransduktion im HisH:HisF Komplex bot der
Loop Blal (Loopl), der am aktiven Zentrum der Synthase HisF liegt und in verschiedenen
Rontgenstrukturen in zwei unterschiedlichen Konformationen auftritt. In der geschlossenen
Konformation kommt er tGber dem aktiven Zentrum von HisF zu liegen, wahrend er in der
offenen vom aktiven Zentrum weggeklappt vorliegt. Es wurde postuliert, dass Loopl auf
Grund seiner Lage und Flexibilitat an der Weiterleitung eines Substrat-Bindungssignals von
HisF zu HisH beteiligt sein konnte. Um dieser Hypothese nachzugehen, sollte die
Deletionsmutante HisF-ALoop1 hergestellt, ihre Aktivitdt bestimmt und ihre Rontgenstruktur
aufgeklart werden (Kapitel 4).

Um durch Synthase-Liganden induzierte Konformationsédnderungen zu identifizieren, massen
die Strukturen der apo- und der holo-Form der ImGPS verglichen werden. Bisher ist es jedoch
nicht gelungen, eine Rontgenstruktur der IMGPS mit gebundenem Synthase-Liganden zu
erhalten. Um diesbeziigliche Informationen zu erhalten, wurden NMR-Titratinsexperimente

mit isotopenmarkiertem HisF durchgefuhrt (Kapitel 5).



2 Ubersicht und Zielsetzung

Die zu HisH verwandte Glutaminase TrpG und die Synthase TrpE bilden den Anthranilat-
Synthase Komplex. In einer friheren Arbeit wurden konstitutiv aktive TrpG-Mutanten
erzeugt, die auch in Abwesenheit von TrpE Glutamin hydrolysieren. Mit Hilfe
enzymkinetischer ~ Untersuchungen und  Molekildynamik-Simulationen  sollte  der
Reaktionsmechanismus dieser Mutanten aufgeklart und aus den Ergebnissen Einblicke in den
Aktivierungsmechanismus von Glutaminasen abgeleitet werden (Kapitel 6).

Auf Grund der in friheren Arbeiten postulierten engen evolutiven Verwandtschaft der beiden
Glutaminasen TrpG und HisH sollte es moglich sein, die zur Synthase ausgerichtete
Kontaktflache von TrpG durch die von HisH zu ersetzen und damit einen stabilen TrpG:HisF
Mischkomplex auszubilden. Da entsprechende Versuche einer friheren Arbeit fehlgeschlagen
waren, sollten zunachst fur die Interaktion zwischen HisH und HisF wichtige
Aminosdaurereste identifiziert werden, um anschlieBend das Kontaktflachendesign an TrpG zu

optimieren (Kapitel 7).
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1 Material
1.1 Gerate
Autoklaven
Miinchen 25 MMM, Miinchen
VE-40 SYSTEC GmbH, Wettenberg
Brutschranke BINDER GmbH, Tuttlingen

Chromatographieanlagen:
AKTAT™ basic better
AKTAT™ purifier 10
FPLC LCC-501 plus
verwendete S&ulen:
HisTrap HP 5 ml
HisTrap FF Crude 1 ml
Superdex 75 HR 10/30
Superdex 200 pg HiLoad 16/60
Superdex 200 pg HiLoad 26/60
Cell Densitiy Meter Ultrospec 10
Computer
Elektroporator 2510
Fluoreszenz-Spektrometer Cary Eclipse
Gasbrenner Gasprofi 2SCS
Gefrierschrank -80 °C
Gefrierschrank -20 °C
Gelelektrophoresekammern:
Agarose-Elektorphorese-Apparatur
SDS-Elektrophoresekammer
Mighty Small 11
Multi Gel Caster Gelgiel3stand
Glaspipetten & Glaswaren

GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen

GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
Dell Optiplex Systems
EPPENDORF, HAMBURG
VARIAN, Darmstadt

WLD Tec GmbH, Géttingen
MDF-U72V, SANYO, Tokyo, Japan
LIEBHERR, Nussbaumen

HOEFER Pharmacia Biotech, USA

HOEFER Pharmacia Biotech, USA
GE HEALTHCARE, Miinchen
SCHOTT, Mainz

FISCHER SCIENTIFIC, Schwerte
NOVOGLAS, Bern, Schweiz



Material

Hamilton Mikroliterspritze, 25 pul
Heizblock-Thermostat HBT-2 131
Inkubationsschdittler:

GFL 3033

Certomat H

Certomat BS-1
Khlschrank Privileg de luxe (8 °C)
Magnetrihrer:

MRO, MR2000

MR1, MR3001 (beheizbar)
Microliterpipetten: Research 10, 100, 1000
Mikrowelle HMT 842C
Multi-Doc-It Digital Imaging System
Netzgerate:

Power Supply EPS 301

Power Pack P25
PCR-Gerdéte:

Mastercycler personal

Mastercycler gradients
Peristaltikpumpe Miniplus 2
pH-Meter inolab Levell
Pipettus-accu
Quarzkuvetten:

101-QS (Schichtdicke 10 mm)

105-QS (Schichtdicke 10 mm)
Schiitteltisch Rocking Platform
Uberkopfrotierer Eurostar digital
Ultrafree-20 Nanopore-Wasser-Anlage
Ultraschallgerét Branson Sonifier 250D
UV-Leuchttisch Reprostar
UV-Vis Spektralphotometer Cary 100 Bio
UV-Vis Spektralphotometer V650
UV-Vis Biophotometer
Vakuumpumpe ME 2C

HAMILTON, Bansduz, Schweiz
HLC, Bovenden

GFL, Burgwedel

BRAUN Biotech, Melsungen
BRAUN Biotech, Melsungen
PRIVILEG, Firth

HEIDOLPH, Kehlheim
HEIDOLPH, Kehlheim
EPPENDORF, Hamburg
BOSCH, Nirnberg
UVP Inc., USA

GE HEALTHCARE, Minchen
BIOMETRA, Géttingen

EPPENDORF, Hamburg

EPPENDORF, Hamburg

GILSON Medical Electronics, Frankreich
INOLAB, Weilheim

HIRSCHMANN, Laborgerate, Eberstadt

HELLMA GmbH & Co. KG, Millheim
HELLMA GmbH & Co. KG, Millheim
BIOMETRA, Gottingen

IKA Labortechnik AG

MILLIPORE, Eschborn
HEINEMANN, Schwébisch Gmiind
CAMAG Chemie Erzeugnisse, Berlin
VARIAN, Darmstadt

JASCO GmbH, Grol3-Umstadt
EPPENDORF, Hamburg
VACUUMBRAND, Wertheim
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Vortex Genie 2

Waagen:
MC1
SI-114

Wasserbad 1003

Zentrifugen:
Centrifuge 5810R
Centrifuge 5415D
Centrifuge 5415R
Sorvall RC 2B, 5C plus
mit SS34- bzw. GS3-Rotoren

1.2 Verbrauchsmaterialien

Dialyseschlauch: Visking, Typ 27/32, 14 kDa
Einwegspritzen Omnifix® 2 ml, 5 ml und 60 ml
Elektroporationskiivetten 2 mm

Faltenfilter

Filterpapier

Konzentratoren:

Amicon Ultra 4 bzw. 15 (mwco: 10 kDa)
Kunststoffklvetten: ¥2 Mikrokuvetten
Kunststoffrohrchen:

15 ml, 50 mi

Falcon 15 ml bzw. 50 ml

Membranfilter ME24 @47 mm; 0,2 um

Nitrocellulosefilter (@13 mm;Cat#:VVSWP01300)

NAP5, NAP10 und NAP25 Séulen
Nickel-Sepharose
Nitril Untersuchungshandschuhe

Parafilm ,,M* Laboratory Film

Pasteurpipetten

SCIENTIFIC IND., Bohemia, USA

SARTORIUS, Géttingen
DENVER INSTRUMENT, Géttingen
GFL, Burgwedel

EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg
DU PONT Instruments, Bad Homburg

ROTH GmbH +Co, Karlsruhe
BRAUN Biotech, Melsungen
PEQLAB, Erlangen
MACHEREY-NAGEL, Diren
Whatman, Maidstone, England

Millipore, Bedford, USA
Sarstedt, Nimbrecht

SARSTEDT, Niimbrecht

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA
SCHLEICHER&SCHUELL, Dassel
MILLIPORE, Eschborn

GE HEALTHCARE, Miinchen
GE HEALTHCARE, Miinchen
VWR, Leuven, Belgien
PECHINEY, Plastic Packaging,
Menasha, USA

HIRSCHMANN, Ebermannstadt
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PCR-Gefalze 0,2 mi

Petrischalen 94/16

Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl
PVDF Membran Immobilon —P
Reaktionsgeféale 1,5 ml und 2 ml
ReaktionsgefalRe mit Schraubdeckel 2 ml

Spritzenfilter PorengréfRe 0,22 um, 0,45 um

1.3 Chemikalien

PEQLAB, Erlangen
GREINER bio-one, Nirtingen
SARSTEDT, Nimbrecht
Millipore, Bedford, USA
ROTH, Karlsruhe
SARSTEDT, Niimbrecht
RENNER GmbH, Daunstadt

Die verwendeten Chemikalien besalen den hochstmdglichen Reinheitsgrad und wurden von

folgenden Firmen bezogen:

AMERSHAM PHARMACIA Biotech
BI10O101 Inc.

BIORAD LABORATORIES
BIOZYM

BOEHRINGER MANNHEIM
DIFCO

FLUKA

GERBU Biotechnik GmbH
GIBCO/BRL

MERCK

LUCERNA-CHEM AG
NATIONAL DIAGNOSTICS
OXOID

RIEDEL-DE HAEN

ROCHE DIAGNOSTICS
ROTH

SERVA

SIGMA-ALDRICH

(Freiburg)
(Carlsbad, USA)
(Minchen)

(Hess. Oldendorf)
(Mannheim)
(Dreieich)
(Neu-Ulm)
(Gailberg)
(Eggestein)
(Darmstadt)
(Luzern, Schweiz)
(Simerville, NJ, USA)
(Wesel)

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



Material

1.4 Kits

Biorad-Losung fur Bradford Test
Gel Filtration Calibration Kit
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

Biorad Laboratories GmbH, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
MBI FERMENTAS, St.-Leon-Rot

NucleoBond®PC100/500 DNA-Extraction Kit MACHEREY-NAGEL, Diren

NucleoSpin®Extract I

1.5 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase
DNA-Polymerasen:

Pwo-DNA-Polymerase
GoTaq® DNA-Polymerase

Thrombin (from bovine plasma)
Glutamat Dehydrogenase

Phosphoenolypyruvat-Kinase

1.6 Bakterienstdmme

E. coli DH5a (Hanahan 1983)

MACHEREY-NAGEL, Duren

NEW ENGLAND BIOLABS, Bad Schwalbach
ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim
PROMEGA, Mannheim

SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen
SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

SIGMA-ALDRICH, Deisenhofen

F, endAl, hsdR17 (rmy), SUpE44, thil, recAl, gyrA (Nal), relAl, A(lacZYA-argF)

U169, ®80, lacZAM15

Derivat des E. coli Stammes K12, der fur Klonierungen verwendet wird.

E. coli 5aa (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)
fhuA2, A(argF-lacZ)U169, phoA, ginVv44, ®80, A(lacZ)M15, gyrA96, recAl, relAl,

endAl, thi-1, hsdR17

Bei diesen Zellen handelt es sich um ein E. coli DH5c Derivat. Durch die Deletion des Gens

fhuA2 fehlt der Eisen-Hydroxamat-Aufnahme-Rezeptor auf der Zelloberflache, was

verhindert, dass der Bacteriophage T1, der an diesen Rezeptor bindet, die Zellen befallt.

Somit sind diese Zellen resistent gegen T1-Phagen.
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E. coli X1 Blue MRF’ (Stratagene)
A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F" proAB laclqZAM15 Tn10 (Tet)]

In XL1 Blue MRF’ Zellen sind alle in E. coli K12 bekannten Restriktionsendonucleasen auf

Genomebene inaktiviert.

E. coli Turbo (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)
F, proA™B", lacl? A(lacZ)M15/fhuA2, A(lac-proAB), gInV, galR(zgh-210::Tn10),
Tet®, endAl, thi-1, A(hsdS-mcrB)5
E. coli Turbo Zellen sind wie E. coli 5a-Zellen T1-phagenresistent. Diese Resistenz ist mit
einem langsameren Zellwachstum verbunden. Dieser Nachteil wird bei E. coli Turbo Zellen

kompensiert, wodurch sie innerhalb von 8 h Inkubation bei 37 °C sichtbare Kolonien bilden

kdnnen.

E. coli KK8 = W3110trpEA2 (Schneider et al., 1981)
trpR, tna2, AtrpEA2
Expressionsstamm mit deletiertem Trp-Operon, der zur Expression Konstrukten mit T5-

Promotor verwendet wird.

E. coli SG200+50 (Casabadan et al.,1976)
lonA’(Tn5), F, AlacU169, araA139, rpsL, relA, thiA, flbB

Expressionsstamm, der zur Expression von Konstrukten mit T5-Promotor verwendet wird.

E. coli BL21 (DE3) (Studier & Moffatt 1986)
hsdS, gal, [Acl, ts857, cndl, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thil, relAl]

Diese Zellen tragen auf ihrem Chromosom ein Gen fir die T7 RNA-Polymerase, die zur

Genexpression im pET-System verwendet wird.

E. coli T7 Express (NEW ENGLAND BIOLABS, Frankfurt am Main)
fhuA2 lacZ::T7genel lon ompT gal sulAll dcm R(zgb-210::Tn10--Tet®) endAl
A(merC-mrr)114::1S10 R(mer-73:miniTn10-- Tet®)2
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Bei diesen Zellen handelt es sich um ein E. coli BL21(DE3) Derivat. Durch die Deletion des
Gens fhuA2 fehlt der Eisen-Hydroxamat-Aufnahme-Rezeptor, wodurch diese Zellen resistent
gegen den Bacteriophagen T1 sind. Zusatzlich enthalten die Zellen eine Tetrazyklin-

Resistenz.

E. coli T7 Express Rosetta (Lehrstuhl Sterner)
fhuA2 lacZ::T7genel lon ompT gal sulAll dcm R(zgb-210:Tn10--Tet®) endAl
A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mer-73::miniTn10--Tet®)2) [argU argW glyT ileX, leuw
metT proL thrT thrU tyrU Cam']
Diese Expressionszellen wurden hier am Lehrstuhl hergestellt. Es handelt sich um E. coli T7
Express Zellen, die zusatzlich das pRARE Plasmid aus E. coli Rosetta(DE)3pLysS enthalten,
wodurch die Expression von Genen mit seltenen Codonen in einem T1-phagenresistenten E.
coli Stamm ermdglicht wird. Neben der Tetrazyklinresistenz erhalten die Zellen durch das
PRARE-Plasmid zusétzlich eine Chloramphenicolresistenz.

E. coli B834 (DE3) (Merck, Nottingham UK)

F ompT hsdSg(rg” mg’) gal dcm met (DE3)
Bei diesen Zellen handelt es sich um eine Methionin-auxotrophe Mutante der E. coli BL21
(DE3) Zellen. Der Stamm wird zur Markierung von Proteinen mit Seleno-Methionin

verwendet.

S. cerevisiae AH109 (James et al. 1996)
MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1-His3,
GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZz

Dieser Hefestamm ist auxotroph fiir die Biosynthese von Tryptophan, Leucin, Histidin und

Adenin. Die Reportergene stehen unter Kontrolle des GAL4 Transkriptionsfaktors.

1.7 Vektoren

1.7.1 pET-Vektoren

Gene, die in die multiple Klonierungsstelle (MCS) von pET-Vektoren (NOVAGEN, plasmid

for expression by T7 RNA Polymerase) eingefligt wurden, werden durch die RNA-Polymerase
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des Phagen T7 (Studier & Moffatt 1986) transkribiert. Die Expression der Gene erfolgt in
speziellen E. coli-Stammen (BL21(DE3)), die eine chromosomale Kopie der T7 RNA-
Polymerase besitzen (Abbildung 1). Die Expression des T7 RNA-Polymerasegens erfolgt
unter der Kontrolle eines lacUV5-Promotor-Operators und wird durch die Zugabe von
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) induziert. Das zur Unterdriickung der Expression
erforderliche Gen fir den lac-Repressor (lacl) liegt auf dem Plasmid und wird konstitutiv
exprimiert.
ITPG

@ lac Repressor
\ kloniertes Gen

7P (}A

\\\

[)ET ) lacl

Abbildung 1: Schematische Darstellung des pET-Expressionssystems.
P/O: Promotor und Operator

+/- : Aktivierung /Repression von Expression

res: Resistenzgen

Bakterielle RNA-Polymerase
des Wirtes

/

lacP/O T7 Polymerase Gen

Wirtsgenom

Die pET21a(+)- und pET24a(+)-Vektoren sind so konstruiert, dass unmittelbar stromabwarts
der multiplen Klonierungsstelle sechs Histidin-Codone liegen. Das hergestellte Protein tragt
dadurch C-terminal einen Hisg-Tag, der eine Aufreinigung durch Nickel-Chelat-
Affinitatschromatografie ermdglicht. Beim pET28a(+)-Vektor liegen stromaufwarts
zusétzlich eine Thrombinschnittstelle und sechs Histidin-Codone, die zur Expression eines N-
terminalen Hisg-Tags fuhren. Dieser kann ebenfalls zur Reinigung von rekombinanten
Proteinen mittels Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie genutzt und anschlielend falls
gewinscht proteolytisch abgespalten werden. Ein in pET11c kloniertes Protein wird ohne
Tags exprimiert. Der pET26b(+)-Vektor enthélt stromaufwaérts des klonierten Gens die pelB-
Sequenz. Durch dieses N-terminale Signalpeptid wird das exprimierte Protein in das
Periplasma sekretiert.

Nach Transformationen mit dem pET1lc- oder pET2la(+)-Vektor kann mittels der
enthaltenen Ampicillin-Resistenz (bla) auf plasmitragende E. coli Zellen selektiert werden.
Im Falle von pET24a(+)-, pET26b(+) oder pET28a(+)-Vektoren erfolgt die Selektion lber die

erworbene Kanamycin-Resistenz (kan).
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1.7.2 pQE-Vektoren

Die kommerziellen pQE-Expressionsplasmide (QIAGEN) gehdren zur pDS-Plasmidfamilie
(Bujard et al., 1987) und basieren im Gegensatz zu pET-Plasmiden auf einem T5-Promotor
Transkriptions-Translationssystem. Das Promotor/Operator-Element besteht aus einem
Phagen T5-Promotor und zwei lac-Operator-Sequenzen, welche die Wahrscheinlichkeit der
lac-Repressor-Bindung erh6hen und so die Unterdriickung des leistungsstarken T5-Promotors
garantieren. Dieser wird von der E. coli-eigenen RNA-Polymerase erkannt, wodurch ein
inseriertes Gen in allen E. coli Expressionsstdammen transkribiert werden kann. Als
Terminatorsequenzen stehen t, des Phagen Lambda und T1 aus dem E. coli rrnB Operon zur
Verflgung. Eine synthetische Ribosomenbindestelle RBSII vor der multiplen
Klonierungsstelle (MCS) ermdglicht die effiziente Translation der transkribierten mRNA.

Der pQE-70 Vektor (QIAGEN) besitzt stromabwarts der MCS einen Hisg-Tag, wodurch das
exprimierte Protein diesen C-terminal bei Klonierung uber die Restriktionsschnittstellen SpHI
und BamHI tragt. Dies wurde zur Reinigung von Proteinen uber Nickel-Chelat-
Affinitatschromatografie genutzt, die im tryptophanoperonfreien E. coli KK8-Stamm
exprimiert wurden. Die Selektion plasmidtragender E. coli Zellen erfolgt tber eine

Ampicillin-Resistenz (bla).

1.7.3 pDMI,1

Der Vektor pDMI,1 (Certa et al. 1986) ist kommerziell als pREP4-Vektor von der Firma
QIAGEN erhéltlich. Aufgrund seines konstitutiv exprimierten Lac-Repressor-Gens (lacl) ist
der pDMI,1-Vektor fur die Inhibition des Lac-Promotor/Operatorsystems und damit fiir die
unterdriickte Expression eines in den pQE70- (bzw. pDS56/RBS/SpHI) Vektor klonierten
Gens in der gleichen Zelle verantwortlich. Eine gezielte Induktion ist durch Zugabe von
0,5 mM IPTG (Endkonzentration) mdglich. Der pDMI,1-Vektor besitzt ein p15-Replikon und

das Kanamycin-Resistenzgen (kan) als Selektionsmarker.

1.7.4 E. coli-Hefe-Shuttle-Vektoren

1.7.4.1 pGAD424
Der E. coli-Hefe-Shuttle-Vektor pGAD424 (Bartel et al. 1993) ist ein Beute- (prey) Vektor
aus dem CLONTECH Matchmaker yeast-two-hybrid System. Fur Klonierungen in E. coli ist

eine MCS mit Schnittstellen fur verschiedene Restriktionsendonukleasen (EcoRI, Smal,
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BamHI, Sall, Pstl & Bglll), ein ColE1 ori und ein Ampicillinresistenzgen (bla) vorhanden.
Das in frame einklonierte Gen wird in S. cerevisiae als Fusionsprotein mit der Gal4-
Aktivierungsdomane (AD) hergestellt und (ber das Nukleus-Translokationssignal der
Alkohol-Dehydrogenase (Tapw) in den Zellkern transportiert. Zur Selektion in S. cerevisiae ist
ein 2p ori und das Gen fur die 3-Isopropylmalat-Dehydrogenase (leu2) vorhanden, welches

leu-defiziente Hefestamme komplementieren kann.

1.742 pAS2.1

Der E. coli-Hefe-Shuttle-Vektor pAS2.1 (Harper et al. 1993) ist ein Kdder- (bait) Vektor aus
dem CLONTECH Matchmaker yeast-two-hybrid System. Fir Klonierungen in E. coli ist eine
MCS mit verschiedenen Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen (Ndel, Ncol, Sfil,
EcoRI, Xmal, Smal, BamHI, Sall & Pstl), ein ColE1 ori und ein Ampicillinresistenzgen (bla)
vorhanden. Das in frame einklonierte Gen wird in S. cerevisiae als Fusionsprotein mit der
Gal4-DNA-Bindedoméne (DBD) hergestellt und Gber das Nukleus-Translokationssignal der
Alkohol-Dehydrogenase (Tapw) in den Zellkern transportiert. Zur Selektion in S. cerevisiae ist
ein 2u ori und das Gen fur die Phosphoribosylanthranilat-Isomerase (trpl) vorhanden,

welches trp-defiziente Hefestimme komplementieren kann.

1.8 Oligodesoxyribonukleotide

Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen sind unterstrichen. Bei Mutationsprimern
sind diejenigen Basen, die von der Originalsequenz abweichen, fett markiert. Wurde ein

Primer von Dritten zur Verfligung gestellt, erfolgt die Angabe der Person in Klammern.

1.8.1 Vektorspezifische Amplifikations- und Sequenzierungsprimer

T7 Promotor

5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3’
T7 Terminator

5’- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3’
CyRI (EcoRl)

57— TCA CGA GGC CCT TTC GTC TT -3"
CyPstl (Pstl)

5’- TCG CCA AGC TAG CTT GGA TTC T -3’
5’pGAD_AD (M. Héger)

5’- TAC CAC TAC AAT GGA TG -3’
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3’pGAD_AD (M. Héger)
5’- TTG AAG TGA ACT TGC GGG G -3’
5'BspHIsektag (zur Umklonierung von pET26b mit pelB-Sequenz in pQE60)
5’-GC TTC ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACC GCT GCT GCT GGT CTG-3’

1.8.2 Amplifikations- und Mutagenisierungsprimer fir hisF

5’tmhisF-Ndel (J. Claren)
5/- AGC CAT ATG CTC GCT AAA AGA ATA ATC GCG -3’

3’hisF-BamHI (T. Seitz)
5’- GTG GTG GGA TCC TCA CAA CCC CTC CAG -3’

5°tmhisF-V48A
5’ -ATA GAC GAA CTC GCT TTT CTG GAT ATC-3’

5°’tmhisF-F77A
5’ -ATC GAC ATT CCG GCT ACT GTT GGA GGA G-3’

5°hisF-D98A (K. Babinger)

5"-CGT GGT GCG GCC AAG GTG AGC
5’hisF-K99A

5"-CGT GGT GCG GAC GCG GTA AGC ATA-3'

5’tmhisF-L169A
5’ -GCA GGA GAG ATC GCT CTC ACC AGT ATC G-3’

1.8.3 Amplifikations- und Mutagenisierungsprimer ftr hisH

5¢pDS-hisH Ncol

5’ -ATG GCC ATG GAT atg agg atc gga ata atc-3’
5¢pDS-hisH Sphl (S. Beismann-Driemeyer)

5’ -GGT GTG ATA GCA TGC GTA TCG G-3'
3¢pDS-hisH Hindlll (S. Beismann-Driemeyer)

5/-CTA CCA AGC TTC TGA AGA GAT CTA TCG-3’
5‘hisH Ndel

5’ -GGA ATT CCA TAT GAG GAT CGG AAT AAT C-3’
3¢hisH BamHI STOP (M. Héger)

5’ -GAA TGG ATC CGC TAT CGC CGG GAC AA
5’hisH-W123A

5’ -CTT CCC CAC ATG GGC GCG AAC GAG GTG ATC TTC-3’
5’hisH-W123K

5’ -CTT CCC CAC ATG GGC AAG AAC GAG GTG ATC TTC-3’
5’hisH-Y138A-hin (M.Héger)

5’ -AAC GGG TAT TAC GCC TTC GTC CAC ACC-3’
3’hisH-E180L

5’ -GAT TTT TGA ACT CTT CAG GGG ATG GAA CTG AAA-3’

3’hisH-E180A
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5’ -GAT TTT TGA ACT CTT CGC GGG ATG GAA CTG AAA-3’
3’hisH-E180A-K181N

5/ -GAT TTT TGA ACT GTT CGC GGG ATG GAA CTG AAA-3’
5’hisHK181Au (K. Babinger)

5’ -CAT CCC GAA CGC AGT TCA AAA ATC-3’
3’hisH-K181S

5C GAT TTT TGA ACT GCT TTC GGG ATG GAA CTG-3’
3’hisH-K181N

5/C GAT TTT TGA ACT GTT TTC GGG ATG GAA CTG-3'
3’hisH-K181S-S182V

5/-C TTC GAT TTT TGA CAC GCT TTC GGG ATG GAA CTG-3’
3’hisH-S182V

5’-CT TCC GAT TTT TGA CAC CTT TTC GGG ATG-3'

1.8.4 Amplifikations- und Mutagenisierungsprimer fur trpG

5°TrpG_Ncol
5’"-ATG GCC ATG GAT atg aaa aga gtg atc gtt-3’
5‘TrpG_Eco_Nde ATG (M. Héager)
5"-GCG CGA ATT CCA TAT GAA ACG TGT GAT -3’
3’TrpG_Bam_STOP (M. Héger)
5/-CGC GGG ATC CGT CAC TTT ACC TGA AT-3’
3‘tmTrpG L126G
5’ -CCG CGT AGC AAC GCC TGG ATT TTT CAC-3’
3‘tmTrpG V127Y
5’ -GTA CCG CGT AGC ATA GAG TGG ATT TTT C-3’
3tmTrpG T129Y
5’ -TGA ATG GTA CCG ATA AGC AAC GAG TGG-3’
5tmTrpG T129A
57 -CCA CTC GTT GCT GCG CGG TAC CAT TC-3'
5mTrpG T129F
5"-CCA CTC GTT GCT TTT CGG TAC CAT TCA-3’
5’tmTrpG T131Y
5’ -CTC GTT GCT ACG CGG GTC CAT TCA CTC GTT GTT-3’
3’tmTrpG S175A
5’ -TTC GGT CAG CAC CGC TTC TGG ATG AAA-3’
5tmTrpG-Q19R-E23R(al)
5’-C ATC GTT CGC TAC ATC GGT CGC GTA GAA CC-3’
3’TrpG_a5_181-185 (M. Hager)

5/-CTT TAT GAT TCT CTT TCC TAT TTT CGA CGA CTT TTC TGG ATG AA-3’

5°tmTrpG-b5b6l1
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5"-GGA AAG ATC GTG CAT CTG AGG AGC AGA AGA CTT CCC CAC ATG GGC TGG
AAC GAG ATC GTA CAC AAC GGA-3’
5‘TrpG_b7_135-140 (M. Héger)
5°-GTG AAA AAT CCA GGC TAT GCT TAT CGG GTC CAT TCA CTC GTT GTT-3°
3'tmTrpG-boll
5/ -TCC CAT GAT CTC AAT TTC GCC ATC ATA TTC ACT TTT GGC
GG-3'

1.9 DNA- und Protein-Langenstandards

Zur GroRenbestimmung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen wurde der GeneRuler™ 1 kb
Plus' DNA Ladder (MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot) (Abbildung 2a), zur
GroRenbestimmung von Proteinen bei SDS-PA Gelen bzw. bei Western-Blots wurde der
Unstained Protein Molecular Weight Marker (MBI FERMENTAS) (Abbildung 2b)
verwendet.

bp
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2000 —
1500 —
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s —116.0 (B-Galactosidase)

s — 6.2 (Bovine Serum Albumin)
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s —35 0 (Lactate Dehydrogenase)

1000 — [
700 —

500 —
400 —
300 —
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W — 250 (REase Bsp98l)

s —18.4 (p-Lactoglobulin)
wase — 14 4 (Lysozyme)

Abbildung 2: DNA- und Protein-L&ngenstandards.
(a) GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder (MBI FERMENTAS) fiir Agarosegele.
(b) Unstained Protein Molecular Weight Marker (MBI FERMENTAS) fir SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid).

1.10 Puffer und Ldsungen

Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Puffer sterilfiltriert und bei

Raumtemperatur gelagert. Es wurde MILLIPORE bzw. bidestilliertes Wasser verwendet.

1.10.1 Arbeiten mit E. coli

Antibiotika
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Die langfristige Lagerung der gelosten Antibiotika erfolgte nach Sterilfiltration bei -20 °C, die
kurzfristige Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Ampicillin (1000 x): 150 mg/ml Ampicillin (Na-Salz) in Wasser gel0st.

Chloramphenicol (1000 x): 30 mg/ml Chloramphenicol in 100 % EtOH gel6st.

Kanamycin (1000 x): 75 mg/ml Kanamycin in Wasser gelost
Glucose-Stammldsung: 20 % (w/v) Glucose in Wasser gel0st.
IPTG-Stammlésung: 1 M IPTG in Wasser geldst, bei -20 °C gelagert.
KCI-Stammldsung: 1 M KCI in Wasser gel6st, bei -20 °C gelagert.
MgCl,-Stammldsung: 1 M MgCl; in Wasser gel6st, bei -20 °C gelagert.
MgSO,4-Stammldsung: 1 M MgSO, in Wasser gelost, bei -20 °C gelagert
5% M9'-Salze

64 g Na;HPO,7H,0, 15g KH,PO,4 2,59 NaCl, 509 NH4CI, in Wasser geldst,
autoklaviert und bei RT gelagert.

TFB I-Puffer:
100 mM KCI, 50 mM MnCl,;, 30 MM KOAc, 10 mM CaCl, 15% Glycerol. Die
Stammldsungen der Einzelkomponenten wurden bei 4 °C gelagert. Der Puffer wurde
direkt vor der Verwendung frisch angesetzt.

TFB Il-Puffer:
100 mM Tris/HCI pH 7,0, 10 mM KCI, 75 mM CaCl,. Die Stammldsungen der
Einzelkomponenten wurden bei 4 °C gelagert. Der Puffer wurde direkt vor der
Verwendung frisch angesetzt.

1.10.2 Arbeiten mit S. cerevisiae

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

LiAc-Puffer
10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 100 mM LiAc, pH 7,5 [Herstellung: siehe LIAC/PEG-
Puffer]

TE-Puffer (1x)
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10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5, autoklaviert
fish sperm carrier DNA (10 mg/ml; ROCHE)
Denaturierung in 20 min kochendem Wasser, danach sofort auf Eis abkihlen, bei -

20 °C lagern, flr jede Benutzung erneut denaturieren.

1.10.3 Arbeiten mit DNA

PCR-dNTP-L6sung (2 mM)
Je2mM dNTP (N =A, C, G und T) in Wasser gel6st und bei -20 °C gelagert.

1.10.4 Agarosegelelektrophorese

Agarose (1%)
5 g Agarose wurden in 500 ml 0,5x TBE gel6st, aufgekocht und bei 60 °C gelagert.
Ethidiumbromid-Stammldsung
10 mg/ml Ethidiumbromid
Sukrose Farbmarker
60 % (w/v) Sukrose, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,1 % (w/v) Xylencyanol FF in
0,5% TBE gel6st
TBE (5%)
445 mM Borsdure, 12,5 mM EDTA, 445 mM Tris (resultierender pH-Wert: 8,15)

1.10.5 Arbeiten mit Proteinen

Aufschlusspuffer fir Expressionen im analytischen Maf3stab
50 mM KP pH 7,5
Aufschlusspuffer fir Expressionen im praparativen MalR3stab
50 mM KP pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8
Dialyse- und Lagerungspuffer
10 mM /50 mM KP pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8
EDTA-Stammlésung
500 mM EDTA wurden unter Zugabe von KOH-Platzchen in 500 ml Wasser gelost
und anschliefend mit 1 M KOH der pH-Wert auf 7,5 eingestellt. Lagerung bei RT.
Kaliumphosphatpuffer (KP)
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1 M K,;HPO, (Base) und 1 M KH,PO, (Saure), durch Mischen wurde der gewiinschte
pH-Wert eingestellt (i.d.R. pH 7,5).
Puffer zur Solubilisierung und Ruckfaltung von HisF
1 M, 2 M und 6 M Guanidiniumhydrochlorid in 10 mM KP pH 7,5
Puffer flr Gelfiltration
50 mM KP, 300 mM KCI, pH 7,5
Puffer far lonenaustauschchromatografie
Laufpuffer: 50 mM KP pH 7,5
Elutionspuffer: 50 mM KP pH 7,5, 3 M NaCl
Puffer fur Metallchelat-Affinitatschromatografie
Laufpuffer: 50 mM KP pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8, 500 mM NaCl, 15 mM
Imidazol
Elutionspuffer: 50 mM KP pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8, 500 mM NacCl,
500 mM Imidazol
Puffer zur Regenerierung der HisTrap FF Crude Saule
20 mM KP, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 7,4
250 mM NiCl, pH 4,05

1.10.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Ammoniumpersulfat (APS)-Stammldsung (10%)
10 % (w/v) APS in Wasser gelost und steril filtriert. Gelagert wurde die Stammldsung
bei -20 °C.

Coomassie Farbeldsung
0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 und R250, 50 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v)
Eisessig, filtriert, bei RT lichtgeschitzt gelagert.

Coomassie Brilliant Blue-Farbeldsung fir den Blot zur N-terminalen Sequenzierung
45 % (v/v) Methanol, 9 % (v/v) Essigséaure, 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue
G250, filtriert, bei RT lichtgeschutzt gelagert.

Coomassie Brilliant Blue-Entfarbelosung flr das N-terminale Sequenzieren
50 % Methanol, 40 % Millipore H,O, 10 % Essigséaure

SDS-PAGE Trenngelpuffer
0,4 % (w/v) SDS, 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

SDS-PAGE Sammelgelpuffer
0,4 % (w/v) SDS, 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
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SDS-PAGE Laufpuffer (resultierender pH-Wert: 8,5)
0,1 % (w/v) SDS, 0,025 M Tris, 0,2 M Glycin
SDS-PAGE Laufpuffer fir N-terminales Sequenzieren
0,1 % (w/v) SDS, 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin
SDS-PAGE Probenpuffer (2x):
2% (w/v) SDS, 10 % (w/v) Glycerin, 5% (v/v) p-Mercaptoethanol, 0,01 % (w/v)
Bromphenolblau, 1,25 M Tris/HCI pH 6,8

1.11 Nahrmedien fur E. coli

Zur Sterilisation wurden die Medien fir 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklaviert. Bei
Selektivmedien wurden die entsprechenden Antibiotika nachtréglich, bei handwarmer
Temperatur, in Form von sterilfiltrierten 1000-fach konzentrierten Stammldsungen

zugegeben.

Luria-Bertani-(LB)-Medium
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1,0 % (w/v) NaCl, 1,0 % (w/v) Trypton
LB-Agar
LB-Medium plus 1,5 % (w/v) Bacto-Agar
SOB-Medium (Sambrook et al., 1989)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,05 % (w/v) NaCl, 2,0 % (w/v) Trypton
Nach dem Autoklavieren wurden 10 mM MgSO,4, 10 MM MgCl; und 2,5 mM KCI
(jeweils steril filtriert) hinzugefiigt.
SOC-Medium
SOB-Medium plus Zugabe von zusétzlich 20 mM Glukose (steril filtriert) nach dem
Autoklavieren.
M9 -Medium
Zu 750 ml sterilem H,0 wurden zugegeben:
200,0 ml 5% M9 Salze, 2,0 ml MgSO, (1 M), 20,0 ml Glukose (20 %), 0,1 ml
CaCl, (1M)
M9 -Agar
M9 -Medium plus 1,5 % (w/v) Bacto-Agar
NH; Minimalmedium
7,59 NagHPO4+2H,0, 3 gKH,PO,;, 0,5gNaCl, 0,25 g MgSO4+7H,0,
0,014 g CaCl,*H,0 ad 1 | (autoklavieren)
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AnschlieRend zugeben: 1 g *>NH,CI + 10 g Glukose + 10 ml Spurenelemente
Spurenenlemente:
9 ml 10 fach SL4, 10 ml SL6, 81 ml H,O (steril filtrieren)
10fach SLA4:
500 mg EDTA, 200 mg Fe(11)SO4+7H,0, ad 90 ml H,O (frisch ansetzen)
SL6: 100 mg ZnSO4+7H,0, 30 mg H3BO3, 200 mg CoCl,*6H,0, 10 mg CuCl,*H,0,
20 mg NiCl,*6H,0, 30 mg NaMoO4+2H,0 ad 1 | H,0
L-Seleno-Methionin Minimalmedium
100ml M9 Salze, 10 ml Spurenelemente, 20 ml Glukose 20 % (w/v),
1 ml MgSO4 (1M), 300 ul CaCl, (1M), 1 mlBiotin (1mg/ml, frisch),
1 ml Thiamin (Img/ml, frisch), Aminosaure-Mix ad 1 | H,O(steril)
Spurenelemente:
59 EDTA, 0,83 gFeCl3*6H,0O, 84 mg ZnCl,, 13 mg CuCl,*2H,0, 10 mg
CoCl,*6H,0, 10 mg H3BO3, 1,6 mg MnCl,*6H,0
Aminoséure-Mix:
Je 40 mg aller Standard L-Aminosauren auRer Methionin.
L-Seleno-Methionin (T) Stammldsung (Se-Met):
25 mg/ml Se-Met in sterilem H,O
Die Zugabe von 1 ml Se-Met erfolgt direkt nach dem Animpfen des Mediums

1.12 Nahrmedien flr S. cerevisiae

YPD-Vollmedium
20 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, mit Wasser auf 950 ml auffullen, nach dem
Autoklavieren 50 ml 40 % steril filtrierte Glukose-Stammlésung zugeben.
YPDA-Vollmedium
YPD-Vollmedium zuziglich 30 mg Adenin nach dem Autoklavieren.
YPD-Agar
YPD-Medium zuzuglich 1,7 % (w/v) Bacto-Agar
SD (synthetic dropout) Minimalmedium
6,79 YNB (yeast nitrogen base, mit Ammoniumsulfat, ohne Aminoséuren, ohne
Dextrose), 0,61 g CSM-Ade-His-Leu-Trp (complete supplement mixture, enthélt alle
Nukleotide und Aminosduren auRer Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan), ergibt

SD-TLHA-Minimalmedium; bei Bedarf wurden je 20 mg Adenin, Histidin, Leucin
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und Tryptophan zugegeben (z. B. zur Herstellung von SD-TL), mit Wasser auf 950 ml
aufgefullt und nach dem Autoklavieren 50 ml 40 % steril filtrierte Glukose-
Stammldsung zugegeben.

SD (synthetic dropout) Selektivagar

SD-Minimalmedium zuzuglich 1,7 % (w/v) Bacto-Agar

Bei Bedarf wurden je 20 mg Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan zugegeben.

1.13 Software

AKTA Unicorn Version 5.01 (318)
Cary Eclipse Version 1.1 (175)
Cary Win UV Version 3.0 (182)
CCP4 (iMOSFLM, Scala, Truncate,
Matthews_Coef,Baverage, WinCoot)
Corel Draw Version 12

Deep View Swiss PDB Version 3.7
Endnote Version X2

Povray Raytrace 3.6

Spectra Manager 2

SigmaPlot 11.0

© GE HEALTHCARE

© VARIAN Australia Pty. Ltd. 2002
© VARIAN Australia Pty. Ltd. 2002
COLLABORATIVE COMPUTATIONAL
PROJECT, NUMBER 4. 1994

© 2003 COREL Corp.

© Guex & Peitsch 1997

© 2000 WINTERTREE Software Inc.
Persistence of Vision Team

JASCO GmbH, GroR-Umstadt

© 2004/2006 SPSS INC.

Frei zugangliche, servergestitzte Anwendungen

DaliLite
MCoffee
Swiss Model
Modeller

Molprobity
I-Tasser

Polyview

http://www.ebi.ac.uk./DaliLite
http://www.igs.cnrsmrs.fr/Tcoffee/tcoffee cai

www.swissmodel.com
http://modbase.compbio.ucsf.edu/ModWebh20-

html/modweb.html

http://molprobity.biochem.duke.edu/
http://zhang.bioinformatics.ku.edu

http://polyview.cchmc.org/index_old.html


http://www.igs.cnrsmrs.fr/Tcoffee/tcoffee_cgi
http://www.swissmodel.com/
http://modbase.compbio.ucsf.edu/ModWeb20-html/modweb.html
http://modbase.compbio.ucsf.edu/ModWeb20-html/modweb.html
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2 Methoden

2.1 Vorbereitung von Geraten und Lésungen

Alle hitzestabilen Lésungen und Medien wurden vor Gebrauch 20 min bei 121 °C und 2 bar
autoklaviert. Glaswaren und hitzestabile Verbrauchsmaterialien, wie z.B. Pipettenspitzen,
wurden ebenso autoklaviert und anschlieBend bei 50 °C im Trockenschrank getrocknet.
Hitzelabile Losungen wurden in Stammldsungen angesetzt und je nach Volumen durch einen
Membranfilter der PorengroBe 0,2 um mittels einer Vakuumpumpe oder durch einen
Spritzenfilter der PorengroRe 0,22 um filtriert. Puffer flr die analytische oder préaparative
Gelfiltration wurden mindestens 30 min im Exsikkator entgast.

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Anzucht und Lagerung von E. coli-Stdmmen

Alle verwendeten E. coli Stdmme wurden bei 37 °C unter Schutteln bei 150 rpm (1 Liter
Kultur) bzw. 220 rpm (5, 10 bzw. 50 ml Kultur) angezogen. Die Anzucht erfolgte in der
Regel in LB-Medium. Bei plasmidtragenden Stdmmen wurde dem Medium das
entsprechende Antibiotikum (150 pg/ml Ampicillin, 30 pg/ml Chloramphenicol, 75 pg/ml
Kanamycin) aus einer tausendfach konzentrierten, sterilfiltrierten Stammlésung zugegeben.
Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde die Zellsuspension auf Agarplatten mit den
entsprechenden Antibiotika ausplattiert und (N bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Zur kurzzeitigen Lagerung wurden die Platten oder Suspensionen gut verschlossen und im
Kihlschrank bei 8 °C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung wurden Glycerinkulturen
hergestellt, welche bei -80 °C aufbewahrt wurden. Hierzu wurde ein Aliquot einer UN-Kultur

im Verhéltnis 1:1 in 87 % Glycerin in einem sterilen Schraubdeckelgefal? aufgenommen.

2.2.2 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen (Inoue et al. 1990)

Zur Préparation chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde 1 Liter LB-Medium mit dem
entsprechenden Stamm auf eine ODggo von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm bis zu

einer ODggo von 0,5 - 0,6 angezogen. Die Kultur wurde 15 min auf Eis gekdhlt, in 50 ml-
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Rohrchen Gberflhrt und durch Zentrifugation (EPPENDORF Centrifuge 5810R, 4.000 rpm,
10 min, 4 °C) geerntet. Die sedimentierten Zellen wurden in 100 ml eiskaltem TFBI-Puffer
resuspendiert, erneut unter gleichen Bedingungen abzentrifugiert und das erhaltene Pellet in
10 ml eiskaltem TFBII-Puffer aufgenommen. Sofort nach der Resuspendierung wurden
100 pl Aliquots der Zellsuspension in Eppendorf-Reaktionsgefalie auf Eis berfuhrt und bei
-80 °C gelagert.

2.2.3 Chemische Transformation (Inoue et al. 1990)

Zur Transformation chemisch kompetenter Zellen wurde ein Aliquot der Zellen langsam auf
Eis aufgetaut und mit etwa 100 ng Plasmid-DNA (maximales VVolumen: 20 ul) versetzt. Nach
funf-mindtiger Inkubation auf Eis wurde der Transformationsansatz fur 30s einem
Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Danach wurde der Ansatz nochmals fur funf Minuten auf
Eis gestellt. Nach Zugabe von 800 pl LB- oder SOC-Medium folgte eine Kur von 30 min bei
37 °C im Brutschrank, um die Antibiotikaresistenz auszubilden. Bei Transformation eines
gereinigten Plasmids wurden 100 pl der Zellsupension auf Selektivagar ausplattiert. Bei
Transformation eines Ligationsansatzes wurde die komplette Zellsuspension kurz
abzentrifugiert (EPPENDORF Centrifuge 5415D, 4.000 rpm, 2 min, RT), in ca. 100 pl LB-

Medium resuspendiert und anschlieBend ausplattiert.

2.2.4 Bestimmung der Transformationseffizienz

Zur Bestimmung der Transformationseffizienz (Tg) wurde ein Aliquot der kompetenten
Zellen wie oben beschrieben mit 100 ng pUC18-Plasmid-DNA transformiert. Nach dem
Kuren wurden je 100 ul einer Verdinnungsreihe (unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) auf

Selektivagar ausplattiert. Die Transformationseffizienz wurde folgendermafen berechnet:

Ngolonien * f
TE -
MpNA

Formel 1: Berechnung der Transformationseffizienz.

Te: Transformationseffizienz (Kolonien pro pg DNA)
Nkolonien - Anzahl der Kolonien
f: Verdunnungsfaktor

Mpna @ €ingesetzte DNA-Menge [ug]
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2.2.5 Herstellung von kompetenten S. cerevisiae Zellen

Zur Herstellung kompetenter S. cerevisiae Hefezellen wurden 5 ml YPD Medium mit einer
frisch gewachsenen Einzelkolonie angeimpft, diese durch kréftiges Vortexen im Medium
resuspendiert und unter Schutteln mit 220 rpm bei 30 °C UN inkubiert. Aus dieser Vorkultur
wurde eine 50 ml YPD-Kultur auf eine ODggo von 0,2 angeimpft und etwa 5 h bei 30 °C bis
zu einer ODgy von 1 inkubiert. Zur Zellernte wurde die Suspension abzentrifugiert
(EPPENDORF 5810R, 4.000 rpm, 5 min, RT). Nach einem Waschschritt mit 25 ml H,O und
erneute Zentrifugation (EPPENDORF 5810R, 4.000 rpm, 5 min, RT), wurde das Zellpellet in
800 ul LiAc-Puffer resuspendiert und bei 4 °C zur Verwendung innerhalb von einer Woche

gelagert.

2.2.6 Li-Ac-Transfektion von S. cerevisiae Zellen und Uberprifung mittels

Auxotrophie-Marker

Die Transfektion des auxotrophen Hefestammes AH109 erfolgte nach der Li-Ac-Methode (Ito
et al. 1983). Dazu wurde ein 20 pl Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis mit einem
Gemisch aus 1 pg Plasmid-DNA und 60 pg denaturierter fish sperm carrier DNA versetzt
und griindlich gevortext. Bei Kotransfektion mit zwei Plasmiden wurden jeweils 0,5 ug DNA
eingesetzt. Danach wurden 80 pl LiAc/PEG-Puffer zugegeben, erneut kraftig gevortext,
gefolgt von einer Schittelinkubation der Zellen fur 1 h bei 30 °C und 220 rpm. Nach Zugabe
von 15 pl DMSO wurde der Transformationsansatz fir 15 min einem Hitzeschock bei 42 °C
ausgesetzt, fur 2 min auf Eis inkubiert und fir 10 s bei 13200 rpm (EPPENDORF 5415D)
pelletiert, in 30 ul YPDA resuspendiert und 1 h mit 220 rpm bei 30 °C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit H,O wurden die Zellen in einem Volumen von 15 ul H,O
aufgenommen und Aliquots auf SD-Selektivagar ausplattiert, bei 30 °C inkubiert und
mehrfach taglich auf Zellwachstum kontrolliert. Gewdhnlich waren nach 3-5 Tagen deutlich
sichtbare Kolonien herangewachsen.

Eine erfolgreiche Transfektion mit den verwendeten Plasmiden pGAD424 und pAS2-1, die
leu2 (3-Isopropylmalat-Dehydrogenase) bzw. trpl (Phosphoribosylanthranilat-lsomerase)
kodieren, ermdglicht den Zellen Wachstum auf Platten ohne die Auxotrophie-Marker Leucin
(L) und Tryptophan (T). Die Transformationseffizienzen erreichten bis zu 10° pro g

eingesetzter DNA.



26 Methoden

2.2.7 Qualitativer Interaktions-Assay mittels Interaktions-Marker (yeast-two-
hybrid)

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

Das Prinzip des yeast-two-hybrid Systems beruht auf der Beobachtung, dass der
eukaryotische Transkriptionsfaktor GAL4 aus zwei funktionell unabhangigen Domanen, der
DNA-bindenden Doméne (DBD) und der Aktivierungsdomane (AD) besteht, und die
rdumliche Nahe der AD zum Transkriptionsstart eines Gens ausreicht, um dessen
Transkription durch die RNA-Polymerase zu initialisieren (Brent & Ptashne 1985; Hope &
Struhl 1986). Zum Test auf Interaktion werden die beiden zu analysierenden Proteine auf
zwei verschiedene Vektoren (0GAD424 bzw. pAS2.1, siehe 1.7.4) als Fusionsproteine mit der
DBD bzw. der AD kloniert. Dabei wird das mit der DBD fusionierte Protein als Kéder (bait)
bezeichnet und das an AD fusionierte Protein als Beute (prey) (Abbildung 3).

Findet keine Interaktion zwischen Kéder und Beute statt, bindet das Fusionsprotein DBS-
Koder zwar an die UAS (upstream activation sequence / upstream activation site of
transcription), ohne jedoch das Fusionsprotein AD-Beute rekrutieren zu konnen. Bei
Interaktion von Koder und Beute kommt die AD dagegen in rdumliche N&he der an die UAS
bindenden DBD und kann somit die RNA-Polymerase Il aktivieren, was zur Transkription der

Reportergene fuhrt.

prey AR O

bait [l

Coen>
- r Reporter |

Abbildung 3: Das yeast-two-hybrid System detektiert Komplexbildung zwischen zwei Proteinen in vivo
(modifiziert nach Claren 2008).

Der Koder (bait) bildet ein Fusionsprotein mit der DNA-bindenden Doméne (DBD) von GAL4, die an die
Transkiptionsaktivierungsdoméane bindet (UAS, upstream activation sequence). Die Beute (prey) liegt als
Fusionsprotein mit der Aktivierungsdoméne (AD) von GAL4 vor, welche die RNA-Polymerase Il (Pol II)
bindet. Durch Komplexbildung von Kdder und Beute wird die RNA-Polymerase 11 in rdumliche N&he der UAS
gebracht, was zur Expression der Reportergene fuhrt.

Die Reportergene, auch Interaktionsmarker genannt, kodieren meist fir Enzyme aus
Aminosaurestoffwechselwegen, die es den Zellen ermdglichen, auf entsprechenden
Minimalmedien zu wachsen oder fur Enzyme, die bei Zugabe entsprechender Substrate ins

Medium eine Farbreaktion Kkatalysieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
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Interaktionsmarker his3 (Imidazolglycerinphosphat-Dehydratase, erméglicht Wachstum auf
Medium ohne Histidin) und ade2 (Phosphoribosylaminoimidazol-Carboxylase, vermittelt
Wachstum auf Medium ohne Adenin) vewendet.

Nach frischer Kotransfektion mit den Plasmiden pGAD424 und pAS2.1 wurden die Zellen
zum Nachweis der erfolgreichen Transfektion auf SD-TL Agar und zum Nachweis von
Koder-Beute Interaktion auf SD-Selektivagar (SD-TLHA) ausplattiert, bei 30 °C inkubiert
und mehrfach téglich auf Koloniebildung kontrolliert. Gewdhnlich waren auf den

Kontrollplatten nach 3-5 Tagen deutlich sichtbare Kolonien herangewachsen.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten (Mullis & Faloona 1987; Saiki et al.
1988)

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis & Faloona 1987; Saiki et al. 1988) ermdglicht die
Vervielfaltigung definierter DNA-Fragmente in vitro. Dies geschieht Uber zyklisches
Wiederholen von Denaturierung der doppelstrangigen DNA, gefolgt von Anlagerung
(Annealing) zweier Primer (synthetische Oligonukleotide, die das zu amplifizierende DNA-
Fragment flankieren) und enzymatischer DNA-Synthese (Extension). Die Amplifikation von
DNA-Fragmenten erfolgt exponentiell. Die Reaktion wurde in einem Volumen von 50-200 pl
in einem Thermocycler (Deckeltemperatur 110 °C) durchgefiihrt. Die Reaktionen erfolgten
mit je 5-100 ng zu amplifizierender DNA-Matrize, 0,025 U/pl GoTaq® DNA-Polymerase, 5x
Green GoTaq® Reaktionspuffer [(enthalt 7,5 mM MgCl, (Endkonzentration: 1,5 mM MgCly)
und Auftragspuffer)], je 0,2 mM dNTPs und jeweils 1 uM der beiden Primer. Zur fehlerfreien
Amplifikation von DNA-Fragmenten fir Klonierungen wurde zu diesem Ansatz noch 2,5U
Pwo-Polymerase zugegeben, da diese im Gegensatz zur Tag-Polymerase eine 3’ — 5’-

Proofreading-Aktivitét besitzt. Ein Standard PCR-Programm setzte sich wie folgt zusammen:

Schritt Temperatur [°C] Dauer
1. Denaturierung 95 5 min
2. Denaturierung 95 30s
3. Primer-Anlagerung Ta 30s
4. Extension 72 1 min/kb
5. Finale Extension 72 10 min

Die Schritte 2 bis 4 wurden 32-mal wiederholt.
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Aus der berechneten Schmelztemperatur der beiden Primer (Formel 2) wurde die optimale
Anlagerungstemperatur T nach Formel 3 ermittelt.

650
Ty = 69,3 + 0,41 (%GC) — —

Formel 2: Berechnung der Schmelztemperatur eines Oligonukleotids.

Twm: Schmelztemperatur des Primers [°C]
%GC: GC-Gehalt des Primers [%]
n: Anzahl der Nukleotide des Primers

Ty + T
TAz(w)_goc

Formel 3: Berechnung der optimalen Anlagerungstemperatur der Primer in einer PCR-Reaktion.
Ta: Annealing-Temperatur [°C]
Tmr & Tyt Schmelzpunkte der eingesetzten Primer

Die optimale Annealing-Temperatur wurde zum Teil auch experimentell bestimmt. Hierfur
wurden mehrere PCR-Ansétze im Gradienten-Cycler (EPPENDORF Mastercycler gradients)
parallel angesetzt. Mittels Agarosegelelektrophorese konnte anschliefend ermittelt werden,
welche Annealing-Temperatur die hdchste Ausbeute an spezifischem Amplifikationsprodukt
lieferte. Die Spanne des Gradienten lag zumeist im Bereich einer Anlagerungstemperatur
zwischen 50 °C und 70 °C.

Fihrte eine PCR auch nach einem Gradienten nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen,
wurde eine touchdown-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurde die Ta wahrend der PCR

schrittweise von 60 °C auf 45 °C erniedrigt:

Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 95 5

2. Denaturierung 95 30s

3. Primer-Anlagerung Ta 30s

4. Extension 72 1 min/ kb
5. Finale Extension 72 10

7. Lagerung 16 o0

Die Schritte 2 bis 4 wurden jeweils siebenmal mit T = 60, 55, 50, 47 und 45 °C wiederholt.

Dieses Vorgehen kann hilfreich sein, wenn die beiden verwendeten Primer sehr
unterschiedliche Ty-Werte besitzen. Dartiber hinaus wird durch die anféngliche hohe
Anlagerungstemperatur die Spezifitdt der PCR-Amplifikation erhéht, wahrend in den spaten

Runden eine groRe Menge an Produkt gebildet wird.
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2.3.2 Kolonie-PCR

Zur Uberpriifung der korrekten Insertion eines Gens in die multiple Klonierungsstelle eines
Vektors wurde ein Insert-Screening mittels Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurden auf
Selektivplatten gewachsene Einzelkolonien dem PCR-Ansatz hinzugefligt und bei dem
Denaturierungsschritt von 95 °C aufgeschlossen. Hierzu wurden die Zellen mit einer
Pipettenspitze von der Platte gepickt und kurz auf dem Boden des PCR-Gefales verstrichen.
Die enthaltene DNA diente in den folgenden Amplifikationsrunden als Matrize. Als Primer
wurden in der Regel genflankierende Plasmidprimer, Klonierungsprimer oder eine Mischung
aus beiden eingesetzt. Das Volumen des Ansatzes betrug jeweils 20 pl. Im Ansatz waren je
0,25 U GoTaq® DNA-Polymerase, Green GoTaq® Reaktionspuffer, 0,1 mM dNTPs und je
0,5 UM der beiden Primer enthalten. Die Amplifikation erfolgte mittels Standard-Protokoll
(siehe 2.3.1).

2.3.3 Megaprimer-PCR (Sarkar & Sommer, 1990)

Die Megaprimer-PCR ist eine Form der DNA-Manipulation mit der gerichtet
Punktmutationen eingefuhrt werden konnen. In einer ersten PCR wird der Megaprimer
hergestellt, indem mit Hilfe eines genflankierenden Primers und eines Primers, der die
Mutation enthalt, ein Fragment (der Megaprimer) amplifiziert wird. Je nach Lage der
Mutation wird die Mutation tber einen fehlerhaften 3°-Primer in Kombination mit einem
genflankierenden 5°-Primer, oder Uber einen fehlerhaften 5°-Primer in Kombination mit
einem genflankierenden 3°-Primer eingefiihrt. Der Megaprimer wurde mittels praparativer
Gelelektrophorese gereinigt und diente zusammen mit dem das Gen auf der
gegenuberliegenden Seite flankierenden Primer zur Amplifikation des gesamten Gens in einer
zweiten PCR (Abbildung 4).
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5'-Primer
— Zielgen
$ i } 3
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Schritt 1: 3'-Primer
Amplifikation des
Megaprimers
5'-Megaprimer
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Schritt 2: g I I &
Amplifikation des —
mutagenisierten 3'-Primer
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Abbildung 4: Prinzip der Megaprimer-PCR (modifiziert nach Seitz 2009).
Gezielte Mutationen werden im 1.Schritt durch zum Zielgen komplementére fehlerhafte Primer eingefihrt.

Die erste und zweite PCR wurden mittels Standardprotiokoll durchgefiihrt (siehe 2.3.1),
wobei jedoch bei der Amplifikation des Volllangen-Zielgens die Dauer der Primer-
Anlagerung auf 1 min erhéht wurde. Die optimale Anlagerungs-Temperatur des Megaprimers
wurde wenn nétig experimentell ermittelt. Enthielt eine Zielsequenz mehrere Austausche,
dann wurden diese entweder auf einem Mutationsprimer kombiniert oder durch mehrere
Runden Megaprimer-PCR eingefihrt, wobei immer mit dem kurzesten Megaprimer begonnen

wurde.

Zur Klonierung von TrpGD-Mutanten wurde anstelle eines genflankierenden 3°-Primers der
auf den pET-Vektoren bindende T7-Terminator Primer verwendet. Damit konnte die Xhol-

Schnittstelle (Ivens, 1996) zur Klonierung genutzt werden.

2.3.4 Agarosegelelektrophorese

Im Agarosegel werden DNA-Fragmente ihrer Lange entsprechend aufgetrennt. Durch Zugabe
des DNA-interkalierenden Fluoreszenz-Farbstoffs Ethidiumbromid werden die Banden im
Gel unter UV-Licht sichtbar (Sharp et al. 1973). Zur Herstellung eines Agarosegels wurde
1 % (w/v) Agarose in 0,5 % TBE-Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle geldst. Nach
Abkuhlen auf 50 — 60 °C wurden 0,2 pl der EthidiumbromidstammIdsung (10 mg/ml) pro mi
Agarose hinzugegeben, die Losung in eine Gelkammer gegossen und ein Taschenkamm
eingesetzt, der nach dem Erstarren wieder entfernt wurde. Das fertige Gel wurde mit 0,5 %
TBE-Puffer (berschichtet. Die DNA-Proben wurden nun bei Bedarf mit 10 x DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei 190 V

fur etwa 20 min durchgefuhrt. Die negativ geladene DNA wandert durch die angelegte
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Spannung zur Anode, wobei verschieden lange DNA-Fragmente durch das Agarosenetz
unterschiedlich stark gebremst werden.

Mit UV-Licht der Wellenldnge 302 nm wurden die DNA-Fragmente detektiert und mit Hilfe
des Imager Multi-Doc-It Digital Imaging System die Gele dokumentiert. Als GrélRenstandard
wurden 5 pl des GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder von Fermentas verwendet.

2.3.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter UV-Licht der Wellenlange 302 nm wurden gewiinschte Fragmentbanden mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein ReaktionsgefaR tberfuhrt. Die Extraktion der
DNA erfolgte mit Hilfe des Nucleospin®lI-Kits von Macherey-Nagel laut Anleitung des
Herstellers. Die isolierte DNA wurde in 30 pl Wasser aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

2.4 Enzymatische Manipulation von dsDNA

2.4.1 Spaltung von dsDNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die spezifische Spaltung von dsDNA wurden Restriktionsendonukleasen vom Typll
verwendet (Sambrook et al. 1989; Wilson & Murray 1991), die eine palindromische
Erkennungssequenz besitzen. Diese erzeugen einzelstrangige Uberhange, sogenannte sticky-
ends mit 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden. Fir analytische Spaltungen wurde etwa 1 pg
DNA mit 20 U von jedem Restriktionsenzym fur 2 bis 3h in einem Volumen von ca. 20 pl in
entsprechendem Puffer bei 37 °C inkubiert. Fur praparative Spaltungen zur spateren Ligation
von Fragmenten wurde die gesamte Menge an erhaltenem PCR-Produkt bzw. 2 pg Vektor-
DNA mit 10 — 30 U von jedem Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von je 50 pl
verdaut. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fir 2 h bzw. (N. Die Reaktionen wurden in dem
jeweils vom Hersteller empfohlenen Puffer durchgefiihrt. Der Anteil der Restriktionsenzyme
im Reaktionsansatz sollte nicht mehr als 10 % des VVolumens betragen, da die glycerinhaltige
Losung, in der die Enzyme gelagert werden, deren Aktivitdt beeinflussen kann. Die
Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und fir die Ligation aus dem
Gel aufgereinigt.
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2.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation wurden geschnittener Vektor und DNA-Fragment in einem abgeschatzten
molaren Verhéltnis von 1 zu 3 gemischt. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von
20 pl mit 1 U T4-DNA-Ligase im entsprechenden Puffer (N bei 16 °C im Thermocycler oder
1h bei RT. Danach wurden kompetente E. coli Zellen mit dem Ansatz chemisch

transformiert.

2.4.3 lIsolierung von Plasmid-DNA in analytischen Mengen (Mini-Préaparation)

Die analytische Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte entweder mit
Hilfe des des GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit der Firma Fermentas. Dazu wurden aus einer
frischen UGN Kultur 5 ml Zellsuspension abzentrifugiert (EPPENDORF 5810R, 4000 rpm,
5 min, RT). Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte anschlieBend nach den Angaben des
Herstellers. Zur Elution wurden stets 50 pul steriles Wasser verwendet. Die gewonnene DNA

wurde bei -20 °C gelagert.

2.4.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA-L@sungen wurde photometrisch bei einer Wellenldange von
260 nm bestimmt. Nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz entspricht eine ODggp von 1 (mit
01% A,60 = 20 cm?mg™ und einer Kivetten-Schichtdicke von 1 cm) einer DNA-Konzentration
von 50 pg/ml dsDNA (bzw. 35 pg/ml RNA oder 33 pg/ml ssDNA). Dadurch kann die DNA-
Konzentration wie folgt berechnet werden:

_ Azeo - 50 f
CdsDNA = ~ 1000

Formel 4: Bestimmung der DNA-Konzentration.
Caspna . Konzentration an doppelstrangiger DNA [ug/ul]
Asso:  Absorption bei 260 nm

f: Verdunnungsfaktor

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

und einen OD,g0/OD2gp Quotienten von mindestens 1,8 aufweisen.

2.4.5 DNA-Sequenzierung

Alle in dieser Arbeit klonierten Gene oder Teilgene wurden volistandig mit
vektorspezifischen bzw. genflankierenden Primern sequenziert. Die Bestimmung der

Nukleotidsequenzen erfolgte durch die Firma Geneart (Regensburg). Es wurde das
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Kettenabbruch-Verfahren von Sanger (Sanger et al. 1977) verwendet. Bei diesem Verfahren
werden verschiedene fluoreszenzmarkierte 2°,3"-Didesoxynukleotide zusétzlich zu den 2’-
Desoxynukleotiden in der Thermal Cycle Sequencing Reaktion (Sears et al. 1992; Slatko
1994) eingesetzt. Dadurch entstehen 3"-terminal fluoreszenzmarkierte Einzelstrang-
Abbruchfragmente, die gelektrophoretisch aufgetrennt werden konnen. Die Nukleotidsequenz
kann anschlieBend einfach abgelesen werden. Die abgegebenen Proben mit einem
Gesamtvolumen von 8 pl enthielten zwischen 150 und 300 ng DNA und jeweils 10 pmol
eines Sequenzierungsprimers, wodurch die DNA linear amplifiziert wurde. Die im ABI
Format erhaltenen Sequenzen wurden mit den Programm Sequencher (Gene Codes)

analysiert.

2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 Expression und Anreicherung von Proteinen im analytischen Mal3stab

Um zu Uberprifen, ob sich die klonierten Gene Uberexprimieren lassen und in welcher
Fraktion des Zellextraktes sich das rekombinante Protein anschlieend befindet, wurde eine
Expression im analytischen MaBstab durchgefiihrt (,,Probeexpression®).

Nach Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen mit den entsprechenden Vektoren
wurden 5 ml LB-Selektivmedium mit 50 pl des Transformationsansatzes angeimpft und bei
37 °C mit 220 rpm UN geschittelt. AnschlieBend wurden 10 ml LB-Selektivmedium mit
dieser Vorkultur auf eine ODgy von 0,1 angeimpft, in der Regel bei 37 °C mit 220 rpm
geschdittelt und bei einer ODggo zwischen 0,6 und 1,0 mit 0,5 mM IPTG (N induziert.
StandardmaéRig wurden danach von jeder Kultur 2 ml Zellsuspension entnommen, welche zur
Préparation der unléslichen (Pellet P) und l6slichen Zellfraktion (crude extract C), sowie
einer Hitzeschrittfraktion (Hitzeschritt H) verwendet wurden (Abbildung 5).
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- 2 ml Suspension von plasmidtragenden Zellen
- Zentrifugation (13.000 rpm, 30 s, 4 °C)

- Aufnahme in 500 ul Aufschlusspuffer

- Lyse durch Ultraschall (2 x 30 s, 20 %)

1 400

100 pl
Zentrifugation (13.000 rpm, 3 min, 4 °C)
- Zentrifugation (13.000 rpm, 100 wl Uberstand 100 pl Uberstand
3 min, 4 °C) - Hitzeinkubation
-Aufnahme des - Zentrifugation (13.000 rpm,
Niederschlags in 100 pl 3 min, 4 °C)
AufschluRpuffer - Verwerfen des Pellets
> Pellet P - Crude extract C - Hitzeschritt H

! , '

Weiterbehandlung jeder Probe:

- Zugabe von SDS Probenpuffer

- Inkubation fur 5 min bei 95 °C

- Zentrifugation (3 min, 13.000 rpm)

- Auftrag von 15 pl auf SDS-PAGE-Gel

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Vorgehens bei der analytischen Genexpression

Die mit SDS-Probenpuffer versetzten Proteinfraktionen wurden je fiir 5 min bei 95 °C

inkubiert und davon je 10 pl auf ein SDS-Polyacryamidgel aufgetragen.

2.5.2 Periplasmaaufschluss

Der Periplasmaaufschluss erfolgte durch einen osmotischen Schock (Ausubel et al. 1989).
Dazu wurde das Pellet einer 50 ml UN Expressionskultur in 30 ml 50 mM Tris/HCI pH 7,8,
20 % Sukrose, 1 mM EDTA resuspendiert und fur 10 min bei RT langsam geriihrt. Die
Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 7500 rpm,
30 min, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Zur Freisetzung des Periplasmainhalts wurde das
Pellet in 5 ml eiskaltem 5 mM MgSO, resupendiert und langsam fur 10 min auf Eis geruhrt.
Die verbliebenen Zellen wurden durch Zentrifugation (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor,
13000 rpm, 30 min, 4°C) pelletiert und die Periplasmafraktion im Uberstand einem

Aktivitatstest unterzogen.

2.5.3 Expression und Anreicherung von Proteinen im praparativen Mal3stab

Zur Aufreinigung der Proteine wurden 2-4 | LB- oder Minimal-Medium (je 11 in einem 31
Glaskolben; wegen der Gefahr des Glasbruchs bei der Expression mit Se-Met in 500 ml
Plastikkolben) mit den entsprechenden Antibiotika mit einer frischen Vorkultur einer
Einzelkolonie auf eine ODgy von 0,1 angeimpft und bei 37 °C und 150 rpm im Schttler

inkubiert. Nach Erreichen einer ODggo Von 0,6 wurde die Inkubationstemperatur fiir 30 min
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auf 30 °C (27 °C bei Minimalmedium mit SeMet) herabgesetzt und mit 0,5 mM IPTG (N
induziert.

Die Zellen wurden nach N Inkubation geerntet (Sorvall RC5B plus, GS3 Rotor, 4000 rpm,
30 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde mit KP-Puffer (50 mM, pH 7,5) gewaschen, ggf. das
Nassgewicht bestimmt und falls notig bei -20 °C gelagert. Zum Zellaufschluss wurden die
vereinigten Zellpellets in 25 ml Aufschlusspuffer (50 mM KP pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI
pH 7,8) resupendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieRend auf Eis sonifiziert (Amplitude:
70 %, 3min mit 2 s Ultraschall/2 s Pause, Makrospitze). Nach Zentrifugation (Sorvall RC5B
plus, SS34 Rotor, 15000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde der lésliche Uberstand zur weiteren
Entfernung von Schwebeteilchen nach Bedarf mit Hilfe von Spritzenfiltern (Porengrofie:

0,45 um) filtriert, um anschlieBend weiterverarbeitet werden zu kénnen.

2.5.4 Proteinreinigung aus der unloslichen Zellfraktion

'H1C doppeltmarkiertes HisF wurde zur Erhéhung der Ausbeute aus der unldslichen Fraktion
(Pellet P) des Zellextraktes (inclusion bodies) gereinigt. Nach Solubilisierung in chaotropher
Losung wurde das Protein tber anschlieBende Rickfaltung schrittweise in eine l6sliche Form
uberfuhrt (Kleemann, 1995). Dazu wurde das Pellet nach zweimaligem Waschen mit 10 mM
KP pH75 in 20ml 6 M Guanidiniumhydrochlorid (GdmCl), 10mM KP pH75
aufgenommen und 30 min bei RT unter stdndigem Ruhren inkubiert. AnschlieBend wurden
20ml 1 M GdmCl, 10 mM KP, pH 7,5 zugegeben und die Losung weitere 30 min bei RT
unter standigem Rihren inkubiert. Nach Abzentrifugation (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor,
13000 rpm, 15 min, 4°C) ungeloster Bestandteile wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal tberfuhrt und mit 70 ml 2 M GdmCl, 10 mM KP pH 7,5 gemischt. Daraufhin
wurde die Losung dreimal gegen 51 50 mM KP pH 7,5 dialysiert, wodurch das GdmClI
praktisch vollstandig entfernt und damit die Rlckfaltung des Proteins abgeschlossen wurde.
Zur Abtrennung von erneut ausgefallenem Protein wurde nach der Dialyse der Inhalt des
Dialyseschlauches abzentrifugiert (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 19000 rpm, 30 min,
4 °C). Die weitere Reinigung des bereits stark angereicherten *H*3C-HisF erfolgte iiber einen

Anionenaustausch-Chromatographie (siehe 2.5.5.3).
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2.5.5 Proteinreinigung aus der loslichen Zellfraktion

2.5.5.1 Hitzeschritt

Fur alle gereinigten Proteine wurde ein Hitzeschritt wie angegeben durchgefihrt:

- HisF und HisF-Mutanten: 15 min bei 75 °C
- HisH und HisH-Mutanten: 20 min bei 70 °C
- TrpG und TrpG-Einzelmutanten: 15 min bei 70 °C

- TrpG-Sequenzabschnitts Mutanten: 20 min bei 60° C
Durch die anschlieende Zentrifugation (Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 13000 rpm, 30 min,
4 °C) wurden die ausgefallenen Wirtsproteine abgetrennt und das rekombinante Protein aus

dem Uberstand weiter angereichert.

2.5.5.2 Metallchelat-Affinitatschromatographie

Die Metallchelat-Affinitdtschromatografie wurde mit der Sdule HisTrap™ FF crude (GE
HEALTHCARE; CV:5 ml; max. Druck: 0,3 MPa) durchgefiihrt. Diese S&ule besteht aus
Sepharose 6 (FastFlow) Medium und dem daran gebundenem Chelator Iminodiaktische Séure
(IDA). IDA besitzt sechs Koordinationsstellen, wobei an drei Koordinationsstellen
Metallionen (Ni**, Cu?*, Co*" oder Fe**) immobilisiert werden kénnen, wahrend die anderen
drei zur Komplexierung von Stickstoff- und Schwefelatomen von Histidinen, Tryptophanen
oder Cysteinen zur Verfligung stehen. Rekombinante Proteine, die gentechnisch mit einem N-
oder C-terminalem Hisg-Tag fusioniert wurden, binden nach Beladung der Séule mit
Metallionen (in dieser Arbeit wurde stets Ni** verwendet) sehr spezifisch an die Saule, da die
Metallionen zusétzliche Koordinationsstellen fiir die Histidine bereitstellen. Die Elution von
gebundenem Protein erfolgt durch einen Imidazolgradienten, wobei die Imidazolmolekile mit
den chemisch dquivalenten Histidinseitenketten des Proteins um die Bindestellen an der Saule
konkurrieren. Die Beladung der Sdule mit Nickelionen erfolgte nach Angaben des Herstellers
und wurde bei Bedarf durchgefuhrt.

Die Reinigung wurde an der Chromatografie-Anlage AKTA™ Purifier 10 (GE
HEALTHCARE) nach folgender Methode durchgefuhrt:

Flussrate: 4 ml/min

Equilibrierung: 2 CV Laufpuffer®

Beladen: 20 — 30 ml Proteinlésung (Aufschlusspuffer mit 15 mM Imidazol)
Waschen: 5 CV Laufpuffer®
Eluieren: 5CV Gradient von 15-500 mM Imidazol mit Elutionspuffer®; es

wurden Fraktionen a 2 ml gesammelt.
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Reinigung der Saule:5 CV Elutionspuffer”
Equilibrierung: 5 CV Laufpuffer®

Spulen und Lagerung der Saule: 5 CV H,0; 3 CV 20 % Ethanol

& 50 mM KP, pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8, 500 mM NaCl, 15 mM Imidazol.
> 50 mM KP, pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol.

Die Elution der Proteine wurde (ber die Absorption bei 260 und 280 nm verfolgt. Die weitere
Analyse der Elutionsfraktionen erfolgte Uber SDS-PAGE. Saubere Fraktionen wurden
vereinigt und in der Regel gegen 51 50 mM KP, pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8
dialysiert.

2.5.5.3 Anionenaustausch-Chromatographie

Alle Proteine ohne Hisg-Tag wurden nach dem Hitzeschritt einer Anionenaustausch-
Chromatographie unterzogen. Die Anionenaustausch-Chromatografie beruht auf der
kompetitiven Wechselwirkung von geladenen Molekilen, wobei Proteine mit Salzionen um
die Positionen auf einer lonenaustauschmatrix konkurrieren. Zuerst bindet das geladene
Molekil an die fixierten Ladungen des Tragermaterials. Im Anschluss daran erfolgt die
Verdrangung und Elution des Proteins entweder durch eine steigende Salzkonzentration oder
durch die Anderung des pH-Werts. Die Ladung eines Proteins wird hauptsichlich von den
Aminoséuren mit geladenen Seitenketten bestimmt. So sind im sauren und neutralen pH-
Bereich die Aminogruppen von Lys, Arg und His protoniert und das Protein zeigt ein
kationisches Verhalten, wahrend im neutralen und basischen Bereich die Carboxygruppen der
Seitenketten von Asp und Glu negative Ladungen tragen und somit das Protein als Anion
vorliegt. Die  Gesamtladung  eines Proteins  ist  deswegen  von  der
Aminosaurezusammensetzung und vom pH-Wert der umgebenden Lésung abhangig. Bei
Tréagermaterialien, die selbst positive Ladungen aufweisen und Anionen zu binden vermdgen,
spricht man von Anionenaustauschern, wahrend man bei negativ geladenen
Tragermaterialien, welche Kationen binden kénnen, von Kationenaustauschern spricht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Anionenaustauschersédule MonoQ 16/10 (GE
HEALTHCARE; CV: 20 ml) gearbeitet.

Die Reinigung wurde an der Chromatografie-Anlage AKTA™ Purifier 10 (GE
HEALTHCARE) nach folgender Methode durchgefiihrt:

Flussrate: 5 ml/min

Equilibrierung: 4 CV Laufpuffer®
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Beladen: ca. 20-30 ml Proteinlésung in 50 mM KP pH 7,5

Waschen: 10 CV Laufpuffer®

Eluieren: 15 CV Gradient von 0-1,5M NaCl mit Elutionspuffer; es
wurden Fraktionen a 4 ml gesammelt.

Reinigung der Saule: 3 CV Elutionspuffer”

Equilibrierung: 3 CV Laufpuffer®

Spulen und Lagerung der Saule: 5 CV H,0; 3 CV 20 % Ethanol

% 50 mM KP pH 7,5 oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8
b 50 mM KP pH 7,5, 3 M NaCl oder oder 50 mM Tris/HCI pH 7,8, 3 M NaCl

Die Elution der Proteine wurde Uber die Messung der Absorption bei 260 und 280 nm
verfolgt. Die weitere Analyse der Elutionsfraktionen erfolgte Gber SDS-PAGE. Saubere
Fraktionen wurden vereinigt und gegen 51 50 mM KP pH 7,5 oder oder 50 mM Tris/HCI pH
7,8 dialysiert.

2.5.6 Praparative Gelfiltration

Diese Methode beruht auf dem Prinzip der Ausschluss-Chromatographie. Die auf die S&ule
aufgetragenen Molekile wandern bei konstanter Flussrate durch das pordse Saulenmaterial.
Kleine Molekiile wandern aufgrund des fir sie groeren Diffusionsraumes langsamer als
grolle Molekile. Aufgetragene Proteine werden somit der GroRe nach aufgetrennt. Die
praparative Gelfiltration wurde bei 4°C an einer FPLC LCC-501- Anlage (GE
HEALTHCARE) durchgefiihrt. Die verwendete Sdulen Superdex 75 pg HiLoad 26/60 bzw.
Superdex 200 pg HiLoad 26/60 (GE HEALTHCARE; Saulenvolumen 320 ml) bestehen aus
quervernetzter Agarose und Dextran mit einer PartikelgroBe von 24 -44 uM. Die
aufgetragene Probe betrug nicht mehr als 10 ml und wurde gegebenenfalls einkonzentriert.
Die Elution der Proteinlésung erfolgte durch Spilen der Séule mit 1,5 CV Laufpuffer und
wurde (ber die Messung der Absorption bei 280 nm verfolgt. Die praparative Gelfiltration
wurde als finaler Reinigungsschritt flr Proteine genutzt, die noch DNA-Kontaminationen
enthielten oder im Fall von HisH zur Abtrennung der Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
(CAT). Es wurden Fraktionen mit einem Volumen von 4 ml gesammelt. Die Analyse der
Fraktionen erfolgte Giber SDS-PAGE.
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2.5.7 Ammoniumsulfatfallung

Mit Nukleinsduren verunreinigte Proteine wurden einer Ammoniumsulfatfallung (ASF)
unterzogen. Bei der Ammoniumsulfatfallung werden Proteine ausgesalzen. Das
Fallungsreagenz interagiert dabei mit dem Protein und verandert so die Wechselwirkung mit
dem Losungsmittel (Lottspeich & Zorbas, 1998). HisH und HisF wurden durch 80, TrpGD
durch 60 und TrpG durch 50 % Ammoniumsulfat-S&ttigung ausgefallt wobei Nukleinséuren
im Uberstand zuriick blieben (Hager 2005). Die entsprechende Menge an Ammoniumsulfat
wurde spatelspitzenweise auf Eis und unter langsamem Rihren zugegeben. Alternativ wurde
eine 4 M NH4SO,4-L6sung als 100 %ige Losung definiert und das entsprechende Volumen in
die Proteinlosung getropft. Die entstandene Suspension wurde 20 min bei 4 °C abzentrifugiert
(Sorvall RC5B plus, SS34 Rotor, 13000 rpm) und das Pellet mit dem Protein in dem
gewiinschten Puffervolumen resupendiert. Der Erfolg der ASF wurde durch SDS-PAGE und

Absorptionsspektroskopie tberprift. Das Ammoniumsulfat wurde mittels Dialyse entfernt.

2.5.8 Dialyse von Protein-L6sungen

Falls bei einer Proteinldsung der Puffer gewechselt oder Salze entfernt werden mussten,
wurde gegen einen ausreichenden VVolumeniberschuss des Puffers bei 4 °C unter stdndigem
Rihren dialysiert. Hierzu wurde ein Dialyseschlauch (Visking) mit einer molekularen
Ausschlussgrenze von 12-14 kDa verwendet, welcher das Protein zurickhalt, wahrend

niedermolekulare Substanzen die Membran passieren kénnen.

2.5.9 Einkonzentrieren von Protein-Lésungen

Die Proteinlésungen wurden mit Hilfe der Amicon® Zentrifugenréhrchen (Amicon Ultra 4
bzw. 15; molekulare Auschlussgrenze: 10 kDa oder 30 kDa) Uber eine semipermeable
Membran nach Herstellerangaben (Eppendorf Centrifuge 5810 R, 4000 rpm, 4 °C)
einkonzentriert. Die Dauer der Zentrifugation richtete sich nach dem Volumen des

einzukonzentrierenden Proteins.

2.5.10 Lagerung von gereinigten Proteinen

Die gereinigten und konzentrierten Proteine wurden in fllssigen Stickstoff getropft und die

gefrorenen Kugelchen bei -80 °C gelagert.
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2.5.11 Synthese von ProFAR

Das Substrat von HisF, PRFAR (N -[5’-phosphoribulosylformimino]-5-aminoimidazol -4-
carboxamid-Ribonukleotid), ist sehr labil und kann daher nicht gelagert werden. Deshalb
wurde PRFAR stets mittels HisA in situ aus ProFAR (N’-[(5’-phosphoribosyl)formimino]- 5-
aminoimidazol-4-carboxamid-ribonukleotid) synthetisiert (Beismann-Driemeyer & Sterner,
2001). Daruber hinaus wurde ProFAR als Substratanalogon verwendet. Auch ProFAR ist nur
bedingt stabil (Henn-Sax et al. 2002), lasst sich jedoch synthetisieren und fiur eine begrenzte
Zeit bei -80°C lagern. ProFAR wurde in Anlehnung an Davisson et al. (1994) enzymatisch
aus ATP und PRPP, den Ausgangsstoffen der Histidin-Biosynthese, mit den Proteinen ATP-
Phosphoribosyl-Transferase  (HisG) und  Phosphoribosyl-ATP-Pyrophosphohydrolase:
Phosphoribosyl-AMP-Cyclohaydrolase (HisIE) aus E. coli hergestellt. Der abgedunkelte
Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 ml enthielt 50mM KP, 2 mM EDTA,
1mM DTT, pH 7,7, 2mM PRPP, 0,66 MM ATP und 16 mM MgCl,. Unter stdndigem
Rihren wurde die Reaktion durch Zugabe von etwa 2 mg HisG-IE gestartet. Die Synthese
konnte spektroskopisch verfolgt werden, da die Absorption von ATP bei 290 nm deutlich
niedriger ist als die von ProFAR. Sobald keine Verédnderung des Spektrums mehr beobachtet
werden konnte, wurde das ProFAR aus dem Reaktionsansatz uber eine Anionenaustausch-
Chromatographie mit der Poros HQ-20-Saule (CV von 7,9 ml) gereinigt. Als Laufpuffer
diente 50mM Tris-Acetat pH 8,0, die Elution erfolgte tber einen Acetat-Gradienten (0-1M,
15CV). Die Konzentration von ProFAR wurde Uber die Absorption bei 300 nm bestimmt (e300
= 6069 M*cm™; Klem & Davisson, 1993) und die Reinheit tber den Quotienten Azgo/Azeo
abgeschétzt, der zwischen 1,1 und 1,2 liegen sollte (Smith & Ames, 1964). Fraktionen mit
sauberem und hochkozentriertem (bis 780 uM) ProFAR wurden vereinigt und in Aliquots bei
-80 °C gelagert. Die Ausbeute der ProFAR-Synthese lag bei ca. 60 %.

2.6 Analytische Methoden

2.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorptionsspektroskopie

Die aromatischen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sowie Disulfidbriicken
(Cystine) absorbieren UV-Licht in einem Wellenldngenbereich von 250 bis 300 nm. Aus der
Aminosauresequenz kann nach Pace et al. (1995) der molare Extinktionskoeffizient e,go

berechnet werden (Formel 5):
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E280 = ZTrp - 5500 + ZTyr- 1490 + Z Cystine - 125

Formel 5: Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten g0.[M™*cm™] nach Pace et al (1995)
Bei bekannter molarer Masse l&sst sich daraus der spezifische Extinktionskoeffizient

(1 Azg0) berechnen (Formel 6):

&
01%A,g0 = 1;;2

Formel 6: Berechnung des spezifischen Extinktionskoeffizienten ®**A,q,. [cm?/mg]
MW molare Masse

Damit kann mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes Gesetzes die Proteinkonzentration
durch Extinktionsmessung bei 280 nm bestimmt werden (Formel 7):

Azg0="01%Az80-Cc - d

— c=Azs0/ (*1%Azs0 - d)

Formel 7: Berechnung der Proteinkonzentration mit Hilfe des spezifischen Extinktions-koeffizienten
0,1%

7 Aggo.

Azso  gemessene Absorption bei 280 nm

c Konzentration [mg/ml]

d Schichtdicke der Kiivette [cm]

01%4 44, spezifischer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [cm*mg]

Es wurden Spektren von 240-340 nm aufgenommen, wobei sich das Absorptionsmaximum
des Proteins bei 278 nm befinden sollte. Der Quotient Azgo/Azso Sollte mindestens 1,8
betragen und es sollte keine Absorption oberhalb von 300 nm auftreten, um eine Verfalschung
des Ergebnisses durch auf Aggregatbildung zuriickgehende Lichtstreuung ausschlieen zu
kdnnen. Bei deutlicher Absorption oberhalb von 300 nm wurde als erste Naherung eine
lineare Zunahme der Lichtstreuung mit abnehmender Wellenldnge angenommen und die

ermittelte Proteinkonzentration entsprechend korrigiert.

2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Der Bradfordtest ist ein Assay zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts von wassrigen
Losungen. Er beruht darauf, dass sich das Absorptionsmaximum einer sauren Coomassie
Brilliant Blue G250-Ldsung bei Bindung des Farbstoffes an Proteine von 465 auf 595 nm
verschiebt (Bradford, 1976). Es handelt sich um eine unspezifische Bindung des Farbstoffes
vorwiegend an kationische, nichtpolare und hydrophobe Seitenketten. Die Intensitdtszunahme

der Farbreaktion ist Giber einen Bereich von 0,2 - 1,4 mg Protein pro ml Lésung annahernd
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linear. Es wurde der Protein-Assay Kit von BIO-RAD verwendet. Dabei wurden 200 ul des
Coomassie-Reagenz mit 800 pl der Proteinlésung vermischt und nach ca. 5 min die
Absorption der Losung bei 595 nm gemessen. Als Referenz wurde eine Kalibrierungsgerade
mit HisF WT erstellt. Es ist zu beachten, dass der Assay durch SDS (> 0,1 %) und starke
Basen beeinflusst werden kann. Der Bradford Assay wurde bei den Trp-freien HisF Mutanten
HisF-W156F und HisF-D98A-W156F angewendet, um die tber Absorptionsspektroskopie

bestimme Konzentration zu verifizieren.

2.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine werden durch das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und negativ
geladen. Dabei bindet SDS an das Protein gewohnlich in einem Verhaltnis von einem
Molekil SDS pro 1,4 Aminosdureresten. Die Eigenladung des Proteins kann neben der
Negativladung des mit SDS komplexierten Proteins vernachlédssigt werden, so dass SDS-
beladene Proteine identische Ladungs-Masse-Verhaltnisse zeigen. Die Auftrennung beruht
daher allein auf dem Siebeffekt, wobei die Laufgeschwindigkeit dem Logarithmus der Masse
umgekehrt proportional ist (Laemmli 1970).

Tabelle 1: Zusammensetzung 12,5 %iger SDS-PAGE Gele.
Die Mengenangaben gelten fur 13 Gele.

Trenngel (12,5 %) Sammelgel (6 %)
Trenn-/Sammelgel-Puffer 19,5 ml 7,38 mi
Acrylamid-SL (30 %) 26,2 mi 5,9 ml
H,O 31,58 ml 15,95 ml
TEMED 89 ul 29 pl
APS (10%0) 195 pl 89 ul

Die Proben wurden mit 2 x oder 5x SDS- Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C
inkubiert. Die Elektrophorese wurde bei 50 mA und 300 V durchgefuhrt. AnschlieRend
wurden die Gele mit SDS-PAGE-Farbelosung geféarbt, wobei die Nachweisgrenze des
Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G250 200-500 ng Protein/mm? betragt. Die Gele wurden
mindestens 5 min in der Farbeldsung geschwenkt und im Anschluss durch wiederholtes

Aufkochen in Wasser die Hintergrundfarbung entfernt.
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2.6.4 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE) wird dem Gel und dem
Probenpuffer kein Detergens zugesetzt, so dass die native Konformation und der
Assoziationszustand der Proteine erhalten bleiben. Die Trennung der Proteine erfolgt anders
als bei der SDS-PAGE, nicht ausschliefflich nach der GroRe, sondern ist daneben abhangig
von der Nettoladung (isoelektrischer Punkt, pl). Im Rahmen dieser Arbeit wurde native
PAGE zur Analyse der Bildung eines Komplexes zwischen HisF und HisH herangezogen.
Dazu wurden 8,5%ige native Polyacrylamidgele mit Trenn- und Sammelgelen eingesetzt. Je
10ul der Proteinlésungen wurden mit 3ul nativem Probenpuffer versetzt und mit einer
Hamiltonspritze in die Probentaschen des Gels aufgetragen. Um die Proteine in nativem
Zustand zu halten, wurde die Elektrophorese bei 4°C durchgefihrt. Bei einer Spannung von
150V und 40mA betrug die Dauer der Elektrophorese etwa 3-4h. Das Farben der Gele

erfolgte analog zur SDS-PAGE.

Tabelle 2: Zusammensetzung 8,5 %iger Native-PAGE Gele.
Die Mengenangaben gelten fiir 4 Gele.

Trenngel (8,5 %) Sammelgel (5 %)

Nativer Trenngel-Puffer 9,25 ml

Nativer Sammelgel-Puffer - 12,5 ml
Acrylamid-SL (30 %) 15m 8,3 ml
Saccharose (60 %) 5,75 mil

H,O 20 ml 29,2 ml
TEMED 22 ul 50 pl

APS (40%) 55,3 pl 65,2 pl

2.6.5 Probenvorbereitung zur N-terminalen Sequenzierung

Das zu analysierende Protein wurde ber SDS-PAGE aufgetrennt. Dabei wurde ein Glycin
freier Laufpuffer verwendet. Anschliefend wurde das Protein im Elektroblotverfahren auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Western Blotting Membran (ROCHE DIAGNOSTICS
GmbH) Ubertragen (Towbin et al., 1979).

Zur Anfarbung des geblotteten Proteins wurde die Membran fiir 2 min in die Farbeldsung fur
die N-terminale Sequenzierung gelegt. Danach wurde die Membran in die EntfarbelGsung
uberfuhrt, bis der Hintergrund farblos war. Die Proteine waren noch als Banden sichtbar. Die
Membran wurde an der Luft getrocknet und die ausgeschnittene Bande in der Arbeitsgruppe

von Prof. Rainer Deutzmann (Universitdt Regensburg) sequenziert. Die zyklische
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Sequenzierung erfolgte vollautomatisch an einem Sequenzer von Applied Biosystems nach
der Methode von Edmann (Edman & Begg 1967).

2.6.6 Analytische Gelfiltration

Mit Hilfe der analytischen Gelfiltration lasst sich die apparente molare Masse und somit auch
der Oligomerisierungsgrad eines Proteins abschatzen. Das Trennprinzip entspricht dem der
praparativen Gelfiltration (siehe 2.5.6), wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der
Elutionsdauer und dem Logarithmus der molaren Masse besteht. Es wurde die Sdule
Superdex 75 HR 10/30 (GE HEALTHCARE) mit einem Volumen von 24 ml an der
Chromatographie-Anlage AKTA Basic 10 better (GE HEALTHCARE) verwendet. Auf die
mit Laufpuffer (50 mM KP pH 7,5, 300 mM NacCl) &quilibrierte Saule wurden 50 — 500 pl
Proteinlosung tber einen Superloop aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einer Flussrate von
0,5 ml/min und wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm und 260 nm verfolgt. Mit Hilfe
einer Kalibrierungsgerade, die mit Proteinen bekannter GroRe erstellt wurde, konnte die

apparente molare Masse (MW,p) der analysierten Proteine ermittelt werden.

2.6.7 Fluoreszenz-Spektroskopie und Titration

Absorbiert ein Molekul Licht bestimmter Wellenldnge, so wird es von einem energetischen
Grundzustand in einen angeregten Zustand transferiert. Die Rickkehr in den Grundzustand
kann unter anderem durch die Emission eines Photons geschehen. Dieser Vorgang ist als
Fluoreszenz messbar. Die Energie eines emittierten Photons ist geringer als die eines
absorbierten, was einer Verschiebung zu groRerer Wellenlange, also einer Rotverschiebung,
entspricht. Die Fluoreszenz von Proteinen beruht im Wesentlichen auf den aromatischen
Aminosdauren Tryptophan und Tyrosin, wobei das Tryptophan eine groRere Rolle spielt.
Aromatische Seitenketten absorbieren maximal bei einer Wellenlange von etwa 280 nm. Nach
Anregung bei 295nm ist die Fluoreszenzemission ausschlieflich auf Tryptophane
zuriickzufuhren. Die Fluoreszenz von Tryptophan zeigt eine Abhédngigkeit von der Polaritat
der Umgebung. Eine stark polare Umgebung bewirkt eine Rotverschiebung der Emission zu
einem Maximum bei ca. 350 nm gegentber einem Maximum bei 325 nm in unpolarer
Umgebung. Uber die Messung von Fluoreszenzspektren kann also eine Aussage Uber den
Grad der Losungsmittelexposition eines Tryptophans in einem Protein gemacht werden. Da
die Bindung von HisF an His zur Abschirmung von W123 in HisH flhrt, kann dartber die

Komplexbildung verfolgt werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Fluoreszenztitration zur Bestimmung der Dissoziationskonstante verschiedener HisH:HisF
Komplexe.
Es wurden 10 uM HisH in 50 mM KP pH 7,5 vorgelegt (dunkelblaues Spektrum) und in 1 uM Schritten HisF-
WI156F zutitriert. Gezeigt ist die durch Abschirmung von HisH-Trp123 (rot) bedingte Verénderung des
Emissionsspektrums. Nach Zugabe von 10 uM HisF-W156F, d.h. in Anwesenheit dquimolarer Mengen beider
Proteine (hellblaues Spektrum) die minimale Fluoreszenz bei 360 nm erreicht, was der Ausbildung eines 1:1
Komplexes entspricht. Der isoemissive Punkt der Titration liegt bei 333 nm.

310
320

Die Messungen wurden am Fluoreszenz-Spektrophotometer Cary Eclipse (Varian, Darmstadt)
in einer vierseitig geschliffenen Quarzkivette durchgefuhrt. Die Fluoreszenz wurde bei
295 nm angeregt und das emittierte Signal in einem Bereich von 310 bis 360 nm
aufgenommen. Die Spaltbreite betrug bei der Excitation und der Emission jeweils 5 nm. Nach
Vorlage von HisH wurden ansteigende Mengen an Trp-freiem HisF zugegeben und aus der
Abnahme des Fluoreszenzsignals bei 360 nm Titrationskurven erstellt. An diese wurde eine
quadratische Gleichung (Formel 8) angepasst. Dadurch wurde die Dissoziationskonstante Kp

der Interaktion berechnet (Reinstein et al. 1990).

2
(x:ffﬂ_ (HM) _ &

1
F=F0+E(Fmax_F0)' 1+ p p

Formel 8: Abhéangigkeit der gemessenen Fluoreszenz F von der zutitrierten Ligandenmenge X, der
Dissoziationskonstante K und der Konzentration des vorgelegten Proteins p. Fy, Frax: Fluoreszenz in
Abwesenheit des zutitrierten Interaktionspartners bzw. in Anwesenheit sattigender Konzentrationen.

2.6.8 Kompetitive Fluoreszenztitration

Mit der kompetitiven Fluoreszenztitrationwurde die Affinitdt Trp-freier HisH-Mutanten
(HisHatp) fur HisF-W156F bestimmt. Dazu wurde das jeweilige HisHarp-Protein als
kompetitiver Inhibitor zu HisH eingesetzt. Da HisH und HisF-W156F in dquimolaren Mengen
vorliegen, HisHarp aber mit HisH um HisF-W156F konkurriert, steht fir die Komplexierung

von HisH weniger HisF-W156F zur Verfiigung und die Fluoreszenzédnderung wird um den
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Anteil von gebildetem HisHr,:HisF-W156F Komplex kleiner. Die Auftragung steigender
Inhibitorkonzentrationen gegen die jeweils gemessene Fluoreszenzsignalanderung liefert die
Konzentration an Inhibitor, bei der noch die Halfte der eingesetzten HisH-Konzentration von
HisF-W156F gebunden wird. Die so gewonnene mittlere inhibitorische Konzentration (ICs)
kann uber Formel 9 mit den Kp-Werten der beiden Komplexe in Beziehung gesetzt werden
(Goodrich & Kugel 2006):

[HisH] )

IC50 = KD(HiSHATrp:HiSF) <1 + K
D(HisH:HIisF)

Formel 9: Zusammenhang zwischen I1Cs, und Kp

Da im Fall von HisH:HisF die eingesetzte Konzentration von HisH (1 uM) weit Gber dem
Koist:Hise) (5 NM) liegt, vereinfacht sich Formel 9 zu:

KD(HisHATrp:HisF) [HisH]
ICSO -

Kp(uish:Hisr)
und damit:

[Cso * Kp(nish:nisr)
[HisH]]

Formel 10: Vereinfachter Zusammenhang zwischen 1Cs, und Kp

Kp(HisHypyp: HisF) =

2.6.9 Isothermische Titrationskalorimetrie

Mit Hilfe der isothermischen Titrationskalorimetrie (ITC) lassen sich durch Messen der
Warmetonung (Pierce et al. 1999) Informationen (ber Protein-Protein Interaktionen
gewinnen. Dabei wird die durch eine Komplexbildung verursachte Wéarmeéanderung durch ein
Kalorimeter gemessen. Das Instrument kompensiert automatisch die Temperaturanderungen
wéhrend der Titration im Vergleich zu einer Referenzzelle. Diese Kompensationsenergie wird
direkt als Energiewert in Titrationskurven aufgezeichnet. Dadurch konnen die
Dissoziationskonstante Kp, die Bindungsenthalpie AH und die Stéchiometrie einer Protein-
Protein-Interaktion in einem einzelnen Experiment bestimmt werden.

Das Titrationsexperiment in der vorliegenden Arbeit wurde an einem VP-ITC Gerét
(MICROCAL, Freiburg) am Institut fur organische Chemie der Universitdt Regensburg
durchgefuhrt. Dazu wurden zundchst sowohl HisF als auch HisH im gleichen Dialysebehalter
gegen 50 mM KP pH 7,5 dialysiert und anschlieBend entgast. Die Titration wurde
durchgefiihrt indem zu 1,8 ml HisH (30 uM) in 58 Schritten insgesamt 300 pl HisF (310 uM)
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injiziert wurden. Die Datenanalyse der Titrationskurven wurde mit der ITC-Origin Software
(MICROCAL, Freiburg), die dem Gerédt beiliegt, ausgefuhrt, wobei eine 1:1

Komplexstdchiometrie angenommen wurde.

2.6.10 Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe

Mittels analytischer Ultrazentrifugation kann der Sedimentationskoeffizient bestimmt werden,
welcher fiur jedes Protein, abhangig von der molaren Masse, seiner Dichte und seiner Form
charakteristisch ist (Howlett et al. 2006). Dazu wird die Ultrazentrifuge mit verhaltnismaliig
hohen Umdrehungszahlen betrieben, wodurch Proteine in den radial ausgerichteten
Sektorzellen bis zum Zellenboden wandern. Im Verlauf der Zentrifugation kommt es zur
Ausbildung einer Trennlinie zwischen reinem Ldsungsmittel ohne Makromolekile und
demjenigen Losungsmittelanteil, in dem noch sedimentierende Proteine enthalten sind. Diese
Grenzlinie wandert mit der Zeit, wobei ihre Wanderungsgeschwindigkeit die Sedimentations-
geschwindigkeit der Makromolekile widerspiegelt. Die Sedimentation wird in regelméaRigen
Zeitabstanden uber die Messung des Absorptionsverlaufes in der Sektorzelle verfolgt. Der
Sedimentationskoeffizient s entspricht dem Quotienten aus der Sedimentations-

geschwindigkeit und der Zentrifugalbeschleunigung:

_ Sedimentationsgeschwindigkeit _ dr/dt

Zentrifugalbeschleunigung w?r

Formel 11: Berechnung des Sedimentationskoeffizienten.
1 S (Svedberg) = 11105

r: Abstand des MelRpunktes zum Rotationszentrum [cm]
t: Zeit [s]
®: Winkelgeschwindigkeit (2-t-Upm/60) [s7]

Die logarithmische Auftragung des Abstandes r gegen die Zeit t ergibt eine Gerade, aus deren

Steigung der apparente Sedimentationskoeffizient (Sapp) berechnet werden kann:

2,303 dlogr
Sr =0 Tae

Formel 12: Berechnung des apparenten Sedimentationskoeffizienten s,pp

Der Wert fiir den Quotienten 2,303/w® lasst sich fir die jeweilige Drehzahl aus Tabellen
entnehmen, z.B. Chervenka (1973).
Die Umrechnung von s,y auf Standardbedingungen (T = 293,15 K, Ldsungsmittel = Wasser)

erfolgt nach Formel 13:
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Drw Drim 11— Vaow * P2ow

S =S5 . .
20w P 20w Orw 1—Vrimw:Prim
Formel 13: Umrechung von s,p, auf Standardbedingungen (Spo,w)

T: Temperatur [K]

relative Viskositét

partielles spezifisches VVolumen des Proteins [cm*/g]

Dichte des Losungsmittels [g/cm’]

= SIS

Die Werte fir die Temperaturabhéngigkeiten der Viskositat, des partiellen spezifischen

Volumens und der Losungsmitteldichte lassen sich ebenfalls aus Tabellen enthnehmen.

1-v . . ..
LM \wurde als 1,015 und —22WP20W_ 515 1 angenommen. Die Durchfiihrung erfolgte an
nT,w 1=V7,LMw PT LM

einer Beckman Spinco Model E in einem An-G Rotor mit einer Geschwindigkeit von
52000 rpm unter Verwendung von 12 mm Doppel-sektorzellen mit Saphir-Fenstern. Fir die
Bestimmung von T wurde die Temperatur im Gerét vor und nach dem Lauf bestimmt und
gemittelt. Die Detektion erfolgte bei 277 nm. Die Proteine wurden zuvor durch Dialyse in
einem gemeinsamen Dialysebehélter in den gleichen Puffer (50 mM KP pH 7,5) gebracht, der
auch als Referenz diente, und vor dem Sedimentationslauf zentrifugiert (Eppendorf 5415 D,
13000 Upm, 20 min, 4 °C). Die Proteinkonzentration lag bei 0,2 mg/ml.

2.7 Steady-state Enzymkinetiken

Zur funktionellen Charakterisierung von HisH:HisF wurden enzymkinetische Messungen
unter steady-state Bedingungen bei 25 °C durchgefihrt und die katalytischen Parameter Ky
und ke bestimmt. Es wurden die HisF-Teilreaktion (ammoniumabhangige Synthase-
Reaktion), die Gesamtreaktion (glutaminabhéngige Synthase-Reaktion) und die HisH-
Teilreaktion (Glutaminase-Reaktion) gemessen. Um sicher zu gehen, dass die charakterisierte
Untereinheit vollstdndig im Komplex vorliegt, wurde jeweils die andere Untereinheit im
Uberschuss (i.d.R. in der doppelten Konzentration) zugegeben. Angegeben ist jeweils die
Konzentration der vermessenen Untereinheit. Die katalytischen Parameter konstitutiv aktiver
TrpG-Mutanten wurden ebenfalls tiber die Glutaminase-Reaktion bestimmt.

Die HisF-Teilreaktion und die Gesamtreaktion wurden bei 25°C uber den Abfall der
Absorption bei 300 nm verfolgt und quantifiziert (Aesoo (prear - Alcar) = 5,637 mM™ecm™,
Klem & Davidson, 1993). Da das Substrat PRFAR sehr labil ist, wurde es in situ aus dem
stabileren ProFAR mittels HisA hergestellt (Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). HisA
wurde im Uberschuss zugesetzt (0,6 uM) und die Reaktion nach einigen Minuten durch

Zugabe des jeweils untersuchten HisH:HisF Komplexes gestartet. Die tatsdchlich im
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Reaktionsansatz enthaltene Menge PRFAR wurde Uber den Absorptionsunterschied zwischen
Beginn und Ende der Messung bestimmt. Alle Messungen wurden mindestens dreimal
wiederholt. Die Messung der Glutaminase-Reaktion erfolgte mit verschiedenen Methoden
(siehe 2.7.3).

2.7.1 Die HisF-Teilreaktion

Bei der Charakterisierung der von HisF katalysierten Teilreaktion dienen Ammoniumsalze als
Quelle fur Ammoniak. Fur die ammoniumabhangige Reaktion ist die Anwesenheit von HisH
im Prinzip nicht erforderlich, dennoch wurden zur besseren Vergleichbarkeit mit der
Gesamtreaktion und der HisH-Teilreaktion alle Messungen mit dem HisH:HisF Komplex
durchgefiihrt. Als Ammoniakquelle diente NH;"Acetat (100mM), welches in 50mM Tris
Acetat bei pH 8,5 rund 17 mM Ammoniak entspricht (Henderson-Hasselbalch-Gleichung).

Es wurden unter Sattigung mit Ammoniak und in Anwesenheit unterschiedlicher PRFAR-
Konzentrationen Anfangsgeschwindigkeiten bestimmt und daraus Séattigungskurven erstellt.

Daraus wurden wiederum die Michaelis-Konstante Ky,"R™R

und die Maximalgeschwindigkeit
Vmax ermittelt. Aus letzterer wurde bei bekannter Konzentration an aktiven Zentren ([Eg]) die

Wechselzahl bestimmt: Keat = Vimax / [Eo]-

Typische Versuchsbedingungen im Uberblick:

100 mM NH," Acetat (sattigend)
0-50 uM ProFAR

0,5 UM His A

in 50 mM Tris Acetat pH 8.5

Die Messungen wurden in der Regel mit 0,1 uM HisH:HisF gestartet, bei HisH:HisF-ALoop1
mit 10 pM.

2.7.2 Die glutaminabhangige Gesamtreaktion

Die Gesamtreaktion ist die physiologische Reaktion des HisH:HisF Komplexes. Glutamin
wird von HisH zu Glutamat und Ammoniak hydrolisiert, welcher zu HisF wandert und dort
mit dem Substrat PRFAR zu ImGP und AICAR umgesetzt wird.
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Es wurden unter Sattigung mit Glutamin und in Anwesenheit unterschiedlicher PRFAR-
Konzentrationen Anfangsgeschwindigkeiten gemessen und daraus Sattigungskurven erstellt.

PRFAR

Daraus wurde wiederum Ky und Vmax bzw. Keat ermittelt.

Typische Versuchsbedingungen im Uberblick:

5 mM Glutamin (sattigend)
0-50 uM ProFAR

0,5 UM His A

in 50 mM Tris Acetat pH 8.0

Die Messungen wurden in der Regel mit 0,1 uM HisH:HisF gestartet, bei HisH:HisF-D98A
mit 20 pM.

2.7.3 Die HisH-Teilreaktion

Die von HisH katalysierte Teilreaktion, ist die Glutaminasereaktion, d.h. die Hydrolyse von
Glutamin zu Glutamat und Ammoniak. Die Glutaminaseaktivitit sowohl von isoliertem HisH
als auch des apo HisH:HisF Komplexes aus T. maritima ist extrem gering und wird erst durch
die Bindung eines Liganden an HisF im kontinuierlichen Assay zuverldssig messbar
(Beismann-Driemeyer & Sterner, 2001). Neben dem HisA-Substrat ProFAR hat sich auch das
HisF-Produkt ImGP als wirksamer Ligand erwiesen (Klem & Davisson, 1993; Beismann-
Driemeyer & Sterner, 2001).

2.7.3.1 Glutamatbestimmung: HisH- und TrpG-Aktivitat

Da die Hydrolyse von Glutamin zu Glutamat und Ammoniak nicht mit einer
Absorptionsdnderung verbunden ist, wurde der Reaktion die Glutamat-Dehydrogenase
(GDH)-Reaktion nachgeschaltet. Durch die GDH wird Glutamat zu a-Ketoglutarat oxidiert.
Die damit einhergehende Reduktion von NAD* zu NADH kann durch einen Anstieg der
Absorption bei 340 nm verfolgt werden. Es wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der
Reaktion in Abhéangigkeit von der Glutaminkonzentration gemessen und daraus

Gin

Sattigungskurven erstellt. Daraus wurden wiederum Ky~ und Vmax bzw. keye ermittelt.

Wegen der relativ grolRen Streuung wurden alle Messungen dreimal wiederholt.
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Typische Versuchsbedingungen im Uberblick:

40 uM ProFAR (séttigend)

0 - 5 mM Glutamin

10 mM NAD" (5 mM NAD" bei TrpG)
1 mg/ ml GDH

in 50 mM Tricine/KOH pH 8.0

Die Messungen wurden in der Regel mit 1 uM HisH:HisF bzw. 5 uM TrpG-Mutante
(10 uM TrpG-T129F) gestartet. Glutamin unterliegt einer langsamen und spontanen
Hydrolyse und ist damit immer zu einem kleinen Teil mit Glutamat verunreinigt. Daher
wurde HisH:HisF erst zugegeben, nachdem die Basislinie keine oder nur noch eine sehr
geringe Steigung aufwies. Diese Vorinkubationsphase konnte je nach Menge des
zugegebenen Glutamins bis zu 90 min betragen. Eine auch danach noch verbliebene

Reststeigung der Basislinie wurde von der Anfangssteigung abgezogen.

2.7.3.2  Ammoniakbestimmung

Durch eine Umkehr der gekoppelten GDH-Reaktion kann die Produktion des Ammoniaks
verfolgt werden. Dabei wird NADH zu NAD" oxidiert und o-Ketoglutarat reagiert mit
Ammoniak zu Glutamat. In diesem Fall wurden nur Anfangsgeschwindigkeiten in
Anwesenheit séttigender Glutamin-Konzentrationen bestimmt. Wege der relativ groRRen

Streuung wurden alle Messungen dreimal wiederholt.

Typische Versuchsbedingungen im Uberblick:

40 uM ProFAR (séttigend)

10 mM Glutamin

0,3 mM NADH

2 mg/ ml GDH

10 mM a-Ketoglutarat

in 50mM Tricine/KOH, pH 8.0

Die Messungen wurden in der Regel mit 1 uM HisH:HisF gestartet, nachdem die Basislinie
keine oder nur noch eine minimale Steigung aufwies. Anders als beim Glutamat-Nachweis

war dies bereits nach wenigen Minuten der Fall.
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2.7.3.3 Diskontinuierliche Glutamatbestimmung
Im Laufe dieser Arbeit stellte sich heraus, dass NAD", ebenso wie ProFAR, PRFAR und
IMGP die Glutaminaseaktivitdt durch Bindung an das aktive Zentrum von HisF stimuliert.
Daher musste zur Bestimmung der kg,-Werte der konstitutiven Glutaminaseaktivitat ein
diskontinuierlicher Assay angewandt werden. Bei diesem Assay sind Glutamatbildung durch
den HisH:HisF Komplex und Glutamatbestimmung durch die GDH mit Hilfe eines
Ultrafiltrationsschritts voneinander getrennt (Abbildung 7). Dadurch wird verhindert, dass die
Quantifizierung der Kkonstitutiven Glutaminaseaktivitait durch NAD® bzw. des ebenfalls
verwendeten 3-Acetylpyridine adenine dinucleotide (APAD™) verfalscht wird.
APAD*  APADH/H"
H,0 NH, Nﬁe‘_ NADH/H*

Glutamin N Glutamat _J/trafiltration

HisH:HisF \' Glutamat-
HisH:HisF Dehydrogenase

o-Ketoglutarat + NH,

Abbildung 7: Messung konstitutiver Glutaminase-aktivitat von HisH mit einem diskontinuierlichen
enzymatischen Test.

Das von HisH:HisF gebildete Glutamat wird Uber einen Ultrafiltrationsschritt vom HisH:HisF Komplex
abgetrennt und anschlieRend von der GDH unter Reduktion von APAD" zu APAD/H" oder NAD" zu NADH/H*
in a-Ketoglutarat und Ammoniak umgesetzt. Die Menge des gebildeten APADH (NADH) wird anhand der
Absorptionsanderung bei 363 nm (340 nm) berechnet [(Agsss (APADH-APAD™) = 8900 M™*cm™; Aegug (NADH-
NAD") = 6300 M*ecm™)].

Typischer diskontinuierlicher Glutaminaseassay:

Im ersten Schritt des Assays wurden zwischen 0,5 und 10 pM HisH:HisF mit 10 mM
Glutamin bei 25 °C in einem 500 pl Ansatz inkubiert. Nach drei verschiedenen Zeitpunkten
wurden jeweils 150 pul Aliquots enthommen und der HisH:HisF Komplex mittels eines
Zentrifugationsschrittes (Eppendorf 5415D, 10900 rpm, 2 min, RT) durch Ultrafiltration Gber
einen 10 kDa Filter (Rotispin 10, Roth) abgetrennt. Vom Ultrafiltrat wurden 100 pl mit 650 pl
GDH-Reaktionsansatz (Endkonzentrationen: 0,7 mM APAD™ oder 10 mM NAD", 0,75 mg/ml
GDH in 50 mM Tris/Acetat pH 8,0) fiir mindestens 1 h bei 37 °C in 1ml Plastikkivetten
inkubiert. Von den Kivetten mit GDH-Reaktionsansatz wurde vor Ultrafiltratzugabe die
Grundabsorption bestimmt. Diese wurde um die Verdinnung durch die Dialysatzugabe
korrigiert und von der Absorptionsmessung nach dem Inkubationsschritt abgezogen. Die
Auswerung erfolgte durch Absorptionsmessung bei 340 nm (NAD") bzw. 363 nm (APAD").
Die in den Kivetten enthaltene Glutamatkonzentration wurde bei Verwendung von NAD”
uber eine parallel angefertigte Eichgerade (0 — 100 uM Glutamat) bzw. bei Verwendung von

APAD" iiber den molaren differentiellen Extinktionskoeffizienten Agsgs (ApADH_ApAD+) =



Methoden 53

8900 M*cm™ berechnet (siehe Abbildung 51). Alle Messungen wurden wegen der relativ
grol3en Streuung dreimal wiederholt.

2.7.4 Thioesterbestimmung im steady-state

Von HisH-Y138A-K181A und TrpG-T129Y wurde die Thioesterkonzentration im steady-
state mit Hilfe von *C-markiertem Glutamin bestimmt.

In 100 pl 50 mM Tricine/KOH pH 8,0 wurden 30 uM HisH:HisF Komplex bzw. 80 puM
TrpG-T129Y mit 25 pl *C-Glutamin (spezifische Aktivitat 262 mCi/mmol) und 2 mM
Glutamin gemischt. Die Ansatze wurden fir 10s (HisH) bzw. 4 min (TrpG) bei 25 °C
inkubiert und die Reaktion in 1 ml 5 %iger Trichloressigsdure uber zwei Glasmikrofilter
(Whatman GF/C 2-4 cm) in einer Vakuumapparatur durch Préazipitation des Enzym-Thioester
Komplexes abgestoppt. Die Inkubationszeiten wurden fir HisH-Y138A-K181A so gewdhlt,
dass beim Abstoppen noch séttigende Glutaminkonzentrationen vorlagen. Nach
zweiminutiger Inkubation wurde die Losung uber den Filtern abgesaugt und die Filter mit 30
ml eiskalter 1N HCI gewaschen. Der jeweils obere Filter wurde in 20 mi
Szintillationsréhrchen Uberfuhrt und 10 min bei 60 °C getrocknet. Nach der Zugabe von
jeweils 5 ml Szintillationscocktail (Lumasafe Plus, Lumac LSC) wurden die Réhrchen 1 h bei
RT zum Abklingen der Chemilumineszenz inkubiert und anschlielend mit einem
Szintillationszéhler (Packard Tri-Carb 29000 TR) ausgewertet. Als Kontrolle gegen
unspezifische Glutaminbindung am Filter wurde ein Ansatz ohne Enzym parallel verarbeitet.
Die Thioesterkonzentration wurde Uber die Aktivitdt des im Ansatz enthaltenen Glutamins
(1.387.500 cmp/mM) berechnet.

2.7.5 Hydroxylamin-Assay

Wahrend der Glutaminasereaktion von TrpG erfolgt die Spaltung des Thioesterintermediats in
der Regel durch den nukleophilen Angriff von Wasser. Hydroxylamin stellt ein stirkeres
Nukleophil als Wasser dar und reagiert daher sehr schnell mit dem Thioester unter Bildung
von y-glutamyl-Hydroxamat. Die Geschwindigkeit der Thioesterspaltung durch
Hydroxylamin entspricht dadurch der Thioesterbildungsrate (Chaparian & Evans 1991).

Eine 4 M Hydroxylaminldsung wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt. Die Ldsung ist auf
Eis wenige Stunden haltbar und wurde fir jeden Versuchstag frisch angesetzt. Fur die
Farbreaktion mit y-glutamyl-Hydroxamat wurde eine Detektionslosung aus 80 % TCA,
6 N HCl und 10 % FeCl3z in 0,02 N HCI (1:1:1) vorbereitet.
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10 uM TrpG oder TrpG-T129Y wurden mit 500 mM Hydroxylamin und 50 mM Glutamin in
900 ul 50 MM KP pH 7,5 bei RT inkubiert. Nach verschiedenen Zeiten wurden 80 pl
Aliquots entnommen und mit 20 pl Detektionslosung gequencht. Der fertige Reaktionsansatz
wurde 5 min zentrifugiert (Eppendorf 5415D, 14000 rpm, RT) und die Absorption des
Uberstandes bei 540 nm bestimmt. Zur Erstellung einer Kalibrierungsgeraden wurden 0 —
5mM kommerziell erhiltliches vy-glutamyl-Hydroxamat analog mit Detektionsldsung

umgesetzt und vermessen.

2.8 Proteinkristallisation

Die Kristallisationsansatze mit HisH:HisF-ALoop1 und TrpG/TrpGD/TrpEGD erfolgten nach
der Dampfdiffusionsmethode (McPherson,1982) im sitzenden Tropfen an der high-
throughput crystallization facility am EMBL Hamburg bei 19 °C (Mueller-Dieckmann 2006).
Der Kiristallisationsverlauf wurde dabei (ber mehrere Wochen durch eine automatische
Kamera verfolgt. Fir jeden Ansatz wurde 1 pl Proteinlosung (12 mg/ml) mit 1 pl
Mutterldsung gemischt. Getestet wurden folgende Kombination aus kommerziell erhéltlichen

Kristallisations-Sets mit je 96 verschiedenen Bedingungen und Proteinen:

Emerald Cryo (Emerald Biosystems)™?
Crystal Screen (Hampton Research)™?
JCSG (Jena Bioscience)™?

Jena 1-4 (Jena Bioscience)*?

Jena 5-8 (Jena Bioscience, 48 Bedingungen):##?

Jena 9-10 (Jena Bioscience, 48 Bedingungen)®®

QIA-Classic (Qiagen)®*>67:89

QIA-Classic 11 (Qiagen)®*+>6789

QIA-PEG (Qiagen)®8*

QIA-PEG-II (Qiagen)®°2?

QIA-pHclear (Qiagen)>®

QIA-pHclear-11 (Qiagen)®®

QIA-Optisalt (Qiagen) Grundlage: QIA-Classic Bedingung #48°
QIA-Optisalt (Qiagen) Grundlage: QIA-Classic Bedingung #16°

TrpG-wt, 2TrpG-T129F, *HisH:HisF-ALoop1, *HisH:HisF-D98A, *TrpGD+20 mM DON,
*TrpGD-T129Y+20 mM DON, "TrpEGD, ®TrpGD-T129Y+20 mM DON, °Se-Met-TrpGD.

Die Kristallisationsbedingungen fur TrpGD-T129Y und SeMet-TrpGD wurden zusatzlich

durch ein manuell zusammengestellten Set verfeinert.
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2.9 Ermittlung geeigneter Kryoltsungen

Proteinkristalle sind gegenuber Rontgenstrahlen empfindlich. Um Strahlenschaden zu
verringern hat sich die Datenaufnahme bei 100 K bewéhrt. Durch das Tiefkuhlen kann mit
einem Kristall ein vollstdndiger Datensatz gesammelt werden. Weitere Vorteile des
Tiefkuhlens sind eine gréfiere mechanische Belastbarkeit und die Mdglichkeit die Kristalle in
flissigem Stickstoff einzulagern. Das Tiefkihlen von Kristallen ist aber auch mit Problemen
vebunden. Proteinkristalle bestehen typischerweise zu 50 % aus Wasser. Wird der Kristall zu
langsam abgekiihlt, wird flissiges Wasser in Eis uberfuhrt. Dieser Vorgang ist mit einer
starken VVolumenénderung verbunden und verringert dabei die Qualitat des Kristalls. Durch
sehr schnelles Abkiihlen entsteht eine amorphe Form von Wasser und die Bildung von Eis
wird verhindert. Allerdings kann auch schnelles Abkuhlen das Kristallgitter noch negativ
beeinflussen, da die Abkuhlung im Kiristall nicht vollstandig gleichmaiig verléuft.
Losungsmittel und Kristallgitter dehnen sich dabei ungleichmafRRig aus, was zu einer
verringerten Beugungsqualitdt und erhdhten Mosaizitat fihrt (Rodgers,1994; Garman &
Schneider, 1997). Durch die Verwendung geeigneter Kryoldsungen, die hauptséchlich die
Bildung von Eis verhindern, kdnnen die beschriebenen Effekte reduziert werden.

Zum Testen moglicher Kryolésungen wurden Kristallisationslosungen mit dem jeweiligen
Kryoprotektant hergestellt und wvon der tiefgekihlten Kryoldsung ein Beugungsbild
aufgenommen. Zeigte das Beugungsbild keine Eisringe (scharfe oder diffuse Ringe bei einer
Auflosung von 3,44 A, 3,67 A oder 3,90 A) war die Kryoldsung geeignet, um die Bildung

von Eiskristallen zu verhindern.

2.10 Aufnahme von Beugungsdaten und Datenprozessierung

Einzelne Kristalle wurden mit Hilfe einer Nylonschleife aus dem Kiristallisationsansatz
entnommen, in eine Kryoldsung uberfihrt, in flissigem Stickstoff oder im Kduhlstrahl der
Kryoanlage am Rontgendiffraktometer verglast und auf dem Goniometerkopf im Schnittpunkt
des Rontgenstrahls mit der Rotationsachse montiert. Die Anzahl der Beugungsbilder sowie
die Rotation des Kristalls pro Bild richteten sich nach der Symmetrie des Kristalls und der
Qualitat der einzelnen Streupunkte. Die Beugungsdaten fir die Struktur von HisH:HisF-
ALoopl wurden an der Beamline ID14-2 am ESRF in Grenoble, mit einem ADSC Quantum 4
Detektor aufgenommen. Der Datensatz von HisH:HisF-ALoopl bestand aus 360
Beugungsbildern mit einer Rotation von 0,5° pro Bild und wurde mit einem Detektorabstand
von 225,8 mm aufgenommen. Die Indizierung und Integration der Daten erfolgte mit dem
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Programm iIMOSFLM (Leslie 1998). Dieser Schritt summiert alle Einzelbilder zu einem
Datensatz auf und liefert anhand der Symmetrie der Beugungspunkte auf einzelnen Bildern
unter anderem die Raumgruppe und die Dimensionen der Einheitszelle. Die integrierten
Daten wurden mit den Programmen SCALA und TRUNCATE (CCP4 1994) reduziert. Bei
diesem Schritt werden fir mehrfach aufgenommene Datenpunkte mittlere Intensitéten
bestimmt und Strukturfaktoren ermittelt.

2.11 Strukturl6sung und Verfeinerung

Auf Basis der Raumgruppe, der GroRe der Einheitszelle und der molaren Masse von
HisH:HisF-ALoop! erfolgte die Berechnung der Packungsdichte mit dem Programm
MATTHEWS_COEF (Matthews 1968). Mit diesen Daten und dem wildtypischen HisH:HisF
Komplex (KetteAB, 1gpw) als Suchmodell wurde mit dem Programm PHASER (McCoy
2007) ein molekularer Ersatz durchgefuhrt. Dafur wurden die Beugungsdaten von 3-10 A
verwendet. Danach folgten mehrere Runden aus manuellem Modellbau mit dem Programm
COOT (Emsley & Cowtan 2004) und Verfeinerung nach der maximum-likelihood Methode
mit dem Programm REFMACS5 (Murshudov et al. 1997).
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3 Aktivierungsmechanismus der ImGPS Glutaminase-

Untereinheit

3.1 Einleitung

3.1.1 Die Familie der Glutaminamidotransferasen

Glutaminamidotransferasen (GATasen) spielen eine entscheidende Rolle im zellulédren
Stoffwechsel. Sie sind fur den Einbau von Stickstoff in Form von Ammoniak wéhrend der
Biosynthesen von Nukleotiden, Aminosdauren, Aminozuckern, Coenzymen und Antibiotika
verantwortlich (Zalkin 1993). Mitglieder dieser Enzymfamilie bestehen aus mindestens einer
Glutaminase- und einer Synthase-Domane, die entweder auf derselben oder auf verschiedenen
Polypeptidketten (Untereinheiten) lokalisiert sein kdnnen. Freier Ammoniak liegt in der Zelle
bei physiologischem pH-Wert zum gréRten Teil als nicht reaktives Ammoniumion vor. Daher
wird an der Glutaminaseuntereinheit durch Hydrolyse von Glutamin zu Glutamat
naszierender Ammoniak erzeugt, der vom Ldsungsmittel abgeschirmt durch einen Kanal zum
aktiven Zentrum der Synthase transferiert wird (Abbildung 8) (Huang et al. 2001). Abgesehen
von der obligaten Interaktion zwischen Synthase und Glutaminase kénnen sich GATasen in
ihrer Quartarstruktur erheblich voneinander unterscheiden. Die Spannbreite reicht von
einfachen heterodimeren Komplexen (Imidazolglycerinphosphat-Synthase) (Douangamath et
al. 2002) uber tetramere (Anthranilat-Synthase) (Kndchel et al. 1999) bis hin zu dodecameren
Anordnungen (PLP-Synthase) (Zein et al. 2006).

Akzeptor-

substrat Produkt(e)
N
L

\ Synthase

Wl

/‘& Glutaminase
Glutamin

+ Glutamat
H,0

Abbildung 8: Schematischer Aufbau und Reaktionsschema der Glutaminamidotransferasen.

Die Synthase ist in orange dargestellt, die Glutaminase in blau. Die aktiven Zentren sind in rot angedeutet.
Stochiometrie und Quartdrstruktur des dargestellten Komplexes entsprechen der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Imidazolglycerinphosphat-Synthase.
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Entsprechend den aktiven Zentren ihrer Glutaminasen, werden GATasen in zwei Klassen
eingeteilt. Klasse | GATasen besitzen eine Glutaminase mit o/B-Hydrolase-&hnlicher Faltung,
deren Kern ein offenes siebenstrangiges, gemischtes B-Faltblatt bildet (Ollis et al. 1992). Das
aktive Zentrum besteht aus einer katalytischen Triade (Cys-His-Glu), welche die Hydrolyse
des Glutamins (ber zwei tetraedrische Ubergangszustinde und ein Glutamyl-
Thioesterintermediat katalysiert (Thoden et al. 1999). Zu dieser Klasse z&hlen beispielsweise
Imidazolglycerinphosphat-Synthase (IMGPS) (Chaudhuri et al. 2001; Douangamath et al.
2002), Anthranilat-Synthase (AS) (Knochel et al. 1999; Morollo & Eck 2001; Spraggon et al.
2001), 4-amino-4-deoxychorismat-Synthase  (ADCS)  (Parsons et al. 2002),
Carbamoylphosphat-Synthetase (CPS) (Thoden et al. 1997), Guanosin-5‘-Monophosphat-
Synthase (GMPS) (Tesmer et al. 1996), Formylglycinamid-Synthetase (FGAS) (Anand et al.
2004), Cytidin 5'-triphosphat-Synthetase (CTPS) (Goto et al. 2004) und Pyridoxalphosphat-
Synthase (PLPS) (Bauer et al. 2004; Strohmeier et al. 2006; Zein et al. 2006). Die
Ahnlichkeiten der Glutaminasedomanen in Klasse | GATasen kénnen so weit reichen, dass
eine einzelne Glutaminase ,,amphibolaren” Charakter besitzt. So kdnnen sich beispielsweise
Glutaminasen aus Pseudomonas acidovorans, Bazillus subtilis und  Acinetobacter
calcoaceticus mit unterschiedlichen Synthasedoménen sowohl zum AS Komplex als auch
zum ADCS Komplex zusammenlagern (Sawula & Crawford 1972; Kane 1977; Buvinger et
al. 1981; Zalkin 1993; Zwick 2007).

GATasen der Klasse Il enthalten ebenfalls eine Glutaminase mit o/f-Hydrolase-ahnlicher
Faltung, die anstelle einer katalytischen Triade jedoch ein katalytisch essentielles Cystein am
N-terminalen Ende der Polypeptidkette besitzt. Das Cystein, das auch als N-terminales
Nukleophil (NTN) bezeichnet wird, wird in diesem Fall durch die a-Aminogruppe aktiviert
(Brannigan et al. 1995). Vertreter der Klasse Il GATasen sind zum Beispiel die Glutamin-
Phosphoribosylpyrophosphat Amidotransferase (GPAT), die Glucosamin-6-Phosphat-
Synthase (GLMS) sowie die Asparagin- und die Glutamat-Synthase (AsnB, GLTS) (Kim et
al. 1996; Nakatsu et al. 1998; Binda et al. 2000).

Anders als die Glutaminasen weisen die Synthasen der 16 bisher bekannten GATasen keine
Gemeinsamkeiten im katalytischen Mechanismus und eine Vielzahl verschiedener
Faltungsmuster auf (Massiere & Badet-Denisot 1998; Zalkin & Smith 1998; Zhu et al. 2005).
Trotz der grof3en Variabilitat der Synthasen laufen die Reaktionen der beiden aktiven Zentren
in fast allen GATasen koordiniert ab (Guillon et al. 1992; Mareya & Raushel 1994; Bera et al.
1999; Beismann-Driemeyer & Sterner 2001). In der Regel wird die Glutaminaseaktivitét erst

durch die Bindung des Substrats oder eines Substratanalogons an das aktive Zentrum der
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Synthase-Untereinheit induziert. Dadurch wird die unnétige Hydrolyse von Glutamin
verhindert (Massiere & Badet-Denisot 1998). Eine Ausnahme stellt die PLPS aus B. subtilis
dar, bei der nur die Komplexbildung der Untereinheiten flr die Glutaminsaeaktivitat essentiell
ist, die Bindung eines Liganden an die Synthase jedoch keinen weiteren EinfluR auf die
Glutaminaseaktivitat hat (Raschle et al. 2005). In vitro kénnen die meisten GATasen auch

externen Ammoniak in Form von Ammoniumsalzen als Amiddonor verwenden.

3.1.2 Struktur und Funktion der Imidazolglycerinphosphat-Synthase

Die Imidazolglycerinphosphat-Synthase (ImMGPS) gehdrt zu den Klasse | GATasen. Bei
Prokaryoten besteht sie aus zwei Untereinheiten, der Glutaminase HisH und der Synthase
HisF (Klem & Davisson 1993), die zusammen den HisH:HisF Komplex bilden. In Hefe
dagegen sind die beiden Untereinheiten auf einer Polypeptidkette lokalisiert (His7) (Kiinzler
et al. 1993). Der HisH:HisF Komplex katalysiert den flinften und sechsten Schritt der
Histidin-Biosynthese und liegt damit im Zentrum des sogenannten ,,his-core* (Papaleo et al.
2009), der die Enzyme HisA (Phosphoribosylformimino-5-aminoimidazol-4-carboxamid-
Ribonucleotid-Isomerase), HisH:HisF sowie HisB (Imidazolglycerinphosphat-Dehydratase)
einschlieBt. Wé&hrend der Reaktion wird am aktiven Zentrum von HisF
N*-[5’phosphoribulosylformimino]-5-aminoimidazol-4-carboxamid-Ribonucleotid (PRFAR)
mit dem durch HisH aus Glutamin erzeugten Ammoniak zu Imidazolglycerinphosphat
(ImGP) und 5°-Aminoimidazol-4-carboxamid-Ribonucleotid (AICAR) umgesetzt (Abbildung
9). Da AICAR in die de novo Synthese von Purin eingeht (Winkler 1987), werden durch das
Schlisselenzym ImGPS Stickstoff- (Glutamin/Glutamat), Histidin- (ImGP) und Nukleotid-
Stoffwechsel (AICAR) miteinander verknipft.
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Abbildung 9: Bedeutung des IMGPS Komplex fur die prokaryotische Histidin-Biosynthese.
Die fir diese Arbeit relevanten Metaboliten ProFAR, PRFAR, Glutamin, Glutamat, ImGP und AICAR sowie die
Enzyme HisA, HisH und HisF sind hervorgehoben.

—> Purin -Biosynthese

Aus den Organismen Saccharomyces cerevisiae, Thermotoga maritima, Pyrobaculum

aerophilum und Thermus thermophilus sind Rontgenstrukturen der ImGPS oder ihrer

Untereinheiten in der apo-Form sowie mit verschiedenen Liganden bekannt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Rontgenstrukturen der ImMGPS und ihrer Untereinheiten

Nr | Protein Organismus Liganden Pdb
1 HisF Thermotoga maritima PO;” 1thf
2 HisF Pyrobaculum aerophilum POs%, Glycerin 1h5y
3 HisH Thermotoga maritima POS* 1KXj
4 HisH Thermotoga maritima Acetat 1k9v
5 HisH:HisF Thermotoga maritima POS* lgpw
6 HisH:HisF Thermotoga maritima Glutamin 2ck6
7 HisH:HisF Thermotoga maritima Glutamat 2ck7
8 HisH:HisF Thermotoga maritima Glutamin + Glutamat ~ 2ck8
9 HisH:HisF Thermotoga maritima DON

10 | HisH-Y138A-K181A:HisF Thermotoga maritima apo 2wjz
11 | HisH:HisF-ALoopl Thermotoga maritima Malat, CI

12 | His7 Saccharomoyces cerevisiae S0,%, Acivicin ljvn
13 His7 Saccharomoyces cerevisiae S0,%, DON lox4
14 | His7 Saccharomoyces cerevisiae Acivicin + PRFAR lox5
15 | His7 Saccharomoyces cerevisiae S0~ 1lox6
16 | HisH:HisF Thermus thermophilus apo 1ka9

1: (Lang et al. 2000), 2: (Banfield et al. 2001), 3: (Korolev et al. 2002), 4,5: (Douangamath et al. 2002),
6-10: (Vega et al. unveroffentlichte Daten), 11: diese Arbeit 12: (Chaudhuri et al. 2001), 13-15: (Chaudhuri et
al. 2003), 16: (Omi et al. 2002)
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Samtliche Strukturen lassen sich jeweils sehr gut superpositionieren und weisen hohe
Sequenzidentitaten auf (Banfield et al. 2001; Chaudhuri et al. 2001) (Abbildung 10a,b).
Ferner wurde auf Basis von NMR-Messungen eine Zuordnung der HisF-Untereinheit aus
Thermotoga maritima verdffentlicht (Lipchock & Loria 2008). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde mit der IMGPS aus T. maritima gearbeitet. Das Enzym stellt einen 1:1 Komplex aus
HisF (253 AS; 27,7 kDa) und HisH (201 AS; 23,1 kDa) dar. Die Kkatalytische Aktivitat des
Enzyms wurde in einer friiheren Arbeit charakterisiert (Beismann-Driemeyer & Sterner 2001)
und seine Rontgenstruktur in der apo-Form geldst (Lang et al. 2000). Des Weiteren wurden in
vor und parallel zu dieser Dissertation durchgefiuhren Arbeiten die Strukturen mit
gebundenem Glutamin, Glutamat und Glutamin plus ProFAR aufgeklart (Vega et al.
unverdffentlichte Daten) (Tabelle 3). Auf diese Strukturen wird bei der Diskussion der im
Rahmen dieser Doktorarbeit erzielten Ergebnisse zuriickgegriffen.

HisF weist eine (Ba)s-barrel Faltung auf, ein Faltungstyp der erstmals fur die Triosephosphat-
Isomerase (T1M) aus Gallus gallus beschrieben wurde und daher auch als TIM-barrel bekannt
ist (Banner et al. 1975). Das (Ba)g-barrel besteht aus einem achtstrangigen parallelen
B-Faltblatt, das von acht Helices umgeben wird. Der C-Terminus eines -Stranges ist dabei
iber einen Pa-Loop mit der darauffolgenden a-Helix verbunden. Der C-Terminus dieser a-
Helix ist tiber einen of-Loop wiederum mit dem N-Terminus des folgenden B-Stranges
verknilpft (Gerlt & Raushel 2003) (Abbildung 10c). Am C-terminalen Ende der B-Strange 1
und 5 liegen die fur die HisF Reaktion katalytisch essentiellen Reste Aspll und Aspl30
(Beismann-Driemeyer & Sterner 2001). Auf der gegenuberliegenden Seite, d.h. am N-
terminalen Ende des B-barrels befindet sich die Kontakflache zu HisH, welches die fiir Klasse
I Glutaminasen typische a/pB-Hydrolasefaltung (Ollis et al. 1992) mit der katalytischen Triade
Cys-His-Glu besitzt. Die Offnung des B-barrels hin zu HisH und damit der ca 20 A lange
Ammoniakkanal zwischen den beiden aktiven Zentren wird in der apo-Form des Enzyms
durch ein Salzbruckennetzwerk aus den Aminosduren Arg5, Glu46, Lys99 und Glul67
unterbrochen (Douangamath et al. 2002) (Abbildung 10d).
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Abbildung 10: Faltungsschema der ImGPS (HisH:HisF) aus Thermotoga maritima (Douangamath et al.
2002).

() Sekundérstruktur (PDBSum) und Konservierungsgrad (ConSurf-HSSP) von HisF (griin) und (b) HisH (blau).
(c) Topologische Darstellung der rechtsgangigen Ba-Supersekundarstruktur von HisF. (d) Bénderdiagramm der
IMGPS, die katalytisch essentiellen Reste sind jeweils als Kugelmodelle dargestellt. HisF: Aspll, Aspl30;
HisH: Cys84, His178, Glu180. Der Ammoniakpfad durch den Kanal ist als schwarzer Pfeil dargestellt. Die Lage
des Salzbrlickenclusters ist rot umrandet.

3.1.3 Aktivierungsmechanismen der Glutaminase-Untereinheiten in GATasen

Wie bereits erwéhnt, sind die Aktivitatten der Glutaminase- und Synthase-Untereinheiten in
GATasen koordiniert. Dabei flhrt die Bindung des Akzeptor-Substrates and die Synthase-
Untereinheit zu Konformationsanderungen, welche die Abschirmung der aktiven Zentren, die
Aktivierung der katalytischen Reste oder die Ausbildung des Ammoniakkanals zur Folge
haben (Isupov et al. 1996; Krahn et al. 1997; Muchmore et al. 1998; Larsen et al. 1999; van
den Heuvel et al. 2002; van den Heuvel et al. 2003; van den Heuvel et al. 2004; Schmitt et al.
2005; Nakamura et al. 2006; Oshikane et al. 2006; Dossena et al. 2007; Mouilleron et al.
2008; Floquet et al. 2009). Ein moglicher Weg um solche Aktivierungsmechanismen
aufzuklaren und die ihnen zugrunde liegenden Konformationsdnderungen sichtbar zu machen,
ist der Vergleich von 3D-Strukturen in der aktiven (holo) und inaktiven (apo) Form der

Enzyme.
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Derartige Untersuchungen wurden bisher sowohl bei Klasse I Glutaminasen (ImMGPS, CPS,
PLPS) als auch bei Klasse Il Glutaminasen (GPAT, GLMS, GLTS) durchgefiihrt. Da die
zweite Gruppe nicht Gber eine katalytische Triade entsprechend der ImMGPS verfugt, kénnen
dort gewonnene Erkenntnisse nicht ohne Weiteres auf GATasen mit katalytischen Triaden
Ubertragen werden. Im Weiteren wird daher nur auf den Aktivierungsmechanismus von

Klasse | Glutaminasen eingegangen.

3.1.3.1 Carbamoylphosphat-Synthetase

Der am besten untersuchte Vertreter der Klasse | Glutaminasen ist die CPS. Vergleichbar mit
der ImGPS bildet die CPS ein Heterodimer, bestehend aus einer kleinen Glutaminase- und
einer grofRen Synthase-Untereinheit, die allerdings zwei aktive Zentren beinhaltet, aus
(Thoden et al. 1997). Wéhrend der dreiteiligen CPS-Reaktion wird aus Glutamin, Bicarbonat
und zwei Molekilen ATP (ber die Intermediate Carboxyphosphat, Ammoniak und Carbamat,
Carbamoylphosphat gebildet (Anderson & Meister 1965).

Die 3D-Struktur der CPS zeigt, dass ihre drei Reaktionszentren etwa 100 A voneinander
entfernt liegen und durch einen Kanal miteinander verbunden sind. Der Ammoniak, der in der
kleinen Glutaminaseuntereinheit durch die Hydrolyse von Glutamin entsteht, diffundiert
durch einen ersten Teilkanal zum 46 A entfernten aktiven Zentrum in der N-terminalen Halfte
der grofRen Untereinheit und reagiert dort mit dem Zwischenprodukt Carboxyphosphat, das
aus ATP und Bicarbonat entsteht, zu Carbamat. Dieses diffundiert weiter durch den zweiten
Kanalabschnitt zum aktiven Zentrum der C-terminalen Halfte der groflen Untereinheit und
wird dort durch ATP zu Carbamoylphosphat phosphoryliert (Thoden et al. 1997).
Verschiedene Ergebnisse lassen vermuten, dass das aktive Zentrum der Glutaminase und das
N-terminale aktive Zentrum der grofRen Untereinheit durch allosterische Wechselwirkungen
koordiniert werden (Thoden et al. 1998). So wird durch die Bindung von ATP und Bicarbonat
der zweite Teilschritt der Glutaminasereaktion, die Thioesterhydrolyse, um den Faktor 1000
beschleunigt. Da durch ATP oder ADP-Analoga keine Aktivierung erfolgt, ist das instabile
Intermediat Carboxyphosphat vermutlich der entscheidende allosterische Effektor (Miles et
al. 1998).

Wichtige Einblicke in die allosterische Interaktion erbrachte die Aufklarung der 3D-Struktur
der CPS Mutante C248D (Thoden et al. 2004), deren Glutaminaseaktivitat in Abwesenheit
von ATP und Bicarbonat gegeniiber dem WT um den Faktor 40 erhoht ist (Mareya & Raushel
1994). Es wurde vermutet, dass dieser Austausch die aktive Konformation der Glutaminase
stabilisiert. Die Kristallstruktur der Mutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine weniger

rigide Struktur in der Nihe von Position 248, sowie konformationelle Anderungen der direkt
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benachbarten Aminoséurereste. Anderungen der unmittelbar an der Glutamin-Hydrolyse
beteiligten Reste fielen jedoch relativ gering aus. Daraus wurde geschlossen, dass der
Austausch C248D entweder nur zu einer unvollstdndigen Aktivierung fihrt oder die
entsprechenden  Konformationsédnderungen zu gering ausfallen, um sie mit
Rontgenkristallographie beobachten zu kdnnen. Alternativ wurde auch die Mdglichkeit in
Betracht gezogen, dass es erst nach der Bindung von Glutamin zur Ausbildung der aktiven
Konformation kommt (Thoden et al. 2004).

Mit Hilfe von Molekildynamik-Simulationen und Mutationsstudien wurde der Weg des
naszierenden Ammoniaks genauer untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der Ammoniak
nach seiner Bildung dem Verlauf eines energetischen Gefalles folgt. Zunéchst wird der
Ammoniak durch Wasser am aktiven Zentrum der Glutaminase protoniert, um in diesem
Zustand zwei wassergefullte Kammern zu durchqueren. Vor einer anschlieBenden
hydrophoben Passage, wird der Ammoniak wieder deprotoniert. Davor muss der Ammoniak
ein Netzwerk aus einem Cystein- und zwei Alanin- Resten uberwinden, wodurch der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Ammoniaktransports definiert wird. Durch die
Bildung des Intermediats Carboxyphosphat wird das Netzwerk erweitert und die Passage des
Ammoniaks um etwa 2 kcal/mol erleichtert. Die Erweiterung des Netzwerks ist an die durch
Carboxyphosphat induzierte Verschiebung einer a-Helix gekoppelt. Es wurde postuliert, dass
die Bewegung dieser a-Helix Teil der allosterischen Aktivierung der Glutaminase ist (Fan et
al. 2008; Fan et al. 2009).

3.1.3.2 Pyridoxalphosphat-Synthase

Der Pyridoxalphosphat-Synthase Komplex besteht aus 12 Synthase (Pdx1) und 12
Glutaminase  (Pdx2)  Untereinheiten. Die Synthasen lagern sich zu zwei
ubereinanderliegenden Ringen aus jeweils 6 Synthase-Untereinheiten zusammen und bilden
so einen Zylinder mit zwei Ebenen. Die Glutaminase-Untereinheiten lagern sich von aullen an
den Zylinder an (Abbildung 11)
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Abbildung 11: Banderdiagramm der Quartarstruktur der B. subtilis PLPS (Strohmeier et al. 2006).
Zur Orientierung wurde eine Glutaminase-Untereinheit rot markiert.

Die Untersuchung des Aktivierungsmechanismus der PLPS aus B. subtilis gestaltete sich im
Gegensatz zu anderen Glutaminasen als vergleichsweise einfach, da hier die Komplexbildung
zwischen Glutaminase und Synthase ausreichend ist, um die Glutaminase zu aktivieren. Die
Bindung von Substraten an die Synthase hat keinen Einfluss auf die Glutaminaseaktivitat
(Raschle et al. 2005). Ein entscheidender funktionaler ~Abschnitt in der
Glutaminaseuntereinheit (Pdx2) ist die Oxyanion-Region, die wahrend der Katalyse die
negative Ladung am Glutaminamidsauerstoff stabilisiert. In der autonomen Pdx2-Struktur ist
das Stickstoffamtom von Gly47 nicht in Richtung des aktiven Zentrums orientiert und kann
daher keinen Beitrag zur Stabilisierung des tetrahedralen Ubergangszustandes leisten
(Abbildung 12a). Im Komplex mit der Synthase-Untereinheit (Pdx1, inaktive H170N
Mutante) und Glutamin zeigt das Stickstoffatom von Gly47 dagegen in Richtung des
Substrates. Durch diese Neuausrichtung, an der die a-Helix von Pdx1 malgeblich beteiligt ist,
wird das Oxyanion-Loch komplettiert (Strohmeier et al. 2006) (Abbildung 12b).

Abbildung 12: Konfomationsdnderung des Gly46-Gly47 Peptids im Oxyanion-Loch durch
Komplexbildung zwischen Pdx2 und Pdx1-H170N (Strohmeier et al. 2006).

(a): Bénderdiagramm der Kristallstruktur von Pdx2. Dargestellt sind die Reste der katalytischen Triade C79-
H170-E172 (grau) und der Sequenzabschnitt P45-S49 (gelb). Wassermolekle sind als blaue Kugeln gezeigt.
(b): B&nderdiagramm der Kristallstruktur von Pdx2 im Komplex mit Pdx1-H170N. Dargestellt sind die Reste des
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aktiven Zentrums (grau), der Sequenzabschnitt P45-S49 (gelb), das Substrat Glutamin (violett) und die
interagierende Helix aN von Pdx1-H170N (grun). Wasserstoffbriicken sind als unterbrochene Linien gezeigt.

Die Ausbildung der Oxyanion-Region durch eine Konformationsanderung des Gly46-Gly47
Peptids ist also im Kontext der PLPS der aktivierende Schlisselschritt (Wilmouth et al. 2001,
Barrette-Ng et al. 2002).

3.1.3.3 Imidazolglycerinphosphat-Synthase

Fur die ImGPS wurde ebenfalls ein allosterischer Aktivierungsmechanismus vorgeschlagen,
dem ein in der apo-Form des Enzyms unvollstdndig ausgebildetes Oxyanion-Loch zu Grunde
liegt. In HisH setzt sich das Oxyanion-Loch aus einem nukleophilen Ellbogen mit dem
konservierten Motiv Gly-X-Cys-X-Gly und dem Oxyanion-Strang zusammen. Der
nukleophile Ellbogen verdankt seinen Namen auBergewdhnlichen ¢ und w-Winkeln und
beinhaltet das katalytische Cystein. Der Oxyanion-Strang wird durch das konservierte Pro48-
Gly49-Val50-Gly51 (PGVG) Motiv gebildet (Chittur et al. 2001). Ausgehend von der 3D-
Struktur der Imidazolglycerinphosphat-Synthase aus Hefe (His7) mit gebundenem Glutamin-
Analogon Acivicin wurde postuliert, dass das Oxyanion-Loch in einer katalytisch inaktiven
Form vorliegt. Ausschlaggebend dafiir ist die Orientierung des Carbonylsauerstoffs von
Gly49 in dem konservierten PGVG, der in Richtung des Kkatalytischen Cys83 zeigt
(Abbildung 13a) (Chaudhuri et al. 2001). Bei den 3D-Strukturen der inaktiven
Konformationen von CPS und AS, zeigt an entsprechender Stelle eine Rickgratamidgruppe
aus dem PGVG Motiv in Richtung des katalytischen Cysteins. Es wurde daher postuliert, dass
die Bindung des Aktzeptorsubstrats PRFAR am aktiven Zentrum der Synthase zu einer
Neuausrichtung von Gly49 in Richtung des gebundenen Glutamins und damit zur Ausbildung
egines funktionellen Oxyanion-Loches, welches den tetraedrischen Ubergangszustand
stabilisieren kann, fihrt. Zur Uberpriifung dieser Theorie wurde His7 in Anwesenheit von
PRFAR kristallisiert. Die 3D-Struktur zeigt auf Grund von Einschrankungen durch die
Kristallpackung nur einen prékatalytischnen Komplex, bei dem das Oxyanion-Loch
unverandert ist und welcher keine weiteren Hinweise zur Aktivierung der Glutaminase liefert
(Chaudhuri et al. 2003). Anhand der Kristallstruktur von HisH:HisF aus T. maritima mit
gebundenem Glutamin zeigte sich, dass das Oxyanion-Loch — anders als bis dahin
angenommen - Uber das Stickstoffatom von Gly52 gebildet werden kann (Vega et al.
unveroffentlichte Daten) (Abbildung 13b).
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Abbildung 13: Oxyanion-Strang des aktiven Zentrums von HisH.

(a): Ausschnitt aus der Struktur von His7 mit an C83 gebundenem Acivicin. Der Oxyanion-Strang PGVG ist als
Rickgrat dargestellt. Der durch einen Pfeil markierte Carbonylsauerstoff von G49 zeigt in Richtung von C83
(Pfeil). (b): Ausschnitt aus der Struktur von HisH mit gebundenem Glutamin. Der Oxyanion-Strang ist als
Rickgrat dargestellt. Das Oxyanion-Loch wird Uber eine als gestrichelte Linie angedeutete Wasserstoffbriicke
zwischen dem Stickstoffatom von G52 und der Amidcarbonylgruppe am reaktiven Ende des Glutamins
vervollstandigt.

Uber umfangreiche Mutationsstudien, molekulardynamische Berechnungen und NMR-
spektroskopische Experimente (Myers et al. 2003; Myers et al. 2005; Amaro et al. 2007;
Lipchock & Loria 2008; Lipchock & Loria 2009) konnten weitere Hinweise gefunden
werden, die fir eine allosterische Kommunikation zwischen den aktiven Zentren der Synthase
und der Glutaminase sprechen. Dazu z&hlen zum Einen die durch PRFAR-Bindung induzierte
Verschiebung der Doménen bzw. Untereinheiten relativ zueinander (Chaudhuri et al. 2003;
Amaro et al. 2007; Lipchock & Loria 2009; Vega et al. unverdffentlichte Daten) und zum
Anderen die durch Glutamin induzierte Offnung des Salzbriickennetzwerks am N-terminalen
Ende des (Ba)s-barrels durch eine Konformationsanderung von Lys99 (Vega et al.
unveroffentlichte Daten). Eine zusammenhédngende Kette von Aminoséureresten Uber die eine
vollstandige Aktivierungskaskade weitergeleitet wird, konnte bisher allerdings nicht
identifiziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeiten sollten daher Reste an der Kontaktflache zwischen HisH und
HisF identifiziert werden, die an der Aktivierung der Glutaminase beteiligt sind bzw. deren
Anwesenheit konstitutive Glutaminaseaktivitat verhindert. Zu diesem Zweck wurden
ausgewdhlte Reste in beiden Enzymen mittels gerichteter Mutagenese ausgetauscht, durch
heterologe Genexpression in E. coli hergestellt, gereinigt und enzymologisch charakterisiert.
Die Aufklédrung des Glutaminaseaktivierungsmechanismus wird insbesondere dadurch

erschwert, dass es bisher nicht gelungen ist, die 3D-Struktur einer ImGPS im aktivierten
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Zustand zu l6sen. Kristallisationsversuche waren bislang wegen der Instabilitat des Substrates
PRFAR nur teilweise erfolgreich. eine in einer friheren Dissertation (Hager 2005)
beschriebene ImMGPS-Mutante mit konstitutiver Glutaminaseaktivitét, also eine im Komplex
mit HisF auch ohne PRFAR bzw. seines Analogons ProFAR permanent aktiven
Glutaminaseuntereinheit HisH, er6ffnete nun die Maoglichkeit die Kristallstruktur des ImGP-

Komplexes mit HisH im aktivierten Zustand zu l9sen.

3.2 Ergebnisse und Diskussion

3.2.1 Vorarbeiten

Der HisH:HisF Komplex aus T. maritima gehort nach der Einteilung von Orfan zu den
,Hetero-Obligomeren* (permanent hetero-oligomerer Komplex) (Ofran & Rost 2003). Die
Untereinheiten binden dabei mit hoher Affinitdt in einer 1:1 Stochiometrie aneinander.
Zwischen den beiden aktiven Zentren besteht eine wechselseitige funktionale Abhangigkeit.
Dies &ufert sich darin, dass die Glutaminaseaktivitdt von HisH durch die Bindung des
Substrates PRFAR (bzw. seines Analogons ProFAR oder des Produkts ImGP) aktiviert wird.
Der bei der Glutaminasereaktion entstehende Ammoniak stellt das zweite Substrat fiir die
Synthasereaktion dar und gelangt durch einen Kanal zum aktiven Zentrum von HisF
(Chaudhuri et al. 2001; Douangamath et al. 2002).

Zu Beginn dieser Arbeit standen aus einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Dr. Matthias Wilmanns (EMBL Hamburg) neben der publizierten ImGPS 3D-Struktur des
apo-Enzyms bereits ImGPS-Strukturen mit dem HisH-Substrat GIn sowie dem HisF-Produkt
ImMGP zusammen mit GIn zur Verfligung. Zusétzlich konnten 3D-Strukturen der Mutante
HisH:HisF-D11N mit dem HisH-Produkt Glu und dem HisF-Produkt AICAR geldst werden
(Vega et al. unverdffentlichte Daten). Die durch die Bindung der verschiedenen Liganden
induzierten Strukturdnderungen an der Kontaktflache zwischen HisH und HisF wurden von
Héger (2005) im Detail zusammengefasst:

Die Bindung von Glutamin fiihrt zur Offnung des Salzbriickennetzwerkes durch eine
Konformationsédnderung von K99(HisF). Dabei bildet K99(HisF) iiber sein eNH,-Gruppe eine
neue Interaktion mit der Hydroxylgruppe von Y138(HisH) aus. AulRerdem hat die Bindung
von Glutamin eine Rotation des HisF-Riickgrates um etwa 5° relativ zur apo-Struktur zur
Folge, wodurch sich der 16sungsmittelzugéngliche Spalt zwischen dem Salzbriickennetzwerk
und dem aktiven Zentrum von HisH vergroRert. Der Rest Q123(HisF) bewegt sich als Folge
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der Glutaminbindung um 2 A im Vergleich mit der apo-Struktur und bildet einen Teil der
Substratbindetasche. D98(HisF) interagiert zum Einen mit gebundenem Glutamat und bildet
zum Anderen mit K181(HisH) die einzige konservierte Salzbrlicke (iber die Grenzflache der
beiden Enzyme aus.

Auf Grund dieser Erkenntnisse wurden die Reste D98(HisF), K99(HisF), Q123(HisF),
Y138(HisH), K181(HisH) sowie Y138-K181(HisH) an der Kontaktflache zu Alaninen
mutiert, um ihre Bedeutung fir die funktionale Interaktion zwischen den aktiven Zentren zu

untersuchen. Abbildung 14 zeigt die Lage der ausgetauschten Reste.
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Abbildung 14: Banderdarstellung der Kontaktflache zwischen HisH und HisF.
Die zu Alanin mutierten Reste sind griin dargestellt. Zur Orientierung ist die katalytische Triade in rot gezeigt.

Zuséatzlich wurden drei Reste im Ammoniakkanal von HisF (V48, F77 und L169) durch
Alanine ersetzt um eine mogliche Rolle im Ammoniaktransport zu untersuchen.

Die ImGPS-Mutanten HisH:HisF-Q123A und HisH-Y138A:HisF wurden bereits in einer
friheren Arbeit funktionell charakterisiert (H&ger 2005). Wahrend die Aktivitat der Mutante
HisH:HisF-Q123A nur geringfligige Unterschiede zum WT aufwies, zeigte die Mutante
HisH-Y 138A:HisF konstitutive Glutaminaseaktivitat, also eine im Komplex permanent aktive

Glutaminase in Abwesenheit von HisF-Liganden.

3.2.2 Gerichtete Mutagenese zur Herstellung der hisH- und hisF-Genkonstrukte

Die entsprechenden Mutationen wurden (ber Megaprimer-PCRs (2.3.3) mit Hilfe der in
Kapitel 1.8 aufgelisteten Primer in das hisH bzw. hisF Gen eingefihrt. Im Folgenden sind die
im Rahmen dieser Arbeit benutzten hisF und hisH Genkonstrukte mit ihren

Restriktionsschnittstellen und Expressionsplasmiden aufgelistet.
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pET11c hiskF WT
PET11c hisF-D98A
PET11c hisF-D98N
PET24a hisF-K99A
PET11c hisF Q123A
pet24a hisF V48A

(Ndel/BamHI)*
(Ndel/BamH1)**
(Ndel/BamHI)**
(Ndel/BamHI)
(Ndel/BamHI)*
(Ndel/BamHI)

pDS hisH WT

pDS hisH-Y138A

pDS hisH-K181A

pDS hisH-Y138A-K181A
pET21a hisA wt

pet24a hisF L169A

(Sphl/HindI11)*
(SphI/HindI1)*
(Sphl/HindI11)**
(Sphl/HindI1r)
(Ndel/Notl)**=*
(Ndel/BamHI)

pet24a hisF F77A (Ndel/BamHlI)
*(Héager 2005), **(Karin Babinger, unverdffentlichte Daten),
***Hilfsenzym fiir kinetische Messungen (Claren 2008)

3.2.3 Herstellung und Reinigung der HisF- und HisH-Mutanten

Von Zellen mit den verschiedenen Konstrukten wurden zunéchst stets zwei einzelne Kolonien
fur eine analytische Probeexpression (siehe 2.5.1) in einem Volumen von 10 ml angezogen,
um die Menge und Loslichkeit der produzierten Proteine zu kontrollieren.

Da die rekombinant hergestellten HisF- und HisH-Enzyme aus dem hyperthermophilen
Bakterium T. maritima stammen, wurde nach praparativer Expression (siehe 2.5.3) als erster
Reinigungsschritt der 16sliche Zellextrakt erhitzt (siehe 2.5.5.1) und dadurch ein groRer Teil
der Wirtsproteine denaturiert und ausgefallt. Die weitere Aufreinigung der HisF- und HisH-
Mutanten erfolgte Uber lonenaustausch-Chromatographie (siehe 2.5.5.3) und, je nach Bedarf,
uber Ammoniumsulfat Fallung (ASF) (siehe 2.5.7) oder praparative Gelfiltration (2.5.6). Das
Hilfsenzym HisA wurde uber einen Hitzeschritt und mit Hilfe seines Hiss-Tags uber
Metallaffinitats-Chromatographie (siehe 2.5.5.2) gereinigt.

3.2.3.1 Heterologe Expression und Reinigung der HisF-Mutanten

Die Expression der hisF-Konstrukte erfolgte in frisch transformierten BL21(DE3) oder
BL21(DE3)Rosetta Zellen UGN in LB-Medium und wurde mit IPTG induziert. Der Verlauf
einer Reinigung ist in Abbildung 15 exemplarisch fur HisF-WT gezeigt.
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Abbildung 15: Reinigung des rekombinant exprimierten HisF-WT Proteins.

(a): SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) der Probeexpression. M: Markerproteine mit molaren Massen in kDa;
P: unlosliche Zellfraktion; C: losliche Zellfraktion (b): Elutionsprofil der Reinigung ber Anionenaustausch-
Chromatographie, aufgenommen (ber die Messung der Absorption bei 260 nm (rot) und 280 nm (blau). Die
Elution erfolgte (iber einen Gradienten von 0 — 1,5 M NaCl (griin). Der Elutionsbereich ist blau hinterlegt und
die SDS-PAGE der Elutionsfraktionen als Insert abgebildet (c): SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) der
vereinigten Elutionsfraktionen. M: Markerproteine mit molaren Massen in kDa; GP: gereinigtes Protein.

Die Loslichkeit der HisF-Proteine lag bei ca. 50% (Abbildung 15a). Die Ausbeuten nach der
Anionenaustauscher-Chromatographie (Abbildung 15c, 16) schwankten zwischen 20 und
60 mg gereinigtes Protein pro Liter Zellkultur. Etwaige DNA-Verunreinigungen wurden
durch eine ASF mit 80 % Sattigung oder mittels préaparativer Gelfiltration entfernt. Die
Reinheit der Proteine wurde nach der Dialyse tber SDS-PAGE abgeschatzt und lag in der
Regel bei tber 90 %.
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Abbildung 16: SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) zur Analyse des Reinheitsgrades der rekombinant
hergestellten HisF-Proteine sowie des Hilfsenzyms HisA.
M: Markerproteine mit molaren Massen in kDa.

Gereinigtes Protein wurde in flissigen Stickstoff eingetropft und bei -80 °C gelagert.

3.2.3.2 Heterologe Expression und Reinigung der HisH-Mutanten
Die Expression der hisH-Konstrukte erfolgte in frisch transformierten SG200+50 oder KK8
Zellen GN in LB Medium und wurde mit IPTG induziert. Die Reinigung verlief analog zu den

hisF-Konstrukten. In manchen Féllen wurde zusammen mit HisH ein zweites Protein
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kogereinigt (Abbildung 17a). Beide Banden wurden durch N-terminale Sequenzierung
identifiziert. Bei Bande 1 (Sequenz: MEXXITGYTX) handelt es sich um die
Chloramphenicolacetyltransferase (CAT), die als Resistenzgen auf dem pDS Vektor codiert
ist. Die Sequenz von Bande 2 (MRIGIISVGP) entspricht dem N-Terminus der HisH-Sequenz.
Zur Entfernung der CAT haben sich zwei Methoden bewahrt. Zum Einen bildet die CAT im
nativen Zustand ein Trimer (75 kDa) und kann daher uber Gelfiltration von HisH (23 kDa)
getrennt werden (Abbildung 17b). Zum Anderen kann die hohe Loslichkeit von HisH in 80 %
Ammoniumsulfat genutzt werden, um die CAT nach Ausféllung mit 60 % Ammoniumsulfat
abzutrennen (Abbildung 17c). Bei beiden Methoden gehen allerdings bis zu 50 % des HisH-

Proteins verloren.
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Abbildung 17: Verunreinigung einer HisH-Y138A Praparation mit Chloramphenicolacetyltransferase
(CAT).

(a): SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid, Silberfarbung); GP: gereinigtes Protein. Pfeil 1 zeigt auf die CAT, Pfeil
2 auf HisH-Y138A. (b): SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) der Elutionsfraktionen nach Trennung von CAT
und HisH-Y138A durch préparative Gelfiltration (Superdex 75). (c): Trennung von CAT und HisH-Y138A
durch fraktionierte Ammoniumsulfat (ASF)-Féllung. 1: Pellet bei 80 % ASF; 2: Proteinlésung vor der Fallung;
3: Pellet bei 60 % ASF. M: Proteinmarker mit molaren Massen in kDa.

Die Gesamtausbeute der HisH-Reinigungen war stark von der Anzahl der Reinigungsschritte
abhangig. In der Regel konnten zwischen 5 und 40 mg HisH Protein pro Liter Zellkultur
gereinigt werden. Die Reinheit der Proteine wurde nach der Dialyse Uber SDS-PAGE
abgeschétzt und lag bei Gber 90 % (Abbildung 18).
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Abbildung 18: SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) zur Analyse des Reinheitsgrades der HisH-Proteine.
M: Proteinmarker mit molaren Massen in kDa.

Gereinigtes Protein wurde in flissigen Stickstoff eingetropft und bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Funktionelle Charakterisierung der HisH- und HisF-Mutanten durch
Enzymkinetiken im Fliel3gleichgewicht

Zur  funktionellen  Charakterisierung der HisH- und HisF-Mutanten  wurden
Aktivitdtsmessungen im FlieBgleichgewicht (steady-state) durchgefiihrt (Abbildung 19).

Glutamin > / . Glutamat

Abbildung 19: Béanderdiagramm der Kristallstruktur der ImGPS (HisH:HisF) aus T.maritima
(Douangamath et al. 2002) mit den katalysierten Reaktionen.

Die katalytisch essentiellen Reste sind jeweils als Kugelmodelle dargestellt. HisF: Aspl1, Asp130: hellblau.
HisH: Cys84: gelb, His178: blau, Glu180: rot. Der Ammoniakkanal ist in griin symbolisiert.

Fir jede Mutante wurden im ImGPS-Komplex die ammoniumabh&ngige HisF-Teilreaktion,
die glutaminabhangige Gesamtreaktion sowie die Glutaminase-HisH-Teilreaktion unter

steady-state gemessen und die katalytischen Parameter kg und Ky bestimmt (siehe 2.7).
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Exemplarisch ist fur jeden Test in Abbildung 20 eine Sattigungskurve fir ImMGPS-WT

gezeigt.
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Abbildung 20: PRFAR- und Glutamin-Sattigungskurven von ImGPS-WT zur Quantifizierung der drei
gemessenen ImGPS Reaktionen.

Aufgetragen ist jeweils die Anfangsgeschwindigkeit v; bei 25 °C gegen die Konzentration des Substrates. Die
durchgezogene Linie zeigt das Ergebnis eines hyperbolischen Fits durch das Programm Sigma Plot.
(a): ammoniumabhéangige Reaktion: Der Umsatz von PRFAR erfolgte durch 0,1 uM HisF und 0,2 pM HisH in
50 mM Tris Acetat pH 8,5 mit 200 mM Ammoniumacetat (entspricht ca. 17 mM Ammoniak). Das HisF-Substrat
wurde als ProFAR zugegeben und durch 0,6 uM HisA in situ zu PRFAR umgesetzt. (b): Gesamtreaktion: Der
Umsatz von PRFAR erfolgte durch 0,1 uM HisF und 0,2 uM HisH in 50 mM Tris Acetat pH 8,0 mit 5 mM
Glutamin. Es wurde ProFAR zugegeben und durch 0,6 uM HisA in situ zu PRFAR umgesetzt. Die Reaktionen a
und b wurden spektroskopisch bei 300 nm verfolgt. (c): Glutaminasereaktion: Der Umsatz von Glutamin erfolgte
durch 2 uM HisF und 1 puM HisH in 50 mM Tricine KOH pH 8,0 in Anwesenheit von 40 uM ProFAR. Die
Glutamatbildung wurde Uber die gekoppelte GDH-Reaktion verfolgt (2.7.3.1).

3.24.1 Ammoniumabhangige Reaktion

Fur die ammoniumabhéngige HisF-Teilreaktion (2.7.1) wurde der Umsatz von PRFAR zu
AICAR spektroskopisch bei 300 nm verfolgt. Dazu wurde als Amiddonor Ammoniak in
sattigenden Konzentrationen in Form von Ammoniumacetat in den Reaktionspuffer gegeben.
Da PRFAR schnell spontan hydrolysiert (Klem & Davisson 1993) wurde es in situ mit dem
Hilfsenzym HisA aus dem Vorlaufer ProFAR hergestellt. Nach Aufnahme vollstdndiger
Umsatzkurven wurde die tatsdchlich umgesetzte Menge PRFAR Uber die gesamte
Absorptionsanderung und die Anfangsgeschwindigkeit tUber die Anfangssteigung mit Hilfe
des differentiellen Extinktionskoeffizienten (Aeso (PRFAR-AICAR) = 5637 M*cm™)
berechnet. Tabelle 4 zeigt die aus den resultierenden Sattigungskurven abgeleiteten

katalytischen Parameter.

Tabelle 4: Steady-state enzymkinetische Konstanten der ammoniumabhangigen HisF-Teilreaktion.
Die Messungen erfolgten bei 25°C in 50 mM Tris Acetat pH 8,5 mit 100 mM Ammoniumacetat. Die
Konzentration an ProFAR, das in situ zu PRFAR umgewandelt wurde, wurde variiert.

kcat KMPRFAR kcat/ KMPRFAR (kcat/KM)
[s] [uM] [M1sh) Mutante /WT
HisF~ 2.4 39 6-10°
HisFY" 2,2 1,7 1,2 -10°
HisH:HisF 1,2+0,1 36+0,6 (3,3+0,1)-10° 1
HisH:HisF? 8,1 17 4,8-10°
HisH:HisF-D98A 2,3+0,1 1,9+0,7 (1,2+0,5) - 10° 3,6
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HisH:HisF-D98A3 2,4 2,5 1-10°

HisH:HisF-K99A 0,2 +0,02 6,2+1,8 (3,2+1,0)-10° 0,1
HisH:HisF-Q123A 0,6+0,1 33+15 (1,8+0,7) - 10° 0,55
HisH:HisF-Q123A% 0,5 4,9 1-10°
HisH-Y138A:HisF 1,4+0,2 1,8+0,8 (7,8+0,4) - 10° 2,4
HisH-Y138A:HisF? 1,9 2,9 6,6 - 10°
HisH-K181A:HisF 1,7+0,2 09+0,1 (1,8+0,4) - 10° 55
HisH-Y138A:HisF-D98A 25+0,1 22+1,0 (1,1+1,0) - 10° 33
HisH-Y138A-K181A:HisF-D98A | 09+01  024+014  (3,6+23)10° 10,9

Werte mit Standardabweichung sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen. ~Messungen wurden in
Abwesenheit von HisH durchgefiihrt. Daten aus ‘Beismann-Driemeyer und Sterner 2001; *Hager 2005; *Karin
Babinger, unverdffentlichte Daten.

Aus Tabelle 4 ist ersichtlich, dass die Ky " R- und ke-Werte friiherer Messungen fiir
wildtypisches HisF, HisH:HisF-D98A, HisH:HisF-Q123A und HisH-Y138A:HisF im
Wesentlichen reproduziert werden konnten. Lediglich die von Hager (2005) ermittelten WT-
Wete liegen aus ungeklarten Griinden deutlich Uber den in dieser Arbeit gemessenen. Da die
Werte von Hager (2005) auch deutlich tber den HisF-Werten von Beismann-Driemeyer &
Sterner (2001) liegen, wurden sie als AusreiBer behandelt und nicht in die weitere
Interpretation einbezogen.

Im Allgemeinen fithren die Mutationen nur zu moderaten Anderungen von Wechselzahl,
Michaelis-Konstante und katalytischem Effizienzparameter. Daraus kann geschlossen werden,
dass die Mutationen keinen Einfluss auf das aktive Zentrum von HisF haben.

3.2.4.2 Glutaminabhéngige Gesamtreaktion

Fur die glutaminabhéngige Gesamtreaktion (siehe 2.7.2) wurde anstelle von
Ammoniumsalzen Glutamin als Amiddonor in sattigenden Konzentrationen zugegeben.
Ansonsten wurde genauso verfahren wie bei der ammoniumabhéngigen Reaktion. Tabelle 5
zeigt die aus den Sattigungskurven abgeleiteten katalytischen Parameter.

Tabelle 5: Steady-state enzymkinetische Konstanten der glutaminabhéngigen Gesamtreaktion.
Die Messung erfolgte bei 25 °C in 50 mM Tris Acetat, pH 8,0 mit 5 mM Glutamin. Die Konzentration an
ProFAR, das in situ zu PRFAR umgewandelt wurde, wurde variiert.

kcat KMPRFAR kcat/ KMPRFAR (kcat/KM)
[s7] [uM] [M1sh) Mutante /WT
HisH:HisF 1,101 20+12  (55%0,3)-10° 1
HisH:HisF* 0,8 1,5 53-10°
HisH:HisF 2 1 3,5 2,9-10°
HisH:HisF-D98A? >>3,8-10° >> 50 7,510 <<1,5-10*
HisH:HisF-D98A* >>42-10° >> 50 8,3- 10" <<1,5-10"
HisH:HisF-K99A 0,1+0,03 1,5+0,1 (7+3)-10* 0,12
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HisH:HisF-Q123A 0,1+0,02 1,3+0,4 (8 £5)-10° 0,14
HisH:HisF-Q123A2 > 0,17 6,6 2,5-10*
HisH-Y138A:HisF 0,8 +0,06 02+006 (40%0,7)-10° 73
HisH-Y138A:HisF? 0,7 0,2 6,9 - 10°
HisH-K181A:HisF 09+0,1 06+006 (1,5+0,3)-10° 2,7
HisH-Y138A:HisF-D98A 0,1+0,01 2,6+03 (4+03)-10* 0,07
HisH-Y138A-K181A:HisF | 0,13+ 0,01 n.b. n.b.

Werte mit Standardabweichung sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen. # innerhalb des getesteten
Konzentrationsbereichs von PRFAR (0-50 uM) stieg die Anfangsgeschwindigkeit linear mit der Substrat-
Konzentration an, weshalb nur der Effizienzparameter berechnet werden konnte. n.b.: nicht bestimmt. Daten aus
!Beismann-Driemeyer und Sterner 2001; ?Hager 2005; *Karin Babinger, unverdffentlichte Daten.

Tabelle 5 zeigt, dass abgesehen von der Mutante HisH:HisF-Q123A die Werte friherer
Messungen reproduziert werden konnten. Dabei ist zu beachten, dass HisH:HisF-Q123A von
Héger (2005) nicht unter Glutaminsattigung vermessen wurde, weshalb die Werte nicht direkt
vergleichbar sind.

In der Mutante HisH:HisF-D98A erhdhte sich Ky™""® so stark, dass im gesamten
untersuchten Konzentrationsbereich die Anfangsgeschwindigkeit linear mit der PRFAR-
Konzentration zunahm. Aus der gemessenen Steigung wurde ein kea/Kn " berechnet, der
um vier GrofRenordnungen unterhalb des WT-Wertes lag. Dieser Effekt wurde durch den
Y 138A(HisH) Austausch teilweise kompensiert, da in der Doppelmutante HisH-Y138A:HisF-
D98A die katalytische Effizienz nur noch 14-fach unterhalb der des WTs lag. Die
Doppelmutante HisH-Y138A-K181A zeigte eine derart starke Erniedrigung des Ky' "%,
dass der Wert nicht mehr zuverlassig bestimmt werden konnte. Die Griinde fir die stark
veranderten Ky " “R-Werte sind unklar, da die Reste weit vom aktiven Zentrum von HisF
entfernt liegen. Die ke~ und Ky *R-Werte der anderen Mutanten weichen dagegen maximal
um einen Faktor 10 von den Parametern des WTs ab, d.h. ihr Einfluss auf die Aktivitat ist als

moderat einzustufen.

3.2.4.3 Glutaminase-HisH-Teilreaktion in Anwesenheit von ProFAR

Die Glutaminase-Teilreaktion von wildtypischem HisH (siehe 2.7.3) wird nur dann mit
messbarer Geschwindigkeit katalysiert, wenn ein Ligand an das aktive Zentrum von HisF
gebunden hat (Beismann-Driemeyer & Sterner 2001). Fir die hier durchgefiihrten Messungen
wurde das Substratanalogon ProFAR in sattigenden Konzentrationen eingesetzt, da das
eigentliche Substrat PRFAR schnell hydrolysiert (Klem & Davisson 1993). Die Hydrolyse
von Glutamin liefert kein spektroskopisches Signal im UV-Vis Bereich. Daher wurde die
Bildung des Glutamats Uber die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) an die Reduktion von
NAD™ gekoppelt und iiber den Anstieg der Absorption bei 340 nm verfolgt (siehe 2.7.3.1).
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H,O NH, NAD* NADH/H*
Glutamin N, Glutamat AN, o-Ketoglutarat+ NH,
HisH:HisF Glutamat-
Dehydrogenase

Abbildung 21: Die Glutaminase-HisH-Teilaktivitdit kann Uber die Glutamat-Produktion in einem
gekoppelten enzymatischen Test nachgewiesen werden.

Das von HisH gebildete Glutamat wird von der GDH unter Reduktion von NAD" zu NADH in a-Ketoglutarat
und Ammoniak umgesetzt. Die NADH-Bildungsrate wird anhand der Absorptionszunahme bei 340 nm
berechnet (Aggso (NADH-NAD") = 6300 M™*cm™).

Tabelle 6 zeigt die aus den Sattigungskurven abgeleiteten katalytischen Parameter der

Glutaminase-HisH-Teilreaktion.

Tabelle 6: Steady-state enzymkinetische Konstanten der Glutaminase-HisH-Teilreaktion in Anwesenheit
von ProFAR.
Die Messungen der Glutamathildung erfolgten bei 25 °C in 50 mM Tricine/KOH pH 8,0 mit 40 uM ProFAR.

Keat K" Keat / Kn®" (Keat/Kn)
[s7] [mM] [M1sh Mutante /WT
HisH:HisF 0,08 0,01 0,8+0,3 (1,3£0,4) - 10° 1
HisH:HisF* 0,1 0,5 0,2-10°
HisH:HisF 2 0,22 37 0,06 - 10°
HisH:HisF-D98A? (<1+0,8) - 10 <0,12
HisH:HisF-K99A 0,02 + 0,003 1,0+0,2 (2+0,2) - 10* 0,15
HisH:HisF-Q123A 0,02 + 0,004 1,007 (2+0,6) - 10* 0,15
HisH:HisF-Q123A? 0,1 31,4 3
HisH-Y138A:HisF 3,0+04 0,3+0,03 (10,0 +3) - 10° 77
HisH-Y138A:HisF? 0,5 11 45-10"
HisH-K181A:HisF 2,4+0,2 0,37 £ 0,05 (6,5+0,9) - 10° 50
HisH-Y138A:HisF-D98A 0,01 + 0,004 0,6+0,3 (2+0,8) - 10 0,15
HisH-Y138A-K181A:HisF 2,4+04 0,16 + 0,07 (15 +0,23) - 10° 115

Werte mit Standardabweichung sind Mittelwerte aus drei unabhangigen Messungen. *Eventuell vorhandene
Aktivitat liegt unterhalb der Empfindlichkeit des Assays, deshalb wurde als Obergrenze die katalytische
Effizienz der schlechtesten Mutante angegeben. Daten aus ‘Beismann-Driemeyer und Sterner 2001; “Hager
2005.

Die Daten fur den wildtypsichen Komplex stimmen mit denen von Beismann-Driemeyer und
Sterner (2001) Uberein. Der Vergleich mit Hager (2005) zeigt dagegen, dass die dort

bestimmten Ky®"

-Werte deutlich Gber den in dieser Arbeit gemessenen liegen. Weiterhin ist
der Kkei-Wert fir HisH-Y138A:HisF um den Faktor 6 niedriger. Der Grund fur die
Abweichungen ist nicht bekannt. Der in dieser Messreihe bestimmte Kkc-Wert fur HisH-
Y138A:HisF wird durch die Messungen mit dem diskontinuierlichen Assay (siehe unten)

bestétigt, weshalb die Daten von Hager (2005) fiir die weitere Diskussion ignoriert wurden.
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Wahrend die Ky®"-Werte aller Mutanten vergleichbar sind, treten bei den kex-Werten
drastische Unterschiede auf. Fir die Mutante HisH:HisF-D98A lag die Glutaminaseaktivitét
unterhalb der Nachweisgrenze des Assays. Wie schon bei der Gesamtreaktion war die
Doppelmutante HisH-Y138A:HisF-D98A auch im Glutaminaseassay deutlich aktiver, wobei
die katalytische Effizienz nur etwa 7-fach unterhalb der des WTs lag. Die Mutanten mit den
HisH Austauschen Y138A, K181A und Y138A-K181A zeigten einen stark erhohten
Keat-Wert.

In der Glutaminasereaktion wird neben Glutamat auch Ammoniak gebildet. Dieser lasst sich
durch die Umkehr der gekoppelten GDH Reaktion ebenfalls nachweisen (Abbildung 22).

H,0 Glutamat NADH/H*  NAD*
Glutamin N NH;+ a-Ketoglutarat NS Glutamat
HisH:HisF Glutamat-
Dehydrogenase

Abbildung 22: Die Glutaminase-HisH-Teilaktivitdt kann Uber die NH3-Produktion in einem gekoppelten
enzymatischen Test nachgewiesen werden.
Der von HisH gebildete Ammoniak wird von der GDH unter Oxidation von NADH zu NAD ™ mit a-Ketoglutarat

zu Glutamat umgesetzt. Die NAD'-Bildungsrate wird anhand der Absorptionsabnahme bei 340 nm berechnet
(Agzq0 (NADH-NAD*) = 6300 Mecm™)

In Abbildung 23 sind exemplarisch Umsatzkurven mit wildtypischem Komplex und
HisH-K181A:HisF gezeigt.

j S—

Absorption (340 nm)

HisH:HisF HisH-K181A:HisF
0 5 10 0 5 10

Zeit [min]
Abbildung 23: Glutaminase-HisH-Teilaktivitat gemessen anhand der Freisetzung von Ammoniak.
Exemplarisch sind die Kurven von HisH:HisF und HisH-K181A:HisF gezeigt. Die Messung der
Ammoniakbildung erfolgte bei 25 °C in 50 mM Tricine/KOH pH 8,0 mit 40 uM ProFAR. Sowohl ProFAR als

auch Glutamin lagen in séttigenden Konzentrationen vor. Die maximale Umsatzrate wurde jeweils nach der lag-
Phase im steilsten Bereich der Kurve gemessen.

Bei diesen Messungen, die alle unter Sattigung mit ProFAR und Glutamin durchgefihrt

wurden, war zu Beginn eine deutliche lag-Phase zu erkennen. Diese wurde nicht ausgewertet,
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sondern stattdessen die anschlielende Maximalgeschwindigkeit bestimmt. Tabelle 7 zeigt, die
abgeleiteten kq-Werte der Glutaminase-HisH-Teilreaktion.

Tabelle 7: Steady-state enzymkinetische Konstanten der Glutaminase-HisH-Teilreaktion in Anwesenheit
von ProFAR.

Die Messung der Ammoniakbildung erfolgte bei 25 °C in 50 mM Tricine/KOH pH 8,0 mit 40 pM ProFAR.
Sowohl ProFAR als auch Glutamin lagen in sattigenden Konzentrationen vor.

Keat [S™]
HisH:HisF 0,04 + 0,02
HisH:HisF-D98A keine messbare Aktivitét
HisH:HisF-K99A 0,009 £ 0,002
HisH:HisF-Q123A 0,01 + 0,003
HisH-Y138A:HisF 2,2+0,3
HisH-K181A:HisF 3,3+0,2
HisH-Y138A-K181A:HisF | 1,9+ 0,02

Die anhand des freigesetzten Ammoniaks ermittelten k.,-Werte passen gut zu den Werten aus

dem Glutamatnachweis, liegen aber abgesehen von der Mutante HisH-K181A etwas darunter.

3.2.4.4 Glutaminase-HisH-Teilreaktion in Abwesenheit von ProFAR — Konstitutive
Glutaminaseaktivitat

Die Mutante HisH-Y138A:HisF zeigte konstitutive Glutaminaseaktivitat. Dies bedeutet, dass
auch ohne den HisF-Liganden ProFAR Glutamin hydrolysiert wurde (Hager 2005). Eine
ahnliche Beobachtung wurde mit der Mutante HisH-K181A:HisF gemacht. In Kombination
bewirken die beiden Austausche einen mehr als additiven Aktivitdtszuwachs.
Kontrollmessungen deuteten jedoch darauf hin, dass die in Abwesenheit von ProFAR
detektierte Glutaminaseaktivitit durch das im Assay vorhandene NAD™ stimuliert wird. Diese
Vermutung konnte durch die Detektion des freigesetzten NHs tber **N-NMR Messungen
bestatigt werden (Christoph Liebold, Universitat Regensburg) (Abbildung 24).
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Abbildung 24: UV-spektroskopische und *N-NMR Messung der NAD* stimulierten Glutaminaseaktivitat
von HisH:HisF.

o:UV-spektroskopische Messung Uber den GDH-Assay (siehe Abbildung 21) in 50 mM Tricine/KOH pH 8,5;
1pM HisH:HisF Komplex; 5mM Glutamin. Die NAD" Konzentration wurde von 1 bis 11 mM variiert. ®:*N-
NMR Messung in 50 mM Tricine/KOH pH 8,5; 45 uM HisH:HisF Komplex, 100 mM Glutamin. Die NAD"-
Konzentration wurde von 0 bis 9 mM variiert.

Damit wurde zusétzlich zu ProFAR und ImGP, mit NAD" durch zwei unabhingige
Methoden, eine dritte Substanz identifiziert, die in der Lage ist die Glutaminasereaktion zu
stimulieren. Daher musste zur Bestimmung der konstitutiven Glutaminaseaktivitat ein
diskontinuierlicher Assay etabliert werden. Bei diesem Assay werden Glutamatbildung durch
den HisH:HisF Komplex und Glutamatbestimmung durch die GDH mit Hilfe eines
Ultrafiltrationsschritts voneinander getrennt (Abbildung 25). Dadurch wird verhindert, dass

NAD" bzw. das NAD*-Analogon APAD" die Glutaminaseaktivitat stimulieren.

APAD*  APADH/H"
H,0  NH, o NAD*  NADH/H*
Glutamin " " _ Glutamat - Jltréfiltration

HisH:HisF \' Glutamat-
HisH:HisF Dehydrogenase

a-Ketoglutarat+ NH,

Abbildung 25: Die konstitutive Glutaminase-HisH-Teilaktivitdit wird in einem diskontinuierlichen
enzymatischen Test bestimmt.

Das von HisH:HisF gebildete Glutamat wir (ber einen Ultrafiltrationsschritt vom HisH:HisF Komplex
abgetrennt und anschlieRend von der GDH unter Reduktion von APAD" zu APADH oder NAD" zu NADH in
a-Ketoglutarat und Ammoniak umgesetzt. Die Menge des gebildeten APADH (NADH) wird anhand der
Absorptionsinderung bei 363 nm (340 nm) berechnet (Agzss (APADH-APAD*) = 8900 M cm™; Aggso (NADH-
NAD") = 6300 M™cm™).

In Abbildung 26a sind die Auswirkungen der unterschiedlichen Redoxpotentiale von
NAD'/NADH (-316 mV) und APAD"/APDAH (-248 mV) (Wohlfarth & Diekert 1991) auf
die Auswertung des diskontinuierlichen Assays anhand von Eichgeraden gezeigt. Da bei
NAD'/NADH/H" das Gleichgewicht auf der oxidierten Seite liegt, besteht bereits ab einer
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Konzentration von 30 UM keine Identitdt mehr zwischen der Menge an eingesetztem
Glutamat und der Menge an aus NAD" erzeugtem NADH. Dagegen ist die 1:1 Stochiometrie
mit APAD" wegen der giinstigeren Gleichgewichtslage bis mindestens 100 uM Glutamat
gegeben. Die Auswertung der Messungen mit APAD" konnte daher (iber den differentiellen
molaren Extinktionskoeffizienten (Agss3apapH-apap+) = 8900 I\/I'lcm'l) erfolgen, wahrend fir
NAD" eine Eichgerade erstellt werden musste. Abbildung 26b zeigt den linearen
Zusammenhang zwischen Inkubationszeit vor und der Glutamatbestimmung mit APAD" nach

der Ultrafiltration.

=00 € 031 HisH-Y138A-K181A:HisF ’
E APAD* E
= (Co]
2 %] ™
o ]
g E
S NAD* 5
b 3
N a0 A
B <
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Abbildung 26: Diskontinuierlicher enzymatischer Test zur Bestimmung der konstitutiven Glutaminase-
HisH-Teilaktivitat.

(a): Unterschiedliche Redoxpotentiale von NAD*/NADH und APAD'/APADH beeinflussen den Verlauf der
Eichgeraden fir den diskontinuierlichen Assay. Die Kurven zeigen die Menge an reduzierten Cofaktoren,
berechnet Uber die jeweiligen molaren differentiellen Extinktionskoeffizienten, in Abhédngigkeit von der
eingesetzten  Glutamatkonzentration.  (b): linarer Zusammenhang zwischen Inkubationszeit und
Absorptionsédnderung im diskontinuierlichen Assay mit HisH-Y138A-K181A:HisF. Ansatz: Schritt 1:0,25uM
HisH-Y138A-K181A, 0,5 uM HisF, 10 mM Glutamin in 50 mM Tris/Acetat. Schritt 2: 1mg/ml GDH 0,8 mM
APAD" (Verdiinnungsfaktor von Schritt 1 zu Schritt 2: 7,5).

Zur Bestimmung der kc,-Werte wurden jeweils nach drei Inkubationszeiten Aliquots aus den
Ansatzen entnommen und die gebildete Glutamatmenge bestimmt. Zur Kontrolle des
diskontinuierlichen Assays wurden auch Messungen in Gegenwart von ProFAR durchgefiihrt
und die ermittelten kc,-Werte mit jenen aus dem kontinuierlichen Assay verglichen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 gezeigt. Da die Resultate mit den beiden Cofaktoren sehr
ahnlich waren, wurden jeweils die Mittelwerte aus beiden Messreihen gebildet. Die Werte flr
APAD" und NAD" sind getrennt im Anhang (siehe 9.1) aufgelistet.
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Tabelle 8: Wechselzahlen der Glutaminase-HisH-Teilreaktion in Abwesenheit und Anwesenheit von
ProFAR.

Die Messungen erfolgten bei 25 °C in 50 mM Tricine/KOH pH 8,0 mit Hilfe des diskontinuierlichen Assays.
Die Konzentration an Glutamin betrug in allen Ansatzen 10 mM.

kcat [min-l] kcat [S-l] (PFOFAR)
HisH:HisF 0,03+0,01 0,08 £ 0,026
HisH-Y138A:HisF 13+0,3 3,2+0,5
HisH-K181A:HisF 1,7+£0,25 73+09
HisH-Y138A-K181A:HisF 132 + 68
HisH-Y138A:HisF-D98A 0,07+ 0,04

Die angegebenen Werte sind Mittelwerte und Standardabweichungen, aus jeweils sechs Messungen in
Abwesenheit von ProFAR, drei davon mit APAD" und drei mit NAD*, und aus drei Messungen mit NAD" in
Anwesenheit von ProFAR.

Im Fall des wildtypischen Komplexes und HisH-Y138A:HisF stimmen die kci-Werte des
diskontinuierlichen Assays in Anwesenheit von ProFAR sehr gut mit jenen aus dem
kontinuierlichen Assay Uberein (vgl. Tabellen 6 und 7). Fiir die Mutante HisH-K181A:HisF
ergab sich ein im diskontinuierlichen Assay fast dreimal héherer Ke-Wert. Der Grund dafir
ist unklar. Die in Abwesenheit von ProFAR ermittelten kg,-Werte waren generell um eine
Grolkenordnung niedriger. Nichtsdestoweniger lagen die durch Y138A(HisH) und
K181A(HisH) verursachten konstitutiven Glutaminaseaktivitaten 43-fach bzw. 57-fach Uber
der entsprechenden Aktivitat des WTs. Im Fall der Doppelvariante erhoht sich dieser Faktor
auf 4400. Zusétzlich zu den besprochenen Austauschen wurde die Glutaminaseaktivitat in
Abwesenheit von ProFAR bei den Mutanten HisH:HisF-V48A, HisH:HisF-F77A und
HisH:HisF-L169A vermessen, bei denen grofle Reste am Anfang (F77) bzw. innerhalb des
Ammoniakkanals (V48, L169) durch Alanin ersetzt wurden. Keine der Mutanten zeigte

jedoch konstitutive Glutaminaseaktivitat.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Austausche Q123A(HisF) und K99A(HisF)
in allen drei untersuchten Reaktonen nur zu moderaten Veranderungen der katalytischen
Parameter fuhren, wogegen die Austausche D98A(HisF), Y138A(HisH), K181A(HisH) und
Y138A-K181A(HisH) die katalytische Effizienz des HisH:HisF Komplexes, sowohl in der
Gesamtreaktion als auch in der HisH-Teilreaktion drastisch beeinflussten. Im Folgenden

konzentriert sich diese Arbeit daher auf die zweite Gruppe von Austauschen.
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3.2.5 Vergleich der kinetischen Parameter mit den entsprechenden Werten der

ImMGPS aus S. cerevisiae (His7)

Die Reste D98(HisF), Q123(HisF), Y138(HisH) und K181(HisH) entsprechen den Resten
D359, Q397, Y144 und K196 in His7 aus S. cerevisiae. Der Einfachheit halber wird im
Folgenden die Nummerierung aus T. maritima beibehalten. In His7 wurden neben anderen,
die Austausche D98A, Q123A, K181A, (Myers et al. 2005) sowie Y138F (Amaro et al. 2005)
charakterisiert. Die Glutaminaseaktivitat wurde bei den His7 Enzymen anstelle von ProFAR
mit PRFAR stimuliert. Im Allgemeinen stimmen die Daten fur die His7-Mutanten mit den im
vorigen Kapitel fir den HisH:HisF Komplex beschriebenen Resultaten Uberein. In der
ammoniumabhadngigen Reaktion waren auch im His7-Kontext bei keiner Mutante wesentliche
Unterschiede zum WT festzustellen. Durch den Austausch D98A wurde die Stimulation der
Glutaminaseaktivitat durch PRFAR fast vollstandig unterbunden. Dazu passend war die
katalytische Effizienz der glutaminabh&ngigen Gesamtreaktion um den Faktor 10000
reduziert. Daraus wurde geschlossen, dass D98 ein wichtiger Rest fur die Weiterleitung des
PRFAR-Bindungssignals ans aktive Zentrum der Glutaminase ist. Der Austausch K181A
fuhrte zu einer 10-fachen Stimulation der Glutaminaseaktivitat in Abwesenheit und einer 4-
fachen Stimulation in Anwesenheit von PRFAR bei praktisch unverénderter Gesamtaktivitat.
Damit sind die Effekte weniger gravierend als im HisH:HisF Komplex, weisen aber die
gleiche Tendenz auf. Anders als der in dieser Arbeit untersuchte Austausch Y138A,
entsprachen die kinetischen Parameter der Mutante His7-Y138F weitgehend denen des

wildtypischen Enzyms

3.2.6 Die Rolle von D98(HisF) wahrend der Glutaminhydrolyse

Der Rest D98(HisF) sitzt am N-terminalen Ende von (-Strang 4 an der Kontaktflache zu HisH
und bildet zusammen mit K181(HisH) die einzige konservierte Salzbriicke Uber die
Kontaktflache zwischen HisH und HisF aus (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Banderdiagramm des aktiven Zentrums von HisH im HisH:HisF Komplex mit wichtigen
Kontaktflachenresiduen.

Hervorgehoben sind die Aminoséaurereste D98(HisF), Y138A(HisH) und K181(HisH) sowie die Reste der
katalytischen Triade aus HisH C84, H178 und E180. Abstandsmessungen sind in A angegeben und als
unterbrochene Linien dargestellt.

Die kinetischen Messungen belegen, dass D98(HisF) eine entscheidende Rolle fir die
Aktivitdt der Glutaminase HisH spielt. So fuhrte der Austausch D98A(HisF) zu einer
Verringerung der Katalyse bis unterhalb der Nachweisgrenze des Assays. In Gegenwart der
aktivierenden Mutation Y138A(HisH), konnte der Beitrag des Austausches D98A(HisF)
jedoch quantifiziert werden. Wie Tabelle 9 zeigt, reduziert der Austausch D98A(HisF) den
Aktivierungsfaktor der Glutaminaseaktivitdt durch ProFAR vor dem Y138A(HisH)
Hintergrund auf weniger als ein Zehntel. Dies stimmt mit den kinetischen Parametern der
His7-D98A Mutante lberein (Myers et al. 2005). Eine mdgliche, durch ProFAR induzierte
Konformationsédnderung konnte also durch D98(HisF) uber die Kontaktflache hinweg

weitergeleitet werden.

Tabelle 9: Aktivierung der Glutaminasereaktionen von HisH:HisF, HisH-Y138A:HisF und HisH-
Y138A:HisF-D98A durch ProFAR, gezeigt anhand der Wechselzahlen k., [min™].

ohne ProFAR mit ProFAR Aktivierungsfaktor
(Tabelle 8) (Tabelle 6)

HisH:HisF 0.03 6 200
HisH-Y138A:HisF 13 180 138
HisH-Y138A:HisF-D98A 0.07 0.6 9

Zum Einen bildet D98(HisF) eine Salzbriicke Uber seine Carboxylatgruppe zur
e-Aminogruppe von K181(HisH) aus, zum Anderen hat der zweite Carboxylatsauerstoff den
doppelten Abstand einer Wasserstoffbriickenbindung zu H178(HisH) in der katalytischen
Triade (Abbildung 27). In der 3D-Struktur der ImGPS mit gebundenem Glutamat ist die
Carboxylatgruppe des Reaktionsproduktes zwischen D98(HisF) und H178(HisH) verankert
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(Vega et al. unverdffentlichte Daten). In Molekildynamik-Simulationen mit der apo-Struktur
(1gpwAB) kommt an entsprechender Stelle ein Wassermolekil zu liegen (mindliche
Mitteilung Marco Bocola).

Eine vergleichbare Situation findet sich in der SARS coronavirus main proteinase, einer Cys-
Protease, in der die katalytische Triade ebenfalls durch ein Wassermolekul vervollstandigt
wird (Tan et al. 2005). Das Dbetreffende Wassermolekil wird dabei durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aspl87 und dem Kkatalytischen Histidin fixiert.
Zusétzlich bildet Asp 187 eine Salzbriicke zu einem benachbarten Arginin aus und nimmt

damit eine analoge Position zu D98 in HisH:HisF ein.

Um genauere Hinweise darauf zu erhalten, in welcher Weise die Seitenkette von D98(HisF)
an einer Wasser-vermittelten Interaktion mit Aktivierung von H178(HisH) beteiligt sein
konnte, wurden die ProFAR-stimulierten Glutaminaseaktivitaten von HisH:HisF, HisH:HisF-
D98N, HisH-K181A:HisF-D98N und HisH-Y138A:HisF-D98N miteinander verglichen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 10 dargestelit.

Tabelle 10: Glutaminaseaktivitéten in Anwesenheit von ProFAR.
Der Umsatz von Glutamin erfolgte durch 2 uM HisF und 1 uM HisH in 50 mM Tricine KOH, pH 8,0 in
Anwesenheit von 40 uM ProFAR und 5 mM Glutamin.

HisH:HisF  HisH:HisF-D98N  HisH-K181A:HisF-D98N HisH-Y138A:HisF-D98N

kcat

[min’] 4,8 0,02 11 0,03

Die Glutamatbildung wurde Uber eine gekoppelte GDH-Reaktion verfolgt (siehe Abbildung 21). Der Wert fur
HisH:HisF wurde aus Tabelle 7 ibernommen.

Die Interaktion der drei Aminoséurereste D98(HisF), H178(HisH) und K181A(HisH), sowie
durch die Austausche D98N(HisF) und K181A(HisH) vermutlich auftretende Umlagerungen
sind in Abbildung 28 schematisch dargestelit.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der beobachteten bzw. vermuteten Interaktionen von D98(HisF)
mit H178(HisH) und K181 bzw K181A(HisH).
Das eingezeichnete Wasser-Molekil wurde in einer Molekildynamik-Simulation beobachtet.

Unter der Annahme, dass die Seitenkette von D98N(HisF) weiterhin mit K181(HisH)
interagiert, steht der Carbonylsauerstoff nicht mehr fiir die wasser-vermittelte Interaktion mit
H178(HisH) zu Verfugung (Abbildung 28b). Dies wirde erklaren, warum der Kc-Wert im
Vergleich zur wildtypischen Situation um den Faktor 240 abnimmt (Tabelle 10). Durch die
zusatzliche Mutation K181A(HisH) steht erneut ein Carbonylsauerstoff fir die Interaktion mit
H178(HisH) zur Verfligung (Abbildung 28c) und ein grofler Teil der Glutaminaseaktivitat
wird entsprechend wieder hergestellt. Um auszuschlieRen, dass der Austausch K181A(HisH)
nicht auf eine andere Weise zur Wiederherstellung der Aktivitat flihrt, wurde der Austausch
D98N(HisF) auch in Kombination mit Y138A(HisH) vermessen. Obwohl Y138A(HisH) die
Glutaminaseaktivitat vergleichbar stark wie K181A(HisH) beschleunigt, entsprach der
Kea-Wert hier dem von HisH:HisF-D98N (Tabelle 10).

Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der aktivierende Effekt von ProFAR
mafgeblich durch D98(HisF) auf HisH ubertragen wird. D98(HisF) bildet eine konservierte
Salzbriicke mit K181(HisH) und kann, wie die Ergebnisse andeuten, Uber seinen freien
Carboxylsauerstoff mit Hilfe eines Wassermolekiils oder dem Glutaminaseprodukt Glutamat
mit H178(HisH) aus der katalytischen Triade interagieren und dadurch die

Glutaminaseaktivitat stimulieren.
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3.2.7 Die Rolle von Y138(HisH) und K181(HisH) wahrend der
Glutaminhydrolyse

Die Reste Y138(HisH) und K181(HisH) liegen an der Kontaktfliche zu HisF. K181(HisH)
liegt neben den Resten der katalytischen Triade E180(HisH) und H178(HisH). Die Seitenkette
von K181A(HisH) bildet eine konservierte Salzbriicke mit D98(HisF) aus (Abbildung 27).

Die Doppelmutante Y138A-K181A(HisH) besitzt eine, gegeniber dem WT, um vier
GroRenordnungen erhohte konstitutive Glutaminaseaktivitat. Einen Erklarungsansatz hierfir
liefert ein neuartiger Aktivierungsmechanismus, unabhdngig von einer allosterischen
Kaskade, der auf dem Einschluss von Ammoniak innerhalb des HisH:HisF Komplexes beruht
(Vega et al. unveroffentlichte Daten). Dabei wird davon ausgegangen, dass sich der gebildete
Ammoniak im aktiven Zentrum der Glutaminase anreichert und mit dem Thioesterintermediat

zuruck zum tetrahedralen Intermediat reagiert (Abbildung 29).

Q
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(—JMH HNZ N MNHa N7 NH ;
E+Gln =—> S\ or = N i L—J— L_) E+Glu

NH3 ® NHg

——

C84 H178 C84 H178
tetrahedrales Intermediat Thioesterintermediat

Abbildung 29: Vereinfachtes Reaktionsschema der Glutaminasereaktion (modifiziert nach Miles et al.
1998).

Diese Riickreaktion von naszierendem Ammoniak mit dem Thioesterintermediat wurde auch
fir die CPS diskutiert (Miles et al. 1998). Durch die Reaktion mit dem Akzeptorsubstrat
PRFAR wird der gebildete Ammoniak verbraucht und die Glutaminase kann ihre Katalyse
fortsetzen. Bei Bindung des Substratanalogons ProFAR wird nur eine geringe Aktivierung der
Glutaminase erreicht, was auf kleinere Konformationsanderungen am aktiven Zentrum von
HisF zurlckzufihren sein konnte, die ein Abdiffundieren des Ammoniaks durch den Kanal
ermoglichen. In diesem Modell fiihren die Austausche Y138A(HisH) und K181A(HisH) zum
Abdiffundieren des Ammoniaks ins Losungsmittel, da durch die Mutationen sterisch
anspruchsvolle Reste am Interface zu HisF durch Alanine ersetzt werden und dadurch

,,Locher” zum Ldsungsmittel hin entstehen (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Veranschaulichung der durch die Mutationen Y138A(HisH) und KI181A(HisH)
verursachten Ldcher an der Proteinoberfléache.

Die ImGPS van-der-Waals Oberflache wurde in der Ebene der katalytischen Triade aufgeschnitten. Es sind
jeweils die mutierte Aminosaure und H178(HisH) aus der katalytischen Triade gezeigt. Die roten Kreise
markieren die durch die Alaninaustausche entstandenen Zugdnge zum L&sungsmittel. (a,c): HisH:HisF,
(b): HisH-Y138A:HisF, (d): HisH-K181A:HisF

Anschaulich lassen sich die Auswirkungen der beiden Alaninaustausche anhand der
gemessenen Ammoniakproduktion im Vergleich zur Geschwindigkeit der Gesamtreaktion
und der ammoniumabhdangigen HisF-Reaktion zeigen (Tabelle 11).

Tabelle 11: Wechselzahlen (ke [s*]) der Ammoniakbildung, der ammoniumabhéngigen Reaktion von
HisF und der glutaminabhangigen Gesamtreaktion

Ammoniakbildung Ammoniumabéangige Glutaminabhangige
(i.A. von ProFAR) Reaktion Gesamtreaktion
(Tabelle 7) (Tabelle 4) (Tabelle 5)
HisH:HisF 0,04 1,2 11
HisH-Y138A:HisF 2,2 1,4 0,8
HisH-K181A:HisF 3,3 1,7 0,9
HisH-Y138A-K181A:HisF 1,9 0,9 0,1

Tabelle 11 zeigt, dass die Ammoniakbildungsrate bei allen Mutanten nahezu identisch und
viel hoher als beim WT ist. Die ammoniumabhédngigen Reaktion ist bei WT und den
Mutanten gleich schnell, somit wird das aktive Zentrum von HisF durch die Austausche nicht
beeintrachtig. Die deutlich verringerte Geschwindigkeit der Gesamtreaktion der
Doppelmutante deutet an, dass weniger von dem gebildeten Ammoniak am aktiven Zentrum
von HisF angelangt und umgesetzt wird als beim WT. Dieser Vergleich lasst den Schluss zu,
dass der Ammoniak auf dem Weg von der Glutaminase zur Synthase ,,verloren geht™ bzw.
durch die ,,L6cher an der Kontaktflache abdiffundiert.
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Eine &hnliche Beobachtung wurde fir die PLPS aus Arabidopsis thaliana gemacht, bei der
der Austausch eines Leucinrestes gegen Alanin in der Nahe des aktiven Zentrums der
Glutaminase am Beginn des Ammoniakkanals in Anwesenheit von Akzeptorsubstrat zur
Beschleunigung der Glutaminhydrolyse (Faktor 3) und gering verschlechterter
Gesamtaktivitat (minus 15 %) fuhrt (Tambasco-Studart et al. 2007). Als Folge des Leucin zu
Alanin Austausches wurde ein undichter Ammoniakkanal postuliert (Flicker et al. 2007). Wie
in der ImMGPS, konnte auch bei der PLPS eine mdégliche Abdiffusion des Ammoniaks ins
Losungsmittel fur die gesteigerte Glutaminaseaktivitat der Mutante verantwortlich sein. Die
Gesamtaktivitat der PLPS-Mutante ist wie bei den ImGPS Mutanten HisH-Y138A:HisF und
HisH-K181A:HisF (Tabelle 11) nur leicht beeintréchtigt, woraus sich schlieen Iasst, dass bei
beiden Enzymen durch den Kanal noch ausreichende Mengen Ammoniak an das aktive

Zentrum der Synthase gelangen.

Die Charakterisierung von Mutanten der Glucosamin-6-phosphat-Synthase (GLMS) deckte
ebenfalls Zusammenhénge zwischen undichtem Ammoniakkanal und Glutaminaseaktivitat
auf. So fuhren die Austausche eines Tryptophans im putativen Ammoniakkanal gegen Alanin,
Leucin oder Phenylalanin zum Austritt von Ammoniak ins Ldsungsmittel. Die
Glutaminaseaktivitat in Abwesenheit von Liganden steigt dabei im Vergleich zum WT um
den Faktor 3-4 (Floquet et al. 2007).

Da die Reste Y138(A)(HisH) und K181(A)(HisH) nahe am aktiven Zentrum von HisH liegen,
ist es denkbar, dass mutationsbedingte Konformationsdnderungen zur Aktivierung der
Glutaminase fiihren. Deshalb wurde im Rahmen der Kooperation mit Dr. Matthias Wilmanns
(EMBL Hamburg) von Dr. Adelia Razeto die Mutante HisH-Y138A-K181A:HisF in
Anwesenheit von Glutamin und Glutamat kristallisiert und die Rontgenstruktur mit einer
Auflésung von 2,6 A aufgeldst. Interessanterweise entspricht die Form der Kristalle mit
Glutamin und Glutamat gemessen an der Einheitszelle der Form der wildtypischen Kristalle
in Gegenwart von Glutamat. WT-Kristalle mit Glutamin besitzen dagegen eine andere
Kristallform und Einheitszelle (Vega et al. unveroffentlichte Daten). Diese Beobachtung
bestatigt den Umsatz von Glutamin im Kristallisationsansatz von HisH-Y138A-K181A:HisF.
In Abbildung 31 sind (berlagerte Strukturausschnitte von HisH:HisF und HisH-Y138A-
K181A:HisF gezeigt.
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Abbildung 31: Superpositionierung der 3D-Strukturen von HisH:HisF (rot) und HisH-Y138A-
K181A:HisF (blau).

(a): Ausschnitt aus dem Proteinriickgrat mit den Resten des Salzbrlickennetzwerkes in HisF. (b): Ausschnitt aus
dem aktiven Zentrum von HisH. Der Oxyanion-Strang (P49-G52) ist nur als Verlauf des Riickgrats abgebildet.

Es wird deutlich, dass das Salzbriickennetzwerk (Abbildung 31a), der Verlauf des Oxyanion-
Stranges (P49 bis G52), die Reste der katalytischen Triade (C84, H178, E180) sowie D98 ihre
Konformation durch die Austausche Y138A(HisH) und K181A(His) nur minimal dndern. Die
Reste C84 und H178 liegen in den beiden Strukturen in verschiedenen Rotameren vor
(Abbildung 31b). Da jedoch auch innerhalb der WT-Strukturen, die aus jeweils drei
HisH:HisF Heterodimeren bestehen, an diesen beiden Positionen verschiedene Rotamere
vorkommen, scheidet dieser Unterschied als Grund fur die Aktivierung sehr wahrscheinlich
aus. Die hohe konstitutive Glutaminaseaktivitadt der Mutante HisH-Y138A-K181A:HisF ist
also nicht auf Konformationsanderungen am aktiven Zentrum zurtickzufihren.

Um weitere Einblicke in den Mechanismus der Glutaminhydrolyse des WTs im Vergleich zur
Doppelmutante zu erhalten, wurde der EinfluR von ProFAR auf die Reaktion naher
untersucht. Die Glutaminasereaktion kann vereinfacht in zwei Schritte eingeteilt werden, die
Bildung des Thioesterintermediats und dessen Hydrolyse (Abbildung 29). Die
Gesamtgeschwindigkeit wird dabei durch den langsameren (ratenlimitierenden) Schritt
bestimmt. Die Beschleunigung dieses Schrittes durch einen Aktivierungsprozess fuhrt solange
zu einer Erhohung der Glutaminaseaktivitét, bis ein anderer Schritt ratenlimitierend wird. Ein
Vergleich der Glutaminaseaktivitaten der Mutanten in An- und Abwesenheit von ProFAR und

der daraus berechneten Aktivierung ist in Tabelle 12 gezeigt.
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Tabelle 12:  Aktivierung  der  Glutaminasereaktionen von  HisH:HisF,  HisH-Y138A:HisF,
HisH-Y138A:HisF und HisH-Y138A-K181A:HisF durch ProFAR (siehe Tabelle 9) anhand der
Wechselzahlen (Keae [min™]).

ohne ProFAR mit ProFAR Aktivierungsfaktor
(Tabelle 8) (Tabelle 6)
HisH:HisF 0.03 6 200
HisH-Y138A:HisF 1,3 180 138
HisH-K181A:HisF 1,7 144 85
HisH-Y138A-K181A:HisF 134 140 1

Beim WT und den Einzelmutanten wird der ratenlimitierende Schritt durch ProFAR
beschleunigt, wogegen bei der Doppelmutante HisH-Y138A-K181A:HisF keine Aktivierung
erkennbar ist. Daraus kann geschlossen werden, dass entweder die durch ProFAR
beschleunigte Teilreaktion im Kontext der Doppelmutante nicht mehr dem ratenlimitierenden
Schritt entspricht oder die ProFAR-Bindung generell keinen Einfluss mehr auf die
Glutaminaseaktivitat hat. Um zwischen beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, wurde die
Konzentration des Thioesterintermediats im steady-state bestimmt (siehe 2.7.4).

Dazu wurde HisH-Y138A-K181A:HisF parallel in An- und Abwesenheit von ProFAR mit
radioaktivem Glutamin inkubiert, die Reaktion mit TCA gequencht und der Reaktionsansatz
uber einen Filter abgezogen. Da der Thioester unter diesen Bedingungen sédurestabil ist
(Chaparian & Evans 1991; Lusty 1992), enthalt das im Filter verbleibende Prézipitat des
Enzym-Thioester-Kompelxes den im steady-state vorhandenen Thioester. Mit Hilfe eines
Szintillationszéhlers wurde anschliefend die Menge an Radioaktivitat im Filter gemessen und

daraus die Thioesterkonzentration berechnet.

Tabelle 13: Konzentrationsbestimmung des Thioesters im steady-state der Reaktion von HisH-Y138A-
K181A:HisF in An- und Abwesenheit von ProFAR.

mit ProFAR ohne Ligand
gelabelte Enzymfraktion [%] 18,3+3,1 35+0,7

Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert und Standardabweichung aus drei unabhangigen Messungen dar.

Die deutliche Zunahme der Thioesterkonzentration in Anwesenheit von ProFAR zeigt, dass
die ProFAR-Bindung den ersten Teilschritt der Reaktion, die Bildung des
Thioesterintermediats in der Doppelmutante, beschleunigt. ProFAR zeigt jedoch keinen
Einfluss auf die Geschwindigkeit der gesamten Glutaminasereaktion in der Doppelmutante.
Der ratenlimitierende Schritt der Glutaminasereaktion der Doppelmutante muss deshalb im
zweiten Teilschritt, der Hydrolyse des Thioesterintermediats liegen. Unter der Annahme, dass

ProFAR im WT ebenso die Thioesterbildung beschleunigt, dabei aber anders als im Fall der
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Doppelmutante auch die gesamte Glutaminasereaktion beschleunigt wird, kann man davon

ausgehen, dass durch die beiden Mutationen der ratenlimitierende Schritt verandert wurde.

3.3 Zusammenfassung

Es wurden die Auswirkungen folgender Alaninsubstitutionen auf die kinetischen Parameter
der drei ImGPS-Reaktionen im HisH:HisF Komplex untersucht: Q123A(HisF), K99A(HisF),
Y138A(HisH), K181A(HisH) und Y138A-K181A(HisH). Alle Mutanten lieRen sich
vergleichbar mit den wildtypischen Proteinen in groBer Ausbeute exprimieren und reinigen
(siehe 3.2.3).

Zur Aufklarung des Aktivierungsmechanismus der Glutaminase wurde neben den bereits
verwendeten Tests ein diskontinuierlicher Glutaminaseassay etabliert. Dies war notig, da fur
NAD" gezeigt wurde, dass es die Glutaminase HisH stimuliert (siehe 3.2.4.4). Neben ProFAR
und ImGP ist NAD" damit der dritte Glutaminase-stimulierende HisF-Ligand. Auf Grund der
Strukturahnlichkeit der drei Aktivatoren lasst sich vermuten, dass auch andere Metaboliten
mit einem Nukleotidgerust in der Lage sind an HisF zu binden.

Die Austausche Q123A(HisF) und K99A(HisF) fiihrten nur zu moderaten Abweichungen der
katalytischen Parameter im Vergleich zum WT (siehe 3.2.4).

Der Austausch D98A(HisF) verlangsamte die Glutaminaseaktivitat signifikant und
beeintrachtigte vor dem Hintergrund des Austauschs Y138A(HisH) die aktivierende Wirkung
der ProFAR-Bindung. Ferner konnte gezeigt werden, dass zwischen dem Rest D98(HisF) und
dem Rest H178(HisH) aus der katalytischen Triade eine entfernte Wechselwirkung besteht,
uber die ein mdgliches ProFAR-Bindungssignal tbertragen wird (siehe 3.2.6).

Die Austausche Y138A(HisH) und K181A(HisH), wie auch deren Kombination, filhren zu
stark erhohter induzierter, sowie zu hoher konstitutiver Glutaminaseaktivitat. In
Anwesenheit/Abwesenheit von ProFAR zeigten die Einzelmutanten Y138A(HisH) und
K181A(HisH) eine bis zu einem Faktor 20/50 erhohte Glutaminaseaktivitat im Vergleich zum
WT. Die Glutaminaseaktivitat der Doppelmutante Y138A-K181A(HisH) entspricht bereits
ohne ProFAR der der mit ProFAR geséttigten Einzelmutanten und kann durch den Liganden
nicht weiter stimuliert werden (siehe 3.2.7).

Die gel6ste 3D-Struktur der Doppelmutante ist im Bereich der katalytisch essentiellen Reste
von HisH und dem Oxyanion-Strang mit den wildtypischen 3D-Strukturen identisch, wodurch
eine durch die beiden Alaninaustausche hervorgerufene Konformationsédnderung als Ursache

fir die hohe Gltuaminaseaktivitdt ausgeschlossen werden kann. Diese Beobachtung
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unterstitzt eine Hypothese, nach der an der Glutaminase gebildeter Ammoniak die
Glutaminasereaktion inhibiert, solange er am aktiven Zentrum verbleibt. Durch das Entfernen
der sterisch anspruchsvollen Reste Y138 und K181 an der Kontaktflache von HisH kann der
gebildete Ammoniak ins Losungsmittel abdiffundieren und so seine Riickreaktion mit dem
Thioester und die damit verbundene Inhibition der Glutaminasereaktion aufgehoben werden.
Die Doppelmutante HisH-Y138A-K181A:HisF zeigt in An- und Abwesenheit von ProFAR
die gleiche Umsatzrate. Da sich jedoch die Thioesterkonzentration im steady-state durch die
Anwesenheit von ProFAR dandert, kann man davon ausgehen, dass der durch ProFAR
initilerte  Aktivierungsprozess noch abl&uft, aber nicht l&nger den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt beeinflusst (siehe 3.2.7).

Zusammenfassend sind zwei Mechanismen denkbar, die zur Aktivierung der Glutaminase
fihren.

(1) Die Ergebnisse der Versuche mit Mutanten von D98(HisF) lassen sich gut mit einer
allosterischen Signalweiterleitung erklaren. Eine solche Kaskade, die von einem Synthase-
Liganden angestoBen wird und an deren Ende die Ausbildung einer katalytisch essentiellen
Konformationsédnderung steht, wurde bereits fir andere GATase-Systeme postuliert. Auch
NMR-Experimente (siehe Kapitel 5) deuten auf die Existenz einer allosterischen Kaskade bei
der ImGPS hin.

Bisher ist es jedoch trotz intensiver Untersuchungen nur fir wenige Proteine gelungen eine
solche Kaskade im Detail aufzuklaren, wie zum Beispiel fur den Acetylcholin Rezeptor
(Purohit et al. 2007).

(2) Der zweite denkbare Mechanismus funktioniert nach einem Prinzip &hnlich der
klassischen Produktinhibition (Frieden & Walter 1963). Durch die Abgrenzung des
Reaktionsraumes vom Losungsmittel wirde der aus Glutamin gebildete Ammoniak
unmittelbar mit dem Thioesterintermediat zurtickreagieren und dadurch die Glutamatbildung
inhibieren. Durch die Reaktion des Ammoniaks mit PRFAR bzw. durch seine Diffusion ins
Lésungsmittel wirde die Inhibition aufgehoben. Mit Hilfe dieser Theorie koénnen die
aktivierenden Effekte des Doppelaustauschs Y138A-K181A(HisH) erklart werden. Innerhalb
dieses Modells wirde ein vom Losungsmittel abgeschlossener Ammoniaktunnel, wie er in
vielen GATasen vorkommt, nicht nur den Verlust von Ammoniak verhindern, sondern
gleichzeitig auch einen einfachen Regulationsmechanismus fiir die Glutaminhydrolyse

darstellen.
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Beide Mechanismen konnten bei der Aktivierung der wildtypischen ImGPS eine Rolle
spielen. Durch Bindung des HisF-Substrats PRFAR konnte die wildtypische Glutaminase
demnach auf zwei Stufen aktiviert werden. Zum Einen konnte das Bindungssignal von
PRFAR zur allosterischen Aktivierung der katalytischen Triade filhren und zum Anderen der
Verbrauch von Ammoniak in der Reaktion mit PRFAR sicher stellen, dass die

Produktinhibition am aktiven Zentrum der Glutaminase aufgehoben wird.

3.4 Ausblick:

Mit Hilfe von radioaktiv markiertem Glutamin war es moglich bei der ImGPS-Mutante
HisH-Y138A-K181A:HisF den Einfluss von ProFAR auf die Thioesterkonzentration im
steady-state zu verfolgen. Diese Versuche sollten fortgesetzt werden, um den
ratenlimitierenden Schritt von wildtypischer und konstitutiv aktiver ImGPS zu bestimmen.
Dadurch lieBen sich die Effekte durch ProFAR und PRFAR bzw. durch die Alaninaustausche
Y138A(HisH) und K181A(HisH) jeweils einer Teilreaktion zuordnen. Dies wirde helfen, die
Mechanismen der beiden Aktivierungswege besser zu verstehen und mit den Ergebnissen
anderer GATasen zu vergleichen.

Ein weiterer wichtiger Schritt zur Aufklarung des Aktivierungsmechanismus von
Glutaminaseuntereinheiten ist der Vergleich von 3D-Strukturen im inaktiven apo-Zustand mit
Strukturen, die durch einen Synthaseliganden aktiviert wurden. Fir die IMGPS ist es bisher
nicht gelungen eine 3D-Struktur mit gebundenem Liganden im aktiven Zustand zu erhalten.
Dieses Ziel sollte mit Hilfe von Hochdurchsatz-Kristallisationsscreenings weiter verfolgt
werden. Da NAD" die Glutaminase ebenfalls aktiviert aber wesentlich stabiler als ProFAR
oder PRFAR ist, kommt NAD" ebenfalls als Ligand fiir die Kokristallisation mit HisF in
Frage. Ein weiterer vielversprechender Ligand ist ein hydrolysestabiles PRFAR-Analogon
z.B. 3deaza-PRFAR. Da eine enzymatische Synthese aus 3deaza-ATP bisher nicht erfolgreich
war (Anhang 9.4) wére hier ein organisch-synthetischer Ansatz der logische ndchste Schritt.
Mit den aus einer Ligand-gebundenen ImGPS 3D-Struktur gewonnenen Informationen sollte
es moglich sein, die Frage zu beantworten, ob es sich bei dem Ligand induzierten
Aktivierungsmechanismus tatsachlich um eine klassische allosterische Kaskade handelt oder
ein indirekter, an die Entfernung von NH3 gekoppelter Mechanismus wahrscheinlicher ist.
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4 HisH:HisF-ALoop1

4.1 Einleitung

Der Vergleich von HisF-Strukturen aus T. maritima in isolierter (1thf) und in mit HisH
komplexierter Form (1gpw) zeigt, dass der Bo-Loopl, der B-Strangl mit a-Helix1 verbindet,
zwei verschiedene Konformationen einnehmen kann. Weiterhin befindet sich in pa-Loopl
eine Trypsin-Schnittstelle (nach Arg27), die abhdngig von der Komplexierung mit HisH
unterschiedlich anféllig fir Proteolyse ist (Beismann-Driemeyer & Sterner 2001). Die
Struktur von HisH:HisF in 1gpw zeigt Ba-Loopl in einer Konformation oberhalb des aktiven
Zentrums (geschlossene Konformation). In der Struktur 1thf ist der Ba-Loopl dagegen nach
aulBen vom aktiven Zentrum weggeklappt (offene Konformation) (Abbildung 32). In der
Struktur von HisF aus P.aerophilum (1h5y) legt sich der Loop als Deckel ber das aktive
Zentrum und bildet Uber einen konservierten Lysinrest eine Wasserstoffbriicke zu einem dort
gebundenen Glycerin-Molekdl aus (Banfield et al. 2001). Auf Grund dieser Befunde wurde
vermutet, dass Pa-Loopl das aktive Zentrum von HisF komplettiert oder/und an der
Kommunikation zwischen den aktiven Zentren von HisF und HisH beteiligt sein konnte
(Beismann-Driemeyer & Sterner 2001; Chaudhuri et al. 2003).

Loop B1a1 ,Loop1*

komplexiertes HisF
(1gpw:A)

isoliertes HisF

N (1thf)
HisH \= S \

Abbildung 32: Bédnderdiagramm von HisH:HisF mit pa-Loopl.
Der Loop ist vergroBert und die Konformation in isoliertem und mit HisH komplexiertem HisF dargestellt. Die
Pfeile markieren den ersten und letzten Rest des in HisF-ALoop1 deletierten Bereichs.

Zur Beantwortung der Frage nach der Funktion von Loopl wurde bereits in einer friiheren
Arbeit die Mutante HisF-ALoop1l kloniert und gereinigt (Mohrlider 2003). In dieser Mutante
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wurden die Aminosauren Vall8 bis einschlieBlich Gly30 deletiert (Abbildung 32).
Tryptischer-Verdau sowie Nah- und Fern-UV CD Spektroskopie zeigten keine wesentlichen
Unterschiede zwischen HisF WT und HisF-ALoopl. Die mit Hilfe von Gelfiltrationslaufen
nachgewiesene Komplexbildung mit HisH war ebenfalls nicht beeintréachtigt (Mohrlider
2003).

4.2 Loopl Konformationen in verschiedenen HisF-Strukturen

Seit dem Jahr 2003 hat sich die Zahl der gel6sten HisF-Strukturen erhéht, was einen
weiterflihrenden Vergleich der Konformationen von Ba-Loopl ermdéglicht. Tabelle 14 zeigt,
dass es unabhéangig von der Bindung an HisH zu offenen und geschlossenen Konformationen
dieses Loops kommen kann.

Tabelle 14: Konformationen von Ba-Loopl in verschiedenen HisF-Strukturen

pdb-code Organismus Monomer/Komplex 1  Monomer/Komplex 2  Monomer/Komplex 3
1thf (HisF) T. maritima offen

1h5y (HisF) P.aerophilum geschlossen geschlossen

1gpw (HisH:HisF) T. maritima geschlossen geschlossen ungeordnet
2ck7 (HisH:HisF) T. maritima offen offen geschlossen
2ck8 (HisH:HisF) T. maritima offen ungeordnet ungeordnet
2wjz (HisH:HisF) T. maritima offen offen ungeordnet
1ka9 (HisH:HisF) T. thermophilus offen

In allen weiteren Strukturen (Tabelle 3) ist der Loopl ungeordnet.

In der apo-Form liegen verschiedene Loop-Konformationen vor bzw. ist Loopl nicht
aufgelost (2ck7, 1gpw). Die Konformation von Loopl scheint durch HisF-Liganden in der
geschlossenen Form stabilisiert zu werden wie anhand der Struktur aus P. aerophilum (1h5y)

mit gebundenem Glycerin zu erkennen ist.

4.3 Heterologe Expression und Reinigung von HisF-ALoopl

Zur Kiristallisation und enzymatischen Charakterisierung von HisH:HisF-ALoopl wurden
HisF-ALoopl und HisH wie unter 3.2.3 beschrieben, getrennt voneinander exprimiert und
gereinigt. Die Ausbeute an HisF-ALoopl betrug 60 mg/l Kultur. Die Reinheit des Proteins
wurde nach der Dialyse anhand eines SDS-Gels abgeschétzt und war groRer 95 % (Abbildung
33).
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Abbildung 33: Gereinigtes Protein (GP) HisF-ALoop1.
SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid); M: Markerproteine mit molaren Massen in kDa.

4.4 Aktivitatsmessungen mit HisH:HisF-ALoopl

Um die Auswirkung der Loopdeletion auf die HisF-Aktivitdt zu untersuchen, wurde die
ammoniumabhéngige Reaktion vermessen (siehe 2.7.1). In Abbildung 34 ist die resultierende

Sattigungskuve dargestellt.

0,14 .-
,//t)/
012 /./
0,10
=
E 008
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/
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0,00
0 10 20 30 40
PRFAR [uM]

Abbildung 34: PRFAR-Sattigungskurve zur Quantifizierung der ammoniumabhéangigen Reaktion von
HisH:HisF-ALoopl.

Aufgetragen ist jeweils die Anfangsgeschwindigkeit v; bei 25 °C gegen die Kozentration des Substrates. Die
durchgezogene Linie zeigt das Ergebnis eines hyperbolischen Fits durch das Programm Sigma Plot. Der Umsatz
von PRFAR erfolgte durch 10 uM HisH:HisF-ALoopl in 50 mM Tris Acetat pH 8,5 mit 100 mM
Ammoniumacetat (entspricht ca. 17 mM Ammoniak). Das HisF-Substrat wurde als ProFAR zugegeben und
durch 0,6 pM HisA in situ zu PRFAR umgesetzt.

Tabelle 15 zeigt die aus der Séattigungskurve abgeleiteten katalytischen Parameter der
ammoniumabh&ngigen Reaktion von HisH:HisF-ALoopl im Vergleich mit dem

wildtypischen Komplex.

Tabelle 15: Steady-state enzymkinetische Konstanten der ammoniumabhangigen HisF-Teilreaktion.
Die Messungen erfolgten bei 25 °C in 50 mM Tris Acetat pH 8,5 mit 100 mM Ammonium Acetat. Die ProFAR
Konzentration, die in situ zu PRFAR umgewandelt wurde, wurde variiert.

KMPRFAR kcat kcat/ KMPRFAR (kcat/KM)
[mM] [s7] [M7s] Mutante /WT
HisH:HisF 36+0,6 1,2+0,1 330+10 1
HisH:HisF-ALoopl 9,8+5,8 0,0012 + 0,0008 0,12+ 0,05 36-10"

Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei unabhangigen Messungen.
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Waihrend der Ky™"™R durch die Deletion nur leicht erhéht wird, nimmt der ke, um den Faktor
1000 ab. Dies deutet darauf hin, dass die Substratbindung durch die Deletion weitgehend

unbeeintrachtigt bleibt, wéahrend die Katalyse wesentlich weniger effizient ablauft.

4.5 Kiristallisation von HisH:HisF-ALoopl

HisH und HisF-ALoopl wurden in dquimolaren Mengen gemischt und der Komplex Uber
Gelfiltration von (berschiissigem Monomer abgetrennt. Die fur den WT gefundenen
Kristallisationsbedingungen (Lang et al. 2000; Douangamath et al. 2002) sowie leicht
abweichende Protein-, Salz- und Fallungsmittelkonzentrationen, fuhrten weder flr
HisH:HisF-ALoopl noch fir HisF-ALoopl in Abwesenheit von HisH zu Proteinkristallen.
Neue Kristallisationsbedingungen wurden fiir den HisF-ALoopl:HisH Komplex (12 mg/ml)
an der high-throughput crystallization facility wie in Kapitel 2.8 beschrieben am EMBL
Hamburg gesucht (Mueller-Dieckmann 2006). Nach 24 h waren erste Nadelbindel mit
0,1 mm Lé&nge in 4 M Natriumformiat sichtbar. Durch weitere Screens mit der Qiagen
EasyXtal Opti-Salts Suite (sitting drop) und den Hampton Research Additiv Screens 1+2
(hanging drop) wurden in verschiedenen Bedingungen grofRere Kristalle gewonnen, die
Beugungsbilder bis maximal 10 A Aufldsung lieferten. Dies zeigte eindeutig, dass es sich bei
den getesteten Kristallen um Proteinkristalle handelt.

Nach etwa sechs Wochen bildeten sich Kristalle bis 0,2 mm Léange in 0,1 M Bis Tris pH 5,5;
2 M Ammoniumsulfat (Bedingung 1) (Abbildung 35a) und Kristalle bis 0,8 mm Léange in
0,5 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Tri-Natriumacetat pH 5,6; 1,0 M Lithiumsulfat (Bedingung 2)
(Abbildung 35b).

Abbildung 35: HisH:HisF-ALoop1 Protein-Kristalle.
Kristallisationsbedingungen: (a) 0,1 M Bis-Tris pH 5,5; 2 M Ammoniumsulfat (b) Tri-Natriumacetat pH 5,6;
0,5 M Ammoniumsulfat, 0,1 M; 1,0 M Lithiumsulfat
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4.6 Datenaufnahme und Strukturlésung

Fur HisH:HisF-ALoopl Kristalle aus Bedingung 1 stellte sich 25 % Glycerin als geeignetes
Kryoprotektant heraus (siehe 2.9). Allerdings konnten die Kristalle nur kurz in die
Kryoldsung eingetaucht werden, da sie schnell zu schmelzen begannen. Kristalle aus diesem
Kristallisationspuffer streuten an der beamline X11 am DESY Hamburg bis maximal 2,6 A
(siehe 2.10).

Fur HisH:HisF-ALoopl Kristalle aus Bedingung2 wurde 0,5 M Natriummalonat als
Kryoprotektant zugefiigt (Holyoak et al. 2003). Da die Kristalle in dieser Kryoldsung stabil
blieben, wurde ein Teil der Kristalle in der Kryoldsung fiir 30 Minuten mit 5 mM ProFAR
gesoakt. Von einem mit ProFAR gesoakten Kristall wurden Rdntgenbeugungsdaten an der
beamline ID14-2 am ESRF in Grenoble bis zu einer Auflésung von 1,6 A erhalten
(Abbildung 36).

Abbildung 36: Beugungsbild aus dem HisH:HisF-ALoopl Datensatz

Die Raumgruppe der Einheitszelle wurde als P432,2 bestimmt (siehe 2.10). Die maximale
Auflésung betrug 1,6 A. Die Statistiken der Datenprozessierung sind in Tabelle 16
zusammengefasst.

Tabelle 16: Datenprozessierung von HisH:HisF-ALoopl

Raumgruppe P432,2

Elementarzelle, A bzw. © a=b=64,12c=261,46
a=p=v=90

Datensammlung:

Wellenlinge, A 0.95350

Auflosungsbereich?, A 42,84 — 1,59 (1,67 — 1,59)

Zahl der gemessenen Reflexe? 1032340 (150885)
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Zahl der unabhangigen Reflexe? 74795 (10738)
Multiplizitat® 13,8 (14,1)
Vollstiandigkeit?, % 99,3 (99,7)
Mosaizitat 0,27

Reym, % 7,0 (36,7)
Durchschnittliche I/o(I)? 26,6 (7,9)

& Schale mit der hochsten Auflésung in Klammern

Als Mal} fur die Packungsdichte wurde der Matthew-Parameter (V) zu 2,7 A%Da bestimmt.
Anhand dieses Wertes wurde uber die GroRe der Elementarzelle des Proteinkristalls sowie die
Raumgruppe, die Anzahl der Proteinmolekiile pro asymmetrischer Einheit abgeschatzt. Fur
den hier untersuchten triklinischen Kristall ergab sich ein Herterodimer pro asymmetrische
Einheit bei einem Lésungsmittelgehalt von 54 %.

Die Struktur von HisH:HisF-ALoopl wurde (ber molekularen Ersatz mit Hilfe des
Programms PHASER (McCoy 2007) gel6st (siehe 2.11). Dafur wurde als Suchmodell ein
Heterodimer aus der HisH:HisF apo-Struktur (1gpwAB), sowie die zugehdrigen
experimentellen Daten von 3 bis 10 A verwendet. Nach mehreren Runden aus manuellem
Modellbau mit dem Programm WinCOOT (Emsley & Cowtan 2004) und Verfeinerung nach
der maximum-likelihood Methode mit dem Programm REFMACS5 (Murshudov et al. 1997)
konvergierte der kristallographische R-Faktor bei 16,2 % (Rree = 19,3 %). Die Verfeinerungs-
statistik ist in Tabelle 17 gezeigt. Die stereochemische Qualitat der verfeinerten Struktur
wurde mit Molprobity (Davis et al. 2007) Gberpruft.

Tabelle 17: Verfeinerungsstatistik von HisH:HisF-ALoop1l
Auflésungsbereich /4] | 42,8-16
Zahl der Reflexe 71005
Reflexe (test set) 3578
R-Faktor [%] / Reree [%] | 16,2/19,3
Anzahl Atome

Protein Kette A 1803
Protein Kette B 1611
Solvens 288
Ligand 10
Mittlerer B Faktor in A*

Proteinatome Kette A 8,8
Proteinatome Kette B 9,4
Solvensatome 20,5
Ligandenatome 26,6

R.m.s.-Abweichung
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Bindungslingen [A] 0,023
Bindungswinkel [°] 1,9
Ramachandran plot

bevorzugt 394
erlaubt 17
verboten 0

4.7 Strukturbeschreibung

Abgesehen von einigen wenigen Resten an der Proteinoberflache, war der Grofteil der
Seitenketten klar durch die Elektronendichtekarte definiert. Der RMSDc, fur HisF-ALoopl
und HisF (1gpw, Kette A) betragt 0,88 A und zeigt damit, dass die beiden Strukturen
abgesehen von den Anderungen am aktiven Zentrum praktisch identisch sind.

Ab dem katalytischen Aspll ist bereits keine Elektronendichte mehr vorhanden, um die
Seitenketten im Modell eindeutig zu platzieren. Die Deletion der Aminosauren 18 bis 30 fuhrt
dazu, das das Ende von B-Strangl flexibel wird und damit die C-terminale Wasserstoffbriicke
zum benachbarten B-Strang2 verloren geht. In Folge dessen wird auch das Ende von
B-Strang2 zusammen mit Loop2 so flexibel, dass keine Elektronendichte mehr fir das

Rickgrat in diesem Bereich erkennbar ist.

Ba-Loop2

Abbildung 37: Banderdiagramm von Ba-Loopl und Ba-Loop2 in HisH:HisF (gelb) und HisH:HisF-
ALoopl (blau).

Die Pfeile in der HisF-WT Struktur markieren die Stellen, an denen der Ba-Loop deletiert wurde. Die roten
Kreise markieren jeweils die letzten aufgeldsten Reste in Ba-Loopl (K13, D31) und Ba-Loop2 (D51, K58) der
HisF-ALoop1 Struktur (Zahlweise nach HisF-WT).

Die Elektronendichte der drei C-terminalen Reste war ebenfalls nicht definiert. Im aktiven
Zentrum liel3 sich keine Dichte fiir einen Liganden finden.
In HisH sind ebenfalls einige Seitenketten an der Proteinoberflache nicht klar definiert und es

fehlt die Dichte fir die beiden C-terminalen Aminosauren. Der RMSDc, fir HisH aus dem
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HisH:HisF-ALoopl Komplex und HisH (1gpwB) betragt 0,55 A und zeigt, dass die
Loopdeletion in HisF keinen strukturellen Einfluss auf die Glutaminaseuntereinheit hat. Am
aktiven Zentrum ist in der Glutaminbindetasche ist deutlich die Dichte fur ein Malat-Molekiil
aus der Kryoldsung zu erkennen (Abbildung 38). Das Malat liegt in derselben Bindetasche
wie Glutamin in der wildtypischen Struktur (2ck6) (Abbildung 38, Ausschnitt). Durch die
Bindung von Malat wurde die Lage des katalytisch essentiellen Cys84 leicht veréndert und in

einer alternativen Konformation fixiert.

Abbildung 38: Elektronendichtekarte (1,56) und Modellausschnitt am aktiven Zentrum von HisH im
HisH:HisF-ALoop1 Komplex mit gebundenem Malat.

Markiert sind zwei Reste der katalytischen Triade, C84 und H178. Bildausschnitt: Uberlagerung der der Reste
C84 und H178 aus der HisH:HisF WT Struktur mit gebundenem Glutamin (blau) und der HisH:HisF-ALoopl
Struktur mit gebundenem Malat (rot).

4.8 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit ist es erstmals gelungen, einen ImMGPS Komplex in einer Geometrie
zu kristallisieren, die nur ein Heterodimer pro asymmetrische Einheit beinhaltet und
gleichzeitig die 3D-Struktur in einer bisher nicht erreichten Auflésung von 1,6 A zeigt. Die
Bindung eines Malat-Molekiils am aktiven Zentrum von HisH belegt, dass die
Substratbindetasche nicht hoch spezifisch fir Glutamin ist. Auf Grund dieser Beobachtung
konnte Malat einen bisher nicht charakterisierten potentiellen  kompetitiven
Glutaminaseinhibitor darstellen.

Basierend auf Strukturvergleichen kann ausgeschlossen werden, dass die Komplexierung von
HisF mit HisH eine definierte Konformation von Ba-Loopl stabilisiert. Die Deletion des

Loops fuhrt zu Destabilisierungen in der direkten Umgebung des entfernten Bereichs. Der
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Rickgratcarbonylsauerstoff von Aspll bildet in der wildtypischen Struktur mit dem
Rickgrat-NH von Vall8, der ersten deletierten Aminosédure, eine Wasserstoffbriicke aus.
Diese Interaktion geht durch die Loopdeletion verloren und bedingt dadurch vermutlich die
Delokalisation von Aspll. Da Aspll ein katalytisch essentieller Aminoséurerest ist, kann
damit die Abnahme des Kkca-Wertes um den Faktor 1000 erklart werden. Zusétzlich fihrt die
Deletion von Pa-Loopl zur Delokalisation von Ba-Loop2, welcher an der Katalyse jedoch
nicht beteiligt ist. Da bisher keine Struktur von HisF mit gebundenem ProFAR oder PRFAR
erhalten werden konnte, sind die an der Substratbindung beteiligten Reste nicht bekannt. Da
Km "R im Vergleich zu HisF-WT jedoch unverandert bleibt, kann eine wichtige Rolle von
Bo-Loopl oder der benachbarten delokalisierten Residuen bei der Substratbindung

ausgeschlossen werden.

4.9 Ausblick

Die Deletion von Ba-Loopl in HisF hat destabilisierende Auswirkungen auf die unmittelbare
Umgebung des Loops, durch die auch das katalytisch essentielle Aspll betroffen ist. Durch
die Deletion eines kleineren Loopbereichs konnte Aspll in seiner katalytischen Position
verankert bleiben und die aus der Deletion entstehenden Folgen auf die HisF-Aktivitat direkt
dem Loop zugeordnet werden. Des Weiteren bleibt zu bestimmen, ob die Deletion von Pa-
Loopl in seiner momentanen Form Auswirkungen auf die Glutaminaseaktivitat hat. Da der
Kv AR yvon HisH:HisF-ALoopl im Vergleich zum WT nicht signifikant verschlechtert ist,
konnte die Aktivierung von HisH dhnlich effektiv wie beim WT verlaufen, falls der Loop
nicht an der potentiellen Signalibermittlung beteiligt ist. Denkbar ist auch, dass nur ein Teil
der Glutaminasereaktion betroffen ist. So koénnte zum Beispiel die Thioesterbildung
unverandert, aber die Thioesterhydrolyse stark verlangsamt sein. Dies konnte Uber
Experimente mit radioaktivem Glutamin berprift werden. Auf Grund der unerwarteten
Bindung von Malat am aktiven Zentrum von HisH sollte dessen Wirkung als kompetitiver

Inhibitor der Glutaminasereaktion getestet werden.
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5 NMR-Spektroskopische Untersuchungen mit HisF

Neben den in Kooperation mit Dr. Matthias Wilmanns (EMBL Hamburg) durchgefuhrten
rontgenkristallographischen  Untersuchungen wurde von Christoph Liebold aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Eike Brunner (Institut fur Biophysik und physikalische
Biochemie der Universtitdt Regensburg; ab 2007 Professur fiir Bioanalytische Chemie der
technischen Universitat Dresden) im Rahmen einer Kooperation HisF mittels der NMR-
Spektroskopie charakterisiert. Die Resultate dieser Untersuchungen sollen hier nur kurz
aufgelistet werden, da sie Teil der Dissertation von Christoph Liebold sind und dort im Detail

besprochen werden.

5.1 Proteinexpression und Reinigung

Fiir die Zuordnung von Resten wurde sowohl **C->N- als auch ?H-**C-"N-markiertes HisF
hergestellt. Die Expression erfolgte in ,,E. coli OD2 CN* (CN) bzw. ,,E. coli OD2 CDN*
(CDN) Medium der Firma Silantes (siehe 2.5.3). Das E. coli Wachstum in diesen Medien
entspricht etwa dem in M9 Minimalmedium mit zugesetzten 0,2% Glukose. Aus einem Liter
konnten 2 g (CN) bzw. 1,6 g (CDN) Zellen (Nassgewicht) gewonnen werden. Nach dem
Zellaufschluss befanden sich etwa 60 % (CN) bzw. 90 % (CDN) von HisF in der lgslichen
Fraktion. Losliches Protein  wurde Uber einen Hitzeschritt, Anionenaustausch-
Chromatographie und préparativer Gelfiltration analog zu nativem HisF gereinigt (siehe
3.2.3.1). Der unlésliche Teil wurde zunachst tber ein Rickfaltungsprotokoll (siehe 2.5.4) in
Losung gebracht und im Anschluss entsprechend dem Idslichen Teil tGber Anionenaustausch-
Chromatographie gereinigt. Mit CN-Medium konnten aus der l6slichen Fraktion 37 mg und
aus der unléslichen 12 mg HisF gewonnen werden. Die Analyse der NMR-Spektren von HisF
aus beiden Fraktionen zeigte identische Signale (mindliche Mitteilung C. Liebold). Mit
CDN-Medium konnten 47 mg l6slich exprimiertes Protein gereinigt werden.

Die Anlagerung von Ammoniak/Ammonium an den Ammoniakkanal in HisF wurde mit
N-markiertem HisF untersucht. Die Expression erfolgte dazu in 11 Minimalmedium mit
BNH,CI (siehe 1.11). Das Protein wurde analog zu nativem Protein aus dem léslichen
Uberstand mit einer Gesamtausbeute von ca. 30 mg gereinigt.

Fur NMR-Experimente wurden die Proteine ohne Anzeichen von Proteinaggregation auf 0,5
bis 1,2 mM einkonzentriert.
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5.2 Zuordnung von HisF und pH-Titration

Als Grundlage fiir weitere Experimente wurden zunachst die Signale eines *H-">N-HSQC-
Spektrums von HisF den jeweiligen Aminosduren zugeordnet. Dazu wurden die
Wechselwirkungen der Atomkerne sequentiell benachbarter Aminoséuren ausgenutzt: in
dreidimensionalen Experimenten wurde Magnetisierung Uber die J-Kopplung von den H-N-
Paaren der Amidgruppe auf die C,-Atome der eigenen und der vorangegangenen Aminoséaure
ubertragen. Ein analoges Experiment wurde auch fiir die Cg-Atome durchgefihrt. Aus dem
Vergleich der 3C-Verschiebungen von eigener und Vorgangeraminosiure konnte die

sequentielle Zuordnung erschlossen werden.
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Abbildung 39: *H-""N-HSQC-Spektrum von HisF (C. Liebold, 2009)

Mit Hilfe der Zuordnung konnte der katalytisch essentielle Rest Aspll im aktiven Zentrum
von HisF pH-titriert und ein pKs von 6,8 ermittelt werden (mindliche Mitteilung C. Liebold).
Eine derart deutliche pKs-Verschiebung ist flr katalytische Reste nicht ungewdhnlich
(Nielsen & McCammon 2003) und deckt sich mit der Rolle von Apsll im postulierten
Reaktionsmechanismus von HisF als allgemeine S&ure oder Base (Beismann-Driemeyer &
Sterner 2001). Der erhthte pKs wurde allerdings nur in Phosphatpuffer festgestellt. Weder in
Tris-Puffer, noch in Anwesenheit von Sulfat konnte das Resultat bestatigt werden. In
Anwesenheit der Liganden ImMGP bzw. ProFAR war das Signal von Aspll nicht mehr zu

detektieren, so dass eine Titration nicht moglich war. Daher bleibt offen, ob die Bindung von
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Liganden den pKs-Wert tatsachlich erhéht oder ob die Verdnderung im Ladungszustand von
Phosphat (pKs; = 7,2) im Laufe der Titration dem Aspl1-Signal aufgeprégt wurde.

5.3 Bindung von HisF Liganden

Zur Detektion von strukturellen Veranderungen der Synthaseuntereinheit HisF durch die
Bindung eines Liganden wurden Titrationen mit ProFAR, ImGP und NAD" durchgefiihrt. Die
Bindung von ProFAR fiuhrte zu Verschiebungen der Signale iber das gesamte Protein. Bei
sattigenden ProFAR-Konzentrationen konnte eine Aufspaltung mehrerer Signale beobachtet
werden, was jeweils zwei verschiedenen Konformationszustanden entspricht. Da die
aufgespaltenen Signale von Aminoséduren stammen, die tber das gesamte Protein verteilt sind
(Abbildung 40), kann davon ausgegangen werden, dass ProFAR eine globale

Konformationséanderung in HisF induziert.

Abbildung 40: Banderdiagramm von HisF (grin) nach ProFAR-Bindung.
Die Aminosduren, deren Signale sich in Anwesenheit séttigender ProFAR-Konzentrationen in zwei Signale
aufspalten sind in rot dargestellt (C. Liebold 2009).

In Anwesenheit von NAD" und ImGP war anders als in Anwesenheit von ProFAR keine

Aufspaltung in mehrere Signale zu beobachten.

5.4 Bindung von Ammoniak und Xenon

Durch Anderungen in der chemischen Verschiebung einzelner Aminosiuren konnten
Bindeplatze des Substrates Ammoniak und des Edelgases Xenon, das als Sonde fur
hydrophobe Kavititen dient, bestimmt werden (Schoenborn & Nobbs 1966; Corda et al.
2004). Als Ammoniakbindeplatz konnte eine bereits von Amaro etal (2005) durch

Molekildynamik-Simulationen beschriebene Kavitat innerhalb des Ammoniakkanals nahe
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dem Salzbriickencluster (Arg5, Glu46, Lys99 und Glul67) identifiziert werden. Fir Xenon
wurden Anderungen in den chemischen Verschiebungen von Aminosauren in der Umgebung
von drei mit dem Programm HOLLOW (Ho & Gruswitz 2008) gefunden Kavitéten
beobachtet: zwei seitliche und eine zentrale innerhalb des p-barrels, die mit der der Lage der

oben erwahnten Bindestelle fiir Ammoniak Ubereinstimmt.

Abbildung 41: Banderdiagramm von HisF (grin) mit Xenon Bindestellen.

Die Aminosauren, deren chemische Verschiebungen sich durch die Anwesenheit von Xenon verandern sind in
rot dargestellt. Blaue Bereiche veranschaulichen die mit dem Programm HOLLOW identifizierten Kavitéten in
HisF (C. Liebold 2009).

Xenon-bindende Kavitdten werden mit erhohter Flexibilitdt und der Mdoglichkeit flr den
internen Transport von Substraten in Verbindung gebracht (Brunori et al, 2004). Im Falle von
HisF wére eine Beteiligung am intramolekularen Ammoniaktransport denkbar. Daflr spricht,
dass durch Xenonzugabe Veranderungen am Salzbriickennetz (Glu46, Glul67), im Kanal
(Leul69) und an den Resten, die als Stationen des Ammoniaktransportes postuliert wurden
(Thr78, Ser201; Amaro et al. 2003,2005), auftreten.
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6 Konstitutiv aktives TrpG

6.1 Einleitung

Die Glutaminase-Untereinheit TrpG bildet zusammen mit der Synthase-Untereinheit TrpE die
Anthranilat Synthase (AS), die als Vertreter der GATasen den ersten Schritt in der
Biosynthese des Tryptophans katalysiert (Details zur Struktur und Funktion der AS finden
sich in Kapitel 7.2). In T. maritima wie auch E. coli und S. typhimurium ist TrpG mit dem
Enzym Anthranilat-Phosphoribosyl-Transferase (TrpD) fusioniert, das fir den darauf
folgenden Schritt in der Tryptophan-Biosynthese verantwortlich ist (Hwang & Zalkin 1971;
Grieshaber & Bauerle 1974; Yanofsky et al. 1981). In N. crasse oder S. cerevisiae liegt TrpG
dagegen als Fusionsprotein mit TrpC vor (Hutter et al. 1986). Abbildung 42 zeigt die
genomische Organisation von TrpG in verschiedenen Organismen. Im Folgenden wird mit
TrpG oder TrpGD immer das Protein aus T.maritima bezeichnet, falls nicht anders
angegeben.

Bacillus subtilis

Rhizobium meliloti

Agrobacterium tumefaciens

Escherichia Coli

Salmonella typhimurium

EREERRE!

Thermotoga maritima

)=

- -
-m)- =) =) =)
Sulfolobus solfataricus “ —-— —»—»

Sacharomyces cerevisae -

- trpG trpE trpD - trpC - trpB ‘ troF ‘ trpA

Abbildung 42: Vorkommen von TrpG als Fusionsprotein mit TrpE, TrpD oder TrpC.

Gezeigt ist die genomische Organisation von trpG und dessen Lage innerhalb eines ggf. vorhandenen
Tryptophan-Operons in verschiedenen Organismen. Erstellt nach Angaben der STRING-Datenbank
(http:/string.embl.de). * amphibolare Glutaminase, die die Funktion von TrpG und PabA besitzt.

Das TrpGD Fusionsprotein aus T. maritima l&sst sich durch Trypsin in die beiden stabilen
Domanen TrpG (Aminosauren 1-197) und TrpD (Aminosduren 198-542) spalten. Mittels
Gelfiltration wurde im Anschluss an die Spaltung gezeigt, dass die katalytisch aktiven
monofunktionalen Proteine TrpG und TrpD nicht mehr miteinander interagieren (lvens 1998).
Zur Ausbildung des AS Komplexes mit TrpE aus T. maritima ist nur TrpGD, nicht jedoch
monofunktionelles TrpG in der Lage (List 2005).
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Typischerweise wird die Aktivitdt der Glutaminase-Untereinheit von GATasen streng
reguliert. Sowohl die obligatorische Komplexbildung mit einer Synthase-Untereinheit, als
auch ein essentielles Signal durch einen Synthaseliganden stellen sicher, dass Glutamin nicht
unnétig  hydrolysiert wird (Massiere &  Badet-Denisot 1998). Durch  vier
Aminoséureaustausche innerhalb eines Abschnitts in der N&he des aktiven Zentrums von
TrpG konnte jedoch die konditionale in eine konstitutive Glutaminaseaktivitat umgewandelt
werden (Hager 2005), d.h. durch diese Mutante TrpG-b7 (L126G-V127Y-T129Y-Y131V)
wird auch in Abwesenheit von TrpE kontinuierlich Glutamin hydrolysiert. (Der entsprechend
an der Kontaktflache mutierte Abschnitt b7 sowie die sowie die hinter den Austauschen
stehenden Uberlegungen sind in Kapitel 7.4 naher beschrieben.) Anders als bei der fiir HisH-
Y138A:HisF, HisH-K181A:HisF und HisH-Y138A-K181A:HisF gefundenen konstitutiven
Glutaminaseaktivitat (siehe 3.2.4.4) ist bei TrpG-b7 die Komplexbildung mit der Synthase
fur die katalytische Aktivitat nicht mehr notwendig. Um herauszufinden, welche der vier
Mutationen fir den Effekt verantwortlich ist, wurden die Austausche der Mutante TrpG-b7
vereinzelt und die Glutaminaseaktivitaten der Einzelmutanten bestimmt. Zusatzlich wurde
versucht, die beobachtete konstitutive Glutaminaseaktivitat auf andere Glutaminasegeriiste

wie TrpG aus S. solfataricus oder HisH zu Ubertragen.

6.2 Gerichtete Mutagenese zur Herstellung der trpG/trpGD- und hisH-

Genkonstrukte

Die entsprechenden Mutationen wurden Gber Megaprimer-PCRs (siehe 2.3.3) mit Hilfe der in
Kapitel 1.8 aufgelisteten Primer in das trpG bzw. hisH Gen eingefuhrt. Die Klonierungen
wurden so durchgefihrt, dass Konstrukte in pET28a um einen N-terminalen und in pET24a
um einen C-terminalen Hisg-Tag verléangert werden. Im Folgenden sind die verwendeten trpG,
trpGD und hisH  Genkonstrukte ~ mit ihren  Restriktionsschnittstellen  und

Expressionsplasmiden aufgelistet:

pET11c trpG WT* (Ndel/BamHI)* pET28a trpG-S175A (Ndel/BamHl)
pET21a trpG-L126G (Ndel/BamHl) pET21a trpG-V127Y (Ndel/BamHl)
pET28a trpG-T129Y (Ndel/BamHl) pET28a trpG-T129F (Ndel/BamHI)
pPET21a trpG-T129A (Ndel/BamHl) pET28a trpG-Y131V (Ndel/BamHI)
pET21a trpGD WT** pET21a trpGD T129Y (Ndel/Xhol)

pDS hisH WT* (Sphl/HindIl1)* pET24a hisH-E180A (Ndel/BamHl)

pET24a hisH-E180L (Ndel/BamHlI) pPQE70 hisH-S182V (SphI/Hindlll)
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PQE70 hisH-K181N (Sphl/HindIlI) PQE70 hisH-K181S (Sphl/HindlIlI)
pQE70 hisH- E180A-K181N (SphI/HindIll) pQE70 hisH- K181S-S182V (SphI/Hindll1l)
*(Hager 2005), **(Ivens 1996)

6.3 Heterologe Expression und Reinigung der TrpG/TrpGD- und HisH-

Mutanten

Von Zellen mit den verschiedenen Konstrukten wurden zundchst stets zwei einzelne Kolonien
flir eine analytische Probeexpression (siehe 2.5.1) in einem Volumen von 10 ml angezogen,
um die Menge und Loslichkeit der Proteine zu kontrollieren. Die préparative Expression der
Konstrukte erfolgte fir pDS- und pQE-Vektoren in frisch transformierten KK8-Zellen, fur
pET-Vektoren in frisch transfomierten BL21(DE3)Rosetta Zellen, UN in LB-Medium und
wurde mit IPTG induziert (siehe 2.5.3). Fur die Markierung mit L-Seleno-Methionin (SeMet)
wurde TrpGD in dem Methionin-auxotrophen Stamm B834(DE3) in M9 Minimalmedium mit
SeMet exprimiert (siehe 1.11 und 2.5.3). Da die hergestellten rekombinanten Enzyme aus
dem hyperthermophilen Bakterium T. maritima stammten, wurde nach praparativer
Expression als erster Reinigungsschritt der l6sliche Zellextrakt erhitzt (siehe 2.5.5.1) und
dadurch ein grolRer Teil der Wirtsproteine denaturiert und ausgeféllt. Die weitere
Aufreinigung der Enzyme ohne Hisg-Tag erfolgte tber Anionenaustausch-Chromatographie
(siehe 2.5.5.3) und, je nach Bedarf, zur Abtrennung von DNA tber Ammoniumsulfatfallung
(siehe 2.5.7) oder praparative Gelfiltration (siehe 2.5.6). Die weitere Aufreinigung der
Enzyme mit Hise-Tag erfolgte mit Hilfe von Metallchelat-Affinitdtschromatographie (siehe
2.5.5.2). Der Verlauf einer Reinigung Uber Metallchelat-Affinitatschromatographie ist in
Abbildung 43 exemplarisch fiir HisH-E180A gezeigt.



114 Konstitutiv aktives TrpG

kDa M GP

2000 4 r 1000

116
66,2

4000 4 + 800

3000 - r 600

45
35

Imidazol [mM]

2000 4 - 400

25

1000 ~ L 200

Absorption bei 280 nm und 260 nm [mAU]

18,4
0 Lo 14,4

0 50 100 150 200

Eluti I |
3 utionsvolumen [ml] b

Abbildung 43: Reinigung des rekombinant exprimierten HisH-E180A Proteins.

(a): Das Elutionsprofil wurde tber die Absorption bei 260 nm (rot) und 280 nm (blau) aufgenommen. Die
Elution erfolgte Gber einen Imidazolgradienten von 0 — 1000 mM (griin). Die Elutionsfraktionen (EF) (75 — 200
mM Imidazol) enhalten sauberes Protein (analysiert Gber SDS-PAGE (12,5 %)) (b) M: Markerproteine mit
molaren Massen in kDa. GP: gereinigtes HisH-E180A.

Die Loslichkeit der Proteine lag bei ca. 50 %. Die Fraktionen mit gereinigtem Protein wurden
jeweils vereinigt und gegen 5 1 50 mM KP pH 7,5 dialysiert. Die Reinheit der Proteine wurde
nach der Dialyse uber SDS-PAGE abgeschatzt und lag in der Regel bei Gber 90 % (Abbildung
44).
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Abbildung 44: SDS-PAGE (12,5 % Polyacrylamid) zur Analyse des Reinheitsgrades der rekombinant

hergestellten HisH, TrpG und TrpGD Proteine.
M: Markerproteine mit molaren Massen in kDa.

Die Ausbeute betrug bei allen Mutanten zwischen 10 und 45 mg Protein pro Liter Zellkultur.
Keiner der Austausche hatte einen negativen Einfluss auf die Loslichkeit der Proteine.
Gereinigtes Protein wurde in flissigen Stickstoff eingetropft und bei -80 °C gelagert.
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6.4 TrpG-Mutanten mit konstitutiver Glutaminaseaktivitat

Zunéchst wurden die TrpG-Mutanten mit den aus TrpG-b7 vereinzelten Austauschen L126G,
V127Y, T129Y wund Y131V mit dem gekoppelten Kkontinuierlichen Assay auf
Glutaminaseaktivitat getestet (siehe 2.7.3.1; Abbildung 21). Dabei stellte sich heraus, dass
sowohl die Mutante L126G, als auch die Mutante T129Y konstitutive Glutaminaseaktivitat
besitzen (Abbildung 45), wogegen die Mutanten V127Y und Y131V wie auch der WT bei

20 uM Enzymkonzentration keine diesbeziigliche Aktivitat zeigten.

TrpG-L126G 5| TrpG-T129Y

V; [UM/min]
V; [kM/min]

0 ZIO 4IU BIO 0 1 b QIO Sb 46
Glutamin [mM] Glutamin [mM]

Abbildung 45: Sattigungskurve zur Quantifizierung der konstitutiven Glutaminaseaktivitat von TrpG-
L126G und TrpG-T129Y.

Der Umsatz erfolgte durch 5 uM TrpG-Mutante in 50 mM Tricine/KOH pH 8,0 bei RT. Die Glutamatbildung
wurde Uber die gekoppelte GDH-Reaktion verfolgt (siehe 2.7.3.1). Aufgetragen ist jeweils die
Anfangsgeschwindigkeit v; gegen die Konzentration des Substrates Glutamin. Die durchgezogene Linie zeigt das
Ergebnis eines hyperbolischen Fits, durch das Programm Sigma Plot.

6.5 Strukturelle Grundlagen der konstitutiven Glutaminaseaktivitat

Von TrpG wurde bislang keine dreidimensionale Struktur gelost. Um trotzdem Informationen
uber die Tertiarstruktur zu erhalten, wurde das online verfligbare Tool Swiss Model vom
Protein-Modelling Server des Biozentrums Basel zur Homologie-Modellierung verwendet
(Kiefer et al. 2009). Zwei weitere Homologie-Modelle von TrpG wurden (ber die
Webinterfaces der Programme Modeller (Eswar et al. 2006) und I-Tassser (Zhang 2008)
erstellt. Im Wesentlichen wurde von allen drei Anwendungen nach Proteinen mit &hnlicher
Sequenz und bekannter 3D-Struktur gesucht. Fur TrpG sind dies die bereits beschriebenen
Glutaminasen aus den AS Komplexen von S. solfataricus (1gdIB) und S.marcescens
(1i7qB/D, 1i7sB/D). Alle drei Modellingserver lieferten vergleichbare Modell-Strukturen, die
vor allem im Bereich des aktiven Zentrums keine nennenswerten Unterschiede aufwiesen.

Abbildung 46 zeigt das aktive Zentrum des Swiss Model TrpG-Modells. Wahrend die
Seitenketten von L126, V127 und Y131 ins Losungsmittel zeigen, bildet die Hydroxylgruppe
der Seitenkette von T129 eine Wasserstoffbriickenbindung zur Hydroxylgruppe von S175 im
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Nachbarloop aus. Eine weitere Wasserstoffbriickenbindung befindet sich zwischen dem
Ruckgrat-Sauerstoff von T129 und dem Rickgrat-NH von H172.

Abbildung 46: Ausschnitt des aktiven Zentrums aus dem Strukturmodell von TrpG.
Es sind die Reste H172 und C82 der katalytischen Triade sowie die in den Mutationsanalysen veranderten Reste
gezeigt. Die roten Pfeile zeigen auf die Position T129 und die im Text besprochene Wasserstoffbriickenbindung.

Aus dieser Konstellation ergeben sich 3 Hypothesen zur konstitutiven Aktivierung von TrpG
durch den Austausch T129Y:

1) Durch die beiden Wasserstoffbriickenbindungen wird der Loop mit dem katalytisch
essentiellen H172 in einer inaktiven Konformation fixiert. Der Austausch T129Y
zerstort eine dieser Wasserstoffbriickenbindungen, wodurch sich eine aktive

Konformation einstellt.

2) Die Hydroxylgruppe des eingefiihrten Tyrosins aktiviert das katalytische H172 und

wird damit Teil einer neuen katalytischen Triade.

3) Das eingefuhrte Tyrosin dreht sich wéhrend der Proteinfaltung ,,nach innen* und
verschiebt dadurch den Nachbarloop mit dem katalytischen H172 in eine aktive

Konformation.

Zum Testen von Hypothese 1 wurden die Einzelmutanten T129A und S175A vermessen, bei
denen jeweils die Uber die Seitenketten gebildete Wasserstoffbriicke zwischen den Loops
nicht mehr ausgebildet werden kann. Keine der beiden Mutanten zeigte Glutaminaseaktivitét,
die Aufhebung der seitenkettenvermittelten Wasserstoffbriicke scheidet somit als Ursache fir

die konstitutive Glutaminaseaktivitdt aus. Hypothese 2 konnte durch den Nachweis
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konstitutiver Glutaminaseaktivitdt der Mutanten T129F widerlegt werden, die die
Hydroxylgruppe in der Seitenkette fehlt (Abbildung 47).

TrpG-T129F

V; [uM/min]

0 10 20 30 40
Glutamin [mM]

a b

Abbildung 47: Ausschnitt des aktiven Zentrums aus dem Strukturmodell von TrpG-T129F sowie eine
Séttigungskurve zur Quantifizierung ihrer konstitutiven Glutaminaseaktivitét.

(a): Es sind die Reste H172 und C82 der katalytischen Triade sowie der Austausch T129F gezeigt. Der rote Pfeil
zeigt auf den neu eingefiihrten Rest. (b): Der Umsatz erfolgte durch 10 uM TrpG-T129F in 50 mM Tricine/KOH
pH 8,0 bei RT. Die Glutamatbildung wurde Uber die gekoppelte GDH-Reaktion verfolgt (siehe 2.7.3.1).
Aufgetragen ist jeweils die Anfangsgeschwindigkeit v; gegen die Konzentration des Substrates Glutamin. Die
durchgezogene Linie zeigt das Ergebnis eines hyperbolischen Fits, durch das Programm Sigma Plot.

Am plausibelsten erscheint damit Hypothese 3, also groRere Konformationsanderungen am
aktiven Zentrum, die aber nur durch Die Aufklarung der Struktur der Mutante bestatigt
werden konnten. Diese Theorie liefert auch eine mogliche Erklarung fiir die Aktivierung
durch den Austausch L126G. Das am Anfang des Sequenzabschnitts b7 eingefiihrte Glycin
kann zu groReren Konformationsanderungen fuhren, welche die Konformation des aktiven
Zentrums beeinflussen und so zu konstitutiver Aktivitat fihren kénnen.

In Tabelle 18 sind die aus den Sé&ttigungskurven abgeleiteten katalytischen Parameter der
TrpG-Einzelmutanten zusammen mit den Referenzen TrpG-b7, TrpG-WT sowie die
Gesamtaktivitat der Anthranilatsynthase (TrpGD:TrpE) aufgelistet.

Tabelle 18: Steady-state enzymkinetische Parameter der konstitutiven Glutaminaseaktivitat von TrpG und
TrpG-Mutanten.

Glutamin wurde durch jeweils 5 uM der jeweiligen TrpG—Mutante (10 pM TrpG-T129F) in 50 mM
Tricine/KOH pH 8,0 bei RT umgesetzt. In jedem Ansatz befanden sich 5 mM NAD™ und 1mg/ml GDH. Es sind
die durch einen hyperbolischen Fit der Sattigungskurve ermittelten Werte aufgelistet. ke,: Wechselzahl; Ky, ™
Michaelis-Menten-Konstante fir Glutamin; kca_t/K,\,.Gln katalytischer Effizienzparameter

Keat [Min™] Ko [MM] K/ Ko™ [M™ 57

TrpG-L126G 0,9 5,3 2,8
TrpG-V127Y n.m. n.m.

TrpG-T129Y 1,8 19,7 1,7
TrpG-T129F 0,8 6,4 2,2
TrpG-T129A n.m. n.m.

TrpG-Y131V n.m. n.m.

TrpG-S175A n.m. n.m.

Referenzen

TrpG-b7* 1,5 36 0,7
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TrpG-WT n.m. n.m.

TrpGD:TrpE? 30 1,5 333
' Daten aus Héger (2005); “: glutaminabhéngige Komplexaktivitat der Anthranilatsynthase. Daten aus List
(2005); n.m.: nicht messbar, eventuell vorhandene Aktivitdten liegen unterhalb der Nachweisgrenze des
verwendeten Tests.

Der Vergleich der Aktivitaten zeigt, dass zwei der vier Austausche (L126G, T129Y) aus dem
Abschnitt b7 unabhdngig voneinander zu konstitutiver Glutaminaseaktivitdt fuhren. Da
augenscheinlich keine additiven oder synergistischen Effekte vorliegen, kann man annehmen,
dass beide Austausche Uber den gleichen Mechanismus zu konstitutiver Aktivitat fuhren.
Verglichen mit der glutaminabhdngigen Gesamtaktivitdit der Anthranilatsynthase
(TrpGD:TrpE), welcher der Aktivitdit der nativen Glutaminasereaktion mindestens
entsprechen muss, sind die konstitutiven Aktivitaten der Mutanten um zwei GréRenordnungen

geringer.

6.6 Kristallisation von TrpG/TrpGD

Um die strukturellen Grundlagen des Aktivierungsmechanismus besser zu verstehen, sollte
die 3D-Struktur von TrpG gelést werden. Dazu wurden mit verschiedenen Mutanten von
TrpG (siehe 2.8), Kristallisationsbedingungen in der high-throughput crystallization facility
am EMBL Hamburg gesucht (Mueller-Dieckmann 2006). Von den getesteten TrpG-Mutanten
kristallisierte nur die mit dem Austausch T129F (Abbildung 48a).
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Abbildung 48: Proteinkristalle von verschiedenen TrpG-Mutanten.
(@): 12 mg/ml TrpG-T129F + 20 mM DON (0,1 M NaAc pH 4,6, 18 % PEG4000); (b): 12 mg/ml TrpGD+

20 mM DON (0,1M HEPES pH 7,5, 0,2 M MgCl,, 15 % PEG 400); (c) :SeMet-TrpGD (0,1 M NaAc pH 4,6;
0,12 M K'SCN'’; 30 % 2-methyl-2,4 Pentandiol; 0,1 M NaCl) (d): TrpGD-T129Y (Bedingungen wie c)

Die erhaltenen Kristalle streuten bis zu einer Auflésung von maximal 12 A (beamline X11,
DESY Hamburg) und lieRen sich nicht weiter verbessern. Natives TrpGD Fusionsprotein
lieferte Kristalle (Abbildung 48Db), die an der Beamline 1D23-2 am ESRF in Grenoble bis zu
einer Auflésung von 3 A streuten. Mit dem aufgenommenen Datensatz war es jedoch nicht
maoglich die Struktur durch molekularen Ersatz zu lésen. Als Suchmodelle wurden alle
bekannten TrpG und TrpD Strukturen sowie nur die Ruckgratverldufe oder einzelne

Abschnitte daraus verwendet. Um ohne molekularen Ersatz zu einer 3D-Struktur zu gelangen,



Konstitutiv aktives TrpG 119

wurden die TrpGD Kiristalle mit Xenon oder der lodverbindung IsC gesoakt, deren anormale
Beugungssignale auch ohne Suchmodell eine Strukturlésung ermdglichen sollten. Allerdings
flhrte dies zu deutlich verschlechterten Beugungseigenschaften der Kristalle, wodurch diese
fir eine Strukturbestimmung nicht mehr geeignet waren. Aus diesem Grund wurde das
Protein TrpGD mit L-Seleno-Methionin (SeMet) markiert. Die Einbaurate von SeMet wurde
per Massenspektrometrie durch Prof. Rainer Deutzmann (Lehrstuhl Biochemie I, Universitat
Regensburg) uberprift. Die berechnete Masse fir vollstandig markiertes SeMet-TrpGD
betrdgt 60433,6 Da, die durch ESI-MS bestimmte Masse 60441,3 Da. Da der
Massenunterschied von 7,7 Da innerhalb der Fehlertoleranz liegt kann davon ausgegangen
werden, dass das Protein vollstandig markiert wurde. Fir SeMet-TrpGD mussten neue
Kristallisationsbedingungen gefunden werden (Abbildung 48c). Unter identischen
Bedingungen konnte auch TrpGD-T129Y kristallisiert werden (Abbildung 48d). Die
Beugungseigenschaften dieser Kristalle waren jedoch fir eine Strukturbestimmung erneut
nicht ausreichend.

Da die Strukturbestimmung von TrpG nicht ohne Weiteres mdglich war, wurde versucht den
aktivierenden Effekt auf andere Gerlste zu tbertragen und dadurch eine 3D-Struktur einer
konstitutiv aktiven Glutaminase zu erhalten. Zunéchst wurde der Austausch T129Y auf TrpG
aus S. solfataricus Ubertragen. Die Gene ssTrpG und ssTrpG-T133Y lieRen sich jedoch nur
unzureichend exprimieren und reinigen. In Zusammenarbeit mit der Firma MrGene
(Regensburg) konnte zwar durch eine Codonoptimierung die Menge an insgesamt erzeugtem
(http://blog.mrgene.com/some-like-it-hot-others-like-more-protein.html), nicht aber der Anteil
an loslichem Protein gesteigert werden. Vergleichende Aktivitatstests mit durch einen
Hitzeschritt angereicherten Zellextrakten lassen vermuten, dass die konstitutive
Glutaminaseaktivitat von ssTrpG-T133Y zudem deutlich schwacher ausféllt als bei
TrpG T129Y (Daten nicht gezeigt).

Als zweites Gerist wurde die Glutaminase HisH verwendet, da von monomerem HisH bereits
eine Rontgenstruktur gelést wurde (Douangamath et al. 2002). An der Stelle von T129(TrpG)
liegt in HisH bereits ein Tyrosin. Deshalb wurde durch rationales Design Uber verschiedene
Austausche in der Umgebung des katalytisch essentiellen Histidins versucht, die katalytische
Triade zu aktivieren oder neu auszurichten. Keine der getesteten Mutanten E180A, E180L,
E180A-K181N, K181S-5182V, K181N, K181S, S182V zeigte jedoch synthaseunabhangige

konstitutive Glutaminaseaktivitat.
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Mit den aufgelisteten Mutanten von HisH war das rationale Design zur Etablierung von
Synthase-unabhéngiger konstitutiver Glutaminaseaktivitt zunédchst erschopft. Daher sollte
ein Screening System fiir Glutaminaseaktivitat entwickelt werden, um mit dessen Hilfe aus

einer Genbank konstitutiv aktive Mutanten isolieren zu kénnen.

6.7 Screening nach Glutaminaseaktivitat im Periplasma

Da das Cytoplasma von E. coli hohe Glutaminaseaktivitat besitzt, wurden hisH und trpG-
T129Y jeweils N-terminal um eine pelB Sequenz erweitert, um das gebildete Genprodukt in
das Periplasma von E. coli zu sekretieren (Better et al. 1988). Dazu wurden Uber Primer
(siehe 1.8) an beiden Genen Ncol/BamHI Schnittstellen eingefuhrt, tber die die Gene in den
Vektor pET26b kloniert und dadurch um die bereits im Vektor vorhandene N-terminale pelB-
Sequenz verlangert wurden. Fir die Expression in KK8 Zellen wurde ber ein BspHI/BamHI-
Primerpaar (siehe 1.8) die pelB-Sequenz zusammen mit dem jeweiligen Gen in den Vektor
pQEGO0 umkloniert. Der Vektor pQE60 wurde dafiir mit dem BspHI-Isoschizomer Ncol und
BamHI verdaut.

HisH diente dabei als Negativ- und TrpG-T129Y als Positivkontrolle fiir das zu etablierende
Screening-System. Fur den Aktivitatstest wurde das Periplasma nach UN Expression durch
einen osmotischen Schock aufgeschlossen und durch Zentrifugation vom Cytoplasma
getrennt (siehe 2.5.2). Die Glutaminaseaktivitat im Periplasmaaufschluss wurde durch die
Reaktion mit Hydroxylamin bestimmt (siehe 2.7.5). Abbildung 49 zeigt die Ergebnisse des
Assays nach periplasmatischer Expression von HisH und TrpG-T129Y in KK8 und T7-

Express Zellen.
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Abbildung 49: Hydroxylamin-Assay zum Nachweis von Glutaminaseaktivitét in Periplasmalysaten.

In T7 und KK8 Zellen wurden jeweils HisH und TrpG-T129Y mit einem periplasmatischen Sekretionstag UN
exprimiert. Die im Periplasmaaufschluss vorhandene Glutaminaseaktivitdt wurde mit einem Hydroxalyamin-
Assay bestimmt Uber die Absorption bei 540 nm bestimmt.
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In beiden Zelltypen ist zu erkennen, dass die Periplasmafraktionen mit TrpG-T129Y mehr
Glutaminaseaktivitat zeigen als die Negativkontrolle (HisH). Die deutlich h6here Aktivitét in
T7 Zellen ist vermutlich auf eine starkere Uberexpression zuriickzufiihren.

Da das beschriebene System auf einer zeitaufwandigen Isolierung und Analyse von einzelnen
Klonen basiert, wurde versucht die Glutaminaseaktivitat im Periplasma direkt auf Agarplatten
sichtbar zu machen. Dazu wurde das chromogene Glutaminanalogon L-Glutaminsdure y-(4-
nitroanilid) verwendet. Wahrend der Glutaminasereaktion wird das blass gelbe Analogon in
Glutamat und para-Nitroanilin gespalten, das eine kraftige gelbe Farbe besitzt (Tate & Meister
1977). Der Farbumschlag konnte mit gereinigtem TrpG-T129Y eindeutig beobachtet werden.
Auf Grund der Labilitat des Analogons farbten sich die Agarplatten jedoch bereits nach
wenigen Stunden bei 37 °C gelb und waren zur Detektion von Enzymaktivitat im
Screeningverfahren  nicht geeignet. Weitere Versuche unter Anwendung des

Screeningsystems wurden an dieser Stelle aus Zeitmangel eingestellt.

6.8 Reaktionsmechanismus und geschwindigkeitsbestimmender Schritt

der Glutaminasereaktion von TrpG-T129Y

Wiéhrend der Glutaminasereaktion wird Glutamin (ber die Zwischenstufe eines Thioesters zu
Ammoniak und Glutamat hydrolysiert. Dazu wird Cys83 der katalytischen Triade durch
His172 aktiviert und bildet ein Thiolat-Anion aus, das am Substrat Glutamin den Carbonyl-
Kohlenstoff der Carboxamidgruppe angreift (Abbildung 50a). Dadurch entsteht ein
tetrahedrales Intermediat mit einer negativen Ladung am Amid-Sauerstoff (Abbildung 50b),
die durch die Amidgruppen des konservierten Oxyanion-Loches stabilisiert wird. Durch
Protonierung der Amidgruppe des tetrahedralen Intermediats wird diese zur guten
Abgangsgruppe und als Ammoniak abgespalten (Abbildung 50c). Zurick bleibt ein reaktives
Thioesterintermediat, das im AnschluB durch Wasser wieder Uber ein tetrahedrales
Intermediat (Abbildung 50d) zum zweiten Produkt Glutamat hydrolysiert wird (Abbildung
50e,f). Im letzten Schritt wird das katalytische Cystein reprotoniert.
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Abbildung 50: Reaktionsmechanismus der Glutaminasereaktion (Thoden et al. 1998)

Zur Bestimmung des Reaktionsschritts, der durch die aktivieruende Mutation T129Y
beschleunigt wird, wurde Uber einen radioaktiven Filterbindungsassay die Konzentration des
Thioesters im steady-state bestimmt (siehe 2.7.4). Dazu wurden TrpG WT und TrpG-T129Y
mit radioaktivem Glutamin inkubiert, die Reaktion mit TCA gequencht und der
Reaktionspuffer mit dem enthaltenen radioaktivem Glutamin und Glutamat uber einen Filter
abgezogen. Da der Thioester unter diesen Bedingungen sdurestabil ist (Lusty 1992) enthélt
das im Filter verbliebene Prazipitat aus Enzym-Thioester Komplex somit den im steady-state
vorhandenen Thioester. Mit Hilfe eines Szintillationszahlers wurde anschlieRend die im Filter

vorhandene Radioaktivitat gemessen und daraus die Thioesterkonzentration berechnet.

Tabelle 19: Konzentrationsbestimmung des Thioesters im steady-state bei TrpG-WT und TrpG-T129Y
Uber einen Filterbindungsassay

gelabelte Enzymfraktion [%]
TrpG-WT 1,3+05
TrpG-T129Y 138+19

Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert und Standardabweichung aus zwei unabhangigen Messungen dar.

Tabelle 19 zeigt, dass bei TrpG-T129Y eine um den Faktor 10 héhere Thioesterkonzentration
im steady-state vorliegt als bei TrpG WT. Dieses Ergebnis lasst sich sowohl durch eine
beschleunigte Bildung des Thioesters im Vergleich zum WT als auch durch eine verlangsamte
Thioesterhydrolyserate erklaren.

Um zwischen diesen beiden Alternativen entscheiden zu kénnen, wurde der ratenlimitierende
Schritt der Glutaminhydrolyse durch die Reaktion mit Hydroxylamin bestimmt (siehe 2.7.5).
Die Spaltung des Thioesters erfolgt normalerweise durch den nukleophilen Angriff von

Wasser. Hydroxylamin stellt ein starkeres Nukleophil als Wasser dar und reagiert daher sehr
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schnell mit dem Thioester unter Bildung von y-glutamyl-Hydroxamat. Die
Gesamtgeschwindigkeit der Glutaminhydrolyse wird daher in  Anwesenheit von
Hydroxylamin durch die Thioesterbildungsrate limitiert (Chaparian & Evans 1991). Der
Vergleich zwischen der so gemessenen Thioesterbildungsrate und der Glutaminhydrolyserate
in Abwesenheit von Hydroxylamin liefert somit den ratenlimitierenden Schritt der
Gesamtreaktion. Abbildung 51 (links) zeigt die Menge an gebildetem y-glutamyl-Hydroxamat
in  Abhéngigkeit verschiedener Hydroxylamin-Konzentrationen. Bereits ab einer
Konzentration von 50 mM Hydroxylamin wird der gebildete Thioester vollstindig in -
glutamyl-Hydroxamat umgesetzt. Abbildung 51 (rechts) zeigt die Bildung von y-glutamyl-
Hydroxamat durch TrpG-T129Y im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 51: Bildung von y-glutamyl-Hydroxamat

(links): Bildung von y-glutamyl-Hydroxamat bei verschiedenen Hydroxylamin-Konzentrationen. Es wurden
jeweils 50 mM Glutamin durch 20 uM TrpG-T129Y in 50 mM KP pH 7,5 umgesetzt. Die lonenstarke wurde
durch NaCl ausgeglichen. Aufgetragen ist die innerhalb einer Stunde gebildete Menge an y-glutamyl-
Hydroxamat gegen die eingesetzte Hydroxylamin-Konzentration. Die y-glutamyl-Hydroxamat Konzentration
wurde (nach Zugabe einer 1:1:1 Quenchldsung aus 80% TCA, 6N HCL und 10% FeCl; in 0,02N HCI) aus der
Absorption bei 540 nm (ber eine Eichkurve berechnet.

(rechts): Zeitlicher Verlauf der y-glutamyl-Hydroxamat Bildung. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden
Aliquots aus einem Ansatz mit 50 mM Glutamin, 500 mM NH,OH, 10 uM TrpG-T129Y in 50 mM KP pH 7,5
entnommen, wie oben beschrieben gequenched und die jeweilige y-glutamyl-Hydroxamat Konzentration
bestimmt.

Die Bildungsrate des y-glutamyl-Hydroxamats betrdgt 1,7 min™ und entspricht damit der
Geschwindigkeit der Glutaminasereaktion von TrpG-T129Y in Abwesenheit von
Hydroxylamin (1,8 min®). Damit ist gezeigt, dass nicht die Hydrolyse, sondern die
Bildungsrate des Thioesters in der TrpG-T129Y Reaktion den ratenlimitierenden Schritt
darstellt. Andernfalls, wiirde die Bildungsrate fiir y-glutamyl-Hydroxamat Uber die Rate der
normalen Glutaminasereaktion hinausgehen wie es zum Beispiel fur die Hamster CAD-
Glutaminase gezeigt wurde (Chaparian & Evans 1991). Im Gegensatz zu TrpG-T129Y wird
bei TrpG WT kein y-glutamyl-Hydroxamat gebildet. Die typische Rotfarbung wahrend der
Nachweisreaktion bleibt hier aus (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Farbnachweis fiir y-glutamyl-Hydroxamat bei TrpG-WT und TrpG-T129Y.
Reaktionsansatz: 10 uM TrpG Mutante, 500 mM NH,OH, 50 mM GlIn in 50 mM KP pH 7,5; Der Farbumschlag
wird durch die Zugabe einer Quenchlésung (1:1:1; 80% TCA, 6 N HCL und 10% FeCl; in 0,02N HCI) nach 1 h
Inkubation herbeigefiihrt. Mit y-glutamyl-Hydroxamat entsteht ein roter Farbkomplex, der tber die Absorption
bei 540 nm quantifiziert werden kann.

Dies bedeutet, dass unter den verwendeten Reaktionsbedingungen durch TrpG-WT Kkein
Thioester in nachweisbarer Konzentration gebildet wird. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Glutaminasereaktion ist also die Bildung des Thioesterintermediates (Abbildung
50c) die durch die Mutation T129Y beschleunigt wird.

In Ermangelung einer Rontgenstruktur von TrpG-T129Y wurde von Dr. Marco Bocola
(Lehrstuhl fur Biochemie II, Universitdt Regensburg) mit Hilfe des von Swiss Model
erstellten TrpG-T129Y Homologiemodells eine Molekildynamik-Simulation mit dem
Programm Moloc durchgefihrt (Abbildung 53a). Wéhrend der Simulation fuhrte eine leichte
Verschiebung von T129Y in Richtung des katalytischen His172 zu einer Neuausrichtung der
katalytischen Triade (Abbildung 53b).
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Abbildung 53: Ergebnis der Molekuldynamiksimulation von TrpG-T129Y.
(a): Die Anderung des Winkels o wurde als MaB fiir die verbesserte Ausrichtung der katalytischen Triade
wahrend der Simulation aufgezeichnet. (b). TrpG-T129Y vor (rot) und nach (blau) einer 972 ps MD Simulation.

Dabei &nderte sich der in Abbildung 53 gezeigte Winkel a von 120 auf ca. 140° + 7 und der
Abstand zwischen Cys83 und His172 von 6 auf 4 A + 0,5, wordurch die Triade eine aktive
Geometrie einnimmt (mundliche Mitteilung Dr. Marco Bocola). Als Referenz fiir eine aktive
katalytische Triade kann die Glutaminase aus dem S. marcescens AS-Komplex (1i7q)
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angesehen werden, in der das Thioesterintermediat in der Rontgenstruktur zu erkennen ist.
Der Winkel a betragt dort 133° und der Abstand zwischen Cys85 und His172 liegt bei 3,5 A

6.9 Diskussion und Ausblick

Charakteristisches Merkmal der GATase Familie ist die strenge Regulation der
Glutaminaseaktivitat auf zwei Ebenen. Zum Einen ist es fiir die Glutaminase essentiell einen
Komplex mit der Synthase zu bilden und zum Anderen wird die Glutaminaseaktivitat durch
die Bindung eines Synthase-Liganden um ein Vielfaches beschleunigt. Die hier
charakterisierten Mutanten von TrpG stellen eine neue, vollstandig deregulierte Form von
Glutaminaseuntereinheiten dar, fur deren Aktivitat eine Bindung an ihre Synthase nicht mehr
obligat ist. Uber kinetische Experimente und einen radioaktiven Assay konnte gezeigt werden,
dass der fir die Inhibition der wildtypischen Form verantwortliche ratenlimitierende Schritt
noch vor der Bildung des Thioesterintermediats liegt. Bis zur Bildung dieses
Thioesterintermediats finden im Wesentlichen drei Teilschritte statt (Abbildung 50a-c).
Erstens die Bindung von Glutamin und die Ausbildung eines Michaelis-Menten Komplexes.
Zweitens die Bildung eines tetrahedralen Ubergangszustandes durch den nukleophilen Angriff
des Thiolatanions und drittens, die Abspaltung von Ammoniak, die zur Bildung des
Thioesterintermediats fuhrt.

Die Molekildynamik-Simulationen haben gezeigt, dass sich durch den Austausch T129Y die
katalytische Triade in eine aktive Konformation umlagert. Unter der Annahme, dass die
Substratbindestellen der Glutaminasen sehr dahnlich sind. deutet die Molekildynamik-
Simulation auf keine die Glutaminbindung beeinflussenden Konformationsanderungen hin.
Der zweite Schritt, der nukleophile Angriff des Thiolatanions, ist wahrscheinlich der
entscheidenden Schritt im Regulationsmechanismus, da der Schwefel des katalytischen Cys84
erst durch die Imidazolgruppe des Hisl74 aktiviert werden muss. Diese Deprotonierung
konnte in der wildtypischen Konformation gegeniiber der T129Y-Mutante deutlich erschwert
sein. Eine andere Mdoglichkeit fur einen langsameren Ablauf dieser Teilreaktion wére das
Fehlen eines Oxyanion-Loches. Da die Molekildynamik-Simulation aber auch am Oxyanion-
Strang keine durch T129Y induzierten Bewegungen gezeigt hat, kann davon ausgegangen
werden, dass das Oxyanion-Loch wie bei HisH auch im TrpG-WT permanent funktional
ausgepragt ist (siehe 3.1.3.3). Gegen den dritten Schritt als ratenlimitierender Faktor spricht,
dass einmal abgespaltener Ammoniak durch die exponierte Lage des aktiven Zentrums

unmittelbar vom Ldsungsmittel protoniert werden kann und damit unreaktiv wird. Eine
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Rickreaktion mit dem Thioester wie sie fur das, gegen das Losungsmittel abgeschlossene
System, des HisH:HisF Komplexes postuliert wurde (siehe 3.2.7), ist daher praktisch
ausgeschlossen.

Fur die konstitutiv aktiven TrpG-Mutanten und damit vermutlich auch fir TrpG im Komplex
mit TrpE bedeutet diese Erkenntnis, dass die Aktivierung vermutlich der Deprotonierung des
Cys84 durch das His174 entspricht. Fir den HisH:HisF Komplex wurde vermutet, dass das
konservierte Asp98 an der Kontaktflache von HisF an diesem Prozess beteiligt ist (Abbildung
28). Die strukturelle Grundlage der Aktivierung im TrpG:TrpE Komplex ist bisher unklar und

soll nun durch weitere Molekildynamik-Simulationen aufgeklart werden.
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7 Die Evolution der Glutaminamidotransferasen

7.1 Bedeutung, strukturelle Grundlagen und Evolution von Protein-

Protein Wechselwirkungen in GATasen

Wechselwirkungen zwischen Proteinen sind essentiell fiir fast alle biologischen Funktionen
(Camacho & Vajda 2002). Fast immer erfolgt die Komplexbildung dabei nicht Gber kovalente
Bindungen, sondern tber eine Reihe schwéacherer Wechselwirkungen. Dazu zéhlen Salz- und
Wasserstoffbriicken, hydrophobe Wechselwirkungen zwischen unpolaren Seitenketten und
unspezifische van-der-Waals-Bindungen zwischen Elektronenhiillen benachbarter Atome. Die
Reichweite dieser nicht-kovalenten Bindungen liegt etwa zwischen 2,6 und 4 A bei einem
Energiegehalt von bis zu 30 kJ/mol. Im Vergleich dazu besitzen kovalente Bindungen einen
Energiegehalt von 200 — 500 kJ/mol (Winter & Noll 1998). Komplexbildung ermdglicht es
Enzymen ihre Aktivitdten Uber allosterische Signale zu koordinieren oder flichtige und
instabile Intermediate durch Substratkandle von einem zum néchsten aktiven Zentrum zu
transferieren (Huang et al. 2001; Kuriyan & Eisenberg 2007; Rabinowitz et al. 2008). Bei
hyperthermophilen Bakterien wurde nachgewiesen, dass durch Komplexbildung die Stabilitét
von Proteinen erhoht werden kann (Sterner & Liebl 2001; Schwab et al. 2008).

Angesichts der groBen Menge an sequenzierten und annotierten Genomen ist die
Identifizierung und Charakterisierung von Protein-Protein Interaktionen eine der zentralen
Aufgaben der biochemischen und bioinformatischen Forschung. Die Entdeckung neuer
Proteinkomplexe wurde in den letzten Jahren durch moderne Hochdurchsatz-
Screeningverfahren wie zum Beispiel das large scale yeast two hybrid system (Uetz 2002;
Bao et al. 2009) stark voran getrieben. So konnen heute bereits 0(ber 57600
Wechselwirkungen aus 274 Organismen (DIP, Database of interacting Proteins (Xenarios et
al. 2002)) in zahlreichen Datenbanken wie STRING (Search Tool for Retrieval instances of
Interacting Genes & Proteins, (von Mering et al. 2005)), MIPS (Munich Information center
for Protein Sequences, (Pagel et al. 2005)), MINT (a Molecular Interaction Database, (Chatr-
aryamontri et al. 2007)) und BIND (Biomolecular Interaction Network Database, (Alfarano
et al. 2005)) abgerufen werden. Zur plastischeren Darstellung wurde das Hefe-Interaktom in
einer virtuellen 3D-Zelle dargestellt (Widjaja et al. 2009).

Zur Klérung der strukturellen Grundlagen, der funktionellen Konsequenzen und der

evolutiven Entstehung von Protein-Protein Interaktionen, sind detaillierte Untersuchungen an
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Modellsystemen unerldsslich. Ein gutes derartiges Modell-System stellt die Familie der
Glutaminamidotransferasen dar, deren Mitglieder vergleichsweise einfache Enzymkomplexe

bilden, die oft strukturell und funktionell gut charakterisiert sind.

Glutaminamidotransferasen (GATasen) mit einer spezifischen Interaktion zwischen einer
Glutaminase und ihrer Synthase sind in allen Organismen weit verbreitet. In einigen
Bakterien, wie zum Beispiel Pseudomonas acidovorans, Bazillus subtilis  und
Acinetobacter calcoaceticus wurden jedoch auch Glutaminasen der Klasse | gefunden, die mit
mehreren Synthasen aus unterschiedlichen Stoffwechselwegen aktive Komplexe bilden
kdnnen. Glutaminasen mit solch einem ,,amphibolaren* Charakter konnen sich beispielsweise
sowohl zum Anthranilat-Synthase Komplex (AS) als auch zum 4-amino-4-deoxychorismat-
Synthase Komplex (ADCS) zusammenlagern (Sawula & Crawford 1972; Kane 1977,
Buvinger et al. 1981; Zalkin 1993; Zwick 2007).

Diese Beobachtung flhrte zu einer Theorie beziiglich des evolutiven Ursprungs der GATasen,
wonach eine urspringliche Glutaminase an verschiedene Synthasen binden und mit ihnen
jeweils funktionale GATasen ausbilden konnte. Im weiteren Verlauf der Evolution hatten sich
dann durch Genduplikation und Mutation die heutigen spezialisierten Glutaminasen gebildet,
die nur noch jeweils mit einer Synthase wechselwirken kénnen (Yanofsky 1984).

Unter der Annahme eines hohen Verwandtschaftsgrades sollten sich zwischen den
Glutaminasen Ahnlichkeiten in Struktur, Funktion und Regulation finden lassen. Dariiber
hinaus sollte es mdglich sein, die Spezifitat einer Glutaminase durch wenige Mutationen an
der Kontaktfliche so zu verdndern, dass sie danach mit einer bis dahin inkompatiblen
Synthase einen produktiven Komplex bilden kann. Als Modell-Enzym fur derartige
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit die Glutaminase TrpG aus der AS ausgewabhlt, die
nach Einfiihrung geeigneter Mutationen eine Interaktion mit der bereits gut charakterisierten
Synthase HisF ausgebilden sollte.



Die Evolution der Glutaminamidotransferasen 129

7.2 Die Anthranilat Synthase - eine GATase aus der Tryptophan-

Biosynthese

Die Anthranilat Synthase (AS) katalysiert den ersten Schritt der Tryptophan-Biosynthese.
Dabei stellt die Glutaminase (TrpG) Ammoniak fir die Synthase (TrpE) bereit, welche in
zwei Schritten aus Chorismat Anthranilat erzeugt. Zunachst erfolgt ein nukleophiler Angriff
des von der Glutaminase gebildeten Ammoniaks am C2-Kohlenstoffatom des Chorismats
unter Eliminierung von Wasser. Dies fiihrt zur reversiblen Bildung des Zwischenprodukts
2-Amino-2-Deoxyisochorismat (ADIC), der sich die irreversible Eliminierung von Pyruvat
anschliet (Abbildung 54). Beide Teilreaktionen sind Mg?®*-abhangig und das Intermediat
ADIC wird nicht ins Losungsmittel abgegeben (Morollo & Bauerle 1993; Byrnes et al. 2000).

Glutamin Glutamat Pyruvat
NH,
H,N (0]
HO (0]
(o] (0] +H"
(0]
o\ /O O\ /O
- TrpE NH
Mg '
5 (0] (0]
HO M
(0]
Chorismat Anthranilat

Abbildung 54: Reaktion der AS (TrpE:TrpG Komplex)
Die (ibertragene Amidgruppe ist rot gefarbt. ADIC: 2-amino-2-Deoxyisochorismat

Bisher wurden die Rontgenstrukturen der AS aus S. solfataricus (Apoenzym; (1QDL)),
S. typhimurium (mit gebundenem Inhibitor Tryptophan; (1i1Q)) und S. marcescens (mit
Produkt Glutamat (1i7Q) bzw Inhibitor Tryptophan; (1i7S)) aufgeklart (Kndchel et al., 1999;
Morollo & Eck, 2001; Spraggon et al., 2001).

Die TrpE-Untereinheit weist ein kompliziertes o/f Faltungsmuster mit zwei Domanen auf.
Doméne | besteht aus einem elfstrangigen, antiparallelen (-Faltblatt und vier a-Helices.
Doméne 11 setzt sich aus einem neunstrédngigen, antiparallelen B-Faltblatt und vier a-Helices
zusammen. TrpG besitzt die fur GATasen der Klasse I typische o/B-Hydrolase-dhnliche
Faltung (Zalkin & Smith, 1998). In Abbildung 55 ist die Struktur eines funktionalen Dimers
aus TrpE und TrpG innerhalb des tetrameren (TrpE:TrpG),-Komplexes der AS aus

S. solfataricus dargestellt.
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Tryptophan- r bewegliches
Bindestelle vy Strukturelement ( Aktives

Aktives
Zentrum TrpG

Abbildung 55: Funktionell wichtige Bereiche der AS aus S. solfataricus.

Darstellung der aktiven Zentren (in rot) von TrpE (Thr243, Asp266, His306, Thr333, Gly393, Glu403) und TrpG
(Cys84, His175, Glu177) und der Tryptophanbindetasche (in blau) von TrpE (Glu30, Ser31, 11e32, Ser42, Val43,
Asn204, Pro205, Met209, Phe210, Gly221, Ala373). Anhand der AS-Struktur aus S. marcescens (Spraggon et
al., 2001) wurde gezeigt, dass das bewegliche Strukturelement abhdngig von Tryptophan- oder Chorismat-
Bindung zur Verschiebung der katalytisch aktiven Reste in TrpE fiihrt.

Anhand der AS aus S. typhimurium wurde gezeigt, dass (a) die Bindung von Chorismat an
TrpE essentiell fur die Glutamin-Hydrolyse an TrpG ist und (b) Tryptophan als feedback
Inhibitor beide Teilreaktionen von TrpE inhibiert und die Glutaminbindung an TrpG
erschwert (Caligiuri & Bauerle, 1991; Morollo & Eck, 2001). AuBerdem konnten durch
eingehende Mutationsanalysen die fiir die TrpE-Reaktion katalytisch essentiellen Reste und
die an der Bindung des Inhibitors Tryptophan beteiligten Aminoséuren identifiziert werden
(Caligiuri & Bauerle, 1991; Morollo & Bauerle, 1993). Die entsprechenden Reste in TrpE aus
S. solfataricus und die katalytische Triade von TrpG sind in Abbildung 55 gezeigt.

Aus dem Vergleich der Rontgenstrukturen der AS aus S. marcescens in Anwesenheit
verschiedener Liganden wurde ein Modell fur den Mechanismus der feedback Inhibition
durch Tryptophan abgeleitet. Danach flihrt die Bindung von Tryptophan zur Verschiebung
des in Abbildung 55 gezeigten beweglichen Strukturelements (um 7 A, relativ zur Struktur
mit gebundenem Chorismat) zu Konformationsianderungen an der 18 A entfernt liegenden

Bindestelle von Chorismat. Dadurch werden unter anderem die Kkatalytisch aktiven Reste
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Thr333 und His306 (Zahlweise nach der AS von S. solfataricus) sowie zwei zur Mg?-
Bindung notwendige Glutamate aus dem aktiven Zentrum gezogen. Die Bindung von
Chorismat fuhrt zu einer entgegengesetzten Bewegung des beweglichen Strukturabschnittes,
wodurch die aktiven Reste optimal fir die Katalyse ausrichtet ausgerichtet werden (Spraggon
et al., 2001). Im apo-Enzym liegen die Anordnung der aktiven Reste und des beweglichen
Strukturelements etwa zwischen den beiden beschriebenen Zustdnden. Mit Hilfe dieses
»Wippe-Mechanismus* ldsst sich erkldren, warum Tryptophan, obwohl es nicht ans aktive
Zentrum bindet, formalkinetisch als kompetitiver Inhibitor fir Chorismat wirkt (Caligiuri &
Bauerle, 1991; Graf et al., 1993; Kndchel et al., 1999; Morollo & Eck, 2001; Spraggon et al.,
2001).

Alle drei bisher mittels Rontgenstrukturanalyse untersuchten AS aus S. marcescens (Spraggon
et al., 2001), S. typhimurium (Morollo & Eck, 2001) und S. solfataricus (Knochel et al., 1999)
sind heterotetramere Komplexe aus zwei TrpE und zwei TrpG Untereinheiten [(TrpE:TrpG),].
Wahrend die Kontaktflachen innerhalb der funktionellen TrpE:TrpG Heterodimere sehr
ahnlich sind, lagern sich die beiden Dimere auf jeweils unterschiedliche Weise zusammen
(Abbildung 56). Bei der AS aus S. marcescens erfolgt die Verknlpfung ausschlieBlich tUber
die beiden TrpE-Untereinheiten (Abbildung 56a), bei der AS aus S. typhimurium ist zusétzlich
TrpG an der Verknlipfung beteiligt (Abbildung 56b). In der AS aus S. solfataricus sind

ausschlieBlich die TrpG-Untereinheiten miteinander verbunden (Abbildung 56c¢).

2 b c
Abbildung 56: Schematischer Vergleich bekannter Quartarstrukturen des Anthranilatsynthase-
Komplexes

(a) AS aus S. marcescens (Spraggon et al., 2001); (b) AS aus S. typhimurium (Morollo & Eck, 2001); (c) AS aus
S. solfataricus (Kndchel et al., 1999). Die roten Elipsen markieren die Lage der aktiven Zentren.

7.3 Vergleich der Anthranilat Synthase aus S. solfataricus mit der

Imidazolglycerinphosphat Synthase aus T. maritima

Abbildung 57 zeigt die Rontgenstukturen des HisH:HisF Komplexes aus T. maritima und

eine funktionales TrpE:TrpG Dimer des [TrpE:TrpG], Komplexes aus S. solfataricus. TrpG



132 Die Evolution der Glutaminamidotransferasen

und HisH zeigen die typische Klasse | Glutaminase Faltung, wahrend HisF und TrpE keine
Ahnlichkeiten aufweisen. Dariiber hinaus ist die Kontaktflache zwischen TrpE und TrpG mit
2700 A (Knochel et al. 1999) deutlich groRer als die Kontaktflache zwischen HisH und HisF
mit 1100 A (Douangamath et al. 2002). Die Uberlagerung der Glutaminase-Strukturen
veranschaulicht die groBe Ahnlichkeit insgesamt (rmsd., = 2,4 A, (Holm & Park 2000)) und
die identische Positionierung der katalytischen Triaden Cys-His-Glu.

Abbildung 57: Banderdiagramm der ImGPS aus T. maritima und der AS aus S. solfataricus.

Die Synthasen HisF und TrpE sind blau dargestellt, die Glutaminasen HisH und TrpG gelb. Die Reste der
katalytischen Triade sind jeweils gekennzeichnet. Der Einfachheit halber ist nur ein funktionales TrpG:TrpE-
Dimer Einheit gezeigt. Die Pfeile zeigen zu der mit DaliLight durchgefiinrten Uberlagerung von TrpG (orange)
und HisH (gelb) mit den katalytischen Triaden Cys-His-Glu.

7.4 Vorabeiten

Bereits in einer friheren Arbeit wurde versucht die Kontaktflacheneigenschaften so von HisH
auf TrpG zu Ubertragen, dass dieses mit HisF einen stabilen TrpG:HisF Komplex bilden kann
(Hager 2005). Dafiir wurden zunéchst die 3D-Strukturen von TrpG aus S. solfataricus und
HisH superpositioniert. Anschliefend wurde ein Sequenzalignment erstellt, um die

Sekundarstrukturelemente aus der ssTrpG Struktur auf die Sequenz von TrpG zu projizieren.
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Durch die Kombination der beiden Schritte wurde ein indirektes ,.strukturbasiertes
Sequenzalignment zwischen TrpG und HisH erstellt.

Durch eine detaillierte Kontaktflachenanalyse wurden anschlieend Reste identifiziert, die an
der Interaktion zwischen HisH und HisF beteiligt sind. Zum groRen Teil liegen diese Reste in
zusammenhéngenden Sequenzabschnitten vor. Diese wurden nach den umliegenden
Sekundarstrukturelementen mit b5, b6, b7, b9 und a5 bezeichnet (Abbildung 58).

MRIGIISVGP T.\;l*,\sml-'l-:nv SIELVESPRN DLYDLEFIPG
VGHFGEGMIRR LRENDL SDENEREENEDERYVVGY LEM@BL FEESEEAPGV

KGLSLIEGNV VKLRSR@LEWFKD 'I'H‘@EFQ HTYRAVCEEE
11

b5 7 b6 b7
HVEGTTEY DG EIFPSAVRK G RILGFQT | P/ [KSSRIBRIREIMERNA ECSLSR R*
b9 85|(3

Erlauterung:
A = Teil der Kontaktflache (< 5A Abstand zu HisF)
: Teil der Kontaktfliche (Douangamath et al, 2002)
A = hildet eine Wasserstoffbriicke zu HisF aus
A = vollstindig konserviert
= Teil des aktiven Zentrums

Abbildung 58: Position der Sequenzabschnitte a5, b5, b6, b7, b9 in HisH, die in TrpG an Stelle der dort
vorkommenden Abschnitte eingesetzt wurden (modifiziert nach Hager 2005).

Neben den Abschnitten sind in dem Banderdiagramm rechts die katalytisch essentiellen Reste (HisF: D11, D130;
HisH: C84, H178, G180) griin hervorgehoben. Blau hinterlegte Sequenzen entsprechen PB-Strangen, rot
hinterlegte a-Helices.

Aus den Informationen des indirekten ,strukturbasierten Sequenzalignments und der
Kontaktflachenanalyse wurden schlielich TrpG-Mutanten mit HisH-Abschnitten hergestellt
und so mit HisF interagierende Bereiche von HisH auf TrpG Ubertragen.

Keine von bislang 11 charakterisierten TrpG-Mutanten die bis zu 63 % der Kontaktflache von
HisH tragen, bildete eine nachweisbare Interaktion mit HisF aus (Héger 2005). Deshalb
sollten zunachst mittels Mutationsanalyse die fur die Komplexbildung essentiellen Positionen
an der Interaktionsfliche von HisH und HisF identifiziert werden. Dazu wurden HisH-
Mutanten mit einzelnen  Alaninsubstitutionen sowie mit ldngeren  mutierten
Sequenzabschnitten an der Kontaktflache hergestellt und charakterisiert.

Die daraus gewonnenen Informationen sollten im Anschluss dazu genutzt werden die
Kontaktflache von TrpG spezifischer an HisF anzupassen, um eine stabile Interaktion
zwischen TrpG und HisF zu etablieren. Da TrpG in T. maritima als Fusionsprotein mit TrpD
vorkommt und nur als solches mit TrpE interagieren kann (List 2005), wurden die Austausche

auch in den TrpGD Kontext Kloniert.
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7.5 Gerichtete Mutagenese zur Herstellung der hisH- und hisF

Genkonstrukte

Die entsprechenden Mutationen fiir die HisH- und HisF-Mutanten wurden uber Megaprimer-
PCRs (2.3.3) mit Hilfe der in Kapitel 1.8 aufgelisteten Primer in das hisH bzw. in einem Fall
in das hisF Gen eingefiihrt. Im Folgenden sind die hisH- und hisF-Genkonstrukte mit ihren

Restriktionsschnittstellen und Expressionsplasmiden aufgelistet.

pDS hisH-WT (Sphl/HindIl1)*
pDS hisH-W123F (Sphl/HindIl)*
pPQE70 hisH-W123K (Sphl/Hindl1I)
pQE?70 hisH-W123A (Sph1/Hindlll)
pDS hisH-Y138A (Sphl/Hindll)*
pDS hisH-K181A (Sphl/Hindl11)**
pDS hisH-K181S (Sphl/Hindlll)
pDS hisH-b6 (Sphl/HindI1)*
pET11c hisF-W156F (Ndel/BamHI)*

pET11c hisF-D98A-W156F (Ndel/BamHI)
*(Hager 2005), **(Karin Babinger, unverdffentlichte Daten),

7.6 Heterologe Expression und Reinigung der HisH- und HisF-Mutanten

Von Zellen mit den verschiedenen Konstukten wurden zundchst stets zwei einzelne Kolonien
fiir eine analytische Probeexpression (siehe 2.5.1) in einem Volumen von 10 ml angezogen,
um die Menge und Loslichkeit der Proteine zu kontrollieren. Die préparative Expression der
Konstrukte erfolgte fir pDS- und pQE-Vektoren in frisch transformierten KK8-Zellen, fur
pET-Vektoren in frisch transfomierten BL21(DE3)Rosetta Zellen, GN in LB-Medium und
wurde mit IPTG induziert (siehe 2.5.3). Da die hergestellten rekombinanten Enzyme aus dem
hyperthermophilen Bakterium T. maritima stammten, wurde nach préparativer Expression als
erster Reinigungsschritt der I6sliche Zellextrakt erhitzt (siehe 2.5.5.1) und dadurch ein groRRer
Teil der Wirtsproteine denaturiert und ausgefallt. Die weitere Aufreinigung der HisH- und
HisF-Mutanten erfolgte Uber lonenaustausch-Chromatographie (siehe 2.5.5.3) und, je nach
Bedarf, zur Entfernung von DNA (ber Ammoniumsulfat Fallung (siehe 2.5.7) oder
praparative Gelfiltration (2.5.6).

Die Loslichkeit der HisF-Proteine lag bei ca. 50 %. Die Ausbeuten nach der

Anionenaustauscher-Chromatographie schwankten zwischen 20 und 60 mg gereinigtes
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Protein pro Liter Zellkultur. Die Reinheit der Proteine wurde nach der Dialyse lber SDS-
PAGE abgeschatzt und lag in der Regel bei tiber 90 % (Abbildung 59).
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Abbildung 59: SDS-PAGE (12,5% Polyacrylamid) zur Analyse des Reinheitsgrades der zur
Kontaktflachenanalyse hergestellten HisH- und HisF-Mutanten.
M: Proteinmarker mit molaren Massen in kDa.

Gereinigtes Protein wurde in flissigen Stickstoff eingetropft und bei -80 °C gelagert.

7.7 Fluoreszenztitration zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten

Bei der Komplexbildung zwischen HisH und HisF wird das an der Kontaktflache von HisH
liegende Trp123 vom Losungsmittel abgeschirmt. Der damit verbundene hypsochrome Effekt
(Blauverschiebung) kann mit Hilfe der Fluoreszenz-Emissions-Spektroskopie verfolgt
werden. In friheren Arbeiten wurde die Bildung eines 1:1 Komplexes zwischen HisH und
HisF tber die Verschiebung des Emisionsmaximums von 345 nm auf 325 nm nachgewiesen
(Beismann-Driemeyer & Sterner 2001; H&ager 2005). In dieser Arbeit wurde die
Fluoreszenzabnahme bei 360 nm genutzt, um Uber Titrationskurven Kp-Werte fur die
Bindung von HisH-Mutanten an Trp-freies HisF-W156F zu bestimmen (siehe 2.6.7). In
Abbildung 57 ist exemplarisch eine Titrationskurve fur HisH-WT gezeigt.
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Abbildung 60: Exemplarische Titrationskurve zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten von HisH mit
HisF-W156F.

Im vorliegenden Fall wurden 10 pM HisH in 50 mM KP pH 7,5 vorgelegt und in 1 pM Schritten HisF-W156F
zutitriert. Die durch die Abschirmung von Trpl23(HisH) bedingte Abnahme des Emissionsmaximums bei
360 nm nach Anregung bei 280 nm ist in Form einer Titrationskurve dargestellt. Bei Anwesenheit &quimolarer
Mengen beider Proteine wird keine weitere Signalabnahme mehr beobachtet, was der Ausbildung eines 1:1
Komplexes entspricht.

Die aus den Titrationskurven mit Hilfe eines quadratischen Fits mit dem Programm

SigmaPlot ermittelten Kp-Werte (Formel 8) sind in Tabelle 20 aufgefiihrt.

Tabelle 20: Uber Fluoreszenztitration ermittelte Kp-Werte fiir die Bindung von HisH-Mutanten an HisF-
W156F.

Ko [nM]
HisH-HisF 4,5
HisH-R117A:HisF 3,3
HisH-N124A:HisF 1,8
HisH-Y138A:HisF 52
HisH-K181A:HisF 3,0
HisH-K181S:HisF 11,0
HisH-S183A:HisF 4,7
HisH:HisF-D98A* 9,0
HisH-K181A:HisF-D98A* 9,8
HisH-b9:HisF 50
HisH-b7:HisF 55

*titriert mit HisF-D98A-W156F
Der gemessenen Kp-Wert fiir den WT wurde durch eine ITC Messung uberprift. Diese wurde
von Britta Badziura (Lehrstuhl Prof. Konig, Institut fir Organische Chemie der Universitét
Regensburg) durchgefiihrt. Der resultierende Kp-Wert betrug 2 nM (siehe Anhang 9.2) und

passt damit gut zu dem aus der Fluoreszenztitration ermittelten Wert von 4,5 nM.
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7.8 Analytische Gelfiltration mit HisH-b6

Fur HisH-b6, bei der der in Abbildung 55 gezeigte Sequenzabschnitt b6 (M121-G122-W123-
N124) gegen den entsprechenden Abschnitt aus TrpG (1103-L104-H105-K107-T108-S109)
ersetzt wurde, konnte keine direkte Fluoreszenztitration durchgefuhrt werden, da hier das
Signal-liefernde Trp123 fehit.

Analytische Gelfiltrationslaufe mit HisH-b6 zeigten im Gegensatz zu friheren Messungen
(Hager 2005), dass zwischen HisH-b6 und HisF unter den verwendeten Laufbedingungen
kein Komplex gebildet wird. Zum Vergleich sind Gelfiltrationsldufe mit HisH-C84A gezeigt,
die die Komplexbildung mit HisF belegen (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Analytische Gelfiltrationslaufe (Superdex 75) zur Untersuchung der Komplexbildung
zwischen den gezeigten HisH-Mutanten und HisF.

Laufpuffer: 50 mM KP pH 7,5; 300 mM NaCl; Die Elution erfolgte bei einer Flurate von 0,5 ml/min und wurde
Uber die Absorption bei 280 nm verfolgt. (a): griin: 50 pl 100 uM HisH-C84A; blau: 50 pl 50 uM HisF; rot: 100
pl 1:1 HisH-C84A:HisF. (b): grin: 100ul 100 puM HisH-b6, blau: 100 pl 50 pM HisF; rot: 100 pl 1:1 HisH-
b6:HisF Komplex.

Die Elutionszeiten sowie die Umrechnung in apparente molare Massen unter Verwendung
einer Kalibrierungsgeraden (siehe Anhang 9.1) sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 21: Aus den Gelfiltrationslaufen abgeleitete apparente molare Massen (MW*®) im Vergleich mit
den berechneten molaren Massen (MW®")

Protein Elutionszeit [min] MW? [kDa] MW" [kDal]
HisH-C84A 14,2 16,5 23,1
HisF 13,3 26,1 27,7
HisH-C84A:HisF 12,3 42,9 50,8
HisH-b6 13,4 24,8 23,0
HisF 13,2 27,4 21,7
HisH-b6:HisF 131 28,9 50,7

Die Bedingungen der Léaufe entsprechen denen in der legende zu Abbildung 58.

Die aus den beiden HisF-WT Ldaufen abgeleiteten apparenten molaren Massen entsprechen
den berechneten molaren Massen und bestdtigen damit friihere Untersuchungen (Beismann-

Driemeyer 2000). Fir HisH- C84A wurde eine apparente molare Masse von 16,5 kDa
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bestimmt. Dieses retadierte Verhalten wurde bereits friher fur HisH WT beobachtet
(Beismann-Driemeyer 2000; Héager 2005). Da der Austausch C84A nicht an der Oberflache
liegt, war davon auszugehen, dass die Komplexbildung mit HisF nicht beeintrachtigt ist. Dies
bestétigte sich nach der Mischung aquimolarer Mengen von HisH-C84A und HisF, wobeli
sich ein definiertes Elutionsmaximum mit einer apparenten molaren Masse von 42,9 kDa
ergab. Damit verhélt sich HisH-C84A auch diesbeztiglich wie HisH-WT, wo nach Mischung
mit HisF eine apparente molare Masse von 41,8 KDa bestimmt wurde. (Beismann-Driemeyer
2000). HisH-b6 zeigt ein von HisH-WT und HisH-C84A deutlich abweichendes Verhalten.
Zum einen eluiert das Protein mit einer apparenten molaren Masse von 24,8 kDa von der
Sdule und damit deutlich naher an der berechneten molaren Masse. Zum anderen bildet sich
mit HisF auf der Gelfiltrationssdule kein Komplex mehr aus.

Zur Klonierung von HisH-b6 wurde ein Sequenzabschnitt von TrpG auf HisH bertragen. Die
apparente molare Masse von TrpG entspricht nach Gelfiltration einem Dimer (Héager 2005).
Es ist daher denkbar, dass die Dimerisierungstendenz mit dem Sequenzabschnitt von TrpG

auf HisH bertragen und gleichzeitig die Komplexbildung mit HisF verhindert wird.

7.9 Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe mit HisH-b6

Das Assoziationsverhalten von HisH-b6 wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Helmut
Durchschlag (Lehrstuhl fur Biochemie 11, Universitdit Regensburg) durch analytische
Ultrazentrifugation  genauer  untersucht. Dazu wurden in einem  Sedimen-
tationsgeschwindigkeitslauf in 50 mM KP pH 7,5 parallel HisH WT, HisH-b6 und HisH-b6
zusammen mit 300 mM KCI analysiert. Fir alle drei Proben wurde ein
Sedimentationskoeffizient von 2,3 S bestimmt. (Abbildung 62).



Die Evolution der Glutaminamidotransferasen 139

0841 = HisH-WT .
v HisH-b6 .
HisH-b& (300 mM KC)

0,82 1
& 080 |

0,78

076 : : : ‘ ‘

0 50 100 150 200 250

Zeit [min]

Abbildung 62: Auswertung der Sedimentationsgeschwindigkeitslaufe von HisH-WT und HisH-b6.
Die Proteinkonzentration betrug jeweils 0,2 mg/ml in 50 mM KP, pH 7,5 bei 21 °C. Aus der Geradensteigung
wurde mittels Formel 13 flr alle Proben ein Sedimentationskoeffizient von 2,3 S berechnet (siehe 2.6.10).

Da die S-Werte von HisH WT und HisH-b6 gleich sind und durch die Salzkonzentrationen
der Gelfiltrationsl&dufe nicht beeinflusst werden, ist davon auszugehen, dass es bei HisH-b6
nicht zu einer Dimerbildung kommt. Die unterschiedlichen Elutionszeiten bei der Gelfiltration
sind somit sehr wahrscheinlich auf verénderte Interaktionen mit dem Sdulenmaterial

zurlickzufuhren, die durch die Austausche an der Oberflache bedingt werden.

7.10 Native PAGE mit HisH-b6

Die Komplexbildung zwischen HisH-b6 und HisF wurde weiterhin mit Hilfe von nativer
PAGE (siehe 2.6.4) ebenfalls duntersucht. Die Proteine werden dabei nach GroRRe und pl-Wert
getrennt. Findet eine Interaktion zwischen zwei Proteinen statt, ist anstelle zweier Banden nur
noch eine gemeinsame Bande zu erwarten. Dies ist fur HisH-b6:HisF der Fall (Abbildung 63).

1 2 3

o>

Abbildung 63: Native PAGE zeigt die Komplexbildung zwischen HisH-b6 und HisF.
1: HisH-b6 (10 pg), 2: HisH-b6 und HisF in einem molaren Verhaltnis von 1:1, 3: HisF (10 ug)

Die fehlende Komplexbildung zwischen HisH-b6 und HisF bei der analytischen Gelfiltration
kann auf die im Laufpuffer vorhandene Salzkonzentration (300 mM) oder die starke
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Verdinnung auf der Saule zurickgefiihrt werden. Um ein quantitatives Mal} flr die Affinitat
von HisH-b6 fir HisF zu erhalten, wurde eine kompetitive Fluoreszenztitration durchgefiihrt.
Um die Rolle des in HisH-b6 enthaltenen W123K Austausches zu beleuchten, wurden auch
die HisH-Mutanten W123K, W123A und W123F wie in 7.5 und 7.6 beschrieben mit Hilfe der
in Kapitel 1.8 aufgelisteten Primer hergestellt und nach heterologer Expression und
Reinnigung charakterisiert.

7.11 Kompetitive Fluoreszenztitration

Bei der kompetitiven Fluoreszenztitration wurde eine Trp-freie HisH-Mutante (HisHarp) als
kompetitiver Inhibitor zu einem HisH-Protein mit Trp eingesetzt. HisH und variierende
Konzentrationen an HisHarp wurden vorgelegt und mit HisF-W156F titriert. Abhéngig von
der Affinitdt von HisHar, zu HisF-W156F stand fur HisHt, weniger HisF-W156F zur
Verfugung und die Fluoreszenzabnahme fiel, im Vergleich zu einem Ansatz ohne HisHar,
geringer aus.

Die Auftragung steigender HisHarp-Konzentrationen gegen die jeweils gemessene
Fluoreszenzsignaléanderung liefert die Konzentration an HisHaty, (ICso), bei der noch die
Halfte der eingesetzten HisHr,, Konzentration von HisF-W156F gebunden wird (Abbildung
64). Je geringer ICso, desto hoher ist die Affinitat von HisHar, zu HisF.
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Abbildung 64: Kompetitive Floureszenztitration der Trp-freien HisH-Mutanten W123F (links) und b6
(rechts).

Eingesetzt wurden jeweils 1 uM HisF-W156F, 1 pM HisH-K181S und variierende Konzentrationen Trp-freier
HisH-Mutante in 50 mM KP pH 7,5 bei RT. Der 1Cso-Wert ist jeweils rot markiert.

Die Titration wurde mit den Trp-freien HisH-Mutanten W123A, W123F, W123K und b6
durchgefiihrt. In Tabelle 22 sind die 1Cso-Werte und daraus nach Formel 9 (siehe 2.6.8)
berechneten Kp- und AG°-Werte aufgefiihrt. HisH-K181S wurde als Signalgeber fiir die
Titration ausgewahlt, da es von den in Tabelle 20 aufgefiihrten Mutanten neben HisH-b7 den
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hochsten Kp-Wert besitzt und damit empfindlicher auf die konkurrierende Bindung von
HisHarp anspricht.  HisH-b7 konnte nicht verwendet werden, da die maximale

Fluoreszenzénderung mit dieser Mutante zu gering ausfallt.

Tabelle 22: 1Cs, und Kp-Werte aus kompetitiven Fluoreszenztitrationen.

Mutante I1Cso [UM] Kp [NM] AG°[kJ/mol]
HisH-W123A:HisF 1,2 13,2 -44.9
HisH-W123F:HisF 1,3 14,3 -44.7
HisH-W123K:HisF 37 407 -36,4
HisH-b6:HisF 39 429 -36,3
HisH:HisF (aus Tabelle 20) | - 45 -47,6

Die Kp-Werte wurden aus den ICsq-werten nach Formel 9 (siehe 2.6.8) berechnet und daraus AG® Werte mit
AG°=RTInKj (25 °C) ermittelt.

Die deutlich hoheren 1Cso- und der Kp-Werte fur die Mutanten HisH-b6 und HisH-W123K
passen zur fehlenden Komplexbildung auf der Gelfiltrationssédule von HisH-b6 mit HisF. Im
wildtypischen HisH:HisF Komplex geht W123 eine konservierte Kation-n-Wechselwirkung
mit Arg249 aus HisF ein (Abbildung 65). Die Substitutionen W123A und W123F zeigen,
dass die Entfernung dieser Interaktion den Komplex nur gering destabilisiert. Erst durch das
Aufeinandertreffen von Arg249(HisF) mit dem durch den Sequenzabschnitt b6 eingefiihrten
Lysin (W123K) kommt es zur Erhoéhung des Kp-Wertes, vermutlich auf Grund von
elektrostatischen AbstoBungen. Die Komplexstabilitat sinkt dabei um 11,2 kJ/mol verglichen
mit dem WT (Tabelle 22). Die Einzelmutante HisH-W123K zeigt den gleichen Effekt wie
HisH-b6 mit vier eingefiihrten Mutationen. Damit wurde bestatigt, dass die Komplexstabilitat
ausschlieBlich durch W123K beeintrachtigt wird und die drei anderen Austausche im

Sequenzabschnitt b6 diese nicht beeinflussen.

Trpl123(HisH)

Arg249(HisF)

strech-b6

Abbildung 65: Trp123(HisH) und Arg249(HisF) interagieren tber eine Kation-z-Wechselwirkung.
Ausschnitt aus der Kontaktflache des HisH:HisF Komplexes. Der Sequenzabschnitt b6 und Trp123 aus HisH
sind griin, Arg249 aus HisF ist rot dargestellt.

Die Charakterisierung der Kontaktflache von HisH:HisF durch Alaninaustausche und

Sequenzabschnittsmutationen hat gezeigt, dass das Entfernen einzelner Interaktionen die
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Komplexstabilitat nur in sehr geringem Ausmal} beeinflusst. Erst das Einbringen eines positiv
geladenen Lysins durch den Austausch W123K(HisH) und die damit verbundene Repulsion
durch ein bereits vorhandenes Arg249(HisF) konnte den Komplex deutlich destabilisieren.
Eine vergleichbare Beobachtung wurde fiir den Komplex aus TEM1-B-Lactamase und dem
B-Lactamase Inhibitor-Protein gemacht, in dem es erst durch gleichzeitig in verschiedenen
Bereichen (Cluster) eingefiihrte Alaninaustausche zu einer Destabilisierung kam. Hingegen
hatten Austausche im gleichen Cluster nur einen geringen Einfluss auf die Komplexstabilitat
(Reichmann et al. 2005).

7.12 Anpassung der Kontaktflache von TrpG an die Interaktion mit HisF

Die Austausche an der Kontaktflache von HisH haben gezeigt, dass eine neu eingefihrte,
elektrostatische AbstoRung den Komplex deutlich destabilisiert. Fir den Versuch die
Kontaktflache von TrpG an HisF anzupassen bedeutet dies umgekehrt, dass ein einziger
ungunstiger Aminosdurerest die Komplexbildung verhindern konnte.

Bisher wurden durch Kombination der Sequenzabschnittsaustausche maximal 63% der
Kontaktflache von HisH auf TrpG Ubertragen (Héger 2005). In einem neuen Ansatz sollte nun
ein moglichst grof3er Teil der Kontaktflache Gbertragen werden. Dazu wurden die bisherigen
Abschnitte b5, b6 und b9 anhand der modellierten 3D-Struktur Uberarbeitet und ein
zusétzlicher Sequenzabschnitt (al) ausgetauscht (Abbildung 66). Es wurde darauf geachtet,
Sekundarstrukturelemente als Ganzes zu Ubertragen um ihre Ausbildung méglichst wenig zu

stdren.

al
MRIGISVGP ﬁl#,\smvlenv SIELVESPRN DLYDLLFIPG

VGHFGEGMIRR LRENDLIDEVIREE®EDERYVVGVILEM@BL FEESEEAPGY  Erlauterung;
b5bé6ll b7 A= Teil der Kontaktfliche (< 5A Abstand zu HisF)
—m—— s : Teil der Kontaktflache (Douangamath et al, 2002)
KGLSLIEGNV VKl.RSRQ].i’H& ;.wép VIFKD 'l’l-’l’:\@YEﬂL HTYRAVCEEE A= bildet eine Wasserstoffbriicke zu HisF aus
b5 ., b6 i b1 A = vollstandig konserviert
= Teil des aktiven Zentrums

boll a5
HVLGTIEY DG EIFPSAVRK G RILGEGT! 1 RS SRIGRIEINERNA FCSLSR R*
b9 aS;

Abbildung 66: Position der Sequenzabschnitte in HisH, die in TrpG an Stelle der dort vorkommenden
Abschnitte eingesetzt wurden (modifiziert nach Hager 2005).

Die Abbildung entspicht der um die neu ausgetauschten Sequenzabschnitte (rote Balken) erweiterten
Abbildung 55. Die bereits friher ausgetauschten Sequenzabschnitte sind als gelbe Balken dargestellt.

In T. maritima bildet TrpG nur in seiner nativen Form als Fusionsprotein mit TrpD einen
Komplex mit der Synthase TrpE aus (List 2005). Daher wurden die beiden Mutanten mit der
grofiten Anzahl an Austauschen auch in den TrpGD-Kontext kloniert. In der Gesamtmutante
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(TrpGD-alb5b611b7b911a5) wurden 92 % der Kontakflache von HisH auf TrpG Ubertragen,
wobei die verbliebenen 8 % auf Ser12 und Gly94 entfallen, die weit aullerhalb der definierten
Abschnitte liegen. Der Austausch Serl2 zu Asn wurde als konservativ und daher als nicht
notwendig eingestuft, Gly94 wurde aus strukturellen Erwagungen nicht entfernt.

Auf dieser Grundlage wurden folgende TrpG/TrpGD-Mutanten mit HisH-Sequenz-

abschnitten hergestellt:
al: Q19R'-E23R'
bSb6l11: A100L-K101R-insS-insR-insR'-R103L-1104P"-H105M"-K107W"'-T108N"'-S109E "-K110del
b7: L126G-V127Y'-T129Y™-Y131V"
b9ll:  D152E'-D153Y'-insD-insG-insE-G154l
as: S175K™-V176S™-L176S'-T177del-E178K-E179I

" Rest in HisH streng konserviert

' Rest bildet in HisH eine direkte Interaktion mit HisF aus

ins: inserierter Rest (kein entsprechender Rest in TrpG vorhanden)
del: deletierter Rest (kein entsprechender Rest in HisH vorhanden)

7.12.1 Gerichtete Mutagenese zur Herstellung trpG/trpGD-Genkonstrukte

Die entsprechenden Mutationen wurden tber Megaprimer-PCRs (2.3.3) unter Verwendung
der in Kapitel 1.8 aufgelisteten Primer in das trpG/trpGD Gen eingefiihrt. Im Folgenden sind

die trpG/trpGD Genkonstrukte mit ihren Restriktionsschnittstellen und Expressionsplasmiden

aufgelistet:

pET11c trpG-WT (Ndel/BamH1)**
pET28a trpG-b5h611b7 (Ndel/BamHI)*
pET28a trpG-b5b611b7b9ll (Ndel/BamHI)*
pET28a trpG-b5h611b7T129F (Ndel/BamHI)*
PET24a trpGD-b5b611b7b911a5 (Ndel/Xhol)

PET21a trpGD-alb5b611b7b911a5 (Ndel/Xhol)
*(Hager 2005),"Aminoséauren 1-197 des bifunktionellen TrpGD

Fur yeast-two-hybrid Untersuchungen (siehe 2.2.7) wurden die aufgelisteten TrpG-Mutanten
zusétzlich uber PCR eingefiihrte EcoRI/BamHI Schnittstellen in den Beute-Vektor pGAD
umkloniert. Die fiir das yeast-two-hybrid System verwendeten Vektoren sind im Folgenden

aufgelistet:

PAS 2.1 hisF*

pGBK T7 p53*

pGAD 424 hisH*

pGAD 424 TrpGb5b611b7
pGAD 424 TrpGb5b611b7b9
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pGAD 424 TrpGhb5b611T129Y
pGAD 424 TrpGDb5b611b7b9a5
pGAD 424 TrpGDalb5b6I1b7h9a5
pGAD 424 LargeTAntigen*
*(Hager 2005)

7.13 In vivo Interaktionstests der TrpG/TrpGD-Mutanten mit HisF

Die TrpG-Mutanten wurden in vivo durch das yeast-two-hybrid System (Fields & Song 1989)
auf Komplexbildung mit HisF getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 67 gezeigt.
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Abbildung 67: Yeast-two-hybrid Test auf in vivo Interaktion verschiedener TrpG-Mutanten mit HisF.

(a): Das Wachstum auf Platten ohne die Auxotrophiemarker Tryptophan und Leucin (SD-TL) belegt die
erfolgreiche Transfektion. (b): Im Gegensatzu zu den Positivkontrollen p53-LargeTAntigen, sowie HisH-HisF,
ist fir die TrpG-Mutanten kein Wachstum ohne die Interaktionsmarker Adenin und Histidin (SD-TLHA) zu
beobachten. (c): Plattierungsschema:

1: pGBKT7 p53 + pGAD424 LargeTAntigen 2: pAS2.1 HisF + pGAD424 TrpGb5h611b7

3: pAS2.1 HisF + pGAD424 TrpGh5b611b7b9 4: pAS2.1 HisF + pGAD424 TrpGb5b6I1T129Y

5: pAS2.1 HisF + pGAD424 TrpGDb5b611b7b9a5 6: pAS2.1 HisF + pGAD424 TrpGDalb5b611b7h9a5

7: pAS2.1 HisF + pGAD424 HisH

Der Test zeigt, dass in vivo keine Interaktion zwischen HisF und den TrpG-Mutanten
detektierbar ist. Deshalb sollte die Gesamtmutante TrpGalb5b611b7b9a5 heterolog exprimiert
und in vitro beziglich einer Komplexbildung mit HisF analysiert werden. Durch die
Expression und Reinigung dieser Mutante sollte gleichzeitig geklart werden, ob das Protein

trotz seiner 30 Mutationen noch l6slich exprimiert werden kann.

7.13.1 Invitro Interaktionstests von TrpGDalb5b611b7b9a5 mit HisF

Die Expression von TrpGD-alb5b61Ib7b9l1a5 erfolgte analog zu TrpGD-WT (siehe 6.3) Die
Loslichkeit des Proteins lag bei etwa 25 % und damit bei der Halfte der Loslichkeit des WTs.
Der Verlauf der Reinigung tber Hitzeschritt, Ammoniumsulfatfallung und Anionenaustausch-
Chromatographie ist in Abbildung 68 gezeigt.
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Abbildung 68: SDS-PAGE (12,5 % Acrylamid) zur Dokumentation der heterologen Expression und
Reinigung von TrpGalb5b611b7b9lla5.

Dargestellt sind die unlosliche Fraktion (Pellet P), der 18sliche Uberstand (Crude extract C), der Uberstand des
Hitzeschritts (H), das resuspendierte Pellet nach der Ammoniumsulfatfallung (ASF) sowie das gereinigte Protein
nach der Anionenaustausch-Chromatographie (GP). M: Markerproteine mit molaren Massen in kDa.

Die Komplexbildung der Mutante mit HisF wurde durch analytische Gelfiltration und
Fluoreszenztitration Uberprift, wobei letztere durch das mit dem Austausch b5b6ll
eingefuhrte Trp107 moglich wurde. Komplexbildung mit HisF sollte zu einer Abschirmung
dieses Trp-Restes vom Losungsmittel und damit zu einer Verschiebung des Fluoreszenz-
Emissionsmaximums von 342 nm hin zu niedrigeren Wellenldngen fuhren. Ein solche
Verschiebung konnte auch nach Zugabe von 100 uM HisF-W156F zu 10 uM der TrpG-
Mutante nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Gelfiltrationslédufe zeigten fir HisF
und TrpGDalb5b611b7b9lla5 identisches Laufverhalten unabhangig davon, ob die Proteine

getrennt oder als Mischung mit 10-fachem molarem Uberschuss an HisF aufgetragen wurden.

7.14 Diskussion und Ausblick

Die Identifizierung von amphibolaren Glutaminasen in den 70er Jahren lieferte erste Hinweise
auf einen gemeinsamen Ursprung von Glutaminasen der Klassel, die durch
Sequenzvergleiche und Strukturbestimmungen erhértet wurden (Sawula & Crawford 1972;
Crawford 1975; Kane 1977; Buvinger et al. 1981; Hager 2005). Nach Yanofsky (1984) hat es
eine urspriingliche unspezialisierte Glutaminase prokaryotischen Ursprungs gegeben, die in
der Lage war mit verschiedenen Synthasen zu interagieren. Daraus hatten sich durch
Genduplikation und Diversifikation die heutigen spezialisierten Glutaminasen entwickelt, die
in der Regel nur noch mit einer Synthase produktive Komplexe bilden kdnnen. Fiir einen
gemeinsamen Ursprung sprechen ein identischer Faltungstyp (of-Hydrolase) und identische
katalytische Triaden (Cys-His-Glu). Diese Gemeinsamkeiten treffen auch fir das
Glutaminasepaar TrpG aus der AS (TrpG:TrpE), und HisH aus der ImGPS (HisH:HisF) zu.
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Um die postulierte enge Verwandtschaft der beiden Glutaminasen zu untermauern, wurde ein
Projekt fortgesetzt (Hager 2005) in dem der Versuch unternommen wurde, die Kontaktflache
der Glutaminase TrpG so zu verandern, dass eine Komplexbildung mit HisF mdglich wird.
Dazu wurden durch maximal 30 Mutationen bis zu 92 % der Kontaktfl4che von HisH auf den
TrpG-Teil des TrpGD-Fusionsproteins Ubertragen. Dabei wurden konservierte Reste
besonders beriicksichtigt und moglichst ganze Sekundérstrukturelemente Ubertragen. Im
yeast-two-hybrid System zeigte keine der TrpG-Mutanten eine in vivo Interaktion mit HisF.
Die Gesamtmutante TrpGDalb5b61Ib7b9a5 in der alle ausgetauschten Sequenzabschnitte
kombiniert vorlagen, konnte 16slich exprimiert werden und war ausreichend stabil, um durch
einen Hitzeschritt bei 60°C angereichert zu werden. Daraus kann geschlossen werden, dass es
sich trotz der groen Anzahl an Mutationen um ein wohlgefaltetes Protein handelt. Mittels
analytischer Gelfiltration sowie Fluoreszenzspektroskopie konnte jedoch auch in vitro kein
stabiler Komplex mit HisF detektiert werden.

Das Ausbleiben einer Komplexbildung zwischen den TrpG-Mutanten und HisF legt die
Vermutungen nahe, dass eine gemeinsame promiskuitive Vorlauferglutaminase in der
Evolution bereits zu weit zuriick liegt, um die Kontaktflachenspezifitdten noch durch eine
einfache Ubertragung von Sequenzabschnitte aus HisH auf TrpG auszutauschen.

Betrachtet man die Synthase-Untereinheiten der ImGPS und der AS so stellt man fest, dass
sie keine erkennbaren Gemeinsamkeiten besitzen (Abbildung 57). Es gibt jedoch auch
GATase Komplexe, deren Synthasen den gleichen Faltungstyp aufweisen. Im Fall der AS ist
dies z.B. die 4-Amino-4-deoxychorismat Synthase (Parsons et al. 2002) und im Fall der
IMGPS die Pyridoxal-5-Phosphat Synthase (PLPS) (Bauer et al. 2004).

Die Theorie eines gemeinsamen Vorlaufers von Yanofsky (1984) kann durch diese
Beobachtungen erweitert werden (Abbildung 66). In einer ersten Evolutionsstufe wéren
demnach aus unspezifischen Glutaminasen, die mit mehreren Synthasen produktive
Komplexe bilden konnten, spezifische GATase-Komplexe entstanden. In einer zweiten
Evolutionsstufe entwickelten sich aus diesen definierten GATase Komplexen wiederum durch
Multiplikation und Diversifikation neue GATase-Komplexe mit strukturell &hnlichen

Synthase- und Glutaminase-Untereinheiten, jedoch verschiedenen Funktionen.
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Stufe 2 Stufe 1 Stufe 1 Stufe 2
Synthase . . Synthase
g : N S 5 Y
Glutaminase : : - Glutaminase
Evolution Evolution

Abbildung 69: Zweistufiges Evolutionsmodell der GATasen.

Unterschiedliche Reaktionen sind in Stufe 2 durch verschieden geformte aktive Zentren symbolisiert. Beispiele
fur strukturell &hnliche Paare von GATasen auf Stufe 2 stellen die AS und die ADICS bzw. die IMGPS und die
PLPS dar.

Die GATase Komplexe ImMGPS und AS waren demnach evolutiondr weiter voneinander
entfernt als z.B. ImGPS und PLPS. Ein Hinweis der diese Theorie stutzt, ist die Beobachtung
dass die bekannten amphibolaren Glutaminasen nur mit Synthasen des gleichen Faltungstyps
produktive Komplexe bilden kénnen (Sawula & Crawford 1972; Kane 1977; Buvinger et al.
1981; Zalkin 1993; Zwick 2007).

Fur das rationale Design von Kontaktflaichen bedeutet dies, dass es deutlich
erfolgsversprechender sein sollte, die Interaktionsspezifitaten von Glutaminasen wechselseitig
zu verandern, welche mit dem gleichen Synthasefaltungstyp interagieren. IMGPS und PLPS
bieten sich daftr insofern an, als dass von beiden Komplexen jeweils 3D-Strukturen von den
isolierten Monomeren als auch von den Komplexen vorhanden sind und damit die, mit
Homolgiemodellen verbundenen Unsicherheiten von vorne herein ausgeschlossen werden

kdnnen.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Struktur, Funktion und Evolution von
Glutaminamidotransferasen (GATasen). Vertreter dieser Enzymfamilie sind fur den Einbau
von Stickstoff innerhalb der Biosynthesewege von Nukleotiden, Aminosauren, Coenzymen
und Antibiotika verantwortlich. Bei allen GATasen wird am aktiven Zentrum einer
Glutaminase durch die Hydrolyse von Glutamin Ammoniak erzeugt, der durch einen vom
Losungsmittel abgeschirmten Kanal zum aktiven Zentrum der Synthase gelangt und mit dem
dort gebundenen Substrat zu einem oder mehreren Produkten reagiert. In der Regel wird die
Glutaminase erst durch die Bindung des Substrates an die Synthase aktiviert, wodurch die
verschwenderische Hydrolyse von Glutamin verhindert wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hauptsachlich die GATase Imidazolglycerinphosphat-
Synthase (ImGPS, 1:1 Komplex aus der Glutaminase HisH und der Synthase HisF) aus der
Histidin-Biosynthese von Thermotoga maritima charakterisiert. In einem Seitenprojekt wurde
die Anthranilat-Synthase (AS, 2:2 Komplex aus der Glutaminase TrpG und der Synthase
TrpE) aus der Tryptophan-Biosynthese von T. maritima vergleichend untersucht. HisH und
TrpG gehdren zur Klasse | der Glutaminasen, die als typisches Merkmal eine katalytische
Triade (Cys-His-Glu) besitzen, wéahrend HisF und TrpE keine strukturellen oder funktionellen

Ahnlichkeiten aufweisen.

Der Hauptteil der Arbeit beschéftigte sich mit der strukturellen Grundlage der Kopplung von
Glutaminase- und Synthaseaktivitat im HisH:HisF-Komplex. Die Bindung des HisF-
Substrates N*“-[5’phosphoribulosylformimino]-5-aminoimidazol-4-carboxamid-Ribonucleotid
(PRFAR) flhrt zur Hydrolyse von Glutamin am 25 A entfernt liegenden aktiven Zentrum von
HisH. Dort entstandener Ammoniak gelangt durch einen langen Kanal zum aktiven Zentrum
von HisF, wo er mit PRFAR zu den Produkten ImGP und 5°‘-Aminoimidazol-4-carboxamid-
Ribonucleotid (AICAR) reagiert. Als aktivierende Liganden kénnen neben dem Substrat auch
das Analogon ProFAR, ImGP und, wie sich im Laufe der Arbeit herausstellte, NAD" dienen.
Zur Identifizierung von Resten, die an der Regulation der Glutaminaseaktivitdat von HisH
beteiligt sind, wurden an der Kontaktflache der beiden Untereinheiten eine Reihe von
Aminosduren zu Alanin mutiert und die Konsequenzen der Austausche fiir die Funktion und
Struktur der ImMGPS untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass Asp98 aus HisF entscheidend zur Glutaminaseaktivitat von HisH

beitragt. Vermutlich bildet die Carboxylatseitenkette dieses Restes eine Wasser-vermittelte
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Interaktion mit His178 aus der katalytischen Triade von HisH aus und vervollstandigt auf
diese Weise das aktive Zentrum der Glutaminase. Es scheint, dass diese aktivierende
Interaktion nur in Anwesenheit eines HisF-Liganden vollstdndig ausgepragt ist.

Die Reste Tyr138 und Lys181 aus HisH flankieren die katalytische Triade und grenzen sie an
der Kontaktflache zu HisF vom Ldsungsmittel ab. Die beiden Einzelmutationen Y138A und
K181A fihrten zu gesteigerter Glutaminaseaktivitat in Anwesenheit eines HisF-Liganden wie
auch zu konstitutiver, d.h. zu Liganden-unabhangiger Glutaminhydrolyse. Die Kombination
der beiden Mutationen steigerte die konstitutive Glutaminaseaktivitat der ImGPS im
Vergleich zum wildtypischen Enzym um den Faktor 4400, wobei nur noch 5 % des gebildeten
Ammoniaks mit PRFAR abreagierten. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung zeigte die
Rontgenstruktur der Doppelmutante, dass durch das Entfernen der beiden volumindsen
Seitenketten ein Zugang zum Lo6sungsmittel entsteht, durch den naszierender Ammoniak
abdiffundieren kann (Kooperation mir Dr. Matthias Wilmanns, EMBL Hamburg). Auf der
Basis dieser Beobachtung wird ein neuartiges Modell zur Aktivierung der Glutaminase
diskutiert, das auf durch naszierenden Ammoniak verursachte Produktinhibition beruht, die
entweder durch dessen Reaktion mit PRFAR oder durch seine Diffusion ins Lésungsmittel

aufgehoben werden kann.

In friiheren Arbeiten war postuliert worden, dass der am aktiven Zentrum von HisF gelegene
flexible Loop Plal (Loopl) den Ausgangspunkt fiir die Aktivierung von HisH darstellen
konnte. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die enzymatische Aktivitat der HisF-
ALoopl Mutante untersucht und ihre Rontgenstruktur aufgeklart (Kooperation mir Dr.
Matthias Wilmanns, EMBL Hamburg). Die Ergebnisse erbrachten keine eindeutigen
Hinweise fiir die die Rolle von Loopl bei der Signaltransduktion, machen seine Beteiligung
an der Bindung von PRFAR jedoch unwahrscheinlich.

Um durch HisF-Liganden induzierte Konformationsanderungen mit aktivierender Wirkung
auf HisH zu identifizieren, mussen die Strukturen der apo- und der holo-Form der ImMGPS
verglichen werden. Bisher ist es jedoch nicht gelungen, eine Rontgenstruktur der ImGPS mit
gebundenem Synthase-Liganden aufzuklaren. Um diesbeziigliche Informationen zu erhalten,
wurden NMR-Titrationsexperimente mit isotopenmarkiertem HisF durchgefihrt. Die
Ergebnisse deuten auf weitreichende ligandinduzierte Konformationsanderungen hin, deren
funktionelle Bedeutung jedoch momentan noch unklar ist (Kooperation mit Prof. Eike
Brunner, Universitadt Regensburg und TU Dresden).
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Um die Reaktions- und Aktivierungsmechanismen verwandter Glutaminasen vergleichend zu
untersuchen, wurden TrpG-Mutanten genauer charakterisiert, die auch in Abwesenheit der
Synthase TrpE konstitutiv Glutamin hydrolysieren. Dabei wurden bereits vorhandene und neu
hergestellte Mutanten enzymkinetisch und durch Molekildynamik-Simulationen analysiert
(Kooperation mir Dr. Marco Bocola, Universitdt Regensburg). Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass die Mutationen zu Umlagerungen am aktiven Zentrum von TrpG fuhren, die eine
Aktivierung der katalytischen Triade zur Folge haben. Dies lasst vermuten, dass in HisH und
TrpG unterschiedliche Effekte zu konstitutiver Aktivitat fihren und sich wohl auch die

Aktivierungsmechanismen durch die Synthasen HisF und TrpE grundlegend unterscheiden.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die evolutive Verwandtschaft von TrpG und HisH naher
untersucht. Dem Ansatz lag die Annahme zugrunde, dass sich beide Glutaminasen aus einem
gemeinsamen Vorldaufer entwickelten, der sowohl mit HisF als auch mit TrpE produktive
Komplexe bilden konnte. Um die Plausibilitat dieser Annahme zu tberprifen, wurde versucht
die Kontaktflache von HisH auf TrpG zu (bertragen und dadurch einen stabilen TrpG:HisF
Komplex zu etablieren. Obwohl insgesamt bis zu 92 % der Kontaktflache von TrpG
ausgetauscht wurden, ergaben sich weder in vivo (yeast-two-hybrid) noch in vitro
(Gelfiltration, Fluoreszenztitration) Hinweise auf eine Interaktion mit HisF.
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10 Anhang

10.1 Glutaminseaktivitat in Abwesenheit von ProFAR

Steady-state enzymkinetische Konstanten der Glutaminase-HisH-Teilreaktion in Abwesenheit von
ProFAR

Die Messungen erfolgten bei 25 °C in 50 mM Tricine/KOH, pH 8,0 mit Hilfe des diskontinuierlichen Assays

(siehe 2.7.3.3). Die Konzentration an Glutamin betrug in allen Ansétzen 10 mM.

Die angegebenen Werte sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei Messungen.

HisH:HisF Mutante Keat [MinT* Keat [MinT*
(APAD") (NAD")
Hish-WT 0,03+£0,01 0,02 +£0,01
HisH-Y138A 1,7x0,15 09+04
HisH-K181A 1,7£0,21 1,7x0,3
HisH-Y138A-K181A 84 + 48 180 + 87
HisH-Y138A:HisF-D98A 0,1 £0,06 0,03 £0,02
HisH-Y138A-K181A:HisF-D98A 1,2+0,06

10.2 ITC von HisH mit HisF
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Die Messungen wurden am Institut fir organische Chemie, der Universitat Regensburg durchgefihrt.

Zu 1,8 ml 30 uM HisH wurde in 58 Schritten insgesamt 300 pl HisF (310 uM) titriert. Die Analyse der Daten

unter Annahme einer 1:1 Stdchiometrie (siehe 2.6.9) ergab einen Kq-Wert flr die Komplexbildung von 2 nM.
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10.3 Kalibrierung der Superdex-75 (16/60) Gelfiltrationssaule

50
Albumin
438 4
46 4 Ovalbumin &
=
= .
2 Chymotrypsin
T 44 .
42 4
Ribonuclease A ®
logMW = -0,2193 x Elutionsvolumen/ml + 7,333
40 ‘ ; .
11 12 13 14

Elutionsvolumen [ml]

Kalibrierung der Superdex S-75 Gelfiltrationssaule.

Verschiedene Proteine mit bekannten molaren Massen (siehe unten) wurden bei RT mit 50 mM KP pH 7,5,
300 mM NaCl auf die S&ule aufgetragen und mit einer Flussrate von 0,5 ml/min eluiert. Dargestellt ist die
Auftragung des Logarithmus der molaren Massen (log MW) gegen das Elutionsvolumen in ml.

Zur Kalibrierung der Gelfiltrationssaule Superdex S-75 verwendete Proteine.

Protein MW [g/mol] log MW Elutionsvolumen [ml]
Albumin 67000 4,83 11,4
Ovalbumin 43000 4,63 12,2
Chymotrypsin 25000 4,40 13,6
Ribonuklease A 13700 4,14 14,25

10.4 Syntheseversuch eines ProFAR/PRFAR Analogons

Zur Bestimmung der Glutaminaseaktivitdat des HisH:HisF Komplexes wird der PRFAR
Vorlaufer ProFAR verwendet. Dies ist nétig, da das HisF-Substrat PRFAR instabil ist und
spontan hydrolysiert. Durch die Hydrolyse wird die im PRFAR enthaltene Schiff’sche Base
unter Bildung von AICAR und weiterer nicht ndher beschriebene Produkte gespalten
(Davisson et al. 1994). Die durch ProFAR stimulierte Glutaminaseaktivitat ist jedoch

geringer, als die Gesamaktivitat des HisH:HisF Komplexes erwarten lasst. Daher wurde
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versucht, ein stabiles und méglichst PRFAR &hnliches Analogon zu synthetisieren, das auch
fur Kokristallisationsexperimente mit HisH:HisF Verwendung finden sollte.
Um die Hydrolyseanfilligkeit zu verringern, soll die entsprechende Schiff’sche Base durch

eine C=C Bindung in Form von 3deaza-PRFAR ersetzt werden.

NH, NH,
N N
PO, g O N PO, e B

OH 3 OH 8
~ N - N
PO, PO;

OH O 5 OH O o

HO  OH HO  OH

Abbildung: links: PRFAR; die Schiff’sche Base ist hervorgehoben. rechts: 3deaza-PRFAR; die neue C=C
Bindung ist hervorgehoben.

Als Ausgangssubstanz stand das kommerziell erhéltliche 3deaza-Adenosin zur Verfugung.
Dieses wurde zunachst mit Hilfe von Adenosin Kinase, GTP:AMP Phosphotransferase und
Kreatin-Kinase zu 3deaza-ATP phosphoryliert und im Anschluf3 analog zur nativen ProFAR-
Herstellung innerhalb der Histidinbiosynthese (Klem & Davisson 1993) mit PRPP weiter

umgesetzt:

3deaza-Adenosine + GTP Adenosin Kinase 3deaza-AMP + GDP

GTP:AMP Phosphotransferase

3deaza-AMP + GTP 3deaza-ADP + GDP
3deaza-ADP + Kreatin-P Kreatin Kinase 3deaza-ATP + Kreatin
3deaza-ATP + PRPP HisG 3deaza-PR-ATP
3deaza-PR-ATP 3deaza-PR-AMP

His(IE)
3deaza-PR-AMP 3deaza-ProFAR

Bei der Auswahl der ersten beiden phosphorylierenden Enzyme spielten folgende
Uberlegungen eine Rolle, um Reaktionen in einem Ansatz ablaufen lassen zu konnen: 1) Da
der Phosphorylgruppendonor fiir die ersten beiden Reaktionen im Uberschuss zugesetzt wird,
darf es sich nicht um ATP handeln. Uberschiissiges ATP wiirde sonst in der HisG Reaktion
genau wie 3deaza-ATP mit PRPP zu PR-ATP reagieren. Da GTP kein Substrat fur HisG
darstellt, aber bei Enzymen aus einigen Organismen als Phosphorylgruppendonor akzeptiert

wird, wurden die Adenosin-Kinase aus Toxoplasma gondii und die humane GTP:AMP
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Phosphotransferase fir die ersten beiden Phosphorylierungsschritte ausgewéhlt. Das Gen der
Adenosin Kinase aus T. gondii wurde von Dr. S. Ealick (Cornell University, NY, USA) in
dem Expressionsplasmid pET28a zur Verfligung gestellt (Zhang et al. 2006). Das Gen der
GTP:AMP Phosphotransferase wurde in dem Expressionsplasmid pET21a von Dr. Y. Gu
(UMDNJ-New Jersey Medical School, Newark, USA) zur Verfugung gestellt (Gu et al.
2005). Die Reinigung beider Enzyme erfolgte Uber Metall-Affinitatschromatographie nach
dem Standardprotokoll.

Der Syntheseweg wurde erfolgreich fiir Adenosin getestet (Daten nicht gezeigt). Die
einzelnen Schritte der Synthese mit 3deaza-Adenosin konnten bis zur HisG-Reaktion durch
sequenzielle Enzymzugabe und HPLC-Analyse verfolgt werden (Daten nicht gezeigt). Da die
HisE- und Hisl-Aktvitaten auf einer Polypepdidkette liegen, wurde das Produkt tiber HPLC
gereinigt und per Massenspektrometrie von Prof. Rainer Deutzmann (Biochemie |,
Universtitdt Regensburg) analysiert. Es ergab sich eine Masse von 559 Dalton fur das
gereinigte Produkt, die der berechneten Massen von 3deaza-PR-AMP mit 560 Da entspricht.
Die berechnete Masse von 3deaza-ProFAR betragt dagegen 576 Da. Dies bedeutet dass die
Hisl Reaktion, also die Ring6ffnung von 3deza-PR-AMP zu 3deaza-ProFAR nicht stattfindet.
Die Rontgenstruktur von Hisl mit einem modelliertem putativen Ubergangszustand von PR-
AMP (Sivaraman et al. 2005) liefert keinen Hinweis darauf, dass die Bindung des 3deaza-
Substrats verschlechtert sein konnte, da zwischen dem entsprechenden Stickstoffatom und
dem aktiven Zentrum des Enzyms keine Wechselwirkung stattfindet. Sehr wahrscheinlich
findet die Reaktion wegen den verdnderten chemischen Eigenschaften des 3deaza-Purin
Gerists im Vergleich zum unmodifizierten Heterocyclus nicht mehr statt. Weitere Versuche
bei hohen Temperarturen (70 °C) mit S. solfataricus Hisl bei neutralem oder saurem pH
(pH 3) fulhrten ebenfalls nicht zur Offnung des 3deaza-Purinrings.

Da die enzymatische Herstellung von 3deaza-PRFAR offensichtlich nicht mdglich ist, sollte

in Zukunft ein organisch chemischer Syntheseversuch unternommen werden.
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