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1. Einleitung

Acetylphosphat ist ein wichtiges energiereiches Stoffwechselintermediat, das jedoch selten
durch Substratphosphorylierung entsteht und als Cosubstrat fir die Synthese von ATP zur
Energiekonservierung dient. Zu den Enzymen, die die Bildung von Acetylphosphat
katalysieren, gehdren die Phosphotransacetylase (Stadtman, 1955), die Phosphoketolase
(Merkler und Retey, 1981) und die Pyruvat-Oxidase (Muller und Schulz, 1993).
Acetylphosphat ist jedoch auch das Produkt der Reduktion der proteinogenen Aminosaure
Glycin in einer Stickland-Reaktion, in der die Synthese von Acetylphosphat as letzter
Energie konservierender Schritt durch das Protein C der Glycin-Reduktase katalysiert wird
(Arkowitz und Abeles, 1989; Schréder und Andreesen, 1992; Stadtman, 1989). Analog zur
Coenzym A abhangigen Katalyse der Phosphotransacetylase erfolgt hier die Bildung von
Acetylphosphat aus einem an Protein C gebundenen Acetylthioester und frelem Phosphat
(Arkowitz und Abeles, 1991).

Zu den Organismen, die diesen Weg der Bildung von Acetylphosphat einschlagen, zdhlen u.
a. Eubacterium acidaminophilum, Clostridium purinolyticum, C. litorale, C. sticklandii, T.
creatinophila, Peptostreptococcus micros und P. magnus (Andreesen, 1994; Andreesen,
1994; Andreesen et al., 1989; Arkowitz und Abeles, 1989; Durre und Andreesen, 1982; Dirre
und Andreesen, 1983; Harms et al., 1998; Schréder und Andreesen, 1992; Stadtman, 1989).

E. acidaminophilum, ein grampositives, obligat anaerobes Bakterium (Zindel et al., 1988),
gehdrt zu den am besten untersuchten Organismen mit einer Stickland-Reaktion, die sowohl
Glycin als auch die beiden Glycin-Derivate Betain und Sarkosin reduzieren kann (Andreesen,
1994). In einer Stickland-Reaktion werden zwei Aminosduren fermentiert, eine wird als
Elektronendonator oxidiert und die andere al's Elektronenakzeptor reduziert.

E. acidaminophilum ist in der Lage, Glycin as alleinige Kohlenstoffquelle sowohl zu
reduzieren als auch zu oxidieren. Die Oxidation von Glycin verlduft Uber die Glycin-
Decarboxylase, Methylen-Tetrahydrofolat-Dehydrogenase, N5,10-Methenyl-tetrahydrofol at-
Cyclohydrolase, N10-Formyl-Tretrahydrofolat-Synthetase und die Formiat-Dehydrogenase
(Freudenberg und Andreesen, 1989; Freudenberg et al., 1989) zu Kohlendioxid und
NAD(P)H+H", dessen Redoxaquivalente anschlieRend (ber Thioredoxin-Reduktase und
Thioredoxin der Reduktion von Glycin zugefiihrt werden (Dietrichs et al., 1991). Die beiden
methylierten Glycin-Derivate Sarkosin und Betain werden von E. acidaminophilum nur als
Elektronenakzeptoren genutzt und zu Methylamin bzw. Trimethylamin und Acetylphosphat
reduziert (Hormann und Andreesen, 1989). Dafir ndtige Redoxaquivalente werden z. B.
durch NADPH+H" aus der Oxidation von Formiat durch die Formiat-Dehydrogenase iiber das
Thioredoxin-System bereitgestellt (Granderath, 1993; Zindel et al., 1988).

Die Glycin-, Betain- und Sarkosin-Reduktase bestehen aus drei Proteinkomplexen A, B und
C. Protein A und jeweils eine Untereinheit des Substrat-spezifischen Proteins B, PBaiycin,
PBgetain UNd PBsarkosin, €nthalten Selen in Form von Selenocystein (Cone et al., 1976; Wagner
et al.,, 1999). Das Glycin-spezifische Selenoprotein PBgiycin Und das Sarkosin-spezifische
Selenoprotein PBsykosin bestehen jeweils aus drei Untereinheiten mit Molekilmassen von 47
kDa, 25 kDa und 22 kDa, wahrend das Betain-spezifische PBBetain nur aus zwei
Untereinheiten der GrofRen 48 kDa und 45 kDa besteht. Erstaunlicherweise liegen diesen
Untereinheiten in alen Falen zwei Genprodukte zugrunde (Abb. 1). Die 47 kDa
Untereinheiten der Glycin- und Sarkosin-spezifischen und die 45 kDa-Untereinheit des
Betain-spezifischen Selenoproteins B, die GrdB, GrdF und GrdH genannt werden (Abb. 1),
enthalten das Selenocystein (U) in der mutmaldlich redoxaktiven Sequenz UXXCXXC
(Sonntag, 1998; Wagner et al., 1999). Fur die 25 kDa-Untereinheiten und 22 kDa
Untereinheiten des Protein B der Glycin- und Sarkosin-Reduktase wurde nach Vergleich von
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Peptid-Sequenzen der 25 kDa- und 22 kDa-Untereinheiten mit den Aminosauresequenzen der
Genprodukte von grdE und grdG eine Entstehung durch autoproteol ytische Cysteinolyse der
Proproteine GrdE (PBgiycin) und GrdG (PBsakesin) (Wagner et al., 1999) postuliert. In vitro
wurde diese Spaltung am rekombinanten Proprotein GrdE der Glycin-Reduktase aus C.
sticklandii nach heterologer Expression in Escherichia coli nachgewiesen (Bednarski, 1999).
PBgeqin besteht lediglich aus der selenocysteinhaltigen 45 kDa-Untereinheit GrdH und einer
48 kDa-Untereinheit Grdl (Meyer et al., 1995), die nicht Produkte einer Spaltung sind. Dies
koénnte mit der moglichen unterschiedlichen Art der Substratbindung im Fall von Betain als
quartére Ammoniumverbindung zusammenhadngen, die Uber ionische Wechselwirkung
erfolgen konnte (Meyer et al., 1995).

Das universelle Selenoprotein A der Reduktasen aus E. acidaminophilum besitzt en
Molekulargewicht von 17 kDa (LUbbers und Andreesen, 1993) und enthdlt wie die
Selenoproteine B Selen in Form von Selenocystein (Cone et al., 1976) in der redoxaktiven
Konsensus-Sequenz CX XU (LUbbers und Andreesen, 1993).

Protein C (Abb. 1) der Glycin-, Betain-und Sarkosin-Reduktasen besteht aus zwei
Untereinheiten GrdC mit einer apparenten Molekilmasse von 57 kDa und GrdD mit der von
48 kDa (Schréder und Andreesen, 1992).

Die Gene aler Untereinheiten der Substrat-spezifischen Selenoproteine B der Glycin-,
Sarkosin-und Betain-Reduktasen und des Selenoproteins A aus E. acidaminophilum wurden
kloniert und liegen in mehreren Gensétzen angeordnet chromosomal lokalisiert vor (LUbbers,
1993; Lubbers und Andreesen, 1993; Wagner et al., 1999).

Im folgenden wird der postulierte Mechanismus der Reduktion von Glycin, Betain und
Sarkosin dargestellt:

Die Substrate werden durch die spezifischen Selenoproteine B gebunden, wobei die Bindung
von Glycin und Sarkosin a's Schiffsche Base kovalent an einer Carbonylfunktion der 47 kDa-
Untereinheiten erfolgt, wahrend Betain as quartdre Ammoniumverbindung Uber ionische
Wechselwirkungen an die 45 kDa-Untereinheit gebunden sein sollte. Die Rolle der anderen
Untereinheiten ist unklar. In Betain verursacht das quartandre Ammoniumion bereits die
Polarisierung der C-N-Bindung. In allen drei Substraten (Glycin, Sarkosin und Betain) sollte
die C-N-Bindung nach Aktivierung so polarisiert vorliegen, dal3 ein nucleophiler Angriff des
Selenol-Anions zum Carboxymethyl sel enoether fihrt.

Im n&chsten Schritt erfolgt ein Angriff der Selenol-Gruppe des Selenocysteins an das a-C-
Atom der polarisieten C-N-Bindung, so dal en Proten B gebundener
Carboxymethylselenoether (Abb. 1) unter spaterer z. T. hydrolytischen Freisetzung von
Ammoniak, Methylamin bzw. Trimethylamin gebildet wird. Urspringlich wurde dieser
Schritt der ersten Selenoether-Bildung erst fiir die Ubertragung auf Selenoprotein A postuliert
(Andreesen, 1994; Arkowitz und Abeles, 1990; Garcia und Stadtman, 1991), jedoch ist nach
dem Nachweis von Selenocystein in den 47 kDa-Untereinheiten und der 45 kDa-Untereinheit
(Sonntag, 1998; Wagner et al., 1999) die Carboxymethylselenoether-Bildung an den
Selenoproteinen B sehr wahrscheinlich, zumal eine kovalente Bindung der radioaktiv
markierten Substrate Glycin bzw. Sarkosin nach Borhydrid-Behandlung an die
entsprechenden Proteine B gezeigt werden konnte (Harms et al., 1998; Meyer et al., 1995).

Im néchsten Schritt erfolgt eine Umetherung des Carboxymethyl-Rests von Selenoprotein B
auf Selenoprotein A (Arkowitz und Abeles, 1990; Garcia und Stadtman, 1991), das als
Ubertrager des Carboxymethyl-Rests nach Protein C fungiert. Das nach dieser Redoxreaktion
an Selenoprotein A vorliegende Selenid-Sulfid wird in der internen Stickland-Reaktion Gber
die Redoxaguivalente von NADPH+H® der Oxidation Uber das Thioredoxin-System
(Dietrichs et al., 1990) zur Selenol/Thiol-Gruppe reduziert, so dal3 es wieder fUr eine erneute
Carboxymethylsel enoether-Bindung zur Verfiigung steht (Abb. 1).
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Der Carboxymethylselenoether an Selenoprotein A ist das Substrat der Katalyse von Protein
C, bel der Uber einen Protein C gebundenen Acetylthioester und freiem Phosphat
Acetylphosphat entsteht (Abb. 1).

Das Protein C der Glycin-, Sarkosin-und Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum war
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Acetylphosphat wurde as Endprodukt der Reaktion von
carboxymethylierten Selenoprotein A, Protein C und frelem Phosphat nachgewiesen
(Arkowitz und Abeles, 1989; Schrader und Andreesen, 1992; Stadtman, 1989).

Die Hypothese, nach der vor Bildung von Acetylphosphat die Umwandlung des
Carboxymethylselenoether gebunden an Selenoprotein A in einen Acetylthioester an Protein
C efolgt, wurde nach der Isolierung und Charakteriserung eines Acetyl-Protein C-
Intermediats (Arkowitz und Abeles, 1991) aufgestellt.

Neben der Bildung von Acetylphosphat katalysiert Protein C aber auch in der rtcklaufigen
Reaktion, die arsenatabhdngige Hydrolyse von Acetylphosphat, unter eventueller Bildung
eines Acetylthioesters an Protein C zu Acetat, Phosphat und Arsenat. Aus dieser
unphysiologischen Riickreaktion wurde ein Enzymtest etabliert, Gber den die Enzymaktivitét
von Protein C aus den Organismen C. sticklandii (Stadtman, 1989), E. acidaminophilum
(Schréader und Andreesen, 1992) und T. creatinophila (Harms et al., 1998) bestimmt und die
Proteine gereinigt wurden. Durch Inkubation mit dem thiolspezifischen Reagenz Jodacetat
wird Protein C irreversibel inaktiviert (Stadtman, 1989; Stadtman und Davis, 1991). Die
Inaktivierung blieb aus, wenn vor der Inkubation mit Jodacetat das unphysiologische Substrat
Acetylphosphat zugegeben wurde. Moglicherweise schiitzte die Acetylthioesterbildung an
einer katalytisch essentiellen Thiol-Gruppe Protein C vor einer irreversiblen Inaktivierung
durch Carboxymethylierung (Stadtman und Davis, 1991). Diese Enzymaktivitét von Protein C
ist Mg?*-abhangig und wird durch Zugabe reduzierender Agenzien stimuliert (Harms et al.,
1998; Schrader und Andreesen, 1992; Stadtman, 1989). Acetylphosphat wirkt als
Substratinhibitor auf die Enzymaktivitat (Harms et al., 1998; Schrader und Andreesen, 1992).
Das Protein C aler drei Organismen besteht aus zwei verschiedenen Untereinheiten. Bei der
Bestimmung der nativen Molekilmasse im Bereich von 45 bis 400 kDa zeigte sich en
ausgepragtes Assoziations-Dissoziationsverhalten dieses Proteinkomplexes (Harms et al.,
1998; Schrader und Andreesen, 1992; Stadtman, 1989).

An welchem Cystein-Rest der beiden Untereinheiten von Protein C die Bildung des
Acetylthioesters stattfindet, wurde nicht geklart.

Nach der Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum wurde postuliert, dal3 an der 48
kDa-Untereinheit die Bildung des Acetylthioesters und die Freisetzung von Acetylphosphat
erfolgt, denn die Untereinheit wurde von der 57 kDa-Untereinheit partiell getrennt gereinigt
und war in der Lage, die arsenatabhangige Hydrolyse von Acetylphosphat zu katalysieren
(Schréder und Andreesen, 1992). Welche Thiol-Gruppe in der 48 kDa-Untereinheit fir die
Acetylthioesterbildung in Frage kam, war noch ungeklart, da beide Kopien des Gens der
48 kDa-Untereinheit grdD1 und grdD2 in E. acidaminophilum noch unvollstandig kloniert
stromabwarts der beiden Gene grdC1 und grdC2 vorlagen (L Ubbers, 1993) und daher die Zahl
der Cystein-Reste von GrdD noch unklar war.

Der Transfer des Carboxymethyl-Rests von Selenoprotein A nach GrdD war noch vollig
unverstanden. Da es durch die Charakterisierung des Acetyl-Enzym-Intermediats Hinweise
auf eine Acetylthioesterbildung an Protein C gab (Arkowitz und Abeles, 1991), mufdte es zu
einer reduktiven Spaltung des an Selenoprotein A gebundenen Carboxymethylselenoethers
unter Freisetzung von H,O kommen. Dies wére bel einem madglichen nucleophilen Angriff
einer reaktiven Thiol-Gruppe an den Carbonyl-Kohlenstoff und einer priméaren
Acetylthioesterbildung an GrdC unter Freisetzung von H,O der Fall. Der Acetyl-Rest kdnnte
durch eine anschlief3ende Transacetylierung auf GrdD Ubertragen werden, an dem dann die
Bildung und Freisetzung von Acetylphosphat erfolgt. Die 57 kDa-Untereinheit konntein
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Selenoprotein B Selenoprotein A Protein C
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Sarcosin - — GrdF — GrdF-Carboxymethyl- — GrdA{ —»GrdQ—Acetyl —>\ Acetyl~P
GrdG selenoether Se-CH,-COOH GrdD

an l

Betain —» GrdH — GrdH-Carboxymethyl-
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Abb. 1 Schematische Dar stellung der Reduktion von Glycin, Sarkosin und Betain, katalysiert durch die
Proteine der Glycin-, Sarkosin- und Betain-Reduktase in E. acidaminophilum. Dargestellt ist der
Carboxymethylselenoether an den Untereinheiten GrdB, GrdF und GrdH der Substrat-spezifischen Proteine B
der Reduktase-Komplexe. Anschlieffend erfolgt die Umetherung auf Selenoprotein A. Der Carboxymethyl-Rest
wird nach Protein C transferiert, wo ein energiereiches Acetyl-Protein C-Intermediat an den Untereinheiten
sowie oxidiertes Selenoprotein A gebildet wird. Der an Protein C gebundenene Acetylthioester wird als
Acetylphosphat freigesetzt. Das Selenid-Sulfid an Selenoprotein A wird zu einem Selenol-Thiol durch
Redoxaguivalente aus dem Thioredoxin-System tberfihrt. GrdB: selenocysteinhaltige 47 kDa-Untereinheit von
Selenoprotein Bgyygn, GrdE: Proprotein der 25- und 22 kDa-Untereinheiten von Selenoprotein Bgygn, GrdF:
selenocysteinhaltige 47 kDa-Untereinheit von Selenoprotein Beykesn, GrdG: Proprotein der 25- und 22 kDa-
Untereinheiten von Selenoprotein Beyyosn, GrdH: selenocysteinhaltige 45 kDa-Untereinheit von Selenoprotein
Bgetan, Grdl: 48 kDa-Untereinheit von Selenoprotein Bgggin, GrdA: Selenoprotein A, GrdC: 57 kDa-Untereinheit
von Protein C, GrdD: 48 kDa-Untereinheit von Protein C, Trx: Thioredoxin

bisher durchgefiihrten Untersuchungen nur unter denaturierenden Bedingungen von der
48 kDa-Untereinheit abgetrennt werden (Harms, 1995), daher ist ihre Rolle noch vdllig
unklar. Bei der Uberfiihrung des Carboxymethyl-Rests von Selenoprotein A in einen
Acetylthioester an Protein C wurde die Entstehung eines reaktiven Keten-Intermediats
postuliert, welches durch eine von Protein C gebildete hydrophobe Tasche vor eéinem Angriff
durch H,O geschiitzt und anschliefiend as Acetylthioester an Protein C gebunden wird
(Buckel, 1990).

Die Aminosauresequenz der 57 kDa-Untereinheit GrdC enthélt sechs Cystein-Reste, an deren
Thiol-Gruppen eine solche Acetylthioesterbildung erfolgen konnte (LUbbers, 1993). Die
Aminosauresequenzen wurden aus den Kopien des Gens der 57 kDa-Untereinheit grdC1 und
grdC2 abgeleitet und sind zu 99 % identisch (Lubbers, 1993). grdC1 wurde mit dem Gensatz
| der Glycin-Reduktase kloniert und befand sich stromabwaérts von grdAl, einer Kopie des
Gens von Selenoprotein A. Im Gensatz |l der Glycin-Reduktase stromabwarts von trxA2,
einer Kopie des Gens des Thioredoxins, lag eine zweite Kopie grdC2 (Lubbers, 1993;
L Ubbers und Andreesen, 1993).

Am Transfer des Carboxymethyl-Rests nach Protein C, kénnte Zn** as Cofaktor beteiligt
sein. Eine Beteiligung von Zn*", das bei der Aktivierung des Substrats fiir einen nucleophilen
Angriff eine wesentliche Rolle spidlt, ist in Enzymen, die den Transfer von Methyl-Resten aus
Methanol und Isoprenoid-Gruppen auf Thiol-Gruppen katalysieren, gezeigt worden
(Matthews und Goulding, 1997).
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Eine Zidstellung dieser Arbeit war die Identifikation der katalytischen Thiol-Gruppe der
Untereinheit GrdD, an der die Freisetzung von Acetylphosphat stattfinden sollte, durch
gerichtete Mutagenese bzw. Markierung der Cystein-Reste. Dazu muféte die vollstandige
Sequenz von grdD bekannt sein. Dies war die Voraussetzung fir eine getrennte
Charakterisierung der beiden Untereinheiten GrdC und GrdD nach heterologer Expression in
E. coli.

Eine Trennung beider Untereinheiten war ebenso Vorbedingung, um erste Untersuchungen
zum Zn**-Gehalt in GrdC durchzufiihren, as Hinweis auf die Beteiligung von Zn?* an der
Katayse von Protein C. Die erste vollstandig vorliegende Aminosduresequenz beider
Untereinheiten von Protein C ermdglichte weiterhin einen Vergleich mit homologen
Proteinen aus anderen Organismen und mit anderen Proteinklassen, um Hinweise auf
konservierte Aminosaurereste und Domanen zu erhalten.
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2. Material und Methoden

2.1. Organismen und Vektoren

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstimme sind in Tab. 1 aufgefiihrt, die
benutzten Vektoren und hergestellten Hybridplasmide wurden in Tab. 2 zusammengefaft.

Tab. 1: Ubersicht liber verwendete Bakterienstdmme

Bakterienstamm Genotyp bzw. Phéanotyp Referenz
Eubacterium acidaminophilum |Wildtyp (Zindel et al., 1988)
DSM 3953
Clostridium litorale Wildtyp (Fendrich et al.,
DSM 5388 1990)
Escherichia coli recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdRI7,Stratagene,
XL 2-Blue supE44, lac [F proAB lac®ZM15, Tnl0|Heidelberg

(Tet'), Amy, Cam']
Escherichia coli (mcrA)183, )(mrcCB-hsdSMR-mrr) 173,|Stratagene,
XL 1-blue MRF® supE44, thi-1, recAl, recAl, gyrA96,|Heidelberg

relAl, lac[F"  proAB, lac®Z.MI5,

Tnl0(Tet")]

Escherichia coli M15 [pREP4]

3 T = - = mp—

nal’, st tif°, lac, ara’, gal’, mtl, F,
+ +

recA’, uvr

QIAGEN, Hilden

Escherichia coli BI21DE3

F~, dem, ompT, hsdS(rB- mB~) gal (DE3)

Stratagene,
Heidelberg

Tab. 2 Ubersicht iiber Vektoren und Hybridplasmide

Vektor bzw. Ausgangsplasmid, Fragment, Gen (Mutation) | Referenz
Hybridplasmid
PUCI18 Amp', lacPoz'* (Yanisch-Perron et al., 1985)
PASK-IBA3 Amp', IBA, Goéttingen
PASK-IBAS Amp', IBA, Goéttingen
PQE-30 Amp' QIAGEN, Hilden
PMLI10 PUCI18::2,8 kb Pstl-Fragment (Liibbers, 1993)
PMLI1 PUCI18::3 kb PstI-Fragment (Liibbers, 1993)
PMK374 PUCI18::4,1 kb Mbol-Fragment diese Arbeit
PMK4641 PUCI18::3,2 kb Mbol-Fragment diese Arbeit
PMKD30 PQE30::1,1 kb BamHI/Kpnl-Fragment grdD | diese Arbeit
PMKD5 PASK-IBAS::1,1 kb Bsal-Fragment grdD | diese Arbeit
PMKCS5 PASK-IBAS::1,5 kb Bsal-Fragment  grdC | diese Arbeit
(CCAy—CGAy)
PMKO98S PASK-IBAS::1,1 kb Bsal-Fragment  grdD | diese Arbeit
(TGCr94—AGC194)
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PMK359A PASK-IBAS::1,1 kb Bsal-Fragment  grdD | diese Arbeit
(TGC1977—=GCA 977)
PMKC3 PASK-IBA3::1,5 kb Bsal-Fragment grdC | diese Arbeit

2.2. Kultivierung und L agerung von Escherichia coli

Alle waBlrigen Losungen und Gerédte zur Kultivierung von Escherichia coli und zum Arbeiten
an der Steril-Box wurden 25 min bei 121 °C autoklaviert bzw. mit Rotisol gespiilt und
anschliefend abgeflammt.
Antibiotika und andere Medienzusitze, die laut (Sambrook et al., 1989) nicht autoklavierbar
waren, wurden steril filtriert und wurden den Medien nach Abkiihlen unter 50 °C hinzugefiigt.

2.2.1. Vollmedium fir die Anzucht von E. coli-Stammen

LB-Medium (Sambrook et al., 1989):

Peptone von Casein 10g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 10g
H,O 11
LB-Agar LB-Medium
Agar 15 g/l
Néhrbouillon I (Immumpréiparate Berlin):
25 g/l
Néhragar I (Immumpréparate Berlin)
36,5 g/l
Tab. 3 Medienzusitze
Medienzusatz Stammlosung ' Konzentration im
Medium
Ampicillin 125 mg/ml in dest. H,0 125 png/ml
Tetrazyklin 25 mg/ml in 70 % Ethanol 12,5 pg/ml
X-Gal 2 % (w/v) in DMF 48 pg/ml
IPTG 0,l MIPTG 40 pg/ml

'Die Stammldsungen der Medienzusétze wurden bei -20°C gelagert.

2.2.2. Zdllanzucht

Die Anzucht von E. coli erfolgte bei 30 °C bzw. 37 °C unter Schiitteln mit 100 bis 125 Upm
auf einem Rundschiittler (Typ KS 500, Fa. Janke & Kunkel) bzw. auf einem Rundschiittler
(Typ HS 500, Fa. Janke & Kunkel) in LB-Medium mit den entsprechenden Zusétzen. E. coli-
Klone wurden in LB-Medium unter Zusatz von 20 % Glyzerol bei -80 °C eingefroren und

gelagert. Néhragarplatten mit Kolonien wurden bei 4°C aufbewabhrt.




Materialund Methoden 8

2.2.3. Messung des Bakterienwachstums

Die optische Dichte einer Bakterienkultur wurde in Glaskiivetten am Spektralphotometer
(Spekoll 11, Fa. Zeiss, Jena) gemessen. Beim Uberschreiten einer ODggg/550 von 0,5 wurden
die Proben mit entsprechendem Nahrmedium verdiinnt.

2.3. Arbaten mit Nukleinsauren

Alle Arbeiten mit Nukleinsduren wurden mit sterilen Losungen und Gefaflen durchgefiihrt.

2.3.1. Isolierung von Nukleinsauren

2.3.1.1. Isolierung von Gesamt-DNA aus E. acidaminophilum bzw. C. litorale

Fiir die Isolierung von Gesamt-DNA (Saito und Miura, 1963) aus E. acidaminophilum und C.
litorale wurden bei -20 °C gelagerte Zellen (3 g) verwendet. Die Zellen wurden in 4 ml
Saline-EDTA-Lo6sung (0,15 M NaCl, 0,1 mM Na,EDTA, pH 8,0) suspendiert, mit 6 mg
Lysozym versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde bei -20 °C eingefroren
und mit 25 ml Tris-SDS-Puffer (0,1 M Tris/HCI, 0,1 M NaCl, 1 % SDS, pH 9,0) versetzt. Es
erfolgte ein mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der Suspension (bis zu 6 x) bis zur
vollstdndigen Zell-Lyse. Je 15 ml der Suspension wurden mit 1 Vol. Phenol (Tris-gesattigt,
pH 8,0, Fa. Roth, Karlsruhe) versetzt und vorsichtig gemischt. Nach 30 min Inkubation auf
Eis (unter gelegentlichem Schiitteln) erfolgte eine Zentrifugation (5 min, 4000 Upm, 4°C) zur
groben Phasentrennung. Die Oberphase wurde abgenommen und erneut zentrifugiert (10 min,
15 000 Upm, 4°C), der resultierende Uberstand mit 2,5 Vol. 96 % Ethanol (4 °C) versetzt und
iiber Nacht bei -20 °C inkubiert. Das durch Zentrifugation (15 min, 15 000 Upm, 4 °C)
entstandene Nukleinsdure-Pellet wurde in 25 ml 0,1 x SSC gelost, anschlieBend mit 2,5 ml 1 x
SSC (150 mM NacCl, 15 mM Na-Citrat, pH 7,0) sowie 50 ul RNaseA (10 mg/ml) versetzt und
der Ansatz 1 h bei 37 °C inkubiert. Die RNaseA wurde durch Phenolextraktion (Zusatz von 1
Vol. Phenol) entfernt, dabei der Uberstand nach Zentrifugation (10 min, 15 000 Upm, 4 °C)
mit 2,5 Vol. 96 % Ethanol versetzt und bei -20 °C inkubiert. Das durch Zentrifugation
(10 min, 15 000 Upm, 4 °C) entstandene Pellet wurde nacheinander mit eiskalter 70, 80 und
90%iger wilriger Ethanol-Losung gewaschen und nach dem Trocknen in 20 ml 0,1 x SSC
aufgenommen. Zur weiteren Abtrennung von RNA erfolgte unter Zusatz von 2,2 ml Acetat-
EDTA-Losung eine Féllung mit 0,7 Vol. Isopropanol mit anschlieBender Zentrifugation
(30 min, 15 000 Upm, 20 °C). Das DNA-Pellet wurde erneut mit 70, 80 und 90 %iger
Ethanol-Losung gewaschen und in 10 ml 0,1 x SSC gelost. Die Qualitidt der DNA-Priparation
wurde durch Spalten mit Restriktionsendonukleasen tiberpriift.

2.3.1.2. Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli
2.3.1.2.1. Mini- und Midipr&par ations-M ethoden von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Phenol/Chloroform-Methode

Zur Isolierung rekombinanter Plasmiden aus E. coli-Kulturen von 3 bis 5 ml wurde die
Methode nach (Birnboim und Doly, 1979) angewendet.

Plasmidisolation unter Verwendung des QI Aprep Spin Plasmid Kits (QIAGEN, Hilden)
Zur Gewinnung von qualitativ hochwertiger E. coli-DNA fiir Sequenzierungen wurden 5 ml
einer Ubernachtkultur entsprechend den Anweisungen des Herstellers pripariert.
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2.3.1.2.2. Préapar ative Plasmid-I solation aus E. coli

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung wurde einmal der QIAprep Spin
Plasmid Kit (QIAGEN, Hilden) bzw. der Plasmid Mini Prep-Kit angewendet und die DNA
laut Anleitung des Herstellers prépariert.

2.4. Standar dtechniken fur das Arbeiten mit Nukleinsuren
2.4.1. Auftrennung und Dokumentation von Nukleinsduren

Auftrennung von Nukleinsauren
Die Auftrennung von DNA erfolgte nach (Sambrook ef al., 1989) in 1 %igen Agarosegelen.

Dokumentation
Zur Dokumentation von Gelen standen einmal ein Videosystem (Image-Master®, Fa.

Pharmacia Biotech Europe GmBH, Freiburg) sowie ein Video-System (ImageMasterD,
Pharmacia, Freiburg) zur Verfiigung.

2.4.2.Grolenbestimmung von Nukleinsduren

Die anndhernde Lénge von DNA konnte durch direktem Vergleich mit elektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Markern definierter Fragmentlange (Marker) bestimmt werden.

Eingesetzte DNA-Marker :

MPstl: 14,055/11,497/5,077/4,749/4,503/2,838/2,459/2,443/2,140/1,986/1,7/1,159/0,805/
0,514 kb

DNA-Léangenstandards VII, Digoxigenin-markiert (Boehringer Mannheim):
8,0/7,1/6,0/4,8/3,5/2,7/1,9/1,85/1,5/1,4/1,15/1,0/0,68/

0,49/0,37 kb

2.4.3. Konzentrationsbestimmung von DNA

Das Abschitzen von DNA-Konzentrationen erfolgte im Vergleich zu DNA definierter
Konzentration (A-DNA, pUC18, M15) im Agarosegel.

2.4.4. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten fiir die Klonierung wurden sie im Agarosegel
aufgetrennt und herausgeschnitten. Die Fragmente wurden anschlieend unter Verwendung
des QIAEX II Gelextraktion Kit bzw. (QIAGEN, Hilden) nach Herstelleranleitung aus dem
Gel gereinigt.
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2.4.5. Reinigung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden zur Abtrennung von Template und Primer mittels QIAquick PCR
Purification Kits (QIAGEN, Hilden) nach Herstellervorschrift gereinigt. Am Ende der
Saulenreinigung wurde das PCR-Produkt mittels 50 pl dest. H,O bzw. EB-Puffer eluiert.

2.4.6. Spaltung, Dephosphorylierung und Ligation von DNA

DNA-Spaltung durch Restriktionsenzyme

Die Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsenzymen (Fa. MBI Fermentas, ST. Leon-Rot,
Biolabs) in 20 bis 300 pl Reaktionsansdtzen (Sambrook et al., 1989) und wurden den
jeweiligen Versuchsbedingungen angepalit. Die Spaltungen erfolgten in einem Zeitraum von
2 h bis zu 16 h iiber Nacht. Die Reaktionsansitze wurden mittels Phenol/Chloroform-Fillung
bzw. durch Zugabe von 5x Stopplosung inaktiviert.

Dephosphorylierung

Zur Vermeidung von Selbstligation wurde gespaltene Plasmid-DNA mittels 1 U alkalischer
Phosphatase aus Kélberdarm (CIAP, Fa. MBI Fermentas, ST. Leon-Rot) in einem
Reaktionsvolumen von 70 ul 1x CIAP-Puffer dephosphoryliert.

Ligation

Die Ligation zwischen DNA-Fragmenten und gespaltener Vektor-DNA erfolgte mittels 1U
Ligase (Fa. Boehringer Mannheim) im Standardansatz (Sambrook et al, 1989). Der
Ligationsansatz wurde mindestens 12 h bei 15 °C inkubiert.

Zur Vorbereitung der Transformation durch Elektroporation (2.4.8.2.) wurde der Ansatz
mittels 30 miniitiger Mikrodialyse (0,025 um-Filter, Millipore, Eschborn) gegen 10 %iges
Glyzerol bzw. dest. H,O gereinigt.

2.4.7. Phenolextraktion und Fallung von Nukleinsduren

Um DNA in wélriger Losung von Proteinen zu reinigen wurde die Losung 1:1 mit Tris
gesdttigtem  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (25:24:1) versetzt, geschiittelt und
anschlieBend bei 2 min. 12000 bis 15000 Upm zentrifugiert.

Zur weiteren Reinigung wurde die Losung mit 0,1 Vol. Na Acetat und 2,5 Vol. absolutem
Ethanol (-20°C, 60 min,-80°C 20 min) bzw. mit 0,7 bis 1 Vol. Isopropanol (bei
Raumtemperatur) gefallt, bei 4°C 15 min. zentrifugiert und das Pellet 5 min mit 70% igem
Ethanol (-20°C) durch Zentrifugation (12000 bis 15000 Upm, 4°C) gewaschen.

Féllung und Reinigung von DNA bei Raumtemperatur sind in den jeweiligen Methoden
angegeben.

2.4.8. Ubertragung von DNA in Escherichia coli
2.4.8.1. Transformation mittels CaCl,-Methode

Die Transformation in E. coli M15 (pREP4) fiir die Expression von His-tag-Proteinen erfolgte
nach einer Vorschrift der Fa. QIAGEN (Qiagen, 1992).
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Die Transformation Plasmid-DNA in die Klonierungsstimme E. coli XL2Blue, E. coli
XL1Blue MRF" oder in E. coli BI2IDE3 zur Expression von Strep-tag-Proteinen erfolgte
mittels Elektroporation nach (Dower ef al., 1988).

Herstellung kompetenter Zellen

200 ml LB-Kultur (12,5 pg/ml Tetrazyklin) wurden 1 %ig mit einer Ubernacht-Vorkultur
beimpft und anschlieBend bei 37°C unter Schiitteln bis zu einer ODg 0,5-0,8 kultiviert. Nach
Abkiihlen auf Eis (15 min) wurden die Zellen geerntet (5000 Upm, Fa. Sorvall, 4°C). Nach
zweimaligem Waschen und Resuspendieren der Zellen mit 200 ml eiskaltem dest. H,O, folgte
einmal Waschen und Resuspendieren der Zellen in 30 ml 10 %igem Glyzerol (Zentrifugation,
15000 Upm, Fa. Sorvall, 4°C). Die Zellen wurden anschlieBend in 0,4 ml 10%igem Glyzerol
resuspendiert und in vorgekiihlte Eppendorf-Gefdlle zur Lagerung bei -80 °C als 40 pl-
Aliquots iiberfiihrt.

Elektroporation (Dower et al., 1988)

Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene Pulser der Fa. Biorad (Miinchen).

Ein Aliquot elektrokompetenter Zellen wurde auf Eis aufgetaut und in einer vorgekiihlten
Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand, Fa.) mit 2-10 pul DNA vermischt. Nach
Entfernung der Feuchtigkeit von der Kiivetten-AuBBenseite erfolgte der Impuls bei 25 pF, 2,5
kV und 200 Q, wodurch eine Feldstirke von 12,5 kV/cm und Zeitkonstanten von 3,5-4,5 ms
erreicht wurden. Nach dem Impuls wurde 1 ml LB-Medium auf den Elektroporationsansatz
gegeben und dieser 45 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte das Ausplattieren von 200 pl
Ansatz auf eine Nihragarplatte (2.2.1).

2.4.8.2. Selektion rekombinanter Klone

Transformanten wurden auf LB-Selektionsagar (s. 2.2.2.) mit IPTG und X-gal unter Zusatz
von Ampicillin (100 pg/ml, E. coli XL 1-Blue, XL 2-Blue) oder Kanamycin (50 pg/ml, E.
coli M15[pREP4]) selektiert und rekombinante Klone durch Test auf a-Komplementation
identifiziert. [Blau-wei3-Selektion, (Sambrook et al., 1989)].

2.5. Hybridisierung von Nukleinsiuren

2.5.1. Herstellung von DI G-markierter DNA-Sonden

Zur Herstellung von DNA-Sonden wurden unter Verwendung des DIG DNA Labeling and
Detection Kits (Boehringer Mannheim) PCR-Fragmente (s. 2.6.) nach der Random Priming-
Methode mit Digoxigenin-11-dUTP markiert. Zur Markierung wurden ca. 1 ng PCR-Produkt
eingesetzt. Das Experiment wurde nach der Anweisung des DIG DNA Labeling and
Detection Kits (Boehringer Mannheim) durchgefiihrt.

Tab. 4 Charakterisierung verwendeter PCR-Sonden (DI G-markiert)

Sonde PCR-Primerpaar! Gen (Restriktions- | Linge Hybridisierungs-
schnittstellen) [bp] temperatur

s grdD [48-1—48-2 1 x HindlIll 990 68 °C

s grdC |57Bam-57Kpn 1 x HindlIll 1610 60 °C'

1Heterologe Hybridisierung



Materialund Methoden 12

2.5.2. Southern-Blot (Southern, 1975)
2.5.2.1. Gelelektrophorese und Transfer der DNA

Chromosomale DNA von E. acidaminophilum und C. litorale wurden nach Spaltung mit
Restriktionsenzymen in 1%igen Agarosegelen aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte bei 80
V iiber mindestens 2 h in TAE-Puffer. Das Agarosegel wurde fiir den Transfer der DNA wie
folgt vorbereitet (Inkubationen erfolgten jeweils auf einer Laborwippe mit leichter Bewegung
der Flissigkeit):

Depurinieren: 5-10 min in 0,25 N HCI (Farbumschlag des Bromphenolblaus nach
Grtin)
Denaturierung: 20 min in 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl
Neutralisierung: 20 min in 1 M Tris, pH 7,5, 1,5 M NaCl
Transferpuffer: 10 x SSC NacCl 87,65¢g 1,5 M
NaCitrat 441 ¢ 0,15M
H,0 11

Zwischen den einzelnen Schritten wurde mit dest. H,O gespiilt. Der Transfer der DNA auf

Nylonmembranen (QIABRANE Nylon Plus, positiv geladen oder ungeladen, QIAGEN,
Hilden) erfolgte iiber Nacht mittels Kapillar-Blot mit 10 x SSC als Transferpuffer. Der
Kaplliar-Blot wurde wie folgt aufgebaut:

Der Transferpuffer befand sich in zwei Gefdllen, auf die eine Platte gelegt war. Zwei mit
Transferpuffer durchfeuchtete Lagen Whatman-Papier wurden mit den Enden in der Losung
auf die Platte aufgelegt und dienten als Briicke zwischen den beiden Gefdflen. Darauf wurden
in folgender Reihenfolge Agarosegel, Nylon-Membran und zwei Lagen Whatman-Papier (in
Transferldsung equilibriert) luftblasenfrei zu einem feuchten Paket aufeinandergelegt. Uber
diesem folgten mehrere Lagen saugfahiger Zellstoff und ein 0,5 kg schweres Gewicht. Durch
die iiber 18 bis 22 Stunden wirkenden Kapillarkrifte wurde die DNA auf die Nylon-Membran
transferiert.

Im Anschluf3 daran wurde die Position des Gels auf der Membran markiert und die DNA
durch 2 miniitige UV-Bestrahlung (Transilluminator) vernetzt. Die Membran konnte direkt
fiir die Hybridisierung eingesetzt oder getrocknet und bei Raumtemperatur aufbewahrt
werden.

2.5.2.2. Hybridisierung

Die der Blockierung unbesetzter Bindestellen dienende Préhybridisierung erfolgte fiir
mindestens 1 h bei der entsprechenden Hybridisierungstemperatur, welche sich an der
Schmelz-temperatur der DNA orientierte. Homologe Hybridisierungen wurden stets iiber
Nacht bei 65 - 68 °C, heterologe Hybridisierungen bei ca. 60 °C (Hybridisierungsofen OV4,
Biometra, Gottingen) durchgefiihrt.

Fiir die Prihybridisierung wurden jeweils 20 ml Standard-Puffer (5 x SSC 1 % Blocking-Rea-
genz (Boehringer Mannheim), 0,1 % N-Lauroylsarcosin, 0,02 % SDS), fiir Hybridisierungen
5 ml dieses Puffers unter Zusatz der DNA-Sonde (DNA-Fragmente: ca. 0,5 pg, 10 min bei 98
°C denaturiert) eingesetzt, Die Auswahl der Bedingungen fiir die sich anschlieBenden
Waschschritte richtete sich nach der angestrebten Stringenz. Das Waschen erfolgte fiir 2 x 5
min in 2 x SSC/ 0,1 % SDS (RT)und 2 x 15 minin 1 -0,1 x SSC/ 0,1 % SDS (68 °C).



Materialund Methoden 13
2.5.3. Dot-Blot

Mittels Dot-Blot wurden die Plasmid-Poole der partiellen Mbol-Genbank (Gursinsky, 1996)
auf eine Nylonmembran zur Hybridisierung transferiert. Dazu wurden 20 pul Losung (1:30 mit
0,2 N NaOH) der 48 Poole nach 15 min bei 65 °C denaturiert und dann sofort auf Eis
abgekiihlt. Nach Zugabe von 130 pl wurden die Losungen mittels einer Dot-Blot-Apparatur
(Biorad, Miinchen) unter Anlegen eines leichten Vakuums auf eine equilibrierte
Nylonmembran (ungeladen, QIAGEN, Hilden) transferiert. Die Membran wurde danach fiir 2
min auf Puffer getridnktes Filterpapier (2 x SSC) gelegt, und die DNA 2 min mit UV-Licht auf
der Membran fixiert. Die Membran konnte fiir mehrere Hybridisierungen (2.5.2) verwendet
werden und wurde zwischenzeitlich zwischen Filterpapier gelagert.

2.5.4. Koloniehybrisisierung

Zum weiteren Screening der partiellen Mbol-Genbank iiber Koloniehybridisierung wurden
Klone auf einen Nylonmembran-Rundfilter, der auf einer Néhragarplatte aufgelegt war,
ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Die auf der Membran angewachsenen
Bakterien wurden lysiert (Sambrook et al., 1989) und deren DNA 2 min durch UV-Licht
fixiert. Nach einem 30 miniitigen Waschschritt bei 50 °C in 5 x SSC, 0,5 % SDS, 1mM
EDTA, pH 8,0 wurden die Zellreste vorsichtig mit Zellstoff entfernt, und die Membran zur
Hybridisierung eingesetzt.

2.5.5. Detektion von Hybridsierungssignalen

Puffer 1: Maleinsdure/NaOH 100 mM
NaCl 150 mM
pH 7,5

Alle Schritte dieses Nachweises wurden nacheinander bei Raumtemperatur in sauberen
Schalen bzw. verschweiften Plastikbeuteln auf einer Laborwippe durchgefiihrt.
Der Ablauf des Chemoluminiszens-Nachweises lief wie folgt ab:

1. Equilibrieren der Membran mit Puffer 1 2 bis 5 min
2. Blockieren der Membran mit Puffer 2 (100 ml) 30 min
3. Antikorper-Bindung (0,5 pl Anti-DIG AP-Konjugat 10 ml Puffer 2) 30 min
4. Waschen der Membran mit Puffer 1+ 0,3 % (v/v) Tween 20 2 x 15 min

5. Waschen der Membran in Puffer 3 (100 ml)
6. Inkubation mit Substratlosung (2 bis 10 ml Puffer 3 mit 1% CPD Star) 5 min

Um tiberschiissige Fliissigkeit zu entfernen, wurde die Membran auf sauberem Filterpapier
getrocknet, und in einen Plastikbeutel eingeschweifit. Danach erfolgte die Exposition fiir
zunéchst 30-45 min auf Rontgenfilm (X-ray Retina, Berlin). Waren die Signale nach dieser
Expositionszeit noch zu schwach, wurde nochmals ein Film fiir lingere Zeit aufgelegt.
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2.5.6. Wiederverwendung von Nylonmembranen

Sollten Nylonmembranen mehrmals (bis zu 2 mal) fiir Hybridisierungen eingesetzt werden,
wurde die Sonde durch "strippen" von der Membran entfernt. Dazu wurde die Membran kurz
in dest. H,O gespiilt und 2 x 10 min bei 37 °C in frisch angesetzter 0,2 N NaOH/ 0,1 % SDS -
Losung gewaschen (Hybridisierungsofen). In einer stringenteren Methode wurde 0,1%ige
SDS-Losung in einer Mikrowelle auf 90 °C erhitzt und iiber die Nylonmembran gegossen.
Die Losung kiihlte auf der Membran bei stindiger Bewegung auf einer Laborwippe
allméhlich ab. Die Membranen wurden jeweils mit 2 x SSC gespiilt und getrocknet
aufbewahrt.

2.6. DNA-Sequenzierung

2.6.1. DNA-Sequenzierung am A.L.F.U -Sequencer

Die DNA-Sequenzierung erfolgte enzymatisch iiber das Kettenabbruchverfahren (Sanger et
al., 1977). Die Sequenzierungsreaktionen wurden {iiberwiegend am automatisierten
Sequenzier-gerdt (A.L.F.[J-Sequencer, Pharmacia, Freiburg) unter Verwendung des
AutoReadl] Sequencing Kits (Pharmacia, Freiburg) durchgefiihrt. Als fluoreszenzmarkierte
Primer wurden zum Kit gehérende M13 Universal bzw. Reverse Primer oder synthetisierte
Oligonucleotide eingesetzt.

2.6.2. DNA-Sequenzierung am ABI-Sequencer 377

Sequenzierungen mit dem DNA Sequencing Kit (dRhodamine Termination Cycle Sequencing
Ready Reaction) der Fa. Perkin Elmer Applied Biosystems (Foster City, USA) wurden im
TRIO-Thermocycler (Biometra, Gottingen) nach den Anweisungen des Herstellers
durchgefiihrt und im ABI-Sequenzgerit 377 aufgetrennt.

2.6.2.1. Auswertung von Sequenzdaten

Die Sequenzdaten wurden unter Anwendung der Analyseprogramme DNASIS und CLONE
ausgewertet. Mit Hilfe der Programme FASTA und BLITZ (Pearson und Lipman, 1988)
sowie BLASTP 2.0.1 (Altschul et al., 1997) wurden die in den Datenbanken EMBL und
SWISS-PROT gespeicherten DNA- bzw. Proteinsequenzen mit den Nukleinsdure- bzw.
Aminosdure-Sequenzen klonierter DNA-Fragmente verglichen. Vollstindige
Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm CLUSTAL W (1.74, Matrix "blosum",
(Thompson et al., 1994)) bzw. mit dem Programm LALIGN durchgefiihrt. Die theoretische
Sekundirstruktur von Aminosiuresequenzen wurde mit SOPMA (Geourjon und Deleage,
1995) analysiert, ein Hydropathie-Blot wurde mit dem Programm PROTSCALE (Kyte und
Doolittle, 1982) erstellt. Mit HAIRPIN (Uhlenbeck et al, 1973) der PCGENE-Software
(6.85, IntelliGenetics) wurden mRNA-Sekundérstrukturen identifiziert.
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2.7. Polymer ase-K etten-Reaktion (PCR)

2.7.1. Standardmafig eingesetzte PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde zum Amplifizieren von DNA-Fragmenten aus
chromosomaler DNA oder Plasmiden eingesetzt. In Tab. 5 wurden alle Komponenten, deren
Konzentrationen und Volumina in einem 50 pl-Ansatz aufgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde
mit 60 pl Mineraldl tiberschichtet. Bei bestimmten Versuchen wurden die Primer 15 min
gekocht und anschlieend auf Eis abgekiihlt.

Tab. 5 PCR-Ansatzim 0,5 ml Eppendor f-Reaktionsgefal.

Komponenten Volumen Konzentration
DANN 2 ul ca. 100 ng
Fw-Primer x pl 30 pmol/Ansatz
Rv-Primer y pl 30 pmol//Ansatz
20 x TflI-PCR-Puffer (Biozym, Hess, Oldendorf) oder 2,5 ul Ix
10 x Taq-PCR-Puffer (Boehringer Mannheim) oder
10 x Pwo-PCR-Puffer (Boehringer Mannheim) oder (GFN))
10 x Pfu-PCR-Puffer (Stratagene, Heidelberg)
(S ub
(5 ub)

MgCl, (25 mM, Boehringer Mannheim) 4-9 ul 2-4,5 mM
DNTP-Mix (20 mM pro Nukleotid Pharmacia) 1l 0,4 mM
TfI-DNA-Polymerase (1 U/ul) (Biozym, Hess, Oldendorf) oder 0,5 ul 0,5U
Tag-DNA-Polymerase (1 U/ul) (Boehringer Mannheim) oder
Pwo-DNA-Polymerase' (2,5 U/ul) (Boehringer Mannheim) oder (0,5 ul) (1,25 0)
Pfu-DNA-Polymerase' (2,5 U/ul) (Stratagene, Heidelberg)
dest. H,O ad 50 pl
' DNA-Polymerasen mit proof-reading-Funktion
Reaktionsbedingungen:

Hot start 5 min bei 98 °C

Enzymzugabe Pause bei 95 °C

Denaturierung 1 min bei 95 °C

Annealing 30 s bei 40 °C - 55 °C (in Abhingigkeit von der annealing-

Temperatur der Primer)
Extension 20 s - 2 min 30 s (ca. 1 kb/min) bei 72 °C
30 Zyklen
AbschlieSender Schritt 2 min bei 72 °C

2.7.2. Overlap extension-PCR

Gerichtete Basenaustausche in DNA-Fragmenten wurden mittels overlap extension-PCR
generiert (Ho er al., 1989). Dazu wurden zwei Primer entgegengesetzter Orientierung
abgeleitet, die die Mutation enthielten. Mit Hilfe dieser Primer und zweier weiterer
Flankenprimer wurden in der 1. Reaktion (wie unter 2.7.1.) zwei {iberlappende DNA-
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Fragmente amplifiziert, die die Mutation enthielten. Diese wurden zusammen mit den zwei
Flankenprimern einer zweiten PCR-Reaktion (wie unter 2.6.1.) eingesetzt, und das
gewlinschte, vollstaindige und mutierte DNA-Fragment amplifiziert (Abb.).

Nach dieser Methode wurden mittels der Primer BSA-f-48 und BSA-48r2 als Flankenprimer
und der mutierten Primer Pr5(Ser98) und Pr6(Ser98) das PCR-Produkt mit der Mutation
grdD C98—S amplifiziert und der mutierten Primer Pr7 (Ala359) und Pr8 (Ala359) (Tab. 6)
das PCR-Produkt mit der Mutation grdD C359—A amplifiziert und anschlieend in den
Expressionsvektor pASKS-IBA in E. coli XL.1Blue MRF" kloniert.

Tab. 6 Primer, dieim Rahmen dieser Arbeit zur Anwedung kamen

Name Orientie- Sequenz Position [bp], Gen
rung (Mutation)

GA660 - 5’-GTGGACTACATCATAGAGTGC-3’ 1217, grdCl1

GAS28 - 5"-GTCGTTTCCTCTCATTACGCTTCCG-3’ 2718, grdD1

U3777 - 5"-TTGTCAGCGGTATTCTTTCAC-3’ 37717, orfU’

U3542 - 5"-GTAGAGACATAAAGCAAAAGG-3’ 3542, grdD1 -|-orfU’ !

37R645 - 5"-GAACCTAAACTCTCATACAAT-3’ 1114 grdC1

370251 - 5'-AGACAGACTTGACTCTTAT-3’ 3464 grdD1 -|-orfU’

37/U2-377 | > 5-TTCACCCTTTTCATCCATTCT-3" 3781 grdD1 -|-orfU’

MU1 - 5'-GTAGAGGTAGCAACAGAAGAA-3’ 2339 grdD1

MU2 - 5"-AAGAAGTGAAGATGCCTCCTA-3’ 3070 grdD1

Pmll1- - 5'-GAGCAAGAGCAGTAGA-3’ 2626 grdD1

2913

48-302 - 5"-CACGCTAATGTAAGTCTGTCT-3’ 3444 grdD1 -|-orfU’

48-6 - 5'-TGAAGAAGCGGCAAAGATAC-3’ 3233 grdD1

GA892 - 5’-CGTGAAGGCGATAGCAGCGGC-3’ 2966 grdD1

48-Bam - 5"-CATCACGGATCCGATGACGATGACAAATC grdD, 5'-Ende mit BamHI
AGATATAAAACAAATG-3’

48-Kpn - 5"-AATTTTGGTACCAGCTACTATGCCTGCATC |grdDl1, 3’-Ende mit Kpnl
CTTAAG

BSA-f-48 | - 5"-GAAAAAGGCGCCGAGACCTCAGATATAA grdD1, 5’-Ende mit Bsal
AACAAATGATA-3’

BSA-48r2 | « 5"-TTAGATATCAGAGACCTTAAGCTACTATG grdD1, 3’-Ende mit Bsal
CCTGCATC-3’

BSA-f-57 | > 5'-GAAAAAGGCGCCGAGACCAATTTTCGAGTT |grdCl, 5’ -Ende mit Bsal
CTTAAAGGT-3’ (P3R)

BSA57r - 5"-TTAGATATCAGAGACCCTTATTCAGCTAATA | grdC1, 3'-Ende mit Bsal,
GATGTGCTGCGAA-3’

57F3 - 5’-GGGGGGGTCTCTAATGAATTTTCCAGTTC grdC1 5’-Ende mit Bsal
TT-3"

57R3 . 5"-CCAAGCGCTGAGACCTTCAGCTAATAGATG |grdClI 3’-Ende mit Bsal
TGC-3’

Pr5(Ser98) | - 5’-TATATCCACTCTAGCGTAACAGTGCAC-3’ 282 in grdD (C98S)

Pr6(Ser98) | 5"-GTGCACTGTTACGCTAGAGTGGATATA-3’ 306 in grdD (C98S)

Pr7 - 5’-CGGAATGGGCGCAACAAGGACCTATAGT-3 [1065in grdD (C359A)

(Ala359)

Pr8 5’-ACTATAGGTCCTGTGCTGCCCATTCCG-3" 1091 in grdD (C359A)

(Ala359)

T, . .
-|- intergene Region
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2.8. Proteinchemische M ethoden
2.8.1. Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

Zu 20 pl Proteinlosug wurden 1 ml Bradford-Reagenz zugegeben, in einer 1 ml-
Plastikkiivette durchmischt und nach 5 min Inkubation bei 590 nm gemessen. Mittels BSA
wurde im Bereich von 0 bis 0,8 mg/ml eine Eichkurve erstellt.

Bradford-Reagenz  Serva Blau G250 0,07 g
Ethanol 96 %(v/v) 50 ml
H3;PO4 85 % (v/v) 100 ml
H,O ad 1000 ml

Der Farbstoff wurde zuerst in Ethanol geldst und anschlieBend Phosphorsidure und H,O
zugeben. Die Losung wurde iiber Nacht geriihrt und unter Lichtschutz aufbewahrt.

2.8.2. Bestimmung der Enzymaktvitat
2.8.2.1 Arsenatabhangige Hydr olyse von Acetylphosphat.

Die arsenatabhingige Hydrolyse (Wagner et al., 1999) ist ein diskontinuierlicher Enzymtest
zur Bestimmung der Enzymaktivitit von Protein C. Protein C katalysiert arsenatabhingig die
Spaltung von Acetylphosphat. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Enzymaktvitit der
rekombinaten Untereinheit GrdD gemessen.

Die Acetylphosphat- und DTT-Losung wurden vor jeder MeBreihe frisch hergestellt. Die
Arsenat-Losung wurde in 2 ml-Portionen bei —20 °C aufbewahrt. Wihrend der Messungen
wurden alle Komponenten bei 4°C gelagert.

Stammlésungen :

Tris/MgCl,-Puffer 600 mM Tris/HCI,
100 mM MgCl,
pH7.,5
Acetylphosphat 60 mM
DTT 75 mM
Arsenat-Losung 150 mM
pH7,5

Herstellung: 0,786 g Na,HAsO4 und 0,086 g KH;AsO4 x 7 H,0 wurden in 20 ml dest.H,0
gelost.

Stoplosung 4,5 M NH,OH-HC1

5 M NaOH
Herstellung: Die Losung wird durch Mischen im Verhéltnis 25 pl 4,5 M NH,OH*HCI mit 35
ul 5 M NaOH-Losung hergestellt und ist auf Eis wenigstens 4 h haltbar.
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Nachweislosung 675 mM FeCl; x 6 H,O

10 % H,O

10,7 % Perchlorsédure (70 % v/v)

in Ethanol (99,6 %)
Herstellung: 182,5 g FeCl; x 6 H,O wurde zuerst in 100 ml destillierten H,O geldst, mit
107,1 ml Perchlorsdure versetzt und anschlieend mit 99, 6 %igen Ethanol auf 1 | aufgefiillt.

Reaktionsansatz fur einen Mef3punkt :

25 ul 60 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl, pH7,5
20 pul 6 mM Acetylphosphat
20 ul 7,5 mM DTT
165 pl Proteinlosung
5 min Inkubation bei 37 °C
20 pl 15 mM Arsenat-Losung pH 7,5
Reaktionsvolumen 250 pl
60 pul Stoplésung
500 pl Nachweislésung

Um den Volumenfehler zu minimieren, wurden zur Messung der dreifache MeBansatz
Tris/MgCl,-Puffer mit Acetylphosphat, DTT und Proteinldsung fiir 2 MeBpunkte in einem
2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdll zusammengemischt und bei 37 °C fiir 5 min vorinkubiert.
Durch Zugabe von Arsenat-Losung wurde die Reaktion gestartet und nach 1 bis 2 min bzw. 2
bis 10 min jeweils 250 pl pro MeBpunkt entnommen und in eine Kiivette mit vorgelegter
Stoplosung gegeben. Nach 1 min Inkubation in der Kiivette wurden 500 ul Nachweislosung
dazugegeben, mit einem Riihrstab durchmischt und die Extinktion bei 550 nm gegen einen
Leerwert ohne Acetylphosphat vermessen. Die Extinktionsdifferenz aus beiden MeBpunkte
pro Minute wurde in die Formel zur Bestimmung der Enzymaktivitit eingesetzt. Der
nichtenzymatische Abbau von Acetylphosphat wurde vor jeder Mefireihe durch eine Messung
ohne Arsenat-Zugabe getestet und mit den gemessenen Extinktionsdnderungen verrechnet.
Die Messungen wurden in 1 ml-Plastikkiivetten mit einem Uvikon 710 Photometer (Kontron
Instruments, Eching) durchgefiihrt. Die Enzymaktivitit [U] wurde nach der folgenden Formel
berechnet:

U= AE/minxV

exdxv
AE/min : Extinktionsédnderung pro Minute
Vv : Reaktionsvolumen [pl]
€ : Extinktionskoeffizient [mM™" x cm™]
d : Kiivetten-Lichtweg [cm]
\% Probenvolumen [pl]

2.8.2.2. Eichkurvefir Acetylphosphat

Die Eichkurve wurde aus vier MeBansétzen (s. 2.8.2.1. ohne Protein) mit Konzentrationen
von 1 mM bis 6 mM Acetylphosphat gegen einen Leerwert ohne Acetylphosphat im linearen
Extinktionsbereich erstellt. Der Extinktionskoeffizient wurde aus dem Quotienten der
Extinktion, Acetylphosphatkonzentration und dem Kiivetten-Lichtweg berechnet und betrug
0,3+0,1 mM" xcm™.
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2.8.3. Denaturierende Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE )

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in 10 %igen SDS-Polyacrylamidgelen (Laemmli,
1970) in einer Proteingel-Apparatur der Firma Biometra (Gottingen). Die Gele wurden nach
Vorschrift des Herstellers vorbereitet und die Proben nach Denaturierung (5 min 95 °C in
SDS-Proben-Puffer) bei 25 mA und maximaler Spannung in 1x-SDS-Probenpuffer (s.
Vorschrift Biometra) aufgetrennt (1h).

Markerproteine des MW-SDS-70L-Kits (SIGMA Chemie, Deisenhofen):

67 kDa-Albumin (Rind), 45 kDa-Albumin (Ei), 36 kDa-Glyzeraldehyd-3-phosphat-DH
(Kaninchen), 29 kDa-Carbonanhydrase (Rind), 24 kDa-Trypsinogen (Rinderpankreas), 20,1
kDa-Trypsininhibitor (Sojabohne), 14,4 kDa-a-Lactalbumin (Rind)

2.8.4. Anfarben von Proteinen

2.8.4.1. Coomassie-Farbung

In Gelelektrophoresen aufgetrennte Proteine wurden fiir mindestens 30 min in Coomassie-
Férbelosung (0,6 g Serva Blau R-250, 454 ml Methanol, 92 ml Eisessig, ad 1000 ml) mit dest.
H,O) inkubiert und anschlieBend durch schnellen Entfirber (45 % Methanol, 10 %

Essigsdure) entfarbt und danach in 7 %iger Essigsdure in Folien eingeschweillt aufbewahrt
bzw. getrocknet.

2.8.4.2. Silberfarbung (Blum et al., 1989)

Zur Silberfarbung wurde das Gel 1 h in Fixierlosung inkubiert und anschlieBend 3x 20 min in
50 %iger Ethanol-Losung gewaschen. Nach 1 miniitigem Schwenken in eisgekiihlter
Thiosulfat-Losung und Waschen in dest. H,O (3 x 20 s) wurde das Gel fiir 20 min bei RT in
Imprégnier-Losung inkubiert. Nach Waschen (2 x 20 s) wurde Entwickler-Losung auf das Gel
gegeben und solange inkubiert bis die Proteinbanden deutlich gegeniiber dem Hintergrund
sichtbar wurden. Dann wurde die Entwickler-Losung sofort abgegossen, das Gel in dest. H,O
kurz gespiilt und sofort Stoplosung zugegeben. Das Gel konnte in Stoplosung autbewahrt
werden oder wurde getrocknet (s2.7.5.).

Fixier-Losung 50 % Methanol
12 % Essigsaure
50 pl Formaldehyd (37 %ig v/v)
ad. 100 ml dest. H,O

Thiosulfat-Losuung 0,02 g Na,S,03 x 5 H,O
ad. 100 ml dest. H,0

Imprégnier-Losung 0,2 g AgNOs
75 pl Formaldehyd (37 %ig v/v)
ad. 100 ml dest. H,O

Entwickler-Losung 6 g Na,COs3
50 pl Formaldehyd (37 %ig v/v)
ad. 100 ml dest. H,O

Alle Losungen, die Formaldehyd enthielten, wurden frisch angesetzt.
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2.8.5. Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Die Gele wurden nach 15 miniitiger Vorbehandlung mit Trockenlosung (40 % Methanol,
10 % Essigsdure, 3% Glyzerol) zwischen zwei ebenfalls mit dieser Losung getrankte Folien
luftblasenfrei gespannt und bei Raumtemperatur innerhalb von zwei Tagen getrocknet.

2.8.6. Umpuffern und Einengen von Proteinlésungen

Das Umpuffern von Proteinldosungen erfolgte sowohl iiber Gelfiltration an PD-10-Séulen (Fa.
Pharmacia Biotech Europe GmBH, Freiburg) nach der Vorschrift des Herstellers als auch
iiber Dialyse. Die verwendeten Dialyseschlduche (Fa. Pearce, Rockford) wurden nach
Herstellervorschrift einmal eingesetzt und danach verworfen. Das Einengen von
Proteinldsungen erfolgte mittels Microconcentrators Nanosep'™ durch Zentrifugation bei
5000 Upm (HERMLE-Zentrifuge, 4 °C)

2.8.7. Chemische M odifikation von GrdD
2.8.7.1. Reduktion von GrdD mit NaBH4

Zu 0,5 ml Proteinlésung GrdD (in 100 mM Tris/HCI pHS8,0, 2 mM EDTA, 3 mM DTT,
2,5 mM Desthiobiotin) wurden 50 ul NaBH4 zugegeben und das Protein in der Anarobier-Box
unter No/H,-Atmosphédre 2 h bei Raumtemperatur reduziert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1,5 % (v/v) Aceton gestoppt.

2.8.7.2. Inkubation mit Jodacetat

Stammldsungen:

Tris/HCI 600 mM
MgCl, 100 mM
pH 7.5
Jodacetat 10 mM
DTT 75 mM
NaBH4 500 mM in 40 mM KOH gelost

Das reduzierte Protein wurde im folgenden Ansatz (Endkonzentrationen angegenben) mit
Jodacetat inkubiert:

150 pl 60 mM Tris/HCI, 10 mM MgCl, pH7,5

600 pl 2 mM Jodacetat

200 pl GrdD (2 nmol eingesetzt)
Gesamtvolumen : 1,5ml

Das Protein wurde 45 min bei Raumtemperatur mit Jodacetat inkubiert und durch Zugabe von
5 mM DTT (Endkonz.) abgestoppt. Danach wurden die Proben wie unter 2.7.7.2. entsalzt und
die Enzymaktivitit bestimmt.
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2.8.7.3. Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat

Das reduzierte Protein wurde nach folgendem Ansatz (Endkonzentrationen angegenben) mit
Acetylphosphat und Jodacetat inkubiert:

150 pul 60 mM Tris/HCI pH7,5 10 mM MgCl,
200 pl 10 mM Acetylphosphat
600 pl 2 mM Jodacetat
200 pl 2 nmol GrdD
Gesamtvolumen 1,5 ml

Das Protein wurde zuerst 45 min mit Acetylphosphat inkubiert und anschlieBend 45 min mit
Jodacetat. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 5 mM DTT abgestoppt.

Nach den Inkubationen mit Acetylphosphat und Jodacetat (2.7.5.2.) sowie nur Jodacetat
(2.7.5.3.) wurden beide Ansitze mit 60 mM Tris/HCI pH7,5 10 mM MgCl, auf 2,5 ml
aufgefiillt, auf eine equilibrierte PD-10-Sdule (Fa. Pharmacia Biotech Europe GmbH,
Freiburg, nach Herstellervorschrift) geladen und das Protein mit 3,5 ml 100mM Tris/HCI
pH 8,0 eluiert, wobei Fraktionen von 0,5 ml beim Eluieren gesammelt wurden. Nach dem
Entsalzen wurden Proteinkonzentration und Enzymaktivitdt gemessen.

Zur anschlieenden Markierung mit 4-Vinylpyridin wurden die Proteinproben wie unter
2.7.6. beschrieben eingeengt.

2.8.7.4. Markierung mit 4-Vinylpyrdin

Die Arbeiten zur chemischen Modifizierung von Proteinen erfolgten in Zusammenarbeit mit
Dr. Peter Riicknagel (Forschungsstelle "Enzymologie der Proteinfaltung" der Max-Planck-
Gesellschaft, Halle). 1 nmol Protein wurden in 50-80 pl Tris/Guanidin-Lésung (1 M Tris/HC1
pH 8,5, 4 mM EDTA und 8 M Guanidinhydrochlorid im Verhéltnis 1:3) unter Zusatz von 0,5
% DTT fir 2 h denaturiert und reduziert. AnschlieBend wurden 2 pl 4-Vinylpyridin
zugegeben und weitere 2 h inkubiert.

2.8.7.5. Proteolytische Spaltung von Proteinen und HPL C-Chromatogr aphie

Die Arbeiten erfolgten in Zusammenarbeit mit Dr. Peter Riicknagel. Das Reaktionsgemisch
aus 2.7.7.4. wurde zum Entsalzen auf eine 50 x 3 mm C4-Siule (Macherey & Nagel), die mit
Losung A (0,1 % TFA in H,0) dquilibriert wurde, aufgetragen. Danach wurde 5 min gespiilt.
Das Protein wurde anschlieBend mit einem Gradienten 0-70 % Losung B (0,08 % TFA in
Acetonitril) eluiert. Die Detektion erfolgte bei 215 nm. Die gesammelten Proben wurden im
Stickstoffstrom eingeengt. AnschlieBend wurde die Proteinprobe mit einer LysC-Protease
2,5 h bei 37 °C gespalten, das Peptidgemisch auf einer C18-Sdule (Macherey & Nagel)
getrennt und gereinigt. Die Sdule wurde mit Losung A dquilibriert. Die Halfte des
Spaltansatzes wurde injiziert und und nach 2 min mit einem Gradienten 0-60 % Losung B in
60 min eluiert. Die Detektion erfolgte bei 215nm und 254 nm. Die Peptid-Fraktionen wurden
gesammelt und zur Massenspektrometrie eingesetzt.

2.8.8. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie von Proteinproben wurden durch Frau Dr. Angelika Schierhorn
(Forschungsstelle ,,Enzymologie der Proteinfaltung® der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)
durchgefiihrt.
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2.9. Spektroskopische M ethoden

Zur Messung von Fern-UV-CD-Spektren wurden ein Jasco-J710A Spektrometer und 0,1-cm-
Kiivetten verwendet (Forschungsstelle ,,Enzymologie der Proteinfaltung™ der Max-Planck-
Gesellschaft, Halle). Zur Messung wurden 300 pl Proteinlosung (in 100 mM Na-Phosphat pH
7,5) eingesetzt. Die Spektren wurden bei einer Temperatur von 20 °C im Bereich von 190 bis
300 nm gemessen (Step-Resolution 1 nm, 100 nm/s Aufnahmegeschwindigkeit, 0,5 s
Response, Akkumulation 8, Sensitividt 20 mdeg). Die resultierenden Spektren wurden mit
Hilfe der bekannten Proteinkonzentration auf molare Elliptizitditen normiert und mit der
Jasco-Software geglittet. Spektren und MeBBwerte wurden gegen die Pufferwerte korrigiert.

Bestimmung der Proteinkonzentration

UV/VIS-Messungen wurden am Uvikon 710 Photometer (Kontron Instruments, Eching)
durchgefiihrt. Die Konzentration der eingesetzten Proteinldsung wurde iiber das Lambert-
Beersche Gesetz spektroskopisch bei 280 nm bestimmt.

Der molare Extinktionskoeffizient von GrdD betrug 277,39 mM' x cm’ (A= 280 nm) als
Strep-tag-Fusionsprotein und wurde nach der Methode von (Pace et al., 1995) auf der
Grundlage der bekannten Aminosduresequenz bestimmt.

2.10. Zink-Analytik

Die Zink-Analytik an GrdC wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Marion Martienssen
(Institut fiir Biochemie/Biotechnologie) mittels Atomabsorptionsspektroskopie an einen
Atom-Absorptionsspektrometer Unicam 929 (Fa. ATI Unicam) durchgefiihrt. Der Zink-
Gehalt der Proteinlosung wurde anhand einer Eichkurve gemessen, die im Bereich von 0,1
mg/l bis 0,5 mg/l mit granulierten Zink als Standard erstellt wurde. Als Referenz wurde eine
Proteinlosung aus Hefe-Alkohol-Dehydrogenase eingesetzt.

2.11. Heterologe Protein-Expression
2.11.1. Zelanzucht, Induktion der Genexpression und Zellernte

LB-Kulturen von 20 ml, 100 ml, 1 1 Volumen (100 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin)
mit E. coli M15 (pREP4), die pQE30-Derivate enthielten, wurden 1:50 mit einer iiber Nacht
gewachsenen Vorkultur angeimpft und in jeweils 50 ml-, 500 ml- bzw. 2 1- Schikane-Kolben
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Bei einer ODgoo von 0,7 wurde der Induktor 1 mM IPTG
zugegeben und weitere 5 h unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert.

Die Anzucht von E. coli BL21DE3-Klonen mit pASK-IBA3/5-Derivaten erfolgte in
LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) unter denselben vorher genannten Bedingungen bei
30°C. Die Induktion erfolgte nach Erreichen einer ODsso von 0,5 bis 0,7 mit
Anhydrotetrazyklin (2 pg/ml). Nach der Induktion inkubierten die Zellen weitere 3 h unter
Schiitteln bei 30 °C.

ZellaufschluB und Gewinnung von Rohextrakt aus E. coli M15(pREP4)
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2.11.2. Uberprifung der Genexpression

E. coli M15 (pREP4) wurde 20 ml Kulturvolumen angezogen und induziert. Die
Genexpression wurde nach dem ‘rapid screening’-Protokoll der Firma QIAGEN (Qiagen,
1992) iiberpriift.

Zur Uberpriifung der Genexpression bei E. coli BI21DE3-Klonen wurden vor Induktion und
nach Induktion pro Stunde eine Probe von 1 ml Kultur enthommen. Die Zellen wurden
zentrifugiert und das Zellpellet der Probe in 100 ul 2x SDS-Probenpuffer bzw. der induzierten
Proben in 200 pl 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und anschlieend fiir 10 min gekocht.

15 pl uninduzierte Probe und 10 pl induzierte Probe wurden in der SDS-PAGE zum
Vergleich nebeneinander aufgetragen.

2.11.3. ZellaufschlulR und Gewinnung von Rohextrakt

Zum ZellaufschluB wurden die geernteten Zellen E. coli M15 (pREP4) in 100 mM
NaPhosphat, 300 mM NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol suspendiert und 1 mg/ml Lysozym,
10 pg/ml DNase, 10 pg/ml RNase und 100 pmol PMSF (Stammlésung 100 mM in
Isopropanol) wurden zur Suspension zugegeben und 30 min 4 °C inkubiert.

E. coli BL21DE3-Zellen wurden in 100 mM Tris/HCI pH 8,02 mM EDTA, 3 mM DTT
resuspendiert und ebenfalls 1 mg/ml Lysozym, 10 pg/ml DNase, 10 pg/ml RNase und 100
umol PMSF (Stammldsung 100 mM in Isopropanol) zur Suspension hinzugefiigt und 30 min
bei 37 °C inkubiert.

Der ZellaufschluB3 erfolgte mittels zweier Passagen iiber die French-Presse (SLM Instruments,
Inc., II/USA). Mittels Zentrifugation (30 min 15000 Upm,4 °C Fa Sorvall, Hanau) wurden
Zelltrimmer und nicht aufgeschlossene Zellen abgetrennt. Fiir eine StrepTactin-
Affinitdtschromatographie wurde zur Abtrennung des E. coli-eigenen Biotin-Proteins Avidin
(1 mg/ml entpricht 1 U/ml, Fa. Gerbu) zum Rohextrakt zugesetzt und der Rohextrakt auf Eis
zur Bindung des Biotins 30 min inkubiert. Danach erfolgte zur Abtrennung von
Membranresten und Proteinaggregaten eine Ultrazentrifugation (Fa. Beckmann 29000 Upm,
4 °C, SW55-Rotor bei bis zu 5 ml oder 23000 Upm, SW40-Rotor bis 12 ml Rohextrakt).
Anschlieend wurde der Rohextrakt auf Eis gelagert bzw. sofort zur Reinigung eingesetzt.

2.11.4. Native Reinigung von His-tag-Fusionsprotein

Anreicherung 1

Der gewonnene Rohextrakt nach Induktion von E. coli M15 (REP4) wurde anschlieBend mit
equilibrierter Ni2+-NTA-Agarose fiir 1 h inkubiert. Die Suspension wurde in eine PD10-
Leersdule (Pharmacia) gegossen. Nach Absetzen des Sdulenmaterials am Boden der Saule
wurde es mit einer zweiten Fritte luftblasenfrei verschlossen und der Durchlauf gesammelt.
Anschlieend wurde zuerst die Sdule gewaschen und mittels eines Gradientenmischers und
einer Pumpe (1 ml/min Geschwindigkeit, Pharmacia) wurden 2 Gradienten (20 mM Imidazol
bis 50 mM Imidazol) und (50 bis 500 mM Imidazol) angelegt und die Fraktionen mittels eines
Fraktionssammlers (Pharmacia) gesammelt (s. 3.10.1.).

Anreicherung 2

11 E. coli M15 (pREP4) wurden mittels Zentrifugation (5000 Upm, 4°C, Sorvall Hanau)
geerntet und bei -20°C eingefroren. Nach Resuspension der Zellen im Lysispuffer wurden die
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Zellen aufgeschlossen. Der so gewonnene Rohextrakt wurde in eine PD10-Leersdule
(Pharmacia) iiberfiihrt und anschlieBend nach Absetzen des Sdulenmaterials in der Sdule
mittels einer zweiten Fritte verschlossen. Mittels einer Pumpe (1 ml/min, Geschwindigkeit,
Pharmacia) wurde zuerst mit Lysispuffer gewaschen und anschlieBend ein pH-Gradient von
pH 8,0 bis pH 5,3 (s. 3.10.1.) angelegt.

2.11.5. Native Reinigung von Strep-tag-Fusiosprotein
Reinigung Uber StrepTactin-Affinitatschromatographie

Strep-tag-Fusionsproteine, sowohl N-terminal als auch C-terminal, wurden iiber StrepTactin-
Affinitatssdulen gereinigt. Die Sdulen wurde unter Schwerkraft betrieben. Dazu wurden bis zu
1 ml StrepTactin (Fa. Bioanalytiks in eine Leersdule (@10 mm) iiberfiihrt und anschlieBend
nach Absetzen des Sdulenmaterials mit einer zweiten Fritte verschlossen. Die Sdule wurde
mit 2x 2,5 ml Waschpuffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2mM EDTA, 3mM DTT) equilibriert.
Anschlieflend wurde die Sdule mit vorbehandeltem Rohextrakt in 1 ml-Schritten beladen,
dann mit Waschpuffer gewaschen bis kein Protein in den gesammelten Fraktionen zu messen
war. Das Strep-tag-Protein wurde mit 6x 0,5 ml Elutionspuffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2
mM EDTA, 3mM DTT, 2,5 mM Desthiobiotin) eluiert.

Regeneration des Sdulenmaterials

Zur Regenerierung des StrepTactins und Entfernungs des DTT wurde die Séule zuerst mit 3x
5 ml Puffer R (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2mM EDTA, ImM HABA) und anschlieBend mit
2x 4 ml Puffer W (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2mM EDTA) gewaschen. Die Sidule wurde
verschlossen und das Material mit Puffer W iiberschichtet bei 4 °C gelagert.

2.12. Gerate und Chemikalien sowie Firmen

Folgende Gerdte fanden neben den bereits in den vorausgehenden Kapiteln erwidhnten
Geriten Verwendung:

pH-Meter (MV 88, Pricitronic bzw. 761 Calimatic, Fa. Knick)

Waagen (AND ER-182A Electronic Balance bzw. Gibertini Europe 1700)
UV-Leuchtkasten (Appligene-Oncor, Heidelberg)

Vortex (Genie 2, Bender & Hobein AG)

Magnetriihrer, heizbar (IKAMAG RCT)

Soweit nicht extra aufgefiihrt wurden alle Chemikalien von den Firmen Serva (Heidelberg),
Merk (Darmstadt), Fluka Chemie AG (Heidelberg), Roth (Karlsruhe) und Sigma Aldrich
(Deisenhofen) im handelsiiblichen Reinheitsgrad bezogen. Weitere Enzyme und Chemikalien
wurden von folgenden Firmen bezogen:

Restriktionsenzyme Appligene-Oncor (Heidelberg), Boehringer (Mannheim),
Pharmacia-Biotech Europe (Freiburg), MBI Fermentas
(St. Leon-Rot)

Taq-DNA-Polymerase Gibco (Eggenstein), Biozym (Hess, Oldendorf)

Lysozym, Ampicillin Appligene-Oncor (Heidelberg)

DTT Gerbo (Gaiberg)
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3. Experimente und Ergebnisse
3.1. Klonierung von grdD1 aus Eubacterium acidaminophilum

Das Ziel der folgenden Experimente war es, die vollstdndige Sequenz der Gene grdDI und
grdD?2 der 48 kDa-Untereinheit des Proteins C der Glycin-Reduktase aus E. acidaminophilum
zu klonieren.

Von (Liibbers, 1993) wurden zwei Bereiche der chromosomalen DNA von E.
acidaminophilum mit einer Linge von 5332 bp und 2421 bp auf den Inserts der Plasmide
pML23, pML10 und pML11 kloniert, auf denen sich die Gensdtze I und II der Glycin-
Reduktase befanden. Jeweils eine Kopien der Gene der Thioredoxin-Reduktase #7xB und des
Thioredoxins x4 lagen in diesen Gensidtzen vor. Stromabwiérts der Gene t7xBI und trxAl
befand sich im Gensatz 1 grdA1, eine Kopie des Gens von Selenoprotein A der Glycin-
Reduktase auf dem PstI-Fragment von pML10 (Abb. 2).

0 1 2 3 4 5 kbp
P P
eratt et (O 1
pML10
P B B
frxf2 | -.l.'.'l;-i._'.'g I grd2 - 11
pML11

1

PCR-Produka 2
+*
L, B

PCH-Produkt -:I

Abb. 2 Schematische Darstellung der Inserts der Plasmide pML10 und pML11 (Liibbers, 1993). Das Pstl-
Fragment des Plasmides pML10 enthielt die Gene des Selenoproteins A grdA1, der 57 kDa-Untereinheit grdC11
und die ersten 632 bp des Gens grdD1 " der 48 kDa-Untereinheit von Protein C, die zum Gensatz I der Glycin-
Reduktase-Gene gehoren. Das Insert von pMLI11 enthielt den Gensatz II der Glycin-Reduktase-Gene und
bestand aus den Genen #rxB2, trxA2, grdC2 und grdD2’. Die Restriktionsschnittstellen PstI (P) beider Plasmide
und die Restriktionsschnittstelle Bg/II (B), die in pML11 an Position 1862 auftrat, wurden eingezeichnet. Mittels
der Primer GA660 (1) und GA528 (2) wurden das 3’-Ende der grdC-Gene und das 5’-Ende beider grdD-Gene
als PCR-Produkte amplifiziert und nach Markierung als DNA-Sonde zum Screening der partiellen Mbol-
Genbank (Gursinsky, 1996) eingesetzt.

Auf grdAl folgten die Gene grdCl der 57 kDa-Untereinheit und grdDI1” der
48 kDa-Untereinheit von Protein C der Glycin-Reduktase. Wéhrend die Sequenz von grdC1
vollstindig mit 1542 bp vorlag, endete das Insert von pML10 an der Pstl-
Restriktionsschnittstelle in grdD1 " nach 632 bp, so dafl das 3’-Ende des Gens fehlte. Der
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Gensatz II der Glycin-Reduktase befand sich auf dem Insert von pML11, das ebenfalls als
Pstl-Fragment kloniert wurde, und bestand aus einer zweiten Kopie der Gene von
Thioredoxin-Reduktase #rxB2, Thioredoxin #rxA2 und den Genen der Untereinheiten von
Protein C grdC2 und grdD?2’, das ebenfalls unvollstéindig vorlag (Abb. 2). Die Sequenzen von
grdD1’" und grdD2" waren bis zur selben Pstl-Restriktionsschnittstelle bekannt und zu 100 %
identisch.

In Gensatz II befand sich keine Kopie von grd4 zwischen trxB2 und grdC2. Die Sequenzen
von grdCl und grdC2 differierten an insgesamt 20 Positionen, aber nur an fiinf Stellen
fiihrten diese Unterschiede zu Anderungen von grdC1I zu grdC2 in der Aminosiuresequenz an
den Positionen 457 (Austausch G/A), an Position 474 G/C, an 985 T/A, an 1087 C/T und an
1244 T/C (s. 3.4.1.). Durch den Austausch T/C an Position 561 in grdC (an Position 1668 in
pMLIO und an 1862 in pMLI1) befand sich in Gensatz II eine zusitzliche Bglll-
Restriktionsschnittstelle (Abb. 2).

Um die Gene grdDI" und grdD2’ zu vervollstindigen, wurde eine DNA-Sonde zur
Hybridisierung einer Genbank benétigt, die das 3’-Ende von grdC und das 5’-Ende von grdD
enthielt. Dieser Bereich wurde mittels PCR aus chromosomaler DNA aus E. acidaminophilum
mit den Primern GA660 und GAS554 amplifiziert (Abb. 2), deren Sequenzen in beiden
Gensitzen vorkamen und bereits von Sonntag (1998) zur Uberpriifung der Transkription
beider Gensétze mittels RT-PCR eingesetzt wurden. Das PCR-Produkt bestand aus 1518 bp.
Der Gensatz II enthielt im amplifzierten Bereich eine zusitzliche Bglll-
Restriktionsschnittstelle (s. 0.). Nach der Spaltung des PCR-Produkts mit Bg/Il lagen daher
drei DNA-Fragmente vor, zum einen das ungespaltene 1518 bp-DNA-Fragment des
Gensatzes | und die anderen beiden Fragmente (1168 bp und 350 bp) aus dem PCR-Produkt
des Gensatzes II. Diese Daten stimmten mit denen von (Sonntag, 1998) {iberein. Das
Amplifikat, das zur Spaltung eingesetzt wurde, enthielt demzufolge den 3’-Bereich von
grdC1 und grd(C2, die intergene Region und die beiden unvollstindigen Kopien grdDI " und
grdD2’ einschliellich der oben genannten Bg/lI-Restriktionsschnittstelle und wurde nach
Markierung mit Digoxigenin als DNA-Sonde zum Screening einer Genbank aus
chromosomaler DNA von E. acidaminophilum verwendet. Zur Verfiigung stand eine partielle
Mbol-Genbank aus 5000 E. coli XL2Blue-Klonen nach Ligation von chromosomalen 3- bis 5
kb-DNA-Fragmenten von E. acidaminophilum mit BamHI gespaltenen pUCI18-Vektor
(Gursinsky, 1996). In dieser Genbank waren die Plasmide von jeweils 96 dieser 5000 Klone
als Plasmid-Pool zusammengefalit. Weiterhin wurden die Kolonien derselben 96 Klone auf
einer Nylonmembran zur Kolonie-Hybridisierung iibertragen. Als drittes wurden die
entsprechenden 96 Klone Glycerin-Kultur auf einer Mikrotiter-Platte bei -80°C gelagert
(Gursinsky, 1996). Die Plasmid-Pools wurden mittels Dot-Blot auf eine Membran {ibertragen
und anschlieBend mit der oben beschriebenen DNA-Sonde bei 65 °C hybridisiert. Die
Plasmid-Pools 37 und 46 gaben positive Signale. Um die positiven Klone zu selektieren,
wurde mit den Membranen, auf denen sich die Klone der Plasmid-Pools 37 und 46 befanden,
eine Koloniehybridisierung durchgefiihrt. An der Position vier der Membran 37 und an
Position des Klones 41 der Membran 46 waren je ein einzelnes Signal zu erkennen (Daten
nicht gezeigt).

Die Plasmide zu den genannten Klonen wurden als pMK374 und pMK4641 bezeichnet. Nach
einem Restriktionsverdau der Plasmide enthielten pMK374 ein Insert von ca. 4,3 kb und
pMK4641 eines von 3,1 kb. Die Kontroll-PCR an beiden Plasmiden mit den Primern GA660
und GA554 ergab 1,5 kb grof3e Produkte wie mit chromosomaler DNA, die sich aber nicht
mit Bg/ll verdauen lieBen. Dies deutete auf Gensatz I hin.

Nach Sequenzierung der Plasmide pMK374 und pMK4641 (s. folgendes Kapitel) mit dem
“reversed” Primer zeigte die Sequenz 100 % Identitdt zu grdAl aus E. acidaminophilum,
einer von drei Kopien des Gens des Selenoproteins A (Liibbers und Andreesen, 1993;
Sonntag, 1998; Wagner et al., 1999). Die Inserts beider Plasmide begannen demzufolge in
grdA1 und sollten die stromabwirts folgenden Gene grdC1 und grdD1’ (Abb. 2) enthalten.
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Die Sequenz der Inserts der Plasmide pMK374 und pMK4641 begann an der Mbol-
Restriktionsschnittstelle an Position 99 von pML10 (Liibbers, 1993). Aus der bekannten
Sequenz von pML10 wurden Primer abgeleitet und die Inserts von pMK374 und pMK4641
schrittweise sequenziert.

3.2. Auswertung der Sequenzdaten
3.2.1. Genanordnung

Das Insert des Plasmides pMK374 umfalite 4158 bp und enthielt 287 bp von grd41, grdCI
mit 1513 bp und den 632 bp umfassenden 5’-Bereich von grdD1’, der bereits aus pML10
(Ltbbers, 1993) bekannt war. Die Sequenz von pMK4641 umfate nur 3293 bp (JAbb. b
Beide Inserts begannen an der Mbol-Restriktionsschnittstelle 188 bp nach Beginn von grdA41
an Position 1713 der publizierten Sequenz (Liibbers und Andreesen, 1993).

In Tab. 7 wurden die Eigenschaften der auf dem Insert von pMK374 befindlichen
Leserahmen und der intergenen Regionen zusammengefafit. In pMK374 wurde nach
Leserahmen mit wenigstens 100 bp gesucht. Die Sequenz von grdD1 umfalite tiberraschender
Weise nur 1158 bp. Die daraus abgeleitete Aminosduresequenz von 385 Aminosduren ergab
ein Molekiilmasse von 40 kDa, die von der lber SDS-PAGE ermittelten apparenten
Molekiilmasse von 48 kDa stark abwich (Schriader und Andreesen, 1992). Das 3’-Ende von
grdD1 wurde durch die Sequenzierung von pMK4641 bestdtigt, in dessen Insert das TAA-
Codon ebenfalls vorlag.

Tab. 7 Eigenschaften der Gene und der daraus abgeleiteten Aminosiiuresequenzen

Gensatz | pMK374
Gene/offene Leserahmen |'grdAl ! ordC1 ! erdD1 OrfU’*
Anzahl der Basen 278 1542 1158 506 °
GC-Gehalt [mol%] 44,4 46,5 48,4 41,5
Startcodon - ATG ATG ATG
Stopcodon TAA TAA TAA -
Genprodukte GrdA GrdC GrdD OrfU"
Anzahl der Aminoséuren 96 513 385 64
Molekulare Masse [kDa] 54,4 40,0 -
Intergene Region ordAl/ ordC1/ erdD1/orfU" |
grdC1 grdD1
lAnzahl der Basen 281 10 373 -
G/C-Gehalt [mol%] 27,4 (66) 28,9 -

"das 5°-Ende von grdA 1 ist nicht auf dem Klon vorhanden, Daten entsprechen denen von Liibbers, (1993)
* das 3’-Ende ist nicht auf dem Insert von pMK374

An Position 3652 von pMK374 begann ein offener Leserahmen orfU” mit einer Linge von
506 bp, dessen 3’-Ende jedoch nicht mehr auf dem Insert lag. Die intergene Region zwischen
dem Start von orfU" und grdD1 betrug 373 bp. In Abb. 3 sind die “open reading frames”,
deren Orientierung und die wichtigsten Restriktionsschnittstellen der Inserts von pMK374
und pMK4641 zusammengefalf3t.
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Abb. 3 Schematische Darstellung der klonierten Inserts von pMK374 und pMK4641. Gezeigt ist die Lage
der Schnittstellen der Restriktionsenzyme Bg/Il (B), HindIIl (H), Pstl (P) und Mbol (S) auf den Inserts. Die
Insertgroe von pMK374 betrug 4153 bp und von pMK4641 3229 bp. Die Orientierung der Leserahmen ist
durch Pfeilspitzen angegeben.

3.2.2. Transkriptions- und Translationssignale

Die intergene Region zwischen grdDI und orfU" umfalite 373 bp und wurde auf mdogliche
Transkriptions- und Translationssignale untersucht. Der Vergleich mit Untersuchungen der
Transkription der Glycin-Reduktase-Gene (Liibbers, 1993; Sonntag, 1998) sollte Hinweise
liefern, ob orfU" unabhingig von den Genen der Glycin-Reduktase transkribiert wird.

Im Abstand von 45 bp nach dem Stoppcodon von grdD1 wurde mit dem Computerprogramm
DNA-Fold (PCGENE) eine Haarnadel-Struktur abgeleitet, deren freie Energie -77,8 kJ/mol
betrug. Der Stamm dieser Haarnadelstruktur bestand aus 22 Basen, die fiinf G-C-Paare und
sechs A-U-Paare bildeten. Die ungepaarte Schleife bestand aus vier Basen (Abb. 4). Dieser
Struktur folgte eine U-reiche Sequenz, so daf} es sich um einen rho-unabhédngigen Terminator
(Platt, 1986) handeln konnte.

Im Abstand von 11 bp zum Startcodon von orfU’ befand sich eine Sequenz 5’-GGAGGC-3’
(s. Abb. 5), die als mogliche Ribosomenbindestelle (Shine und Dalgarno, 1974) eingeordnet
wurde.

Auf Grund von Homologien zur Konsensus-Sequenz in gram-positiven Organismen wurde
die Sequenz 5’-TTGATA-N,7-TATAAT-3" (Moran et al., 1982) im Abstand von 212 bp vom
Startcodon von orfU’ als moglicher 6’’-Promotor vorgeschlagen. Dies deutete an, da$ orfU’
unabhingig von den Glycin-Reduktase-Genen transkribiert wird, muB} jedoch durch
experimentelle Untersuchungen bewiesen werden. Experimentelle Untersuchungen zur
Transkription von orfU” wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.
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Abb. 4 mRNA-Sekundirstruktur, die aus der DNA-Sequenz von pMK374 abgeleitet wurde. Rho-
unabhédngiger Terminator, der sich hinter grdD1 befindet, mit einer freien Energie AG,'= -77,8 kJ/mol nach
(Freier ef al., 1986) berechnet. Die mRNA-Sekundarstruktur wurde mit dem Programm DNA-Fold (PCGENE)
ausgewertet.

3.3. Versuche zur Klonierung von grdD2

Aus der vervollstindigten Sequenz von grdDI wurden spezifische Primer PC48-1 und
PC48-2 (s. 2.7.) abgeleitet, um ein grdD-spezifisches 990 bp PCR-Produkt zu amplifizieren,
welches den bisher unbekannten 3’-Bereich von grdD umfalite. Dieses PCR-Produkt wurde
mit Digoxigenin markiert und als Sonde eingesetzt, um in der partiellen Mbol-Genbank nach
Klonen mit der zweiten Kopie von grdD zu suchen. Dabei wurden die Klone pMK1255 und
pMK926 als positive Klone identifiziert. Die Sequenzierungen ergaben wie bei den Plasmiden
pMK374 und pMK4641 die Reihenfolge grdA, grdC, grdD auf dem Insert, so dal davon
ausgegangen werden konnte, daB3 sich auf dem Insert Sequenzen des Gensatzes I befanden.
pMKO926 enthielt nach Restriktionsverdau das gleiche Insert wie pMK4641, wihrend in
pMK 1255 das gleiche Insert wie in pMK 374 gefunden wurde.

Die Primer GA660 und GA554 (s. 3.1.) wurden mittels PCR zum Screening einer weiteren
chromosomalen Genbank von E. acidaminophilum eingesetzt (im Forschungs-
gruppenpraktikum durch A. Lechel). Diese Genbank bestand aus 7-10 kb EcoRI-DNA-
Fragmenten (Dr. B. Sohling, personliche Mitteilung), die aus einem partiellen
Restriktionsverdau der chromosomalen DNA hervorgegangen waren und durch das Lambda
ZAP® II-System in das pBluescriptSK(-)-phagemid des A-Phagen ligiert wurden. Die Phagen-
Uberstinde der Genbank wurden als Template fiir die PCR eingesetzt und das 1,5 kb-PCR-
Produkt (s. 3.1.) amplifiziert. Nach Bg/lI-Restriktionsverdau war das PCR-Produktes
ungespalten. Damit konnte davon ausgegangen werden, dal3 es sich bei dem EcoRI-Fragment
in der Genbank um den bereits klonierten Gensatz I handeln muflte, wiahrend der Gensatz II
offensichtlich nicht in der Genbank vorkam.
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AAGATGATAG
K M I
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GGTATGATGG
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CGGATAGITT

TTATTTTATA

GICAATATAT
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TCGAAAAAGA
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1801
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2641
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3121

3241

3361

3481

CATAGCAGCT
DI A A

TTCGITGAAA
F V E

CAGAACTATG ATAGTAGGAA
NRTM I V G

AACAGAAGAG ATAAGAAAAA
S T EE | RK

AGATAGCAGA
E I A

ACGCAGCCGG
D A A

ATATCCACTC
Y I H

CGGCTCAAAG
A A Q

AAAGAGCGCT
E R A

TGGTAACAGA
MV T

GGACAATACT
R T |1

CCAAGGECGGEC
A K A

TAGACGTAAT
V D V

CGCCAAAGAT
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ATAATGAATA

ATAACATCAA

CGCTATCGAA
D Al E

CTTTGACATA
G F D

TTGCGTAACA
S CV T
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R V E A

TAAGGAGCTT
L K E L

CTCGCTAACA
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GATACTCTCA
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AGGCCTCGAG
A G L E

GGACCTTGAA
M D L E

ACTTAAGGAT
I L K D

TTCACAATAA

AAAGAGCTAA
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TCTATACAAT TTCTTGITAA

*kkkk Kk

TCAACTTGAT AATTAATAAA
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CGGAATAATA
Y G I |

AACATTCGCA
I T F A

GITCTCGICA
V F S S

AGCTGCAAAC
vV A AN
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TAATCAATAT
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L A E - M S D

CCCTGGGCAG CGAGCACGGA GTAGAGAACC
T L G S EHG V EN
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AAAATCAATG AAACCTAGAC TGACACGCTA
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AATAAGCGAC CTTACAGAAG
Al S D L TE
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I K Q M1 G K
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A A K
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G T S
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GCAGACGTAA
A DV
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G Y N

TTCAAGGCGG
F K A

ATCTCAGECG
I S G

GITGAAGAAG
V E E

TTTTTTTAAT
<<<

TATGGAAAAA

CTTTTTCCGG
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orfU
3601 TAGCACGGTA AATGITGIGA ATATTCAAAA AATTAAACCA TGGAGGCGIG AAATGITCAA AATAGITGAA AAGAAAGTAC TTGCGCCATC TATATTCCTT ATGAAAATAG ATGCGCCAAG
MF KI VE KKV L AP SI FL MKI DAWFP
3721 GGTAGCAAAA TCAGCTAAGC CAGGACAGIT TGTAATAATC AGAATGGATG AAAAGGGTGA AAGAATACCG CTGACAATAT GCGACTATGA CAAAGAGECG GGAACGGITA CAATAGTAGT
RVAK SAK PGQQ FVI I RMD EKGERI P LTI CDY DKEA GTV T1 V

3841 TCAGICTATG GGATGCTCAA CAAGAAGAAT GGCAGAGITC AACGAAGGECG ACTACTTCTC GGACTTCGTA GGACCTCTTG GAAGAGAGTC TGAGTTTGIT CATGAGAGCA TTGATGCACT
v Q S M 6C S TRR MAEF NEG DYF SDFV GPL GRE SEZFV HES I DA

3961 AAAAAACAAG AAGATACTAT TTGITGCAGG CGGAGITGGA ACAGCTCCTG TTTACCCGCA GGTAAAGTGG CTTCATGAAA ATGGAATAGA TGCAGATGTA ATAATAGGTG CAAAGAACAA
LK NK KI L FVA GGVG TAP VYP QVKWLHE NGI DADV I I G AKN

4081 AGAAATGATG ATAATGGAAG AAGAGCTAAA GAGCGTGAGC AAGAACCTTT ATCCTGCAAC TGACGACGGA TCCTCTAG 3
K EMM I ME EEL KSVS KNL YPA TDUDG S S

Abb. 5 Sequenz des Inserts von pMK374 und die abgeleiteten Aminosiuresequenzen. Der nicht-codierende Strang vom 5’-Ende bis zum 3’-Ende wurde dargestellt Bei
Stop-Codons wurde ein Strich (-) in die Aminosduresequenz gesetzt. Die Sequenz des vorgeschlagenen rho-unabhéngigen Terminators wurde mit Pfeilen (>>) untersetzt, die
vorgeschlagene Promotor-Sequenz mit Sternen (*) markiert. Eine mogliche Shine-Dalgarno-Sequenz wurde unterstrichen.
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3.4. Vergleich der Sequenzen von GrdC und GrdD aus Eubacterium
acidaminophilum

3.4.1. Sequenzen von GrdC und GrdD anderer Organismen

Durch die Klonierung von grdD1 aus E. acidaminophilum im Rahmen dieser Arbeit lagen die
Aminosduresequenzen der Untereinheiten von Protein C der Glycin-Reduktase zum ersten
Mal vollstindig vor. Die ersten 210 Aminosduren der Genprodukte von grdDI und grdD?2
waren vollig identisch (Liibbers, 1993). Die Aminosduresequenzen von GrdC und GrdD aus
E. acidaminophilum wurden mit den Sequenzen von Protein C aus C. sticklandii verglichen,
die durch die Klonierung der Gene der Glycin-Reduktase aus C. sticklandii bekannt waren
(Gréantzdorffer et al., 2000).

Um noch mehr Sequenzen zum Vergleich der Glycin-Reduktase-Gene zu erhalten, wurden
die Sequenzen der Untereinheiten von Protein C aus E. acidaminophilum mit den Leserahmen
aus vollendeten und unvollendeten Genomsequenzierungsprojekten verglichen, die unter
http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi? und unter http://www.sanger.ac.uk/ zur
Verfligung standen. Unter http://www.sanger.ac.uk/ wurden die Gene der Glycin-Reduktase
in C. difficile identifiziert. C. difficile gehort wie E. acidaminophilum und C. sticklandii zum
Cluster XI der Clostridien (Collins et al., 1994) und ist ein humanpathogener Organismus
(Sears und Kaper, 1996). Unter http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi? wurden
zweil weitere Organismen gefunden, in denen die Gene der Glycin-Reduktase identifiziert
wurden. Treponema denticola gehort zu den Spirochaetaceae und ist ebenfalls ein
humanpathogener Organismus. Carboxydothermus hydrogenoformans 1ist ein obligat
anaerobes extrem thermophiles Bakterium (Svetlichny et al., 1991). E. acidaminophilum ist
der einzige bisher bekannte Organismus, in dem mehr als eine Kopie der Gene der
Untereinheiten von Protein C vorkommt. Neben den Sequenzen der Untereinheiten von
Protein C wurden {liber Sequenzvergleich auch die Sequenzen der Gene und Genprodukte der
iibrigen Glycin-Reduktase-Proteine und der Proteine des Thioredoxin-System in den
aufgefiihrten Organismen gefunden (s. 4.2.).

Tab. 8 Vergleich der Sequenzen von GrdC und GrdD. GrdC1 und GrdD1 aus E. acidaminophilum wurden
mit den Sequenzen aus C. difficile, C. sticklandii, Ct. hydrogenoformans und T. denticola verglichen. Die
Identitdten wurden mit dem Programm LALIGN (Huang und Miller, 1991) bestimmt.

Organismus Homologes  Protein  (AS, |Identitét [%]
molekulare Masse [kDal])

E. acidaminophilum GrdC1(513, 54,5) 100
C. difficile GrdC (510; 55,2) 64
C. sticklandii GrdC (511; 55,3) 61,2
Ct. hydrogenoformans GrdC (509; 54,8) 60,8
T. denticola GrdC (512, 54,8) 56,1
E. acidaminophilum GrdD1(385/40,0) 100
C. difficile GrdD (381; 40,9) 65,5
C. sticklandii GrdD (388; 41,0) 60,6
Ct. hydrogenoformans GrdD (381; 40,5) 58,5
T. denticola GrdD (384; 40,2) 53,6

Durch Vergleich der Sequenzen war es mdglich, konservierte Regionen in GrdC und GrdD zu
bestimmen. Die Tabelle 8 gibt eine Ubersicht iiber die Prozente an Identitit und Ahnlichkeit
zwischen den Sequenzen von GrdC und GrdD der genannten Organismen. Demnach
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bestanden die hochsten Identititen zwischen Protein C von E. acidaminophilum und C.
difficile mit 63,3 % fiir GrdC und mit 64 % fiir GrdD.

3.4.2. Vergleich der Sequenzen von GrdC

Die Genprodukte von grdC1 und grdC2 von E. acidaminophilum unterschieden sich lediglich
an fiinf Positionen der Aminosduresequenz (Austausch Glu/Lys an 153, Glu/Asp an 158,
Ile/Val 329, Leu/Phe an 362 und Phe/Ser an 414) von grdC1 zu grdC2 (Liibbers, 1993), s.
unter 3.1.). Aus beiden Sequenzen von GrdC aus E. acidaminophilum und GrdC der anderen
Organismen (s. Tab. 8) wurde ein Alignment (Abb. 6) erstellt, um konservierte
Sequenzbereiche und Doménen zu ermitteln. Solche konservierte Bereiche bestanden aus
einer Abfolge von iiber alle fiinf bekannten Sequenzen identischen Aminoséuren bzw. aus
iiber alle fiinf bekannten Sequenzen dhnlichen Aminoséduren (mit dhnlichen Eigenschaften). In
Abb. 6 wurde neben dem Alignment eine Sekundérstrukturvorhersage dargestellt, die mit dem
Programm SOPMA (http://pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa sopma.html) mit
GrdC1 aus E. acidaminophilum bestimmt wurde.

Die Hydrophobie der Sequenz von GrdC aus E. acidaminophilum wurde mittels Hydropathie-
Blot (Kyte und Doolittle, 1982) nach der Klonierung von grdCI und grdC2 untersucht
(Liibbers, 1993). Die daraus hervorgegangenen hydrophoben Sequenzbereiche mit positiven
Werten (Kyte und Doolittle, 1982) der Sequenzen von E. acidaminophilum wurden ebenfalls
in Abb. 6 als Balken iiber den Sequenzbereichen dargestellt, um zu ermitteln, ob sie in den
anderen Proteinen ebenfalls auftraten.

Die Sequenzen von GrdC von E. acidaminophilum enthielten sechs Cysteine, deren Thiol-
Gruppen fiir eine mogliche Acetylthioesterbildung im Katalysemechanismus von Protein C in
Frage kamen. Von diesen Cysteinen waren Cystein 223 und 261 {ber alle fiinf bekannten
Sequenzen hochkonserviert. Zwei der Cysteine von GrdC aus E. acidaminophilum waren iiber
vier von flinf bekannten Sequenzen konserviert, in der Sequenz von 7. denticola statt Cystein
228 der Sequenz von E. acidaminophilum ein Alanin und Cystein 172 von E.
acidaminophilum war in C. difficile durch ein Tyrosin ersetzt (Abb. 6). Ob diese Unterschiede
in der Gensequenz auf mogliche Sequenzfehler zuriickzufiihren sind, weil die
Genomsequenzierungen noch unvollendet sind, wurde diskutiert (s. 4.2.). Cystein 261 befand
sich laut der Sekundérstrukturvorhersage im Bereich einer ‘random coiled” Sekundirstruktur,
dagegen lag Cystein 223 in einem Sequenzbereich von a-Helices (Abb. 6).

Cystein 223 lag in der Konsensus-Sequenz IECSEEA am Beginn eines nach Hydropathie-
Blot hydrophilen Bereichs und im ldngsten der konservierten Bereiche (von Aminosdure 215
bis 242 der Sequenz von E. acidaminophilum). Cystein 261 befand sich in dem oben
erwahnten hydrophoben Sequenzbereich von 238 bis 294 (Abb. 6). Fiir Cystein 261 in einem
Sequenz-Motiv RGFCAG/AP konnte nach Vergleich mit Sequenzen in den Datenbanken
aufgrund der Homologie zur FabH (Tsay et al., 1992) eine katalytische Funktion postuliert
werden (s. 3.4.1.).

Im N-Terminus gab es weitere zwei Sequenzbereiche von wenigstens vier identischen
Aminosduren hintereinander, von Aminosédure 95 bis 98 und 160 bis 164 (Abb. 6). Weitere
Bereiche gab es im mittleren Teil und im C-Terminus von GrdC von Aminosdure 258 bis 265,
von 294 bis 298, von 384 bis 401, von 423 bis 437, von 455 bis 469 und von 471 bis 479. In
diesen genannten Bereichen wurde jedoch kein Sequenz-Motiv identifiziert, welches bereits
aus anderen Proteinen bekannt war.

Keine der Sequenzen von GrdC enthielt laut Hydropathie-Blot eine transmembrane Doméne,
fiir die wenigstens 20 hydrophobe Reste hintereinander nétig sind (Argos und Rao, 1986).
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tt ceeeeccceeeeecctt ccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhht t t
G dCl_Ea AGGLKI TDVDKYSVEMONPDI TKPAGAGDVPEANYKM AALIAVMGKEI ERADI AAFVEKH 419
G dC2_Ea AGGFKI TDVDKYSVEMONPDI TKPAGAGDVPEANYKM AALIAVMGKEI ERADI AASVEKH 419
G dC Cs KGGLKI TDI SKYSVEMQNPDI TKPAGAGDVPEANYKM AALIGVKRGDLEKSSLPTFGKEH 417
G dC Cd RANLKI TDVDVYSVEMQNPDI TKPAGAGDVPEANYKM GALIAVKRGDL EKKELKDFVSNK 416
G dCt _Ch KLGRKI TEI DYYSVEMONPEL TEPAGAGNVPEANYKM GALIAVMVAGEI GRADI HKFVEKH 416
G DC _Td AAGLKMIDI EKYSAEL QNHEI TAPAGAGNVPEANVKM AALISVMKGQLEKTQ AEFVKKH 416
*:*::. **.*:** ::* kxd %% k***x*x ***%x *%| % :: : .: .::
— f ! f {1 !
ceeeccccccccttcceeeeeeehhctt ccceeeeect t ceehhhhhhhhtt heeeeht t
G dCl_Ea GWGAWAPTQGHI PSGYPYI GFAI SDLTEGSVNRTM VGKGSL FLGRMTNL FDGVSI VAER 479
G dC2_Ea GWGWAPTQGHI PSGPYI GFAI SDLTEGSVNRTM VGKGSLFLGRMTNLFDGVSI VAER 479
G dC Cs GVPGFAPTQGHI PSG\PFI GFAI DEMKENKL DKVM VGKGSL FL GRMTNQFDGVSFVIVEK 477
G dC GLPGWAPTQGHI PSGAPY! GFLI DDLTTGNRNRAM VGKGSL FLGRMTNL FDGVSFI AER 476
G dCt _Ch GLPGFAPTQGHI PSG{PAL GFFRDALLEGKI SSAMI GKGSLFLARMINLFDGLSLLI BK 476
G DC_Td GVVGFAPTQGHI PSGYPFI GHARRDMVAGKLKNTM || GKGSLFLGRLTNLFDG_SFLI BA 476
*: x| *kkkkxkxkx |k :*. : i * s kkkkArkxkk k- k% Kk k- k- - *
tcceccttcc cchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
G dCl_Ea NTCGKVESGS- SVSTEEI RKM AESMKDFAAHLLAE- - 513
G dC2_Ea NTCKVESGS- SVSTEEI RKM AESMKDFAAHLLAE- - 513
G dC Cs NDGKGEDKAPQVDEQQ KSM ADAMRKLAENLGQ- - - 511
G dC NTGVTEETS- G SKDEI KKI | AESMKKLALDMLEE- - 510
G dCt _Ch NPCGKVEETT- . TKEAVREMVAEYLREMAKGLLS- - - 509
G DC Td

NDGKGSASA- GQDTAG KKI VAEAMRNVAENI LKSON 512
L . .. - k. .. * .

E. acidaminophilum, Genprodukt von grdCI des Gensatzes I (Liibbers, 1993) und diese Arbeit), GrdC2_ Ea 54
kDa-Untereinheit aus E. acidaminophilum (Genprodukt von grdC2 des Gensatzes II, (Liibbers, 1993), GrdC_Cd:
Genprodukt eines orf aus C. difficile http://www.sanger.ac.uk), GrdC_Cs: 55 kDa-Untereinheit aus C. sticklandii
(Gréantzdorffer, 2000) GrdCt_Ch: Genprodukt eines Leserahmens aus dem Genom von Ct. hydrogenoformans
(http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?); GrdC Td: Genprodukt eines Leserahmens aus 7. denticola
(http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?). Identische Aminosiuren sind mit einem Stern (*),
konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:), semi-konservierte Aminosduren durch einen Punkt (.),
eingefiigte Liicken durch einem Strich (-) dargestellt. Konservierte Sequenzbereiche mit mehr als fiinf
identischen Aminoséuren hintereinander wurden grau unterlegt. Die konservierten Cystein-Reste (C) wurden
markiert, Cystein 261 (Sequenz GrdC1_Ea, s. 3.4.4.) fett hervorgehoben. Der Sequenzvergleich wurde mit dem
Computerprogramm CLUSTAL W (1.74) (Matrix "blosum", THOMPSON et al, 1994) erstellt. Die
Sekundérstrukturvorhersage wurde anhand von GrdC1_Ea mit dem Programm SOPMA (http://pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html) vorgenommen, die Art der berechneten Sekundérstruktur, a-
Helices (h), B-Faltblatt-Struktur (€); turn (t ) und coiled (c) wurden iiber der Aminosiure angegeben. Uber den
Sequenzen wurden die hydrophoben Bereiche (Kyte und Doolittle, 1982) von GrdC aus E. acidaminophilum
(Liibbers, 1993) mit Klammern markiert.

Durch die héhere Identitit und Ahnlichkeit der Sequenzen im mittleren Teil von GrdC und im
C-Terminus ab Aminosdure 217 waren die hydrophoben Sequenzabschnitte ebenfalls
konserviert. Im Bereich von Position 235 bis 294 lag eine hydrophobe Region, die durch
einen hydrophilen Abschnitt von 255 bis 260 unterbrochen war. Moglicherweise sind
Aminosduren dieses Bereiches fiir die Bildung einer postulierten hydrophoben Tasche
(Schriader und Andreesen, 1992) durch Protein C verantwortlich.
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3.4.3. Vergleich der Aminosiuresequenzen von GrdD

Die Sequenz von GrdDl1 aus E. acidaminophilum wurde im Aligment mit den weiteren
inzwischen bekannten Sequenzen aus C. sticklandii, C. difficile, Ct. hydrogenoformans und T.
denticola verglichen, um konservierte Sequenzbereiche zu ermitteln (Abb. 7).

Um die hydrophoben Sequenzbereiche zu bestimmen, wurde vom GrdD1 von E.
acidaminophilum ein Hydropathie-Blot (Kyte und Doolittle, 1982) erstellt. Aus diesem ging
hervor, dall GrdD keine transmembranale Doméne aufwies, fiir die wenigstens 20 hydrophobe
Aminosduren hintereinander notwedig gewesen waren (Argos und Rao, 1986). Die hichste
bestimmte Hydrophobizitit mit 2,0 (Kyte und Doolittle, 1982) lag im Bereich von 55 bis 60
der Aminosduresequenz, der jedoch nicht konserviert war. Von den zwei Cysteinen der
Sequenz von E. acidaminophilum, die fiir die Bildung des Acetylthioesters wéhrend der
Katalyse von Protein C (Schrdder und Andreesen, 1992) in Frage kamen, war lediglich das
Cystein 359 in allen fiinf bislang bekannten Sequenzen vorhanden. Cystein 359 befand sich in
einer konservierten Region von 19 Aminoséduren, von denen 15 in allen fiinf Sequenzen von
GrdD identisch waren. In der Region um Cystein 359 lag die Hydrophobizitét bei 1,7 (Kyte
und Doolittle, 1982). Der mittelere und C-terminale Bereich der Sequenz von GrdD war hoher
konserviert als der N-Terminus der Sequenz. Weitere konservierte Regionen befanden sich
von Aminosdure 36 bis 40 sowie von 99 bis 118, wo zwei Valin-Reste nacheinander lagen,
und von 127 bis 132. Im Abschnitt von 127 bis 132 traten ingesamt vier Threonin-Reste auf,
davon drei direkt hintereinander.

I I — —
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhht t cct t ceeeeeeeccccccchhhhhhhhhhhhhttt cee
G dD_Ea VBDI KOM GKTFMEI ADAI ETGSFAGKVKVA TTLIGSEHGVENLVKGAELAAKDAAGFDI 60
G dD _cd V5- - KKVI ADVFLEVANAI ESGEFCGKKVKI GVTTLIGSEHGVENWNGAQLAKSN- - LFDI 56
G dD_Cs MN- LNKVI ADAFLEI ADG QTGSFCGKTKKVAL TTLIGSEHGEATLVEGAKLAKKLYPQLNI 59
GdD Ch MEQVKRLI AEVLNEAADVI ATGRALKNI RvGE TLLIGSEHGVL EVLKGAEMAAQONLPNVEV 60
G dD Td MAD- KKQ ADLFLGALAEGQ.EGGSFAGRFSVALTI PGSEHGEAEL VYAAELAAKRNPDLDY 59

kX % % % * - s %

— — P
eeecc- ccccchhhheehhhhhhhhhhhhhhhhhhhht ccheeeeeehhht t hheeeet t
G dD _Ea VLI GP- KVETSLEVVEVATEEEAHKKMEEL LDSGY! HSCVTVHYNFPI GVSTVGRWTPG 119
G dD _Cd VLI GP- KVETDL EVVEVNDEKEVHAKMEEL LDSGY! DACVTMHYNFPI GVSTVGRVI TPA 115
G dD_Cs VLI GS- ANDSG_ETI EVSSEDEMYKVMEEKL DSKEI GACVTMHYNFPI GVSTVGRVWTPA 118
G dD Cth VVI GPEDVETRLTKVVWTDEKEGHRVVEKM.DSGEL NAAVTIVHYNFPI GTSTVGLVWWTPA 120
G dD _Td | LI GG PEAKGLKHFPAATL EDAHKEMERL FKEGT| KACVTIVHYNFPLGVSTVEKWTPG 118

s kK * * * Ak kkkkk-k K*kkk k- k%

— I I ————
cccceeeeehcccchhhhhhhhhhhhhhheehhect t ccccceeeecccchhhhhhhhhh
G dD _Ea MGKEMFI ATTTGI|ISAAQRVEAMVRNALYA | TAKSMAE ENPTVG LNLDGARAVERALKE 179
G dD _Cd KGKEM LIATTTGI|SATNRI EAMVRNAI YA ATAKSMGNKCPKVG LNVDGARQVEKCLKE 175
G dD _Cs HGKEMFI IATTTGI|SSAQRVEAMVKNAVYGVI AAKASG EKPTVG LNVDGARSVEKVLVE 178
G dD Ch QGRKNFIATTTGIISSPDRVEGWKNAI YG AAAKAYG KNPKVG LNVDGARQVERI LKE 180
G dD _Td KGREM LIATTTGI|TDANRYKAM_LNAI GG AVAKASG AEPTVGLLNI DG AVI EKALNK 178

ko k- kkk Kk Kk k| LR * - * k- * - * % - * * kk- kk k% -k *

httttcceeehhhhhcttceeeetthhcttcceeeeettccccccchheehhhhhcceee
G dD _Ea LAGNGYPI TFAESL RADGGSVNVRGNDL Ll GGAADVMWTDSLTGNI MVKVFSSYTTGGSYEG 239
G dD _Cd LKDNGYDIVEFADS| RADGACVNRGNDL L VGAPDVMWTDTLSGNI FMKVFSSYTTGGDYEA 235
G dD _Cs LQAKGYDI AFGESQRSDGGRVURGNDLL L GTVDVVWWTDTLTGNI LMKMFSSFTSGGQYEV 238
G dD Cth LQSRGYPI DFSESKRSDGGVVNRGNDLLAGTPDVM CDSLTGNLLI KI FSAYTTGGSYEA 240
G dD_Td MKEKGYKVNYTESNRADGGVRNRGNDL L| QGTPDVMVCDTLTGNLLI KLFSSFVTGGSYEG 238

**x - . sk kR k% QR * k- - kekekke ook kk s kk kK%

Fortsetzung néichste Seite
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— | | | —
eehhhhhhhhccccceeeeeet ccccccchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh

G dD_Ea LUGYGYGHG GDGYNRTI LI LSRASGVPVAANAI KYAAKLAQNNVKAI AAAEFKAAKAAGL 299

G dD_Cd QCFGYCHGVCGEDYDRKVLI VSRASGSPVVANAL KYAYDVVKGDI SNVARNEFAKVKKAKF 295

G dD_GCs SGYGYGHGVGEGYERNVLI LSRASGAPVI ANALKYAHEI ANNDI TEI AKAEFKKLNALKW 298

G dD Ch LGYGYGHG GEGENKI | NI' I SRASGAPVI AGAI EYAAAMAQGRLVEVAQAEI AAAKNAGL 300

G dD_Td SGFGYGHCI GSGYDDVWWA | SRASGAPAI ANAL KFVADCAKNNVHG YAEEL KAAKKAGL 298
[ « X k% % % - % .. . * - kkk Kk *x * k... . . . * - .

hhhhhhh-cttt ccccchhhhcccccceeeecccccceeehhhhhhhhhht eeeeeect t
G dD _Ea ESI LAGL- SKDTKKASTEEEVKMPPKEVWTGT| SGVDVNVDLEDAQKMLWKAG YAESGMG| 358
G dD_Cd DDI | SSL- TKKEVKA- EKVEVKMPDKEI VTRQ AGVDI MDLEDAVSHLWKNG YAESGMVG| 353
G dD_Cs MDLI P- - - KPVEKKAAQEEVVPQPDKVWWITGSI SA DI MELEDAVQULWKNG YAESGMG| 355
G dD Ch LELVK----PLEKKE- TVEEVKMPPKKPVDKEI AG DVLELENAQKLLWKHG YAETGVG| 355
G dD_Td DEL L EDMPGAKPVAAAAAEEVKAPPKKTVDAG PG DVI El EDACKALVKEG YAETGMVG| 358

* * % * * koekoo ok % *kk *kkkk- kk*

P
cccceeeechhhhhhhhhhhhht t cee

G dD_Ea CTGPl VMMNEAKVEEAAKI LKDAG VA- - - - - - 385

G dD_Cd CTGPI VLVNEAKGDLAVETLVKAGYTAK- - - - - 381

G dD_Cs CTGPI VLVPEDRVSECQQ LVKAGFAACGEGDI C 388

G dD_Ch [CTGPI | LMAPDDLSQALKVLKENKVL- - - - - - - 381

G dD_Td CTCGPVI WMSEEDL AKARDVLHKADYI - - - - - - - 384
kkkk- - % *

Abb. 7 Sequenzvergleich der kleinen Untereinheit GrdD des Protein C. GrdD Ea: 40 kDa-Untereinheit aus
E. acidaminophilum (Genprodukt von grdD1 des Gensatzes I), GrdD_Cd: Genprodukt eines orf aus C. difficile
(http://www.sanger.ac.uk), GrdD_Cs: 39 kDa-Untereinheit aus C. sticklandii (Grantzdorffer et al., 2000),
GrdD Cth: Genprodukt aus Ct. hydrogenoformans (http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?),
GrdD_Td: Genprodukt eines Leserahmens aus 7. denticola (http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?).
Identische Aminosiuren sind mit einem Stern (*), konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:),
semi-konservierte Aminosduren durch einen Punkt (.), eingefiigte Liicken durch einem Strich (-) dargestellt.
Konservierte Sequenzbereiche mit mehr als flinf identischen Aminoséuren hintereinander wurden grau unterlegt.
Die konservierten Cystein-Reste (C) wurden hervorgehoben. Der Sequenzvergleich wurde mit dem
Computerprogramm CLUSTAL W (1.74) (Matrix "blosum", THOMPSON et al, 1994) erstellt. Die
Sekundarstrukturvorhersage wurde nur anhand von GrdD Ea mit dem Programm SOPMA
(http://pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html) vorgenommen, die Art der berechneten
Sekundérstruktur, a-Helices (h), B-Faltblatt-Struktur (€); turn (t ) und coiled (¢) wurden iiber der Aminosaure
angegeben. Uber den Sequenzen wurden mit Klammern die hydrophoben Bereiche von GrdD1 aus E.
acidaminophilum markiert (Kyte und Doolittle, 1982).

3.4.4. Vergleich der Aminosiuresequenz der groflen Untereinheit GrdC von
Protein C mit Sequenzen der Datenbanken

Die Proteinsequenzen von GrdC und GrdD von E. acidaminophilum wurden in die Datenbank
eingegeben, um aus Homologien zu Sequenzen anderer Proteine mogliche Funktionen von
Doménen ableiten zu konnen.

Die Sequenz von GrdC zeigte Homologien zur Sequenz der -Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein
Synthase III (FabH) prokaryotischer und eukaryotischer Organismen (Tab. 9). Die f-
Ketoacyl-Acyl Carrier-Protein-Synthase III (FabH) ist ein ubiquitir vorkommendes Enzym
der Fettsdure-Biosynthese, das die initiale Kondensationsreaktion zwischen Acetyl-CoA und
Malonyl-ACP zu Acetoacetyl-CoA katalysiert (Tsay et al., 1992). Wihrend der Katalyse wird
der Acetyl-Rest unter Bildung eines Acetylthioesters von Acetyl-CoA auf ein im
katalytischen Zentrum liegenden Cystein-Rest an Position 112 der Sequenz von E. coli (Tsay
et al., 1992) iibertragen. Anschliefend kommt es unter Bildung von Acetoacetyl-ACP zu
einer Claisen-Kondensation zwischen dem Acetyl-Rest und dem Malonyl-Rest, der an das
Acyl-Carrier-Protein (ACP) gebunden vorliegt. Das katalytisch wirksame Cystein befand sich
in dem Sequenz-Motiv GA/SCAG von ungeladenen Aminosduren umgeben. Das Cystein 261
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von GrdC lag mit GFCAG in einem &hnlichen Sequenz-Motiv in allen fiinf bekannten
Sequenzen (Abb. 6). In einem Alignment zwischen den Sequenzen der FabH verschiedener
Organismen und den flinf bekannten Sequenzen GrdC waren das beschriebene katalytisch
aktive Cystein der FabH immer identisch zum konservierten Cystein 261 von GrdC1 aus E.
acidaminophilum (Abb. 8). Die hochste Identitit zwischen GrdC und der B-Ketoacyl-Acyl
Carrier Protein Synthase III bestand zur FabH von Spinacia oleracea mit 29 %. Die
Homologien zu Streptomyces roseofulvus betrug nur 25 %, jedoch erstreckte sich die
Homologie iiber 251 Aminosduren der FabH (s. Tab. 9). Durch die Auswertung der
Kristallstruktur der FabH von E. coli (Qiu et al., 1999) sind neben dem Cystein 112 weitere
fiir die Katalyse der FabH essentielle Aminosdure-Reste bekannt. Histidin 244 wirkt bei der
Aktivierung der Thiol-Gruppe von Cystein 112 als Base. Zwischen Histidin 244 und der
Sequenz von GrdC gab es jeodch keine Identitiiten und Ahnlichkeiten. Zu den Leucin-Resten
142 und 205, sowie zu den Phenyalanin-Resten 157 und 87, die eine hydrophobe Tasche um
den Acetyl-Rest im katalytischen Zentrum bilden (Qiu et al., 1999), gab es keine Identitit,

jedoch befanden Leucin- bzw. Phenylalanin-Reste in der ndheren Umgebung (Abb. 8).

FabH_G SPDYFTMPSTACKI ASNLGLVNI S- - - - AFDI SAACSGFI YLLEQAKALVESGLKKNVLI 138
FabH_ec S- ATHAFPSAACQ QSMLG KGCP- - - - AFDVAAACAGFTYAL SVADQYVKSGAVKYALV 136
FabH bs  T- PDQSFPTVSCM QEQLGAKKAC- - - - AMDI SAACAGFMYGWTGKQFI ESGTYKHVLV 136
FabH so T- - PEDLFGSAPQVQRALGCSRTPL- - - SYDI TAACSGFMLGLVSAACHVRGGGFKNVLY 205
FabH_Sr S- RLEQTPPLAVLLAEDL GARAAA- - - - GLDVSGACAGFCHALALASDAVRAGSARHVLYV 149
G dCl_Ea EACGDVNQRGGGNFAKALAEMIGCVNATGSDVRGFCAGPTHALI AAAALVKSGVYKNVI | 285
G dC2_Ea EACCDVNQRGGGNFAKALAEMTGCVNATGSDVRGFCAGPTHAL I AAAALVKSGVYKNVI | 285
G dC_GCs EACCDMNQRGGCENFAKSI AEACSFTNATGSDTRGFCAGPTHAL I NAAALVKSGVYKHVVWY 283
G dC_Cd EACCDI NQRGGCGNFAKSI AEI AGLQNATGSDTRGFCAAPTHAL I QAAALVKAG HKNVIW 282
G DC_Td EAAGDI NQRGGGNI AKAVGEKSGCVNATGSDVRGFCAAPVHAI | HGAALVAAG FKNVIW 282
G dCt _Ch EACGDVNQRGGGNFAKAI GEI AGLVNANGSDVRGFCAGPAHALLHAASL VKSGTFKNVWY 282
. * * - . . * . ..
FabH_G | GAEKTSSI - - - - MDYNDRSI Cl LFCDGAGAGVVSLD- NEN- HI LDVHTASNGN- - - - - - 186
FabH_ec VGSDVLART- - - - COPTDRGTI | | FGDGAGAAVLAAS- EEP- G | STHLHADGS- - - - - - 184
FabH bs VGVEKLSSI - - - - TDWWEDRNTAVLFGDGAGAAVVGPV- SDDRG LSFELGADG - - - - - - 184
FabH so | GADALSRF- - - - VDWIDRGTCl LFGDAAGAVVVQACDSEEDGVFAFDLHSDGGGECR- - - 258
FabH_Sr VGTERMIDL- - - - VERADRTVSVLFADGAGAAVVGPS- - ARPG SPPARGAACR- - - - - - 197
G dCl_Ea AAGGATAKLGWNGKDHVKKEMPI LEDCLGGFAVLVSENDGYNPI LRTDLVGRHT- - - - - - 339
G dC2_Ea AAGGATAKLGWWNCGKDHVKKEMPI LEDCLGGFAVLVSENDGYNPVLRTDLVGRHT- - - - - - 339
G dC_GCs VGGGATAKLGWNAKDHI KKNI PVLEDVL GGFAVLVSEDDG SPVFENTDLVGRHT- - - - - - 337
G dC_Cd VAGGASAKL GVNAKDHVKKGL PVL EDVWGGFAVLVSENDGYNPVI RTDLTGKHT - - - - - - 336
G DC_Td VSGGSVPKL GUNGKDHVKKDL PLFEDM GGFAVMLSADDGVNPVI NTEVWGKHV- - - - - - 336
G dC _Ch VGGGAVAKLGWNGKDHVNKGVPVLEDM.GAFAI LVSENDGLNPI | RLDVI GKHN- - - - - - 336
FabH_G - YGDLLMIQRSOQKSSLCQTLSM - - - - - - ------ MKGNEVFKI AVNTLSNDVVEI LAK 232
FabH_ec - YGELLTLPNADRVNPENSI HLT------------- MAGNEVFKVAVTELAHI VDETLAA 230
FabH bs - - TGEQHLYLNEK- - - - - RHTl - ------mmm e - MNGREVFKFAVRQMGESCVNVI EK 223
FabH so - HLNASL LNDETDAAI GNNGAVTGFPPKRPSYSCI NMNGKEVFRFAVRCVPQSI EAALQK 317
FabH_Sr - YAGALRVDRGWDTFAADPSLGR- - --- - - - - PWWRVDGRRVFRWANVDEVTPRAAELLRE 247
G dCl_Ea - VATGSAPQAVI GSLVLSPLKAG ----------- GLKI TDVDKYSVEMONPDI TKPAGA 386
G dC2_Ea - VATGSAPQAVI GSLVLSPLKAG ----------- GFKI TDVDKYSVEMONPDI TKPAGA 386
G dC_GCs - VGTGSSPQAVI TSLI TMPLDKG- - ---------- GLKI TDI SKYSVEMONPDI TKPAGA 384
G dC_Cd - VGTGSSPQAVMTIALI TSGLDRA- - ---------- NLKI TDVDVYSVEMONPDI TKPAGA 383
G DC_Td - | SSGSAPQAVVSVLVYDPLNAA- - - - - - - - - - - - GLKMI'DlI EKYSAELONHEI TAPAGA 383
G dC _Ch -1 GSGASPQQVMKALVAEPLAKL- - ---------- 383

GRKI TElI DYYSVEMONPEL TEPAGA

Fortsetzung ndchste Seite
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FabH_G NNI LAQEI DLFI NLRI | KAV- - - - - QEKLNLSD- EKCVI TVQKYGNTSAASI PMAM 286
FabH ec NNLDRSQLDW.V NLRI | SAT-- - - - AKKLGVEM DNVVVTLDRHGNTSAASVPCAL 284
FabH bs AGLSKEDVDFLI NI Rl MEAA- - - - - RERLELPV- EKMSKTVHKYGNTSAASI PI SL 277
FabH_so AGLTSSNI DWLL NQRI | DAV- - - - - ATRLEVPS- ERVLSNLANYGNTSAASI PLAL 371

FabH_Sr SG EPEALDAFRV NLRM ELM - - - - AERLGLPERTAVARDVVRAGNTSAASVPLAL 302

G dCl_Ea GDVPEANYKM AALAVMEKEI ERADI AAFVEKHGWGWMPTQGHI PSGVPYI GFAI SDLT 446
G dC2_Ea GDVPEANYKM AALAVMSKEI ERADI AASVEKHGWGWMPTQGHI PSGVPYI GFAI SDLT 446
G dC_Cs GDVPEANYKM AAL GVKRGDLEKSSL PTFGKEHGVWPGFAPTQGHI PSGVPFI GFAI DEMK 444
G dC_Cd GDVPEANYKM GALAVKRGDL EKKEL KDFVSNKGLPGWAPTQGHI PSGAPYI GFLI DDLT 443
G DC_Td G\VPEANVKM AAL SVMKGQLEKTQ AEFVKKHGVYWGFAPTQGHI PSGVPFI GHARRDMM 443
G dC_Ch GNVPEANYKM GALAVMACEI GRADI HKFVEKHGLPGFAPTQGHI PSGVPALGFFRDALL 443

Abb. 8 Ausschnitt eines Alignments zwischen Sequenzen der p-Ketoacyl-Carrier-Protein-Synthase I11 und
der grofien Untereinheit von Protein C. GrdC1_Ea 54 kDa-Untereinheit aus E. acidaminophilum (Genprodukt
von grdCl des Gensatzes I (Liibbers, 1993), GrdC2 Ea 54 kDa-Untereinheit aus E. acidaminophilum
(Genprodukt von grdC2 des Gensatzes II, (Liibbers, 1993), GrdC_Cd Genprodukt eines orf aus C. difficile
(http://www.sanger.ac.uk), GrdC Cs Untereinheit aus C. sticklandii (Gréantzdorffer, 1997), GrdCt Ch
Genprodukt eines Leserahmens aus dem Genom von Ct hydrogenoformans (http://www.tigr.org/cgi-
bin/BlastSearch/blast.cgi?); GrdC Td Genprodukt eines orf aus 7. denticola (http://www.tigr.org/cgi-
bin/BlastSearch/blast.cgi?), FabH_Sr B-Ketoacyl-Carrier-Protein-Synthase III aus Streptomyces roseofulvus
(Bibb et al., 1994); FabH_Ec B-Ketoacyl-Carrier-Protein-Synthase 111 aus E. coli (Tsay et al., 1992); FabH_Cj
putative [B-Ketoacyl-Carrier-Protein-Synthase III aus Camphylobacter jejuni; FabH_bs putative PB-Ketoacyl-
Carrier-Protein-Synthase III aus B. subtilis (Morbidoni et al., 1996); putative B-Ketoacyl-Carrier-Protein-
Synthase 111 aus Spinacia oleracea (Tai und Jaworski, 1993). Identische Aminoséuren sind mit einem Stern (*),
konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:), semi-konservierte Aminosauren (.), eingefiligte Liicken
durch einem Strich (-) dargestellt. Der Sequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W
(1.74) (Matrix "blosum", THOMPSON et al., 1994) erstellt. Der identische Cystein-Rest zwischen den
Sequenzen der FabH und GrdC wurde rot hervorgehoben. Der katalytische Histdin-Rest in der FabH wurde
eingerahmt (Qiu ef al., 1999). Drei Leucin-Reste und ein Phenylalanin, die eine hydrophobe Tasche bilden (Qiu
et al., 1999), wurden fett hervorgehoben.

Ein weiteres Enzym, zu dem GrdC Homologien hatte und dessen Katalyse iiber ein als
Thioester gebundenes Acetyl-Enzym-Intermediat ablduft, war die [-Ketoadipyl-CoA-
Thiolase aus Acinetobacter calcoaceticus. Das Enzym besteht aus 401 Aminosduren und
katalysiert die Spaltung von [-Ketoadipyl-CoA zu Succinyl-CoA und Acetyl-CoA. Der [3-
Ketoadipyl-Rest wird an die Thiolat-Gruppe des Cystein 90 gebunden. Der Bereich dieses
Cysteins wurde mit der Region um Cystein 261 von GrdC in Verbindung gebracht.

200 210 220 230 240 250
GrdCL_Ea  GVLALANLI AKN- NVNPAEVDY! | ECSEEACGDMNQRGGGNF AKAL AEMT GCVNATGSDM
*-- :* * % :* :** * « % % :* *: * * - * ..
CATF_ACI CA GAI PI AALI ERNPSVNVAQVDDVI YGCANQAGEDN- RNVGRMBAL LAGLP- - VEVPATTV
30 40 50 60 70 80
260 270 280
GrdCl_Ea  RGFCAGPTHALI AAAALVKSGVYKNVI | AAG
CATF_ACI CA NRLCGSSLDAIANAARAiKAG—EAHLIIAGG
90 100 110

Abb. 9 Sequenzvergleich von GrdC von E. acidaminophilum mit der B-Ketoadipyl-CoA-Thiolase von
Acinetobacter calcoaceticus CATF_ACICA (Shanley et al, 1994). Sequenzvergleich wurde mit dem
Programm LALIGN (Huang und Miller, 1991) erstellt. Identische Aminosduren sind mit einem Stern (*),
konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:), semi-konservierte Aminoséuren (.), eingefiigte Liicken
durch einem Strich (-) dargestellt. Die Identitdt zwischen dem katalytischen Cystein der B-Ketoadipyl-CoA-
Thiolase und Cystein 261 in GrdC wurde rot hervorgehoben.

Ein zweites Cystein dient der Deprotonierung von Acetyl-CoA als Voraussetzung fiir eine
Kondensation mit einem weiteren Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA (Davis et al., 1987,
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Palmer et al., 1991). Zu diesem katalytisch aktiven Cystein der Thiolase an Position 387 wies
GrdC keine Homologien auf, da es offensichtlich keine analoge Reaktion katalysiert.

In Tab. 9 wurden die hochsten Homologien zwischen GrdC von E. acidaminophilum zur -
Ketoacyl-Acyl Carrier Protein Synthase III-Sequenzen verschiedener Organismen
zusammengefafit.

Tab. 1 Gemeinsame Sequenzbereiche von GrdC mit anderen Proteinen. GrdC1 von E. acidaminophilum
zeigte Homologien zu Sequenzbereichen von Proteinen anderer Funktion, die mittels NCBI-Blast (TblastN)
ermittelt wurden. In der nachfolgenden Tabelle wurden die Proteine, die GroBle des gemeinsamen
Sequenzbereichs und die Hohe der Identiit in diesem Bereich angegeben.

Protein/Enzym-(Organismus [Bereich der Bereich der [Homologie Accession
Komplex Homologie in [Homologie |Ildent. Ahnl. |[No.
den Proteinen |bei GrdC [%] [%]

B-Ketoacyl-  [Strepto- 13-270 199-460 25 37 AF058302.1
Carrier-Protein [myces
Synthase IIl  |roseofulvus
B-Ketoacyl-  |Spinacia 45-213 142-293 30 47 JQ2386
Carrier-Protein |oleracea
Synthase 111
B-Ketoacyl-  [Porphyra @47-174 186-330 30 48 P51196
Carrier-Protein purpurea
Synthase 111
B-Ketoacyl-  |Escherichia 43-144 187-243 23 34 P2449
Carrier-Protein |coli
Synthase 111
B-Ketoadipyl |Acineto- 30-118 200-290 31 50 Q43935
CoA bacter
Thiolase calcoace-

ticus

3.4.5. Vergleich der Sequenz von GrdD mit Datenbanken

Bei Sequenzvergleich mit Datenbanken zeigte GrdD Homologien zu den Phospholipid-
Synthese-Proteinen PlsX verschiedener Organismen, die ubiquitdr vorkommen und deren
Gene plsX sich immer im Bereich von Genen des Fettsdure- bzw. Phosholipid-Stoffwechsel
befanden. PIsX wurde in E. coli entdeckt bei Untersuchungen einer sn-Glycerol-3-phosphat-
Auxotrophie. Diese Auxotrophie zeigt sich in einem erhdhten Ky-Wert der Glycerol-3-
Phosphat-Acyltransferase fiir sn-Glycerol-3-phosphat. Ursache dafiir ist einmal eine Mutation
plsB26 in der Sequenz der sn-Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase PlsB, die die Acylierung
von Glycerol-3-Phosphat als ersten Schritt der Phospholipid-Synthese katalysiert. Neben
plsB26 tand man jedoch eine weitere Mutation auf dem Chromosom von E. coli, die fiir die
Auxotrophie verantwortlich war. Diese wurde als plsX bezeichnet (Larson et al., 1984).

Es gab keine Identititen zwischen GrdD und den PIsX im Bereich der Cystein-Reste von
GrdD. An Positionen 217 und 222 in PlsX (auf die Sequenz von E. coli bezogen) und an den
Positionen 212 und 217 von GrdD aus E. acidaminophilum existierten jeweils 2 konservierte
Aspartat-Reste, einem Asparagin und einem Lysin-Rest, die immer zwischen 2 ungeladenen
Aminosduren lagen und in beiden Proteinen konserviert waren (Abb. 10).



Experimente und Ergebnisse 42

Psl X Ec RDASAVLKTI PSI N- - - YI GYLEANEL L TCKTDVLVCDG-TGNVTLKTIVEGVYVRM 238
Pl sX St REASLMLKTVPTI N- - - YI GYLEANEL L TCKTDVLVCDGFTGNVTLKTIVEGVYVRM 238
Pl sX Cd KRSYEEI KK- LDLN- - - FI GNVEAREVI NAYTIDI | | CDGFTGNI LLKSAEGVALS 242
Pl sX Tm KRAYQLLKEFLGCDT- - - FFGNVEGHDI NLGT\{DVVVADGFSGNVALKTIVEGTAKL 224
Pl sX Bs KQIFQ LKETANI N- - - FI GNVEARDL L DDVADVVWWTDGFTGNVTLKTLEGSALS 176
Pl sX Rc KI AAEM GAMVETAGGYEFVG-VEGNDL PGSRYDVI VTDGFTGNVALKTIGEGTAKF 293
Pl sX Cp RQTFRMLRETFCEA- - - FLGNI ESGAVFDGAADI WTDG-TGNI FLKTIAEGVFEF 250
Do : LR LE, : JFLan REREpRxL kk o] ok
G dD Ea AGNGYPI TFAESL RADGGSVVRGNDL L GGAADVMTDSLTGNI MVKVIFSSYTTG 234
G dD _Cd KDNGYDMEFADSI RADGGCVMRGNDL L VGAHDVMWTDTLSGNI FMKVFSSYTTG 230
G dD_Cs QAKGYDI AFGESQRSDGGRVLRGNDLLLGTDVWWITDTLTGNI LMKMFSSFTSG 233
G dD Cth QSRGYPI DFSESKRSDGGVVNMRGNDLLAGTRDVM CDSLTGNLLI KI FSAYTTG 235
G dD Td KEKGYKVNYTESNRADGGVRVMRGNDL LQGTHDVMVCDTLTGNLLI KLFSSFVTG 233

**x - . sk ke kk % ckkkkkk k- * k- - krkekke ook ok -k

Abb. 10 Darstellung des Sequenzabschnitts mit Homologien zwischen GrdD und Phospholipid-Synthese-
Protein PlsX. PlsX Ec: Phospholipid-Synthese-Protein aus E. coli (Oh und Larson, 1992), PlsX St:
Phospholipid-Synthese-Protein aus S. thyphimurium (Zhang und Cronan, 1998), PIsX Cd: Genprodukt eines
offenen Leserahmens aus C. difficile (http://www.sanger.ac.uk), PlsX Tm: putatives Phospholipid-Synthese-
Protein aus 7. maritima (Nelson et al., 1999), PlsX Bs Phospholipid-Synthese-Protein aus B. subtilis (Morbidoni
et al., 1996), PIsX Rc: Phospholipid-Synthese-Protein aus R. capsulatus (Carty et al., 1994), PIsX C;j:
Phospholipid-Synthese-Protein aus Chlamydia pneumoniae (Kalman et al, 1999), GrdD Ea: 40 kDa-
Untereinheit aus E. acidaminophilum (Genprodukt von grdD1 des Gensatzes I), GrdD Cd: Genprodukt eines orf
aus C. difficile (http://www.sanger.ac.uk), GrdD Cs: 39 kDa-Untereinheit aus C. sticklandii (Grantzdorffer et
al.,  2000), GrdD Cth: Genprodukt  aus Ct. hydrogenoformans  (http://www.tigr.org/cgi-
bin/BlastSearch/blast.cgi?), GrdD Td: Genprodukt eines Leserahmens aus 7. denticola (http://www.tigr.org/cgi-
bin/BlastSearch/blast.cgi?). Identische Aminosduren sind mit einem Stern (*), konservierte Substitutionen durch
einen Doppelpunkt (:), semi-konservierte Aminoséduren mit einem Punkt (.) eingefiligte Liicken durch einem
Strich (-) markiert. Der konservierte Bereich beider Proteinklassen wurde grau unterlegt und wurde durch
Abgleich von GrdD von E. acidaminophilum mit der Datenbank ermittelt Der Sequenzvergleich fiir beide
Proteinklassen wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W (1.74) (Matrix "blosum", THOMPSON et al.,
1994) erstellt.

Tab. 10 Sequenzhomologien von GrdD zu anderen Proteinen. Dabei wurde die Protein-Sequenz von GrdD
von E. acidaminophilum in die Datenbank NCBI-blast (tBlastN) eingegeben.

Protein/Enzym-  (Organismus Sequenzbe- [Sequenz- Homologie Accession
Komplex reich der PlsX bereich von [ldent. Ahnl. |No.

GrdD [%] [%]
Phospholipid- Thermotoga 1-223 28 bis 223 31 51 AE001700
Synthese-Protein |maritima
Phospholipid- Bacillus subtilis (128 bis 233 {128 bis 233 |27 49 P71018

Synthese-Protein

Phospholipid- Rhodobacter 190-285 131 bis 226 30 47 P30789
Synthese-Protein |capsulatus

Phospholipid- Salmonella 133-240 116 bis 223 31 46 AF044668
Synthese-Protein |typhimurium

Phospholipid- Chlamydia 150-242 131 bis 226 32 50 AE001676
Synthese-Protein |pneumoniae

Phospholipid- Escherichia coli {133-240 116 bis 226 30 A4 P27247

Synthese-Protein

Neben diesen wurden beim Alignment mit den PlsX vorwiegend hydrophobe und saure Reste,
die aber nicht in beiden Proteinarten konserviert an diesen Stellen auftraten, miteinander in
Verbindung gebracht. Die Funktion dieser Proteine ist unbekannt, aber aufgrund ihrer
Stellung im Genom wurde eine mdogliche Funktion bei der Fettsdure- oder Phospholipid-
Biosynthese postuliert (s. 4.4.). Das Gen der PIsX liegt in fast allen Organismen
stromaufwérts von fabH, dem Gen der B-Ketoacyl-Acyl-Carrier-Protein Synthase III, zu der
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GrdC Homologien aufwies. Uber ein Zusammenwirken im Stoffwechsel von PlsX und FabH
ist bisher nichts bekannt. Es wurde postuliert, da3 PlsX ein wichtiges Bindeglied in der
Regulation von Ribosomen und Phospholipid-Synthese ist (Podkovyrov und Larson, 1995).

3.4.6. Sequenzvergleich von OrfU

Stromabwirts des 3’-Endes von grdD1 folgte die Sequenz eines unbekannten Leserahmens,
der als orfU’ bezeichnet wurde. Von orfU’ lagen nur die ersten 492 bp auf dem Insert von
pMK374. Um mehr Informationen iiber den Leserahmen zu erhalten, wurde die resultierenden
164 Aminosduren mit den Leserahmen des Genoms von C. difficile verglichen. Hier wurde
ein Leserahmen aus 843 bp und 280 resultierenden Aminosduren mit 66 % Identitit gefunden
(Abb. 11). In Tab. 11 wurden die Identititen und Ahnlichkeiten der 164 Aminosiuren des
OrfU" aus E. acidaminophilum zu anderen Proteinen aufgefiihrt.

Die hochste Identitdat mit 70 % bestand zum Produkt eines Leserahmens, von dem die ersten
123 bp bei Arbeiten zur Klonierung einer ADH aus C. beijerinckii (Chen, 1995; Rifaat und
Chen, 1993) identifiziert wurden (siche Tab. 11) und OrfU" aus E. acidaminophilum. Die
gesamte Sequenz dieses orf aus C. beijerinckii wurde ebenso wie in E. acidamminophilum
noch nicht kloniert.

OfU _Ea MKI DAPRVAKSAKPGQFVI | RVDEKGERI PLTI CDYDKEAGTVTI VWQSMGCSTRRVAEF 60
ofu.Cd MEI EAPRVAKSSQPGOFI | | KNDEKCGERI PLTI ADYDREKGTVTI VFQTVGASTKKLAMF 60

ke kkkkkhkhk- - kkkk kKk- kkkkhkkkhkhkhkk ik *kk-k *kkkhkkk* k.- % *k. %k *

OfU _Ea NEGDYFSDFVGPLGRESEFVHESI DALKNKKI LFVAGGVGTAPVYPQVKW.HENG DADV 120
ofu_cd EENDFVVDFVGPLGQASEFI HEDI EEL RNKKI LFVAGGVGSAPVYPQVKWFKEHGLDVDY 120

:*.*:. *******: ***:**.*: *:************:*********::*:*:*.**
OfU _Ea I I GAKNKEMM MEEELKSVSKNLYPATDDGSS---------------------------- 152
ofu.cd I I GARTKELI | LEDDVKKVAKNVYVSTDDGT YGFNGRVTDL L KDL VDNQGKKYDQAI VI G 180

* kK % - ks ke ke ook kekke Xk - kX Kk K-

o 8 11 N = Y e
ofucd PM MVKFMOQLTKELNI PTI VSLNTI M DGTGVCGGCRVSVGNETKFACVDGPEFDGHLY 240

OfU _Ea  ---mmmmmmm e e

ofu.Cd DFDQAMRRQSMYKT QEGRAML KL EEGDSHHHSNCGCGGNK 280

Abb. 11 Sequenzvergleich der Genprodukte von orfU. OrfU" Ea: E. acidaminophilum; dargestellt sind die
164 Aminosduren, Produkt der 492 bp von orfU’, die durch die Klonierung von pMK374 bekannt sind.
OrfU_Cd: Genprodukt eines orf aus C. difficile, der durch die vollstdndige Sequenzierung des Genoms bekannt
war. Identische Aminoséduren sind mit einem Stern (* ), konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:),
semi-konservierte Aminosduren durch einen Punkt (.), eingefiigte Liicken durch einem Strich (-) markiert. Der
Sequenzvergleich wurde mit dem Computerprogramm CLUSTAL W (1.74) (Matrix "blosum", THOMPSON et
al., 1994) erstellt.

OrfU aus C. difficile hatte 28 % Identitdt zur Untereinheit ArsB der anaeroben Sulfit-
Reduktase aus S. typhimurium. Zu diesem Protein gab es zwei konservierte Regionen, deren
Funktionen bekannt waren. Zum einen bestanden Homologien in der glycinreichen Region
I3 LFVAGGVGTAP) 4, die aus Nitrat-Reduktasen aus Arabidopsis thaliana und Aspergillus
nidulans als Flavin-Bindedoméne, die die Oxidation von NADH katalysiert, bekannt war.
Zum anderen befanden sich im C-Terminus drei Cysteine und ein Aspartat eines
DX4CX,CX;C-Motivs, deren Abstand und Stellung in der Aminosduresequenz auf eine
Funktion als Liganden eines Eisen-Schwefel-Clusters hindeuten (s. 4.8. Abb. 11). Aufgrund
dieser gemeinsamen Sequenz-Motive bestanden Homologien von OrfU aus C. difficile zur
Untereinheit HydG einer aus vier Untereinheiten bestehenden Ni-Fe-Hydrogenase aus
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Pyrococcus furiosus (Pedroni et al., 1995). Das besondere dieses Enzymes ist neben den
Sequenzhomologien der Untereinheiten HydD und HydA zu Untereiheiten einer Ni-Fe-
Hydrogenase die Homologien der Untereinheiten HydB and HydG Sulfit-Reduktase aus S.
typhimurium. Dies deutete auf eine Doppelfunktion des Enzyms als Hydrogenase und Sulfit-
Reduktase hin (Pedroni et al., 1995). Weiterhin bestanden Homologien zu hypothetischen
Proteinen der Organismen Pyrococcus abyssi (AJ248286.1) und Treponema pallidum (Fraser
et al, 1998), die aufgrund ihrer Homologien als y- Untereinheit von Hydrogenasen
identifiziert wurden (Tab. 11).

Daneben gab es die Homologie zur PyrDII, einer Untereinheit Dihydroorotat-Dehydrogenase
(Quinn et al., 1991) aus B. subtilis, das Redoxequivalente von einem Flavoprotein auf das
Elektronentransportsystem der Zellmembran iibertrdgt, als vierten Schritt der Pyrimidin-
Biosynthese.

orfU befand sich in C. difficile nicht wie in E. acidaminophilum im 3’-Bereich der Gene der
Glycin-Reduktase-Proteine. Stromaufwirts des 5’-Endes von orfU lag nach den hdchsten
Homologien das Gen einer y-Glutamyl-Transpeptidase. Hier wurden die hdchsten
Homologien zum Protein aus Synechococcus PCC7942 (39 % Identitit und 61 % Ahnlichkeit)
gefunden. Nach dem 3’-Ende von orfU folgte, nach den Homologien beurteilt, das Gen der 3-
Untereinheit der Glutamat-Synthase. Die hochsten Homologien wurden zu Thermotoga
maritima (58 % Identitit und 71 % Ahnlichkeit) gefunden.

Tab. 11 Proteine, zu denen das Genprodukt orfU” aus E. acidaminophilum Homologien zeigte.

Protein Organismus Homolgie Accession
[dentiéit % Ahnlichkeit % |No.

Hypothetisches Protein  |Clostridium difficile 66 86

Hypothetisches Protein  [Clostridium 71 42 M84723
beijerinckii

Hydrogenase-Untereinheit |[Pyrococcus furiosus 28 47 CAAS53035

HydG

Hypothetisches Protein  |Pyrococcus horikoshii | 35 55 IAP000004

Hydrogenase — Treponema pallidum 38 62 AAC65704

Untereinheit HydG

homologes Protein

Hypothetisches Protein  (Thermotoga maritima | 42 58 AE0010806

Dihydroorotat- Bacillus subtilis 29 47 (G39845

Dehydrogenase-

Untereinheit PyrDII

Untereinheit AsrB Salmonella 28 49 P26475

Anaerobe Sulfit- typhimurium

Reduktase
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3.5. Heterologe Hybridisierung von chromosomaler DNA aus Clostridium
litorale

Die Gene grdC und grdD der Untereinheiten von Protein C aus C. litorale sollten kloniert
werden, um iiber Sequenzvergleiche mit den Untereinheiten aus E. acidaminophilum
Homologien zwischen den Proteinen beider Organismen ermitteln zu konnen. Fiir die
Klonierung der Gene grdC und grdD aus C. litorale mufiten die Fragmentgrof3en, auf denen
sich die Gene nach Restriktionsverdau von chromosomaler DNA befanden, bestimmt werden.
Dazu wurde mit EcoRI, mit HindIIl und mit Ps#l geschnittene chromosomale DNA von C.
litorale nach Southern-Blot mit grdC-und grdD-spezifischen DNA-Sonden, die aus
chromosomaler DNA von E. acidaminophilum hergestellt wurden, heterolog hybridisiert. Fiir
eine grdD-spezifische DNA-Sonde wurde ein 990 bp PCR-Produkt mit den Primern PC48-1
und PC48-2 (s. 3.3.) amplifiziert und markiert. grdC wurde mit den Primern 57Bam und
57Kpn aus chromosomaler DNA hergestellt. Alle beiden PCR-Produkte wurden nach
Markierung als DNA-Sonde zu heterologen Hybridisierung eingesetzt (Tab. 12).

Als Ergebnis der heterologen Hybridisierung schienen grdC und grdD im Genom von C.
litorale im Vergleich zu E. acidaminophilum nur einmal auf einem gemeinsamen oder zwei
verschieden 3 kb EcoRI-DNA-Fragmenten vorzuliegen. Daneben traten zusitzlichen Signale
der grdC spezifischen Sonde bei 5,0 bzw. 1,5 kb nach EcoRI-Restriktion auf (Abb. 12).
Weiterhin zeigte die Hybridisierung HindIlI-geschnittener chromsomaler DNA, dal3 grdC auf
einem 1,5 kb langen Fragment lag. Nach der Hybridisierung mit der grdD-spezifischen Sonde
wurde ein anderes Signal bei 0,7 kb detektiert, das kiirzer als die Sequenz von grdD von E.
acidaminophilum (1155 bp) war und kleiner, als die eingesetzte DNA-Sonde (990 bp).
Demnach befand sich das 5’-Ende von grdD auf einem 0,7 kb. Die Signale nach dem Pstl-
Restriktionsverdau lieBen vorlaufig vermuten, dal grdC auf einem 3,4 kb und grdD auf einem
2,6 kb PstI-DNA-Fragment lag. Dem Resultat dieser Hybridisierungsergebnisse zu Folge
wurde versucht, das 3,0 kb EcoRI-Fragment iiber heterologe Hybridisierung mit einer grdD
spezifischen Sonde aus E. acidaminophilum zu klonieren.

E H P [kbp] E H P

8]

- ! |
| i
Abb. 12 Heterologe Hybridisierung von chromosomaler DNA von C. litorale. Chromosomale DNA wurde
mit den Restriktionsenzymen EcoRI (E), Hindlll (H) und PsfI (P) geschnitten und anschlieBend auf eine
Nylonmembran transferiert. Als Template fiir die Synthese der Sonden dienten PCR-Produkte, die aus

chromosomaler DNA von E. acidaminophilum mit den Primern PC48 1 und PC48 2 (I) und 57Bam und 57Kpn
(IT) amplifiziert wurden. Die heterologe Hybridisierung wurde bei 60 °C durchgefiihrt.
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Chromosomale DNA aus C. litorale wurde mit EcoRI vollstindig verdaut, die Fragmente
mittels Ultrazentrifugation im Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt und anschlieend
geerntet. Nach der Bestimmung der Fragmentgrof3en in den geernteten Fraktionen wurden mit
den Fraktionen, die DNA-Fragmente im Bereich von 2,5 bis 3,5 kb enthielten, ein Dot-Blot
durchgefiihrt. Die Membran mit der aufgetragenen DNA wurde mit einer grdD-spezifischen
Sonde (siehe vorheriges Kapitel) heterolog bei 60 °C hybridisiert, um die Fraktionen, in
denen das gesuchte DNA-Fragment enthalten war, zu ermitteln. Die Fraktionen mit dem
stiarksten Hybridsierungssignal wurden nach Dialyse zur Ligation mit EcoRI geschnittenem
pUCI18 eingesetzt.

Tab. 12. Fragmentgrofien der DNA-Fragmente, die Signale nach heterologer Hybridisierung von
chromosomaler DNA von C. litorale gaben. Um zu ermitteln auf welchen DNA-Fragmenten nach
Restriktionsverdau mit EcoRI HindIIl und Pstl die Gene grdC und grdD in C. litorale vorkamen, wurden fiir die
Gene spezifische Sonden eingesetzt. Die fett hervorgehoben FragmentgroBen [kb] waren die
Hybridisierungssignale, die nach Hybridisierung mit beiden Sonden auftraten.

Sonden EcoRI1 HindIIl Pst]
GrdD' 3,0 0,7 2,6
GrdC' 3,05,01,5 1,5 3,408

990 bp DNA-Sonde im Kapitel 3.3. erldutert
? Das eingesetzte PCR-Produkt wurde mittels der Primer 57Bam und 57Kpn amplifiziert (s. Tab. 6)

Der Ligationsanatz wurde in E. coli XL2Blue transformiert. Jedoch war nach Blau/Weis-
Selektion die Zahl der Transformanten, die ein Insert enthielten, fiir eine Klonierung zu
gering. Darum wurde der Wirtsstamm bei der Transformation gewechselt. Fiir weitere
Versuche zur Klonierung von chromosomaler DNA aus C. litorale wurde der Stamm E. coli
XL1BlueMRF" und elektrokompetente Zellen der Firma Stratagene eingesetzt. Ingesamt
wurden 1500 Transformanten mit Insertgroflen von 2,5 bis 3,5 kb durch heterologe Kolonie-
Hybridisierung bei 60 °C tiberpiift. Jedoch konnte kein positives Signal festgestellt werden.

3.6. Klonierung von grdC und grdD in Vektoren zur heterologen
Proteinexpression

Das Protein C der Glycin-Reduktase aus E. acidaminophilum wurde von Schrider und
Andreesen (1992) und Harms (1995) durch Bestimmung der Enzymaktivitit der
arsenatabhingigen Hydrolyse von Acetylphosphat (s. 2.8.2.) bis zur Homogenitét gereinigt
und charakterisiert. Die 48 kDa-Untereinheit GrdD wurde als Untereinheit identifiziert, die
die Freisetzung des Acetylthioesters als Acetylphosphat katalysiert (Harms, 1995; Schriader
und Andreesen, 1992), somit sollte die Rolle der 57 kDa-Untereinheit GrdC in der reduktiven
Spaltung des Carboxyselenoethers an Protein A und in der Bildung des Acetylthioesters
liegen (s. Abb. 32). Der Komplex aus beiden Untereinheiten zeigte ein ausgeprigtes
Assoziations-und Dissoziationsverhalten (Harms, 1995; Schrader und Andreesen, 1992). Um
beide Untereinheiten getrennt charakterisieren zu konnen, sollten deren Gene getrennt in
E. coli exprimiert werden.

In den nachfolgenden Experimenten wurden grdC und grdD in Vektoren zur heterologen
Protein-Expression in E. coli kloniert. Dazu wurden Primer entworfen und beide Gene als
PCR-Produkte mit zusétzlichen Restriktionsschnittstellen zur Klonierung in den
Expressionsvektor amplifiziert. Die Klonierung der PCR-Produkte in den Expressionsvektor
erfolgte zunéchst in E. coli XL1BlueMRF". Fiir die Untersuchungen zur Protein-Expression
wurden spezielle E. coli-Stimme eingesetzt, die im nachfolgend beschrieben werden.
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3.6.1. Klonierung von grdD in pQE30 in Escherichia coli M15 (pRep4)

Mittels der Primer 48-Bam und 48-Kpn wurde grdD bei 50°C amplifiziert und anschlieend
nach Restriktionsverdau mit Kpnl und BamHI in den Vektor pQE30 kloniert, um am
N-Terminus mit sechs Histidinresten fusioniert in E. coli M15 (pREP4) exprimiert zu werden.
Dieser 6xHis-tag sollte eine wirksame Bindung des Proteins als Metall-Chelat-Komplex und
eine effektive Ein-Schritt-Reinigung iiber Affinitits-Chromatographie mit Ni*-NTA-Agarose
zulassen.

Mit dem Primer 48-Bam wurde zwischen der Sequenz fiir den N-terminalen 6xHis-tag und
den Genen 15 bp codierend fiir eine Enterokinase-Signalsequenz ‘in frame” zu grdD
amplifiziert, so dal ein 1183 bp PCR-Produkt entstand (s. Abb. 13).

3.6.2. Klonierung von grdD wund grdC zur Expression als Strep-tag-
Fusionsproteine

Mittels der Primer Bsa 48f1 und Bsa 4812 (s. 2.6.) wurden aus der Plasmid-DNA von
pMK374 grdD als 1160 bp PCR-Produkt, flankiert von der Erkennungssequenz fiir das
Restriktionsenzym Bsal, amplifiziert. Bsal gehort zu den Restriktionsenzymen, die auB3erhalb
threr Erkennungssequenz schneiden, so dal die Orientierung des PCR-Produkts bei der
Klonierung festgelegt ist. Die Sequenzen der Primer wurden so gewaihlt, daB3 grdD nach
Klonierung in den Vektor wieder herausgeschnitten werden konnte. Die PCR wurde bei 48 °C
mittels Pwo-Polymerase durchgefiihrt. Das entstandene Produkt wurde in Expressionsvektor
pASK-IBAS ligiert und in E. coli X11BlueMRF" transformiert, so dal ein N-terminales Strep-
tag-Fusionsprotein exprimiert wurde (s. 3.10.2). Das durch Restriktion und Sequenzierung
tiberpriifte Plasmid wurde zur heterologen Expression in E. coli BI21(DE3) transformiert.
grdC wurde als 1570 bp PCR-Produkt durch die Primer Bsa-57f und Bsa-57r nach der selben
Klonierungsstrategie wie grdD in den Vektor pASK-IBA 5 kloniert fiir die heterologe
Expression von GrdC als N-terminales Strep-tag-Fusionsprotein. Durch einen Fehler im
Primer Bsa-57F wurde eine Mutation amplifiziert. Es entstand das Codon CGA statt CCA fiir
Arginin anstelle von Prolin an Position 3 der Aminosduresequenz von GrdC, woraus eine
grdC P3—R-Mutante entstand, die zu exprimieren versucht wurde.

Daneben wurde grdC in den Expressionsvektor pASK-IBA3 kloniert, um ein C-terminales
Strep-tag—Fusionsprotein zu exprimieren. Die Primer 57f3 und 57r3 enthielten ebenfalls an
den Enden die Erkennungssequenz fiir Bsal fiir die Klonierung. Die Sequenz des Primers am
3’-Ende des PCR-Produktes war so gewihlt, da3 nach der Klonierung grdC, im Gegensatz zu
grdD, nicht mehr iiber Bsal herausgeschnitten werden konnte. Am 5’-Ende blieb die
Schnittstelle erhalten, so daf3 der Vektor mit Bsal linearisiert werden konnte.
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Gene grdC und grdD mit den Sequenzen von His- bzw. Strep-tag.
grdD] wurde als PCR-Produkt in dem Expressionsvektor pQE30 und in den Expressionsvektor pASKS-IBA
ligiert und damit am 5’-Ende mit den Sequenzen fiir His-und Strep-tag fusioniert. grdC als PCR-Produkt wurde
in den Expressionsvektor pASK-IBAS (nicht dargestellt) und pASK-IBA3 ligiert und dadurch am 3’-Ende mit
dem Strep-tag versehen. Die Gensequenzen und resultierenden Aminosiuresequenzen im Fusionsbereich wurden
dargestellt, die von 6xHis-tag (6xHis) und Strep-tag (Str) wurden fett hervorgehoben, die Enterokinase-
Erkennungssequenz zum proteolytischen Abbau des 6xHis-tag unterstrichen. Die Ribosomen-Bindestelle (RBS)
und wichtige Restriktionsenzyme BamHI (B), EcoRIl (E), Bsal (Bsa) Xbal (X), wurden dargestellt, die
Erkennnungssequenzen fiir die Enzyme BamHI und Bsal wurden mit Sternen markiert.

3.7. In vitro-Mutagenese von grdD1

Zur Charakterisierung der katalytisch relevanten Thiol-Gruppen in GrdD sollten Mutanten
hergestellt werden, die statt Cystein in der Aminosduresequenz Serin oder Alanin enthielten.
Dieser Austausch der Thiol-Gruppe gegen eine Hydroxyl-Gruppe bzw. Methyl-Gruppe im
katalytischen Zentrum sollte zum Verlust der katalytischen Aktivitit der Mutante fiihren. Die
entsprechenden Mutanten sollten wie zuvor GrdD als Strep-tag-Fusionsproteine
tiberexprimiert werden und deren Enzymaktivitdt mit der von GrdD verglichen werden.
Anhand der unterschiedlichen Enzymaktivitit von Wildtyp und Mutante sollte festgestellt
werden, an welcher Thiol-Gruppe der Acetylthioester (s. 3.8.) vorliegt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden eine Cystein 98-Serin-Mutation und eine
Cystein 359—Alanin-Mutation mittels “overlap-Extension”-PCR (s.2.6.2.) amplifiziert:

Beide Cysteine in grdD wurden durch das Triplett TGC kodiert. Das mutierte Gen
grdD C98—S enthielt die Sequenz AGC an Position 292. Um ein Alanin in Position 359 zu
exprimieren, befand sich im mutierten Gen grdD C359—A das Triplett GCA statt TGC. Die
genannten Mutationen wurden im ersten Schritt der Overlap extension-PCR amplifiziert,
indem zwei mutierte DNA-Fragmente mittels zweier Mutationsprimer und den
Flankenprimern 48f und 4812 erzeugt wurden (s. Abb. 14). Diese PCR-Produkte hatten im
Bereich der Mutation identische Sequenzen von 30 bp. Beide PCR-Produkte wurden in
gleichen Mengen in einer zweiten PCR mit den Flankenprimern 48f und 4812 eingesetzt.
Durch die identischen Sequenzen im Bereich der Mutation bildeten sich durch Renaturierung
aus den Einzelstrangen beider PCR-Produkte ein doppelstrangiger Bereich, aus dem wéhrend
der zweiten PCR-Reaktion mit den Primern 48f und 4812 ein vollstindiges PCR-Produkt mit
1160 bp amplifiziert wurde, das die Mutation enthielt. Die mutierten PCR-Produkte wurden
wie grdD1 als PCR-Produkt (s. 3.8.2.) nach Spaltung mit Bsal in den Expressionsvektor
pASKS-IBA in E. coli XL1Blue MRF’" kloniert. Die heterologe Expression der Mutanten
pMKO8S (C98—S) und pMK359A (C359—S) erfolgte in E. coli BL21(DE3).
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Abb. 2 Schematische Darstellung der in vitro-Mutagenese von grdD. Stellvertretend fiir die konstruierten
Mutanten wurde der Ablauf der Mutagenese von Cystein 98 dargestellt. die Primer 48f (1) und 4812 (2) und die
internen Primer Pr5(Ser98) (3) und Pr6(Ser98) (4), die die Mutation codierten, wurden aufgefiihrt. Die Mutation
wurde mit einem Kreuz gekennzeichnet.
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3.8. Heterologe Expression der rekombinanten Untereinheiten von
Protein C in Escherichia coli

Die vollstindige Klonierung des Gens grdC (Liibbers, 1993) und die vollstindige Klonierung
von grdD1 im Rahmen dieser Arbeit war die Voraussetzung fiir eine getrennte Reinigung und
Charakterisierung beider Untereinheiten als rekombinante Proteine nach Expression in E. coli.
Fiir die heterologe Expression der beiden rekombinanten Untereinheiten wurden einmal das
System QIAexpressionist (Fa. QIAGEN, Hilden) und Strep-tag”-Expressionssystem
(Fa. IBA, Gottingen) angewendet. Wie unter 3.8. beschrieben wurden grdC und grdD

in die entsprechenden Expressionsvektoren kloniert.

3.8.1. Reinigung von GrdD als N-terminales 6xHis-tag -Fusionsprotein

grdD1 wurde, wie unter 3.8.1. beschrieben, in den Expressionsvektor pQE30 kloniert, um das
entsprechende Protein, am N-Terminus mit sechs Histidin-Resten fusioniert, in E. coli M15
(pREP4) zu exprimieren. Durch diesen 6xHis-tag sollte eine wirksame Bindung des Proteins
als Metall-Chelat-Komplex zur Ni*’-NTA-Agarose erzeugt werden, die eine effektive
Ein-Schritt-Reinigung iiber Affinitits-Chromatographie zulie. Die Expression von GrdD
nach Induktion wurde mit Rohextrakt im Vergleich zu einer pQE30-Kontrolle mittels SDS-
PAGE iiberpriift. Das rekombinante GrdD war nach der Induktion als Bande bei 48 kDa zu
sehen und entsprach der ermittelten Molekiilmasse der kleinen Untereinheit des gereinigten
Protein C aus E. acidaminophilum (Schrader und Andreesen, 1992). Die Enzymaktivitit des
Rohextraktes wurde mittels arsenatabhidngiger Hydrolyse von Acetylphosphat im Vergleich
zur Enzymaktivitit einer pQE30-Kontrolle {iiberpriiftund enthielt eine spezifische
Enzymaktivitit von 9,0 U/mg.

GrdD sollte zuerst als His-tag-Protein mit Imidazol als Elutionsmittel gereinigt werden. Mit
Konzentrationen von 20 bis 250 mM Imidazol wird das Fremdprotein abgetrennt und mit
Imidazol-Konzentrationen grofler als 250 mM das gereinigte 6xHis-tag-Protein eluiert. In
einem Vorversuch konnte gezeigt werden, dal GrdD in Gegenwart von 250 mM Imidazol
nicht inaktiviert wird (Daten nicht gezeigt).

Als Schutz vor einer Oxidation der Thiol-Gruppen von GrdD wurde die Reinigung in
Gegenwart von 10 mM [3-Mercaptoethanol durchgefiihrt, ohne die Séulenkapazitidt durch
Reduktion der Ni*"-Ionen (QIAGEN, 1997) zu beeintrichtigten.

Der Rohextrakt im Lysis-Puffer (50 mM Na-Phosphat pH 8,0, 300 mM NaCl,
10 mM [-Mercaptoethanol), der aus Zellen einer 1 1-Kultur E. coli M15 (pREP4) nach 5 h
Induktion bei 37 °C gewonnen wurde, besal eine spezifische Enzymaktivitit von 9,0 U/mg
(s. Tab. 13). Zur Bindung des 6xHis-tag-Proteins wurden 25 ml Rohextrakt mit 101 mg
Protein mit equilibrierter 6 ml Ni*-NTA-Agarose mit einer Kapazitit von 5,0 mg/ml
suspendiert. Zur Reinigung wurde die Suspension in eine Séule iiberfiihrt und zuerst mit ca.
acht Sdulenvolumina (50 ml) Lysis-Puffer und ca. sieben Siulenvolumina (40 ml) Lysis-
Puffer in Gegenwart von 20 mM Imidazol gewaschen. Dann wurden {iber ca. acht
Saulenvolumina (50 ml) von 20 bis 50 mM Imidazol und iiber ca. vier Sdulenvolumina (25
ml) von 50 bis 500 mM Imidazol kontinuierliche Gradienten zur Reinigung und Elution von
GrdD angelegt (Abb. 15). AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration in den eluierten
Fraktionen Uberpriift. Alle proteinhaltigen Fraktionen wurden mittels Mikrotiterplattentest auf
arsenatabhingige Hydrolyse von Acetylphosphat getestet. Nur die Fraktionen von 115 bis 133
enthielten Enzymaktivitdt. Nach der Kontrolle dieser Fraktionen durch SDS-PAGE wurde
GrdD mit einer Molekiilmasse von 48 kDa eluiert (s. Abb. 16), jedoch waren noch
Kontaminationen anderer Proteine vorhanden. Von diesen wurden die Fraktionen mit
Proteinkonzentrationen von 0,3 bis 4,2 mg/ml zusammengefal3t und als Pool gegen 50 mM
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Tris/HCI1 pH 7,5 dialysiert. Nach der Dialyse betrug die Enzymaktivitdt 68,1 U/ml und ergab
eine spezifische Aktivitit von 9,2 U/mg (s. Tab. 13).

Demnach war es zu keiner Erhohung der spezifischen Enzymaktivitdt im Vergleich zu der des
Rohextrakts gekommen, obwohl eine Aufreinigung des Proteins bei 48 kDa laut SDS-PAGE
(Abb. 16) stattgefunden hatte.
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Abb. 15 Elutionsprofil von GrdD nach Affinititschromatographie an Ni’’-NTA-Agarose. 26 ml Rohextrakt
in 100 mM Na-Phosphat pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol mit einer Konzentration von 3,9
mg/ml wurden im batch-Verfahren mit 6 ml equilibrierter Ni2+—NTA-Agarose zur Bindung des exprimierten
6xHis-tag-Proteins suspendiert und anschlieend in eine leere PD-10-Séule iiberfiihrt. Bei der Reinigung wurde
zuerst ein 50 ml Waschgradient (20 bis 50 mM Imidazol) und anschlieBend ein Gradient zum Eluieren des
Proteins von 25 ml (50 bis 500 mM Imidazol) angelegt (s. Text). Dargestellt wurden die -A-
Proteinkonzentration [mg/ml]; - - Imidazol-Konzentration [mM].

Tab. 13 Bilanz der Reinigung von GrdD als 6xHis-tag-Protein nach Elution durch Imidazol. Die Details
zur Reinigung sind unter 2.11.5. und zum Enzymtest unter 2.7.2. beschrieben.

Gesamtes Protein  [Gesamte Spezifische Enzym-
[mg] Enzymaktivitit aktivitdt [U/mg]
in [U]
Rohextrakt nach 101 909 9,1
Zentrifugation
Pool nach Dialyse 14,8 136 9,2
gegen 50 mM Tris/HCl
H 7,5
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Abb. 16 10 % ige SDS-Gel nach Coomassie-Firbung der Fraktionen mit GrdD als 6xHis-tag-
Fusionsprotein nach Elution durch Imidazol-Gradienten. Dargestellt sind Fraktionen GrdD der Reinigung,
wo die Fraktionen 113 (1), 114 (3), 115 (4), 116 (5), 117 (5), 118 (6), 119 (7), 120 (8), 121 (9) in Mengen von
0,2 pg bis 10 pg Protein und der eingesetzte Protein-Marker.

Bei der nédchsten Reinigung wurde versucht, das GrdD als 6xHis-tag-Protein iiber einen pH-
Gradienten zu reinigen. Dabei wurde bei pH 8,0 begonnen. Durch Senkung des pH-Wertes
beim Waschen der Ni*"-NTA-Agarose wurde gebundenes Fremdprotein von der Siule
entfernt. Die Elution des gebundenen 6xHis-tag-Proteins sollte nach Senkung des pH-Wertes
unter den pKA des 6xHis-tags von 6,0 erfolgen, da der 6xHis-tag dann protoniert vorlag und
nicht mehr an die Ni*-NTA binden konnte (QIAGEN, 1997). Aus den Arbeiten zur
Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum und T. creatinophila ging hervor, dal3 bei
einer Senkung des pH-Wertes auf 5,3, die notwendig war zur effektiven chromatographischen
Trennung auf der S-Sepharose-Saule, bis zu 40 % des aktiven Protein C inaktiviert wurden
(Harms et al., 1998; Schriader und Andreesen, 1992). Um das zu vermeiden, wurde versucht,
GrdD durch Senkung des pH-Wertes von 8,0 bis 5,3 zu reinigen. 20 ml Rohextrakt in Lysis-
Puffer (50 mM Na-Phosphat pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM [-Mercaptoethanol) mit einer
Konzentration von 112 mg Protein wurden mit 5 ml equilibriertem Sdulenmaterial suspendiert
und zur Reinigung in eine Sdule tiberfiihrt. AnschlieBend wurde mit ca. acht Sdulenvolumina
Lysis-Puffer (30 ml) bei pH 8,0 gewaschen und anschlieBend iiber ca. 30 Sdulenvolumen
(150 ml) ein kontinuierlicher Gradient von pH 8,0 bis pH 5,3 angelegt. Es wurden 2 ml
Fraktionen eluiert. Zur Neutralisation des pH-Wertes wurde in den Fraktionen 200 pl
100 mM Tris/HCI pH 8,0 vorgelegt. Die eluierten proteinhaltigen Fraktionen wurden mittels
Mikrotiterplattentest auf Enzymaktivitdt iiberpriift und anschlieBend mittels SDS-PAGE
analysiert. In allen proteinhaltigen Fraktionen war keine Enzymaktivitit zu messen. Die
Kontrolle der proteinhaltigen Fraktionen durch SDS-PAGE zeigte eine Anreicherung von
Protein bei 48 kDa in den Fraktionen 70 bis 75, die auf eine Anreicherung von GrdD
hindeutete (Daten nicht gezeigt). Wie nach der Reinigung iiber Imidazol lag kein vollstindig
homogenes Protein vor.
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Abb. 17 Elutionsprofil von GrdD nach Reinigung an Ni**-NTA-Agarose. 20 ml Rohextrakt mit 5,6 mg/ml
nach AufschluB von Zellen einer 1 I-Kultur wurden im batch-Verfahren mit 4 ml equilibrierter Ni**-NTA zur
Bindung des exprimierten 6xHis-tag-Proteins suspendiert und anschliefend in eine leere PD-10-Séule iiberfiihrt.
Bei der Reinigung wurde mit 15 ml Lysis-Puffer gewaschen und anschliefend ein pH-Gradient (pH 8,0 bis
pH 5,3) zum Eluieren des Proteins angelegt. Dargestellt wurden -A- Protein mg/ml; -4 - pH-Wert

Tab. 14 Reinigung von GrdD mittels pH-Gradient. Die Details zur Reinigung sind unter 2.11.5. und zum
Enzymtest unter 2.7.2. beschrieben.

Gesamtes Protein |Gesamtaktividt [U] |Spezifische Enzymaktivitat

[mg] [U/mg]
Rohextrakt 111 909 6,7
Protein der 15,5 0 0

Fraktionen 70-75

3.8.2. Heterologe Expression von GrdD als Strep-tag-Fusionsprotein

grdD1 wurde, wie unter 2.8. beschrieben, in den Expressionsvektor pASK-IBAS5 in E. coli
XL1Blue MRF" kloniert. Die heterologe Expression und Reinigung von rekombinantem
Srep-tag-Protein wurden in E. coli BL21(DE3) durchgefiihrt. Der Strep-tag II (Schmidt und
Skerra, 1994), aus der Aminosduresequenz -WSHPQFEK- bestehend, bindet stark an
Strepavidin, den Inibitor von Biotin (Voss und Skerra, 1997). Diese Bindung ermdoglicht eine
effiziente Ein-Schritt-Reinigung der entweder C-terminal- oder N-terminal mit dem Srep-tag
fusionierten Proteine am Séulenmaterial StrepTactin, das durch Immobilisierung von
Streptavidin entwickelt wurde. DTT als reduzierendes Reagenz und EDTA zur Bindung von
Metallionen konnten wie bei der Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum (Harms,
1995; Schrider und Andreesen, 1992) bzw. T. creatinophila (Harms et al., 1998) verwendet
werden, ohne dafl sie die Effizienz der Bindung des Strep-tag-Fusionsproteins an das
Sadulenmaterial beeintrachtigen.

Die Induktion der Expression von GrdD als N-terminales Srep-tag-Fusionsprotein wurde
mittels SDS-PAGE kontrolliert, indem Gesamtprotein aus 1 ml E. coli-Kultur vor und nach
der Induktion aufgetragen wurden. Nach 3 Stunden Induktion war die Menge an induziertem
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Protein am hochsten (Daten nicht gezeigt). Das Protein hatte ebenso wie das 6xHis-tag-
Fusionsprotein und die gereinigte Untereinheit aus E. acidaminophilum eine GréBe von ca.
48 kDa.

Bei der Reinigung wird das Protein auf eine equilibrierte Sdule mit StrepTactin geladen und
anschlieBend mit Puffer gewaschen, um Fremdprotein abzutrennen. In Gegenwart von 2,5
mM Desthiobiotin, dessen Affinitdt zu StrepTactin hdher ist als die des Srep-tags, wird das
Srep-tag-Protein eluiert.

Zur Gewinnung von GrdD als Strep-tag-Fusionsprotein wurde von einer induzierten 1 1-E.
coli BL21(DE3)-Kultur ausgegangen. 10 ml Rohextrakt in Lysis-Puffer (100 mM Tris/HCI
pH 8,0, 2 mM EDTA, 3 mM DTT) mit einer Proteinkonzentration von 10,3 mg/ml wurden
auf die eqilibrierte Sdule (Sdulenvolumen: 1 ml StrepTactin mit 5 mg/ml Kapazitit) geladen.
AnschlieBend wurde mit sechs Séaulenvolumina Lysis-Puffer gewaschen und die
Proteinkonzentration der letzten Waschfraktionen iiberpriift. Nachdem kein Protein zu messen
war, wurde GrdD durch fiinf Sdulenvolumina Lysis-Puffer mit 2,5 mM Desthiobiotin in 0,5
ml Fraktionen eluiert.

Die Kontrolle durch SDS-PAGE =zeigte, dal GrdD vollstindig gereinigt wurde und in den
Fraktionen 7 bis 14 eluiert wurde. Nach der Reinigung wurde die Enzymaktivitit der
proteinhaltigen Fraktionen gemessen. Die spezifische Aktivitdit von GrdD war in den
Fraktionen der zweiten Hélfte des Elutionspeaks hoher als in ersten Hélfte (s. Abb. 18). In den
Fraktionen 11 und 12 betrug die spezifische Enzymaktivitit 328 U/mg und 278 U/mg und war
damit hoher als in den Fraktionen 8 bis 10. Fraktion 10 enthielt mit 1,35 mg/ml die hochste
Proteinkonzentration und eine Enzymaktivitit von 303 U. Die spezifische Aktivitdt betrug
lediglich 224 U/mg. Die Aktivitit der Fraktionen 8 und 9 lag ebenfalls in diesem Bereich. In
den Fraktionen mit Proteinkonzentrationen unter 0,5 mg/ml betrug die spezifische Aktivitit
maximal 165 U/mg.

Sechs Fraktionen wurden zu einem Pool mit 12,2 mg Protein zusammengefallit und gegen
100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, 3 mM DTT zum Entfernen des Desthiobiotins
dialysiert. Nach der Dialyse wurde eine spezifische Aktivitit von 167 U/mg gemessen ((Tab. ).
Damit war die spezifische Aktivitit teilweise um 50 % gesunken, jedoch um ca. das 15 fache
hoher als die Enzymaktivitit von GrdD als 6xHis-tag-Fusionsprotein nach Elution durch
Imidazol (s. 3.7.1.). Beim Uberpriifen der geernteten Fraktionen mittels SDS-PAGE war eine
Doppel-Bande bei 48 kDa zu sehen. Wurde das Protein lidnger als fiinf min vor dem
Auftragen gekocht, trat nur noch eine Bande auf (Abb. 19). Es handelte sich somit um
homogenes Protein, das nach unzureichender Denaturierung in zwei moglichen Formen
auftrat.
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Abb. 18 Elutionsprofil von GrdD nach Affinititschromatographie an StrepTactin. 10 ml Rohextrakt in
Lysis-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, 3 mM DTT) mit einer Proteinkonzentration von
10 mg/ml wurden auf die equilibrierte Séule der Kapazitit 5 mg/ml geladen und anschlieBend mit 6 mal 1 ml
Waschpuffer gewaschen, bis kein Protein in den 1 ml-Fraktionen zu messen war. Nach dem Waschen wurde die
Saule mit Elutionspuffer (2,5 mM Desthiobiotin, 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, 3 mM DTT) beladen
und das Protein in 0,5 ml Fraktionen mit 2,5 mM Desthiobiotin in Lysis-Puffer eluiert. Dargestellt wurden die
Proteinkonzentration [mg/ml], ¢, die Enzymaktivitdt [U/ml], A, und spezfische Enzymaktivitdt [U/mg] -m-.

Tab. 15 Reinigung von GrdD als Strep-tag-Fusionsprotein. Die Details zur Reinigung sind unter 2.11.5. und
zum Enzymtest unter 2.8.2. beschrieben.

Gesamtes Protein [Gesamtaktivitit [Spezifische Anreicherungs-
[mg] [U] Enzymaktivitit faktor
[U/mg]
Rohextrakt 101 909 9 1
Proteinpool 2 387 167 18,5
nach
Dialyse
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Abb. 19 10 % iges SDS-Gel nach Silberfirbung und Darstellung der Reinigung von GrdD als Strep-tag-
Fusionsprotein. Aufgetragen wurden Gesamtprotein aus 1 ml Zell-Kultur E. coli BL21(DE3) nach 3 h
Induktion entnommen (Spur 1), Gesamtprotein uninduziert aus 1 ml Zell-Kultur (2) , 10 pg cytosolischer
Rohextrakt nach Zellaufschlul (3), 10 pg von Wasch-Fraktion 1 (4) und 2 pg GrdD aus Fraktion 10. Die
Reinigung wurde unter 3.7.2. beschrieben. Unter (M) sind die Banden des Protein-Markers angegeben.

3.8.3. Reinigung von GrdC als Strep-tag-Fusionsprotein

grdC, das Gen der groBen Untereinheit von Protein C wurde wie unter 3.8. beschrieben in die
Expressionsvektoren pASKS und pASK3 kloniert, um GrdC sowohl als N-terminales als auch
als C-terminales Srep-tag-Fusionsprotein zu exprimieren und anschlieend zu reinigen.

Beide Proteine waren nach der Induktion als Proteinbande bei ca. 57 kDa in der SDS-PAGE
im Vergleich zur Proteinprobe nicht induzierter Zellen zu erkennen (Daten nicht gezeigt).
Zuerst wurde versucht, GrdC als N-terminales Srep-tag-Fusionsprotein als cytosolisch
exprimiertes Protein zu reinigen, wie bereits bei der Reinigung von GrdD beschrieben (s.
3.7.2.). Durch einen Fehler im N-terminalen Primer (s. 3.8.) wurde eine Mutante
GrdC P3—R exprimiert, die statt Prolin an Position 3 der Aminosduresequenz Arginin
enthielten (s. 3.9.). Trotz dieses Fehlers wurde versucht, diese Mutante zu reinigen. Dazu
wurden 9,2 mg Rohextrakt in einem ml Lysis-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2 mM
EDTA, 3 mM DTT) auf die Sdule geladen und anschlieBend gewaschen. In den anschlieBend
mit 2,5 mM Desthiobiotin in Lysis-Puffer geernteten Fraktionen wurde jedoch kein Protein
nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde das Membranpellet nach der Ultrazentrifugation mittels
SDS-PAGE fiiberpriift (Daten nicht gezeigt), wo wie bereits erwidhnt eine 57 kDa-Bande
erkennbar war.

Dagegen lief3 sich das C-terminale Strep-tag-Fusionsprotein unter gleichen Bedingungen wie
GrdD als cytoplasmatisch exprimiertes Strep-tag-Fusionsprotein reinigen. Aus 100 ml E. coli
BL21(DE3)-Kultur konnten ein 2 ml Rohextrakt in Lysis-Puffer mit 22,4 mg Protein
gewonnen werden, das zur Reinigung eingesetzt wurde. Nach der Elution wurden 0,5 mg
Protein gewonnen (Abb. 20).
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Abb. 20 Elutionsprofil von GrdC nach Chromatographie an StrepTactin. 22,5 mg Rohextrakt in 2 ml
Lysis-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, 2 mM EDTA, 3 mM DTT) wurden auf eine equilibrierte Sdule mit
0,5 ml StrepTactin geladen. Danach wurde mit 6 mal 1 ml Lysis-Puffer gewaschen und mit 2,5 mM
Desthiobiotin in Lysis-Puffer in 0,5 ml Fraktionen eluiert.
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Abb. 21 10 %iges SDS-Gel nach Coomassie-Farbung und Darstellung von GrdC als C-terminales Strep-
tag-Fusionsprotein. Aufgetragen wurden 10 pg Rohextrakt (1) , 10 pg der ersten Waschfraktion (2), 2 pg der
eluierten Fraktionen 10 und 11 (3 und 4).
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Tab. 16 Reinigung von GrdC. Die Details zur Reinigung sind unter 3.7.3. beschrieben
Gesamtes Protein [mg]
Rohextrakt 22,5

Protein der Fraktionen 9 bis 14 |0,5

Die Messungen der Enzymaktivitit des Rohextraktes und des eluierten Proteins zeigten, dal3
GrdC keine meBbare katalytische Aktivitdit bei der arsenatabhidngigen Hydrolyse von
Acetylphosphat besal.

3.8.4. Enzymaktivitiit der Untereinheiten GrdD in Gegenwart von GrdC

Unmittelbar nach der Reinigung zeigte GrdD als Srep-tag-Fusionsprotein spezifische
Enzymaktivititen im Bereich von 200 bis 320 U/mg (s. 3.7.), die jedoch nach
Zusammenfassen der Fraktionen und Dialyse in einen Bereich von 160 U/mg + 20 sanken.
Dabei gab es keine Verdnderung der Proteinkonzentration. Eine Inaktivierung war auch bei
GrdD als His-tag-Fusionsprotein beobachtet worden (s. 3.7.1.). Als Srep-tag-Fusionsprotein
zeigte GrdD unmittelbar nach der Reinigung Extraktproportionaltitit, doch ging diese durch
Lagerung bei —20 °C verloren. Bei erhohtem Proteineinsatz konnte ein Anstieg der
spezifischen Aktivitit im Bereich von Protein 80 bis 130 U/mg messen werden.

GrdC hatte als einzelne zugegebene rekombinante Untereinheit hatte, wie bereits beschrieben,
keine Enzymaktivitit, die durch arsenatabhéngige Hydrolyse von Acetylphosphat gemessen
werden konnte. Um zu ermitteln, ob GrdC die Enzymaktivitdt von GrdD beeinflulte, wurde
die Aktivitit von GrdD alleine und in Gegenwart von GrdC untersucht. Zuerst wurde die
Aktivitit von GrdD im Bereich von 0,2 bis 0,5 pg Protein gemessen und als
Ausgangsaktivitit genommen. Dann wurde die Enzymaktivitit nach stochometrischer Zugabe
an GrdC gemessen. Die spezifische Enzymaktivitit von GrdD lag in diesem Bereich bei 150
U/mg, die Zugabe von GrdC in equimolarer Menge fiihrte zu einer Erhohung der spezifischen
Aktivitit von GrdD auf bis zu 400 U/mg GrdD.

GrdD wurde auf Bildung von Oligomeren im reduzierten und nicht reduzierten Zustand
mittels 10 %iger SDS-PAGE untersucht. Die Ausbildung von Disulfid-Bindungen zwischen
zwel Proteinmolekiilen hitte im SDS-PAGE eine Proteinbande hdherer Molekiilmasse
verursacht. Es wurde Protein mit Proben-Puffer mit und ohne [-Mercaptoethanol auf das
SDS-PAGE aufgetragen. GrdD zeigte jedoch kein verdndertes Laufverhalten (Daten nicht
gezeigt) somit war keine Dimer-Bildung erkennbar.

3.8.5. Enzymaktivitit von GrdD-Mutanten

Bei der Bildung von Acetylphosphat durch Protein C aus dem Protein A gebundenen
Carboxymethylselenoether wurde die Bildung eines intermedidren Protein C gebundenen
Acetylthioesters gezeigt (Arkowitz und Abeles, 1989; Arkowitz und Abeles, 1991; Stadtman
und Davis, 1991). Ein Acetylthioesters sollte mit einer Thiol-Gruppe von der 48 kDa-
Untereinheit GrdD von Protein C vorliegen, denn diese Untereinheit zeigte nach Trennung
von der 57 kDa-Untereinheit GrdC eine Enzymaktivitdt im Enzymtest der arsenatabhingigen
Hydrolyse von Acetylphosphat (Schriader und Andreesen, 1992). Diese Aktivitét sollte darauf
beruhen, daBl in der unphysiologischen Riickreaktion Acetylphosphat einen Thiol-Rest
acetyliert, der gebildete Acetylthioester labil ist und durch Arsenat als Phosphat-Anaologon
hydrolysiert wird.
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Abb. 22 Spezifische Enzymaktivitit der arsenatabhiingigen Hydrolyse von Acetylphoshat. GrdD wurde im
Bereich von 0,2 bis 0,5 pg Protein gemessen. Bei der zweiten Mefreihe wurde GrdC in equimolaren Mengen
dem MeBansatz hinzugefiigt und die Aktivitit iiberpriift. Als Kontrolle wurde GrdC alleine gemessen.
Dargestellt wurden die spezifische Aktivitdt von GrdD-0-, von GrdD 1:1 mit GrdC -m- und GrdC -A-

GrdD enthielt an Position 98 und Position 359 der Sequenz Cysteine-Reste, deren Funktion
durch gerichtete Mutagenese analysiert werden sollte.

Wie unter 3.9. beschrieben, wurde die Sequenz von grdD mittels ,,overlap-Extension-PCR*
einmal so verdndert, dafl die exprimierte Mutante an Position 98 statt des Cysteins ein Serin
enthielt. In einer zweiten Mutante enthielt das exprimierte Protein statt des Cysteins 359 in
der Sequenz ein Alanin. Die Mutanten, bezeichnet als GrdD C98—S und GrdD C359—A
wurden ebenfalls als N-terminale Strep-tag-Fusionsproteine exprimiert und an StrepTactin
iiber Affinitditschromatographie gereinigt. Anhand der spezifischen Enzymaktivitdt sollte die
katalytisch essentielle Thiol-Gruppe bestimmt werden.

Die Mutante GrdD C98—S =zeigte Enzymaktivitit wie das rekombinante GrdD. Die
spezifische Enzymaktivitit von GrdD C98—S als gereinigtes Protein erhohte sich bei
VergrofBerung der Proteinmenge im Enzymtest deutlich, so dal keine Extraktproportionaltit
vorhanden war (s. Abb. 23). Die gemessene Enzymaktivitit zeigte, da3 der Verlust der Thiol-
Gruppe von Cystein 98 nicht den Verlust der Enzymaktivitit bedeutete. Es handelte sich
demzufolge nicht um das katalytisch essentielle Cystein.

Dagegen besall die Mutante GrdD C359—A im Test durch arsenatabhingigen Hydrolyse von
Acetylphosphat keine Aktivitdit mehr. Damit konnte gezeigt werden, dal der Verlust der
Thiol-Gruppe von Cystein 359 eine Inaktivierung der Proteinaktivitit bedeutete.
Offensichtlich handelte es sich somit um das katalytisch essentielle Cystein.
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Abb. 23 Spezifische Aktivitit der Mutanten GrdDC98S und Ala359 bei der arsenatabhiéingigen Hydrolyse

von Acetylphosphat. Dargestellt sind die spezifische Aktivitit von GrdD -A-, die spezifische Aktivitdt von

GrdD C359—A - -und -4 - GrdD C98—S. Die Details zum Enzymtest sind unter 2.7. beschrieben.

3.9. Analyse des Zink-Gehalts in GrdC

Beim katalytischen Transfer von Methyl-und Acyl-Gruppen kann Zn*" als Cofaktor ligandiert
auftreten, um so den Transfer von Methyl-bzw Acyl-Gruppen auf einen Thiol-Akzeptor als
Lewis-Siure zu katalysieren (Matthews und Goulding, 1997). Uber den Transfer der
Carboxymethyl-Gruppe von Selenoprotein A zu GrdD ist kaum etwas bekannt (Arkowitz und
Abeles, 1991). Bis auf unbestdtigte Untersuchungen an Protein C aus C. sticklandii, die auf
einen Eisen-Gehalt von Protein C hinwiesen (Tanaka und Stadtman, 1979), existiert derzeit
noch kein Hinweis auf die Beteiligung eines Metallions an der Katalyse. Um zu {iberpriifen,
ob in GrdC méglicherweise Zn>" gebunden ist, wurde der Zink-Gehalt von gereinigtem
rekombinanten Protein liber Atom-Absorbtionsspektroskopie in Zusammenarbeit mit Frau Dr.
Marion Martienssen (Institut fiir Biochemie/Biotechnologie) gemessen.

Die Nachweisgrenze fiir Zink in der Atomabsorptionsspektroskopie lag bei 0,1 mg/l
(Dr. Martienssen, personliche Mitteilung). Dies entsprach einer Konzentration von 1,5
nmol/ml Zink. Da GrdC ein Molekiilmasse von 54 kDa hatte, muften demzufolge mindestens
0,08 mg/ml Protein zur Analyse eingesetzt werden.

Um moglicherweise Zink in GrdC nachweisen zu konnen, wurde es als C-terminales
Srep-tag-Fusionsprotein, wie unter 2.11. beschrieben, gereinigt, jedoch wurde dem Puffer
beim ZellaufschluB kein EDTA hinzugefiigt, welches das im Protein gebundene Zink
wihrend der Reinigung herauslosen konnte.

Der Zink-Gehalt der Proteinlosung wurde anhand einer Eichkurve gemessen, die im Bereich
von 0,1 mg/l bis 0,5 mg/l mit granuliertem Zink als Standard erstellt wurde.

Zur Messung wurden 3 ml GrdC-Losung mit 1,0 mg/ml Protein in 100 mM Tris/HCI pHS,0,
3mM DTT, 2,5 mM Desthiobiotin, was 55 nmol GrdC entsprach, eingesetzt. In dieser
Proteinlosung wurden 0,063 mg/l Zink nachgewiesen, was zwar aulBlerhalb der erstellten
Eichkurve lag, jedoch noch reproduzierbar mef3bar war. Damit konnten umgerechnet 2,9 nmol
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Zink nachgewiesen werden, bei einer eingesetzten Proteinmenge von 18 nmol, d. h. 0,16 g-
Atom Zink pro mol GrdC.

3.10. Untersuchungen zur Markierung des katalytisch aktiven Cysteins in
GrdD

Neben der Bestimmung der Enzymaktivitit der GrdD-Mutanten (3.7.5.) wurde versucht, die
katalytisch aktive Thiol-Gruppe von GrdD mit thiolspezifischen Agenzien zu markieren.
Untersuchungen am Protein C von C. sticklandii hinsichtlich der arsenatabhidngiger
Hydrolyse von Acetylphosphat zeigten, daBl das Enzym nach Inkubation mit Jodacetat
inaktiviert wurde (Stadtman und Davis, 1991). Diese Inaktivierung durch Jodacetat deutete
auf eine irreversible Carboxymethylierung einer katalytisch aktiven Thiol-Gruppe hin.
Dagegen blieb die Enzymaktivitidt von Protein C zu 100 % erhalten, wenn zuerst mit dem
Substrat Acetylphosphat vor dem Zusatz von Jodacetat inkubiert wurde. Damit wurde das
Protein durch die mogliche Ausbildung eines Acetylthioesters vor der Carboxymethylierung
geschiitzt. Falls die Inaktivierung und der Substratschutz am rekombinanten GrdD ebenfalls
nachzuweisen waren, sollte dies zur Markierung der katalytisch aktiven Thiol-Gruppe in
GrdD ausgenutzt werden. Substratschutz und Inaktivierung sollten anhand der Enzymaktivitit
von GrdD gezeigt werden. Im Falle des Substratschutzes mufite die Enzymaktivitdt nach
Entfernen von Acetylphosphat und Jodacetat erhalten bleiben, demnach sollte die Thiol-
Gruppe noch unmodifiziert vorliegen und somit eine nachfolgende Markierung mit 4-
Vinylpyridin als weiteres thiolspezifisches Reagenz moglich sein. Im Gegensatz dazu sollte
nach Inkubation mit Jodacetat GrdD inaktiviert sein, die katalytisch aktive Thiol-Gruppe
carboxymethyliert vorliegen und daher eine nachfolgende Markierung durch 4-Vinylpyridin
unmdglich sein. Um zu gewihrleisten, daf3 die zwei Thiol-Reste in GrdD zugdnglich sind,
wurde die Markierung mit 4-Vinylpyridin im reduzierten und denaturierten Zustand
durchgefiihrt. In Abb. 24 wurde die Strategie zur Markierung und Analyse der Thiol-Gruppen
beschrieben. Durch die Kenntnis der Sequenz von GrdD war es moglich, die Peptide nach
proteolytischer Spaltung iiber deren Massen zu bestimmen. Der Nachweis der cysteinhaltigen
Peptide und deren unterschiedliche Markierung sollte daher iiber MALDI-
Massenspektrometrien anhand entsprechender Kontrollen erfolgen (s. Tab. 18).

3.10.1. Untersuchungen zum Substratschutz durch Acetylphosphat und zur
Inaktivierung von GrdD durch Jodacetat

Zuerst wurden der mogliche Substratschutz in Gegenwart von Acetylphosphat und die
Inaktivierung durch Jodacetat anhand der Enzymaktivitdt von GrdD untersucht.

Dazu wurde GrdD mittels NaBH4 zwei Stunden unter Stickstoff/H, in einer Anaerobier-Box
(s. 2.7.7.) reduziert und die spezifische Aktivitit des reduzierten Proteins als
Ausgangsaktivitét fiir weitere Untersuchungen gewertet. Der reduzierte Ansatz wurde geteilt
und die resultierenden Proben in Parallelansétzen erst mit Acetylphosphat und dann Jodacetat
bzw. nur mit Jodacetat umgesetzt. Die Reaktionsansidtze wurden gestoppt und die Proben zur
Bestimmung der spezifischen Aktivitit umgepuffert. Die Enzymaktivitit blieb nach Zusatz
von Acetylphosphat vor der Inkubation mit Jodacetat erhalten. Dagegen war nach Inkubation
mit Jodacetat allein keine Enzymaktivitit mehr zu messen (s. Tab. 17). In den Ansétzen mit
NaBHs und nach Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat gab es keine
Extraktproportionalitit.
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Abb. 24 Strategie zur Markierung der katalytisch aktiven Thiol-Gruppe in GrdD nach Substratschutz
durch Acetylphoshat und Inaktivierung durch Jodacetat. Dargestellt wurden die einzelnen Schritte bis zum
Nachweis der Markierung der katalytischen Thiol-Gruppe. Mit S-PE wurde eine Thiol-Gruppe nach Pyridyl-
Ethylierung, mit S-CM wurde die Thiol-Gruppe nach Carboxymethylierung bezeichnet. Die Methode wurde
unter 2.7.7. aufgefiihrt. Zur Denaturierung und Markierung wurden 1 nmol Protein eingesetzt.
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Tab. 17 Spezifische Aktivititen von GrdD bei der Untersuchung zum Substratschutz durch
Acetylphosphat. Die spezifische Aktivitdit wurde nach der Reduktion mit NaBH,, nach der Inkubation mit
Acetylphosphat und Jodacetat und nach der Inkubation nur mit Jodacetat wie unter 2.7.7. beschrieben ermittelt.

Enzymaktivitdt von GrdD gemessen: | Eingesetzte Proteinmenge | Spezifische Aktivitét
[ng] [U/mg]

Nach Reduktion durch NaBH4 0,5 130

0,8 346
Spezifische Aktivitét nach Inkubation 0,6 164
mit Acetylphosphat und Jodacetat 0,9 350
Spezifische Aktivitdt nach Inkubation 0,6 0
mit Jodacetat ohne Acetylphosphat 0,9 0

1,6 0

3.10.2. Weiterfiihrung der Ansitze durch Markierung von GrdD mit
4-Vinylpyridin und Analyse der proteolytischen Spaltungsprodukte

Die folgenden Arbeiten dazu wurden in Zusammenarbeit Dr. Peter Riicknagel und Frau
Dr. Angelika Schierhorn von der Forschungsstelle "Enzymologie der Peptidbindung" der
Max-Planck-Gesellschaft Halle durchgefiihrt.

Die Enzymaktivitit und die Inaktivierung von GrdD in den zuvor beschriebenen Ansdtzen
deuteten an, dal nach Umsatz mit Acetylphosphat und Jodacetat die katalytische Thiol-
Gruppe noch unmodifiziert vorliegen sollte. Die Inaktivierung nach Inkubation mit Jodacetat
entsprach einer Carboxymethylierung der katalytischen Thiol-Gruppe. Als néchster Schritt
wurden die freien Thiol-Gruppen beider Ansédtze mit 4-Vinylpyridin markiert. Eine Analyse
der Markierungen anhand von Kontrollen (Tab. 18) sollte zeigen, ob eine der Thiol-Gruppe
nach Inaktivierung carboxymethyliert vorlag und ob dieselbe Thiol-Gruppe sich nach
Substratschutz mit 4-Vinylpyridin markieren lie§3.

Als Kontrollen dienten zum einen eine Probe, bei der beide Thiol-Gruppen pyridylethyliert
(Ansatz A) vorliegen sollten, zum anderen eine Probe mit unmodifizierten Thiol-Gruppen
(Ansatz B). Zur Analyse der Markierung der Cysteine wurden die Proteinproben mit einer
Lys-C-Protease gespalten, die entstandenen Peptidgemische iiber HPLC chromatographisch
aufgetrennt und anschlieBend durch MALDI-Massenspektrometrie untersucht.

Durch die bekannte Aminosduresequenz von GrdD waren die theoretisch entstehenden
Peptide und ihre Molekiilmasse bekannt. In Tab. 19 wurden die cysteinhaltigen Peptide mit
ihren theoretischen Massen nach Pyridylethylierung und Carboxymethylierung aufgefiihrt, die
nach vollstdndiger Spaltung von GrdD mit einer Lys-C-Protease entstehen sollten. Nach
Markierung mit 4-Vinylpyridin wiirde sich die Masse eines cysteinhaltigen Peptides um 105
Da erhohen, dagegen wiirde sich die Masse des Peptides nach Carboxymethylierung lediglich
um 58 Da erhdhen.

Die Elution der Fraktionen mit den zwei pyridylethylierten Peptiden (Ansatz A) wurde durch
Absorption bei einer Wellenlédnge von 256 nm registriert, sie eluierten nach 44 min (Peptid I)
und nach 52 min (Peptid II, s. Abb. 25). Die Analyse beider Fraktionen durch
Massenspektrometrie ergab fiir Peptid 1 2930,9 Da, was nicht mit den theoretischen Massen
beider cysteinhaltigen Peptide nach Markierung mit 4-Vinylpyridin tibereinstimmte, sondern
der Masse eines grofleren Peptides entsprach. Es lag moglicherweise eine unvollstindige
Spaltung des Proteins vor, so daBl ein groferes cysteinhaltiges Peptid entstanden war. Der
Vergleich mit den Massen der unmodifizierten Peptide muflte zeigen, um welches Peptid es
sich handelte (Tab. 12). Peptid II hatte eine Masse von 4228,9 Da, was der theoretischen
Masse des Peptides mit Cystein 98 und einer zusétzlichen Pyridylethylierung entsprach (s.
Tab. 19).
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Tab. 18 Erlduterung der Ansiitze und Kontrollen mit GrdD bei der Identifikation der katalytischen Thiol-
Gruppe an GrdD. Nach der Markierung wurden die Proteinproben mit einer LysC-Protease gespalten und iiber
HPLC chromatographisch getrennt. Die Details zur Methode sind unter 2.7. erldutert.

Ansatz |Inkubationen und Markierung

A Reduziertes und denaturiertes GrdD wurde mit 4-Vinylpyridin inkubiert, als
Kontrolle fiir eine Pyridylethylierung beider Thiol-Gruppen

B unmodifiziertes GrdD wurde zur Spaltung eingesetzt

C GrdD nach Substratschutz' wurde reduziert, denaturiert und mit 4-Vinylpyrdin
inkubiert

D GrdD nach Inaktivierung” wurde reduziert, denaturiert und mit 4-Vinylpyrdin
inkubiert

E Reduziertes und denaturiertes GrdD wurde mit Acetylphosphat und Jodacetat
inkubiert und zusétzlich mit 4-Vinylpyrdin markiert, umzuiiberpriifen, ob der
Substratschutz nur mit nativen Protein stattfand.

" Weiterfiihrung des Ansatzesnach Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat s. Tab. 17
? Weiterfiihrung des Ansatzes nach Inubation mit Jodacetat s. Tab. 17

Als zweite Referenz wurde das nichtmodifizierte Protein denaturiert, proteolytisch gespalten
und das Peptidgemisch iiber HPLC aufgetrennt (Ansatz B). Bis auf die genannten zwei
Fraktionen, die nach 46,6 min und nach 53,3 min eluierten, stimmte das Chromatogramm mit
Ansatz A {liberein. Es handelte sich um die Fraktionen mit cysteinhaltigen Peptiden, die
unmodifiziert vorlagen und daher anders eluierten. Die Analyse der Masse der Fraktion nach
46,6 min ergab 2825,3 Da (Abb. 25) fiir Peptid 1. Die Differenz der Massen von Peptid I in
Ansatz A und B betrug 105 Da, was einer Pyridylethylierung entsprach. Die Masse des
unmodifizierten Peptid I bestétigte eine unvollstindige Spaltung von GrdD, so daB} ein
grofleres Peptid mit Cystein 359 von Alanin 349 bis Lysin 376 entstanden war (s. Tab. 19 und
Tab. 20). Das cysteinhaltige Peptid mit Cystein 98 hatte in Ansatz B eine Masse von 4123,9
Da. Dieses entsprach der theoretischen Masse des unmodifizierten Peptids.

Anhand dieser Kontrollen wurde die Elutionszeit und die Markierung der cysteinhaltigen
Peptide nach Substratschutz durch Acetylphosphat (Ansatz C) und nach Inaktivierung mit
Jodacetat (Ansatz D) und Markierung der freien Thiol-Gruppen mit 4-Vinylpyridin (s. Tab.
19 und Tab. 20) iiberpriift. Die Elutionszeiten der Peptide in Ansatz C waren identisch zur
pyridylethylierten Referenz (s. Abb. 25). Die ermittelten Massen der Peptide mit 2932,2 Da
und 4228,3 Da bestitigten dieses Ergebnis, beide Cysteine lagen pyridylethyliert vor. Beim
Ansatz D eluierte das Peptid II mit Cystein 98 nach 52 min wie nach Pyridylethylierung und
die Masse von 4228,3 Da (Tab. 20) bestétigte dies. Das andere cysteinhaltige Peptid eluierte
nach 45 min, was weder dem pyridylethylierten noch dem unmodifizierten Peptid entsprach.
Die Analyse durch MALDI-Massenspektrometrie ergab 2884,2 Da, welches dem Peptid I mit
Cystein 359 zuziiglich der Masse von 60 Da einer Carboxymethylierung entsprach. Alle
anderen Fraktionen eluierten wie bei den vorangegangenen Proben.

Das Cystein 359 lag demzufolge nach Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat
(Ansatz C) als freie SH-Gruppe vor und konnte erst nach Aufhebung des Substratschutzes
durch den Acetylthioester mit 4-Vinylpyridin markiert werden. Nach Inaktivierung mit
Jodacetat (Ansatz D) lag dieselbe SH-Gruppe jedoch carboxymethyliert vor und daher wurde
die enzymatische Inaktivierung beobachtet. Demzufolge war Cystein 359 das katalytisch
aktive Cystein.
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Tab. 19 Kalkulierte Massen der cysteinhaltigen Peptide in GrdD nach Modifikation mit 4-Vinylpyridin
bzw. nach Carboxymethylierung und anschlieffender proteolytischer Spaltung durch eine Lys-C-Protease.
Am Sequenzbeginn, am Cystein und am Ende der Peptide wurde die Position in der Aminosduresequenz
angegeben. Die Sequenz und die Molekiilmasse der entstehenden Peptide wurden iiber das Programm PC/Gene
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ermittelt.

Cystein | Sequenz des Peptides | Molekiilmasse der | Molekiilmasse Molekiilmasse
unmodifizierten nach Markierung |[nach Carboxy-
Peptide mit 4-Vinylpyridin | methylierung
[Da] [Da] [Da]
98 KgsMEELLDSGYIHS 4123 4228 4181
CosVITVHYNFPIGVS
TVGRVVTPGMGK 2,
= Peptid IT'
359 A340GIYAESGMG 2198 2304 2257
C35sTGPIVMVNEAK®
359 A340GIYAESGMG 2826 2931 2884
C35yTGPIVMVNEAK
VEEAAK® = Peptid I'

" Bezeichnung des Peptid, die nach Reihenfolge der Elution von der HPLC und Auswertung der
Massenspektrometrie

* Sequenz des cysteinhaltigen Peptides nach vollstandiger proteolytischer Spaltung mit einer LysC-Protease

3 Sequenz des cysteinhaltigen Peptides nach unvollstindiger proteolytischer Spaltung mit einer LysC-Protease

Im Vergleich dazu lag Cystein 98 sowohl in Ansatz C und als auch in Ansatz D
pyridylethyliert vor und war offensichtlich im nativen Zustand unzuginglich flir eine
Carboxymethylierung. Als weitere Kontrolle fiir diese Vermutung wurde reduziertes und
denaturiertes Protein im Ansatz E nacheinander mit Acetylphosphat, Jodacetat (wie in Ansatz
C) und zusitzlich mit 4-Vinylpyridin inkubiert. Die Elutionszeit und die Masse des Peptides |
mit Cystein 359 entsprachen dem des carboxymethylierten Peptides (Tab. 20). Die
Elutionszeit und die Masse des Peptides II entsprachen der theoretischen Masse einer
Carboxymethylierung von Cystein 98 (Tab. 19 und Tab. 20). Daraus folgte zum einen, daf}
Cystein 98 erst im denaturierten Zustand zugénglich fiir eine Carboxymethylierung ist. Zum
anderen war abzuleiten, dal Cystein 359 nur im nativen Protein vor einer
Carboxymethylierung durch die Bildung eines Acetylthioesters geschiitzt wurde. Eine
chemische Reaktion zwischen Acetylphosphat und Jodacetat, die die Carboxymethylierung
von Cystein 359 verhindert hitte, war nicht zu erwarten. In Tab. 20 wurden die theoretischen
und ermittelten Massen der Peptide und deren Modifikationen zusammengefafit.

Tab. 20 Kalkulierte und ermittelte Massen (M) der cysteinhaltigen Peptide und deren unterschiedliche
Modifikationen nach proteolytischer Spaltung durch eine Lys-C-Protease. Die Erldutrung der Ansétze A, B,
Cund D erfolgte in Tab. 18. Details sind unter 2.7.7. beschrieben.

Peptid |M nach M nach M der M nach M nach
Substrat- Inaktivierung |unmodifizierten |Pyridylethylie- Denaturierung und
schutz' [Da] |[Da] Peptide [Da] rung [Da] Carboxy-
Ansatz C Ansatz D Ansatz B Ansatz A methylierung [Da]
Ansatz E
Ermittelt ermittelt theor. |Ermittelt | theor. |ermittelt |theor. |[ermittelt
I 29322 2884.2 2826 [2825,3 2931 29309 |2884 [2884.,2
11 4227.,5 42283 4123 |4123,9 4228 |4228,3 |4181 [4181.,5

Die Mutante GrdD C359—A wurde wie GrdD mit Jodacetat inkubiert und anschlieBend im
denaturierten Zustand mit 4-Vinylpyridin markiert. Cystein 98 lag wie bei GrdD nach




Experimente und Ergebnisse 66

Inkubation mit Jodacetat pyridylethyliert vor, so da3 es wie in GrdD offensichtlich strukturell
bedingt im nativen Zustand fiir eine Markierung mit Jodacetat unzuginglich war.

1400000 -

Peptid II (4228,3 m/z S-PE)

mAbs 215 nm —— S-PE
1200000 - Peptid IT (4123,9 m/74f  SH) Inaktivierung
. — Substratschutz
1000000 ~ Peptid I (2825,3 m/z SH) unmodifiziert

200000 Peptid I (2883,0 m/z S-CM)

Peptid I (2932,2 m/z S-PE)
600000 -

400000 -

200000 -

0,

T T T T

30 40 50 tp1y,, [min] 60 70

Abb. 25 Elutionsprofil der Peptide von GrdD nach Modifikation der Cysteine, proteolytischer Spaltung
des Proteins und HPLC-Auftrennung. Dargestellt sind das Elutionsprofil der ersten Kontrolle in der beide
Cysteine pyridylethyliert (S-PE) vorliegen als blaue Linie, die zweite Kontrolle mit unmodifizierten Cysteinen
(SH) als griine Linie vorliegen. Als schwarze Linie ist die Probe nach Substratschutz (Inkubation mit
Acetylphosphat und Jodacetat) und Pyridylethlyierung dargestellt. Diese Probe hatte das selbe Elutionsprofil wie
die Kontrolle nach Pyridylethlyierung. Das Elutionsprofil der Probe nach Inaktivierung mit Jodacetat und
Pyridylethlyierung ist als rote Linie dargestellt. An den Peaks wurden die durch MALDI-Massenspektrometrien
analysierten Massen der Peptide mit angegeben.

3.10.3. Untersuchung der modifizierten Proteine und der Mutante
GrdD C359 - A durch CD-Spektroskopie

Nach den bisherigen Untersuchungen konnte nicht ausgeschlossen werden, daf} eine
Anderung der Proteinstruktur bei Inkubation von GrdD mit Acetylphosphat an GrdD den
Substratschutz vor einer Carboxymethylierung bewirkte.

Um zu iiberpriifen, daB keine Anderung der Sekundirstruktur nach Inkubation mit
Acetylphosphat stattgefunden hatte, wurden Fern-UV-CD-Spektren der Ansétze B und C (s.
Tab. 18) aufgenommen. Zur Messung der Spektren wurde das Protein nach der Bestimmung
der Enzymaktivitdt in 0,1 M Phosphat-Puffer pH 8,0 aufgenommen und die Proben auf eine
Konzentration von 0,1 mg/ml eingestellt. 300 pl Proteinlosung wurden zum Messen
eingesetzt. Das Maximum der Fern-UV-CD-Spektren bei 195 nm und die beiden negativen
Maxima bei 208 nm und bei 221 nm deuteten auf einen dominierenden Anteil an a-Helices im
Protein hin, der nach Inkubation mit Jodacetat noch héher war als nach Inkubation mit
Acetylphosphat und Jodacetat. In der Mutante GrdD C359—A war der Gehalt an a-Helices
im Vergleich zu GrdD anndhernd gleich. In keinem der Spektren war eine ungeordnete
Struktur erkennbar, die durch negative Maxima im Bereich von 195 bis 200 nm sichtbar
geworden wiren.
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Abb. 26 MALDI-TOF-Massenspektren Ansiitze zur Markierung der Thiol-Gruppen in GrdD. Dargestellt
sind die Ansitze: B) nach Substratschutz (s Tab. 18 und C) Inaktivierung (s Tab. 18) nach der Markierung mit
4-Vinylpyridin und Spaltung mit einer Lys-C-Protease. Hervorgehoben sind in beiden Spektren die Peaks fiir das
Peptid mit Cystein 98, das in beiden Fillen pyridylethyliert vorlag und Massen von 4228 Da (B) und 4228 Da
(C) hatte. Das Peptid mit Cystein 359 hatte deutlich voneinander abweichende Massen von 2930 Da (B)

pyridylethyliert und 2884 (C) carboxymethyliert.
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Abb. 27 Fern-UV-CD-Spektren von GrdD und GrdD C359—A. Dargestellt sind GrdD aus den Ansédtzen B
(durchgehende Linie) und C (Punkte ) und die GrdD C359—A (gestrichelte Linie). Die Spektren wurden in
50 mM Na-Phosphat-Puffer pH 8,0 gemessen. Zur Messung wurden 300 pl mit ca. 0,1 mg/ml Proteinlosung
eingesetzt.
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4. Diskussion
4.1. Protein C der Glycin-Reduktase

Protein C der Glycin-, Betain- und Sarkosin-Reduktase fiihrt die Synthese von
Acetylphosphat als energiereiches Endprodukt durch. Substrate dieser Reaktion sind freies
Phosphat und der Carboxymethyl-Rest, der als Selenoether am Protein A gebunden ist.
Acetylphosphat wurde als Endprodukt der Reaktion von gereinigtem carboxymethylierten
Selenoprotein A (Garcia und Stadtman, 1991) und Protein C von C. sticklandii (Arkowitz und
Abeles, 1989) und E. acidaminophilum (Schrider und Andreesen, 1992) nachgewiesen.
Wihrend der Katalyse kommt es zur Bildung des Acetyl-Protein C-Intermediats (Arkowitz
und Abeles, 1991). Die Reaktion erfolgt CoA-unabhingig. Das ist eine Besonderheit, da
Acetylphosphat als energiereiches Stoffwechsel-Intermediat sonst nur aus Acetyl-CoA und
freiem Phosphat durch die Phosphotransacetylase, die Phosphoketolase oder die Pyruvat-
Oxidase bei einigen Milchsdurebakterien synthetisiert wird.

Protein C besteht aus zwei verschiedenen Untereinheiten und wurde aus C. sticklandii
(Stadtman, 1989; Tanaka und Stadtman, 1979), E. acidaminophilum (Schrider und
Andreesen, 1992) und T. creatinophila (Harms et al., 1998) bis zur Homogenitét gereinigt.
Nach der Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum konnte gezeigt werden, dal3 die 48
kDa Untereinheit GrdD in der Lage ist, die arsenatabhéingige Hydrolyse von Acetylphosphat
zu katalysieren. Daher wurde postuliert, da3 die Synthese von Acetylphosphat an GrdD
stattfindet (Schrider und Andreesen, 1992). Die Untereinheiten von Protein C wurden bislang
nur durch Elektroosmose unter denaturierenden Bedingungen voneinander getrennt (Harms,
1995), somit konnte die 57 kDa Untereinheit GrdC noch nicht getrennt charakterisiert werden.
In molekularbiologischen Untersuchungen zur Glycin-Reduktase aus E. acidaminophilum
wurde grdC, das Gen der 57 kDa Untereinheit von Protein C, kloniert, dagegen lag das Gen
der 48 kDa noch nicht vollstindig vor (Liibbers, 1993).

Daraus ergab sich eine Zielstellung dieser Arbeit, das Gen grdD der 48 kDa-Untereinheit
vollstdndig zu klonieren, um so eine Basis fiir eine getrennte heterologe Expression beider
Untereinheiten in E. coli und die Charakterisierung der Untereinheiten GrdC und GrdD als
rekombinante Proteine zu erhalten. Die Kenntnis der Sequenz von GrdD war die
Voraussetzung fiir den Nachweis des reaktiven Cystein-Restes in GrdD, der in der
unphysiologischen Reaktion von Acetylphosphat acetyliert wird.

4.2. Klonierung von grdD aus Eubacterium acidaminophilum

Im Rahmen dieser Arbeit wurde durch die Klonierung von pMK374, auf dem die Gene
‘grdAl, grdC1 und grdD1 vorlagen, die Gensequenz von grdD1 aus E. acidaminophilum
vervollstandigt. Das Gen grdD1 hatte eine Lange von 1155 bp, was umgerechnet ein Protein
von 40,0 kDa ergab. Damit entsprach die Gréfe nicht der nach der Proteinreinigung
ermittelten apparenten Molekiilmasse von 48 kDa (Schrider und Andreesen, 1992). Der
Unterschied zwischen errechneter Molekiilmasse des Genprodukts und der apparenten
Molekiilmasse des Proteins fiel bereits bei grdC auf (Liibbers, 1993). Die Molekiilmasse des
Genprodukts betrug 54 kDa (Liibbers, 1993) und lag unter den von Schrider (1992)
ermittelten 57 kDa. Der Vergleich der apparenten Molekiilmassen von 58 kDa und 49 kDa
der Untereinheiten von Protein C aus C. sticklandii (Tanaka und Stadtman, 1979) mit 53 kDa
und 39 kDa der Genprodukte (Grantzdorffer et al., 2000) zeigt ebenfalls diesen deutlichen
Unterschied.
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Die beiden Kopien des Gens grdC der groBen Untereinheit von Protein C von E.
acidaminophilum wurden durch Liibbers, (1993) auf zwei Pstl-DNA-Fragmenten mit den
Gensitzen I und II der Glycin-Reduktase kloniert. Auf diesen Pstl-Fragmenten folgten dem
3’-Ende von grdC nach einer kurzen intergenen Region die ersten 632 bp der beiden Kopien
von grdD, dem Gen der kleinen Untereinheit von Protein C. Dies zeigte der Vergleich der
Sequenz des Genprodukts mit der ermittelten N-terminalen Proteinsequenz (Schrider und
Andreesen, 1992).

Aus dieser Anordnung der Gene ergab sich die Strategie, die Verldngerung der 3°-Enden der
PstI-DNA-Fragmente mittels einer homologen DNA-Sonde aus einer partiellen
Mbol-Genbank zu klonieren. Es wurden ingesamt vier Klone in der partiellen Mbol-Genbank
chromosomaler DNA von E. acidaminophilum identifiziert, die grdD1 enthielten. Dies war
eindeutig, da das Insert von pMK374 im Gen des Selenoprotein A, grdAl, begann und
stromabwarts grdC und grdD folgten (Liibbers und Andreesen, 1993; Wagner €t al., 1999).
Im Vergleich dazu gab es keinen Klon in der Genbank, der die zweite Kopie grdD2 und den
Gensatz II der Glycin-Reduktase-Gene enthielt. Offensichtlich lag in der Genbank, die aus
4500 Klonen bestand, nicht das gesamte Genom von E. acidaminophilum vor. Ursache dafiir
war moglicherweise Mbol, das als Restriktionsenzym beim Anlegen der Genbank eingesetzt
wurde. Mbol ist ein Isomer von Sau3A, das im Gegensatz zu SAu3A methylierte DNA nicht
schneidet. Daher wurde die DNA von E. acidaminophilum moglicherweise nicht an allen
bekannten Sau3A-Restriktionsschnittstellen gespalten. Das Restriktionsenzym Sau3A bzw.
sein Isomer Mbol erkennen die Erkennungssequenz GATC. Aus E. acidaminophilum wurde
eine Methyltransferase kloniert, die zu einem Restriktase/Methylase-System gehort, durch die
die DNA wirtskontrolliert modifiziert wird. Die Restriktase Eacl, die zum Typ IIS gehort,
erkennt die Erkennungssequenz 5°-GGATC-3° und schneidet die unmethylierte DNA
auBBerhalb dieses Bereiches in einem definierten Abstand. Die dazu gehorende Methylase
iibertrdagt einen Methyl-Rest auf diese Erkennungssequenz (Grantzdorffer, 2000). Dadurch
wird die DNA von E. acidaminophilum nicht gespalten. Diese Methylierung war
moglicherweise die Ursache dafiir, daf3 ein Teil der Sau3 A-Erkennungssequenzen durch Mbol
beim Restriktionsverdau nicht gespalten wurde. In der Sequenz des Gensatz II der Glycin-
Reduktase gibt es zwei Sau3A-Schnittstellen bei 453 bp und 1889 bp mit der Sequenz
GGATC, die methyliert vorliegen miiiten und wo Mbol nicht geschnitten haben diirfte.

Der Gensatz II der Glycin-Reduktase mit grdD2 befand sich auf einem ECORI-DNA-
Fragment, das tiber 10 kbp groB3 ist (Liibbers, 1993). Dies war wahrscheinlich auch die
Ursache dafiir, daB dieses Fragment nicht in der partiellen Lambda ZAP® II-EcoRI-Genbank
enthalten war, in die 7 bis 10 kb groBe ECORI-DNA-Fragmente der chromosomalen DNA von
E. acidaminophilum kloniert wurden. Die Hybridisierung der chromosomalen DNA mit einer
Sonde des 3’-Endes von grdD1 und grdD2 zeigte, daB} sie sich auf 1,4 und 1,6 kb groflen PstI-
DNA-Fragmenten befanden. Durch die Klonierung von pMK374 konnte gezeigt werden, dal3
das 3’-Ende von grdD1 auf einem PstI-DNA-Fragment groBer als 1,4 kb liegen mufite, denn
auf dem Insert war nach dem 3’-Ende von grdD1 keine weitere Schnittstelle vorhanden. Die
Hybridisierung ergab demzufolge keine neue Mdglichkeit zur Klonierung des 3’-Endes von
grdD2. Die Sequenzen von grdD1 und grdD2 waren auf den ersten 632 bp vollig identisch
(Libbers, 1993). Die fiinf Unterschiede von GrdC1 und GrdC2 von E. acidaminophilum
(Liibbers, 1993) betrafen im Vergleich zu den Sequenzen von GrdC der Organismen C.
sticklandii (Grantzdorffer, 1997), C. difficile, Ct. hydrogenoformans und T. denticola keinen
Bereich konservierter Aminosiuren.



Diskussion 71

4.3. Vergleich der funktionellen Genorganisation der Glycin-Reduktase und
Proteine aus ver schiedenen Organismen

Zum Zeitpunkt der vollstandigen Klonierung von grdD1 aus E. acidaminophilum lagen die
Sequenzen der Gene der Glycin-Reduktase aus anderen Organismen bis auf C. litorale noch
nicht vor, so da} zum Vergleich die Gene grdC und grdD aus der verwandten Art C. litorale
kloniert werden sollten. Parallel zu dieser Arbeit wurden die Gene der Glycin-Reduktase aus
C. dticklandii kloniert (Grantzdorffer, 1997; Grantzdorffer et al., 2000). Neben diesen Daten
liegen die Sequenzdaten aus Genomsequenzierungen der Organismen C. difficile,
Ct hydrogenoformans und T. denticola vor. Die nun vorliegenden Sequenzdaten der glycin-
Betain-und Sarkosin-Reduktasen verschiedener Organismen lassen einen préiziseren
Vergleich von Genorganisation und Proteinen zu.

Im Genom von E. acidaminophilum liegen die Gene der Glycin-Reduktase auf drei
verschiedenen DNA-Bereichen verteilt vor. Gensatz I umfaBit das Gen der 47 kDa-
Untereinheit grdB1l des Substrat-spezifischen Selenoproteins Bgiycin, zwei Kopien des
Selenoproteins A kodierenden Gens "grdA3 und grdAl, die Gene des Thioredoxin-Systems
trxB1 und trxAl und die fiir die Untereinheiten des Protein C der Glycin-Reduktase grdC1
und grdD1 (Liibbers, 1993; Liibbers und Andreesen, 1993; Sonntag, 1998; Wagner €t al.,
1999, diese Arbeit). Auf dem Gensatz II befinden sich weitere Kopien der Gene des
Thioredoxin-Systems und von Protein C (Liibbers, 1993). Der Gensatz III der Glycin-
Reduktase enthilt das Gen des Proprotein von Protein Bgiycin OrdE, eine weitere Kopie grdA2
des Gens fiir Selenoprotein A und eine weitere Kopie grdB2, der selenocysteinhaltigen
47 kDa-Untereinheit von Protein PBgiyin (Wagner et al., 1999) (s. Abb. 28). Diese
Genanordnung grdeAB, trxBA und grdCD von Substrat-spezifischen und von der Funktion
zusammengehdrenden Proteinen wurden ebenfalls in den anderen bekannten Genclustern der
Glycin-Reduktase in C. sticklandii (Grantzdorffer et al., 2000) und C. litorale (Kreimer und
Andreesen, 1995) gefunden (s. Abb. 28).

E. acidaminophilum und C. litorale, in denen die Gene der Substrat-spezifischen Proteine B
in mehreren Kopien vorliegen (Sonntag, 1998), sind laut Bestimmung der 16S-rDNA
einander ndher verwandt (Baena et al., 1999; Collins et al., 1994) als C. sticklandii, in dessen
Genom die Gene grdEAB nur einmal auftreten (Grintzdorffer et al., 2000). Wahrend in
E. acidaminophilum auch die Gene grdC und grdD in zwei transkribierten Gensétzen
(Sonntag, 1998) vorkommen, wurden sie im Genom von C. litorale nur einmal nachgewiesen
(diese Arbeit), wie in C. sticklandii (Grantzdorffer et al., 2000). Zwei Kopien von trxB und
trxA wurden aus C. litorale analog zu E. acidaminophilum (Kreimer und Andreesen, 1995)
kloniert, von grdA existieren moglicherweise drei Kopien. Die Anordnung grdg, grdA, grdB,
trxB1 und trxAl aus C. litorale (s. Abb. 28) ist identisch zu E. acidaminophilum (Kreimer und
Andreesen, 1995; Sonntag, 1998). Im Vergleich dazu liegen die Gene des Thioredoxin-
Systems in C. sticklandii stromaufwiérts von grdE. Alle Genannten Gene existieren nur einmal
in C. sticklandii (Gréantzdorffer et al., 2000).

In den vergangenen Jahren wurde am Sanger-Center (http://www.sanger.ac.uk/) das Genom
von C. difficile sequenziert, ein pathogenes Bakterium, das Pseudomembrandse Kolitis
verursacht. Diese Krankheit wirkt iiber zwei Toxine. Toxin A verursacht eine vermehrte
Sekretion von Fliissigkeit und Elektrolyten, Toxin B, ein Zytotoxin, bewirkt Epithelschiaden
am Kolon (Sears und Kaper, 1996). C. difficile gehort phylogenetisch in den Cluster XI der
Clostridien, zu dem auch E. acidaminophilum, C. sticklandii und C. litorale zdhlen. In
C. difficile wurden die Gene des Thioredoxin-Systems und der Glycin-Reduktase in der
selben Reihenfolge wie C. sticklandii (Grantzdorffer et al., 2000) gefunden. Ebenfalls wurden
die Gene des Proteins Bgukosin grdF und grdG im Genom von C. difficile gefunden.

Die gleiche Genanordnung der Glycin-Reduktase wie C. sticklandii und C. difficile enthélt
Ct. hydrogenoformans, ein Bakterium, dessen Genom derzeit von TIGR
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(http://www tigr.org/cgi-bin/Blastsearch/blast.cgi?)  sequenziert — wird  (Abb.  28).
Ct. hydrogenoformans ist ein obligat anaerobes, thermophiles Bakterium, das in der Lage ist,
Kohlenmonoxid als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen (Gonzalez und Robb,
2000; Svetlichny et al., 1991).

Ein weiterer Organismus, dessen Genom derzeit bei TIGR sequenziert wird und in dem Gene
der Glycin-Reduktase-Proteine identifiziert wurden, ist T. denticola, ein Spirochaete.
T. denticola ist in der Lage, die Aminosduren Glycin, Serin, Alanin und Cystein zu
fermentieren. Das Produkt Acetylphosphat wurde aus Pyruvat, Serin und Cystein
nachgewiesen, aber es wurde nicht geklért, ob der Umsatz der Aminoséuren paarweise liber
eine Stickland-Reaktion erfolgt (Hespell und Canale-Parola, 1971). Die Prasenz der Glycin-
Reduktase-Gene deutet dies jedoch an. Die Sequenzdaten von Ct. hydrogenoformans und T.
denticola stehen iiber die Datenbank zur Verfiigung, sind derzeit aber noch unvollendet und
daher nicht alle zugénglich.

Die Gene der Glycin-Reduktase und der Thioredoxin-Reduktase befinden sich in T. denticola
in drei Genclustern grdeB, trxBAgrdA und grdCD in drei unterschiedlichen Bereichen der
chromosomalen DNA. Damit unterscheidet sich die Genanordnung der Glycin-Reduktase-
Gene von der in den iibrigen genannten Organismen, weil erstmals die Gene des Substrat-
spezifischen Selenoprotein B nicht durch das Gen von Selenoprotein A getrennt wurden.
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Abb. 28 Schematischer Vergleich der Organisation der Glycin-Reduktase-Gene in den verschiedenen
Organismen. grdE Gen des 46 kDa Proproteins GrdE von Protein Bgyycin, 9rdB Gen des 47 kDa Selenoprotein
von Protein Bgyyein , 9rdG Gen des 46 kDa Proprotein von Protein Bgyosin, 9rdF Gen des 47 kDa Selenoprotein
von Protein Bg,osin, 9rdl Gen des 48 kDa Untereinheit von Protein Bpein, grdH Gen des 45 kDa Selenoprotein
von Protein Bpg.in; grdA Gen des Selenoproteins A, trxB Gen der Thioredoxin-Reduktase, trxA Gen von
Thioredoxin, grdC 54 kDa-Untereinheit von Protein C, grdD 40 kDa-Untereinheit von Protein C. Dargestellt
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wurden die Reihenfolge der Gene in den Gensdtzen I (L04500), IT (Liibbers, 1993) und III (Y 14275) der Glycin-
Reduktase aus E. acidaminophilum (Liibbers, 1993, Wagner, 1999 #218), Gensatz IV Sarkosin-Reduktase
(Y17872), Gensatz V Betain-Reduktase-Gene (Y17145), der Gensatz I und II aus C. litorale (Kreimer und
Andreesen, 1995; Kreimer et al., 1997), die Gene aus C. sticklandii (AJ276209) (Gréintzdorffer et al., 2000), die
putativen Gene der Glycin- und Sarkosin-Reduktase aus dem sequenzierten Genom von C. difficile
(http://www.sanger.ac.uk/), die putativen Gene der Glycin-Reduktase der Organismen Ct. hydrogenoformans
und T. denticola (http://www.tigr.org/cgi-bin/Blastsearch/blast.cgi?).

Abb. 29 zeigt einen Vergleich der Konsensus-Sequenzen der Proteine von Glycin-Reduktase
und des Thioredoxin-Systems der genannten Organismen. In der Sequenz von Thioredoxin
von Ct. hydrogenoformans steht an Position 37 der Aminosduresequenz ein Tryptophan
(Abb. 29A), wie u.a. in der Sequenz von E. coli (Eklund et al., 1991). In den bisher bekannten
anacroben Bakterien, die Aminosduren iiber eine Stickland-Reaktion abbauen und das
Thioredoxin-System als primdrer Elektronendonator fiir die Glycin-, Betain- und Sarkosin-
Reduktion nutzen (Andreesen, 1994; Harms et al., 1998; Kreimer und Andreesen, 1995;
Kreimer et al., 1997; Liibbers und Andreesen, 1993; Meyer et al., 1995; Stadtman, 1978;
Stadtman und Davis, 1991), befindet sich anstelle des Tryptophan ein Glycin bzw. ein Serin
(nur in T. creatinophila). Ein Glycin befindet sich ebenfalls in der Sequenz von Thioredoxin
von T. denticola. Untersuchungen am Thioredoxin aus C. litorale zeigten, da3 ein Austausch
dieses Glycin gegen Trytophan eine Inaktivierung auf 5 % der Aktivitit des nativen
Thioredoxin zur Folge hatte (Kreimer et al., 1997) und die Mutante trotz eines Tryptophan in
der Sequenz keine Interaktion mit der Thioredoxin-Reduktase von E. coli zeigte. Daraus
wurde der SchluB3 gezogen, dafl der Austausch des Tryptophan gegen einen weniger grof3en
Aminosdure-Rest wie Glycin bzw. Serin einen Vorteil fiir die Interaktion mit dem gemischten
Sulfid-Selenid von Selenoprotein A der Glycin-Reduktase in anaeroben Bakterien sein konnte
(Harms et al., 1998). Den Austausch G/VE in der redoxaktiven Sequenz, der in T. denticola
analog zu bisher bekannten anaeroben Organismen mit Glycin-Reduktase vorliegt, gibt es
ebenfalls nicht in Ct. hydrogenoformans. Demnach scheint das Thioredoxin aus T. denticola
derselben Gruppe wie die Thioredoxine von anaeroben Bakterien wie E. acidaminophilum
und C. litorale anzugehoéren (Kreimer et al., 1997), Thioredoxin aus Ct. hydrogenoformans,
trotzdem der Organismus eine Glycin-Reduktase zu enthalten scheint, dagegen einer anderen.
Neben den genannten Unterschieden zeigt Thioredoxin Ct. hydrogenoformans eine weitere
Besonderheit, denn die Konsensus-Sequenz VL an Position 16 und 17 der Sequenz von E.
coli fehlt vollig. Die hochste Identitdt mit 68 % zeigt die Sequenz nach Eingabe in die
Datenbank (NCBI-Blast) zu der von Thioredoxin aus B. subtilis (Chen et al., 1989).

Von der Thioredoxin-Reduktase aus T. denticola konnte aus den iiber die Datenbank zur
Verfiigung stehenden Sequenzdaten die volle Aminosduresequenz noch nicht abgeleitet
werden, der N-Terminus fehlt. Daher ist es nicht moglich zu sagen, ob das N-terminale FAD-
Bindemotiv (GXGXXG) vorhanden ist. Die anderen charakteristischen Konsensus-
Sequenzen, die aus den Sequenzen der Thioredoxin-Reduktasen von E. acidaminophilum
(Libbers und Andreesen, 1993), C. litorale (Kreimer und Andreesen, 1995; Kreimer €t al.,
1997) und C. sticklandii (Grantzdorffer, 1997; Grantzdorffer et al., 2000) sowie aus den
Sequenzen von E. coli (Russel und Model, 1988) und B. subtilis (Antelmann et al., 1997)
bekannt sind, die redoxaktive Sequenz CXXC an (Position 134 bis 136 Sequenz von E.
acidaminophilum), die NADP-Bindestelle GGGXXA (152 bis 156) und die C-terminale
FAD-Bindestelle TXXXGXXXXGD (272 bis 282) liegen streng konserviert in allen
genannten Sequenzen vor.

Die Genprodukte von grdE und grdB in Ct. hydrogenoformans und T. denticola wiesen
ebenfalls die Konsensus-Sequenz NC auf, an der sich die autoproteolytische Spaltung in die
25 kDa- bzw. 22 kDa-Untereinheiten vollzieht, analog zu den bekannten Proproteinen GrdE
der Glycin-Reduktase und GrdG der Sarkosin-Reduktase von E. acidaminophilum (Sonntag,
1998; Wagner et al., 1999). Die Sequenzen wurden im Alignment mit denen des Proproteins
PrdA der Prolin-Reduktase aus C. sticklandii (Kabisch et al., 1999) und GrdI von Protein



Diskussion 74

Bgetain aus E. acidaminophilum verglichen und die Konsensus-Sequenzen dargestellt (Abb.
29). In den zu GrdB aus E. acidaminophilum homologen Genprodukten von Ct.
hydrogenoformans und T. denticola liegt in der redoxaktiven Sequenz UXXCXXC ein
Selenocystein (U) vor, weil das Gen wie in den bisher bekannten Proteinen durch TGA-
Codon unterbrochen ist. Diese Genprodukte von grdE und grdB wurden ebenso mit den
Proteinen GrdF (Sarkosin) bzw. Grdl (Betain) aus E. acidaminophilum verglichen. Demnach
sollte es sich bei beiden Organismen um Protein Bgiycin handeln. Neben den genannten
Proteinen T. denticola scheinen auf einem weiteren Contig grdE und grdB homologe
Genprodukte vorzuliegen, die aber nicht weiter untersucht werden konnten, weil die
Sequenzdaten bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht zuginglich waren.

In den GrdA homologen Genprodukten wurde die redoxaktive Sequenz CXXU identifiziert
und im Alignment zu den anderen bekannten Genprodukten dargestellt (Garcia und Stadtman,
1992; Gréntzdorffer et al., 2000; Kreimer und Andreesen, 1995; Liibbers und Andreesen,
1993).

4.4. Der Sequenzvergleich der Untereinheit GrdD

GrdD ist die Untereinheit von Protein C, an der die Freisetzung von Acetylphosphat
stattfindet (Schrdder und Andreesen, 1992). Vor der Freisetzung sollte an GrdD ein Protein
gebundener Acetylthioester vorliegen, dessen Energie als Acetylphosphat konserviert wird.
GrdD aus E. acidaminophilum enthielt zwei Cysteine, die fiir die Bildung des Acetylthioesters
wihrend der Katalyse des Proteins in Frage kamen. Beide Cysteine lagen iiber vier der
bekannten Sequenzen von GrdD konserviert vor. Erst die Kenntnis einer fiinften Sequenz von
GrdD aus Ct. hydrogenoformans zeigte im Vergleich zu den anderen vier bekannten
Sequenzen, daf} anstelle des N-terminalen Cystein an Position 120 ein Alanin stand (s. Abb.
6) und dal3 dieses Cystein nicht in allen Sequenzen vorkommt. Damit sollte dieses Cystein im
Katalysemechanismus von Protein C keine Rolle spielen. Das Ala 120 wird in grdD von Ct.
hydrogenoformans durch das Codon GCC codiert, Cystein wird dagegen generell durch die
Codons TGC bzw. TGT codiert. Somit ist eine Verschiebung des Leserahmens, wie sie
moglicherweise in GrdC von T. denticola (s. 4.5.) vorliegt, nicht aus der Sequenz abzuleiten.

Cystein 359 ist in allen fiinf bekannten Sequenzen vorhanden und liegt in der konservierten
Region LWKXGIYAESGMGCTGP, die offensichtlich die Substrat-bindende Region von
GrdD darstellt, an der die Acetylesterfreisetzung erfolgt und die arsenatabhingige Hydrolyse
von Acetylphosphat als quasi Riickreaktion katalysiert wird. Cystein 359 lag laut
Hydropathie-Blot (Kyte und Doolittle, 1982) in einem hydrophoben Sequenzabschnitt (s.
Abb. 6) mit ‘coiled” Sekundérstruktur zwischen zwei Abschnitten mit B-Faltblatt-Struktur.
Voraussetzung fiir die Acetylthioesterbildung ist eine dissoziierte Thiol-Gruppe, die einen
nucleophilen Angriff auf den Carbonyl-Kohlenstoff des Acetyl-Rests durchfiihrt. Durch
welche Sédure oder Base die Thiol-Gruppe ,,aktiviert wird, lie sich aus der Sequenz von
GrdD nicht ableiten, jedoch deutet die Enzymaktivitit von Protein C aus E. acidaminophilum
bei pH 7,5 an, daBl es sich um eine dissoziierte Thiol-Gruppe handeln muf3 (Harms, 1995;
Schrader und Andreesen, 1992).
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A

32
Tr xAl_Ea MSALLVEI DKDQFQAEVLEAEGYVLVDYFSDGCVPCKAL
TrxA_d - - - - MUML.DKDTFKTEVLEGT GYVLVDYFSDGCVPCKAL
TrxA_Csp - - - - MLVLDKKTFEEEVLKTKGYVLVDYFGDGCVPCEAL
TrxA Cd - - - - MLDLDKATFEEEVLNAEGFVFVDFWSEGCEPCKAL
TrxA_Ti scr ----M ELDKSNFEEEVLKAEGTVLVDFWSPSCEPCKAL
TrxA_Td - - - - M ELTKENFEQEVHQSKGVTFVDFWEDGCVPCKQL
TrxA Ch MA- - | VNANDQSFAAET- - SEGVWVLLDFWAPWCGPCKM
TrxA_Bs MA- - | VKATDQSFSAET- - SEGVWWLADFWAPWCGPCKM
Tr xAl_Ec MSDKI | HLTDDSFDTDVLKADGAI LVDFWAEWCGPCKM
- * . * . * - . * kK% - .
B FAD NADP FAD
11 135 150 272
TrxBl_Ea --MENVYDLAI || GSGPAGL CATCD |GGGDTA | TNVEGVFAAGD
TrxB1_C  -- MENVYDI Al || GSGPAGL CATCD |GGGDTA | TNVEGVFAAGD
TrxB_Cd - - MENVYDLVI | GSGPAGL CATCD |GGGDSA | TNI PGVFAAGD
TrxB_Cs - - M5KI YDLVI | GAGPAGL CATCD |GGGEDSA | TNI PGVFAAGD
TrxB_Cth --MER-YDVI I I|GAGPAGL CATCD |GGEDSA |TNI PG YAAG
‘TrxB_Td ------------]------ - CATCD |GEEDSA | TNVPGE YGVE
TrxB_Bs MSEEKI YDVI | | GAGPAGM  CAVCD  |GGGDSA | TKVEG FAAGH
TrxB_Ec MGTTKHSKLLI LGSGPAGY  CATCD  |GGGNT TSI PGVFAACGH
. Coke |k kkk ok *k kk FARE -k * - ke kK
C
25 kDa-UE 22 kDa-UE
236 v
G dG Ea | TSGNCVAPCD
G dG Cd || SGNCVAPCD
G dE_Cs | LSGNCVSACD
G dE_Cd | VSGNCVSACD
G dE_Ea | LSGNCVSSCD
G dE_Cth | VSGNCVSACD
G dE_Td | VSGNCVSACD
PrdA Cs | HALTCI GPAS
G dl _Ea || SGSFMPCSS
* . .
D
9 56 84 120 236
G dBl_ea YI NQFFAGVGGEEKAD  CEDSY  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dB2_ea YI NQFFAGVGGEEKAD  CEDSY  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dB_cl YI NQFFAG GGEEKAD  CGEDSF  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dB_cs YLNQFFAG GGEEKAD  CEDSY  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dB_cd YI NQFFAG GGEEKAD  CEDSY  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dB_Cth YLNQFFGQ GGEEKAD  CGDSY  AGPAFNAGRY ENPG GG&
G dF_ea YI NNFFAGVGGEEKAN  CGDSY  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dF_cd YI NNFFAG GGEEKAD  CGDTY  AGPAFNAGRY ENPG GG
G dB_Td YI NQFFAGKGGEDVAD  CGDNF  AGPGFNAGRY ENPG GGV
G dH_ea YLNQFFGQVGGEDKAD  CGDNF  AGPAFQAGRY ENPG GG
PrdB CS  --c----cmmmmoosmmee e ---- AGV
ke kx * k% * * k * Kk K K kKKK * ok ok k * k-
347 366
G dB1_Ea TSTUGTCTRCGASMVKEI ER  GANR
G dB2_Ea TSTUGTCTRCGASMVKEI ER  GANR
G dB_cl TSTUGTCTRCGATMVKEI ER  GANR E
G dB_cs TSTUGTCTRCGATMVKEI ER  GANR
G dB_cd TSTUGTCTRCGATMVKEI EK GANR G dA_Ea
G dB_Ch TSTUGTCTRCGAAMVKEI ER  GANR G dA_C
G dF_Ea TSTUGTCTRCGATMVKEI ER  GANR G dA_Cs
G dF_cd TSTUGTCTRCGATMVKEI ER  GANR G dA_Cd
G dB_Td TSTUGTCTRCGATMVKEI ER  GANR G dA _Csp
G dH_Ea TSTUGTCTRCGATMVKEI ER  GANK G dA Ch
PrdB_Cs GTPR G dA_Td

TAGUGT CHRSAVI VQRAI EE

* - k% * * %

* -

243
NPDR
NPDR
NPDR
NPDH
NPDR
NPDR
NPDR
NPDK
NPDH
NPDR
DKR-

40
TECFVUTA
TECFVUTA
TECFVUTA
TECFVUTA
TECFVUTA
TECFVUTA
TECFVUTS

khkkkhkk*k-
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Abb. 29 Dar stellung der Konsensussequenzen aus dem Thioredoxin-System und der Glycin- , Betain-und
Sarkosin-Reduktasen. A) N-Terminus von Thioredoxin, die redox-aktiven Sequenzen wurden rot
hervorgehoben. TrxAl Ea: Thioredoxin aus E. acidaminophilum des Gensatz I der Glycin-Reduktase Acc-Nr.
L04500 (Libbers und Andreesen, 1993), TrxA_Cl: Thioredoxin aus C. litorale (Kreimer et al., 1997) Acc-Nr.
U24268; TrxA_Csp: N-terminale Sequenz von Thioredoxin aus C. sporogenes P81108 (Harms et al., 1998),
TrxA_Cs: Thioredoxin aus C. gticklandii (AJ276209) (Grintzdorffer et al., 2000), TrxA_ Tiscr: N-terminale
Sequenz von Thioredoxin aus T. creatinophila (P81110) (Harms et al., 1998) TrxA Cd: homologes Protein aus
C. difficile (http://www.sanger.ac.zk) TrxA Td homologes Protein aus T. denticola TrxA Cth: homologes
Protein aus Ct. hydrogenoformans (http://www.tigr.org/cgi-bin/Blastsearch/blast.cgi?), , TrxA Ec: Thioredoxin
aus E. coli (P00274) (Eklund et al., 1991), TrxA Bs: Thioredoxin aus B. subtilisP14949 (Chen et al., 1989),

B) wurden dargestellt die C-teminale und die N-terminale FAD-Bindesstelle (eingerahmt), die redoxaktive
Sequenz (rot) und die NADP-Bindestelle (grau unterlegt) der Thioredoxin-Reduktasen (TrxB) aus Eubacterium
acidaminophilum (Ea) aus dem Gensatz I der Glycin-Reduktase, C. litorale (Cl) , C. sticklandii (Cs), C. difficlie
(Cd), E. coli (Ec) (P09625),(Russel und Model, 1988), B. subtilis (P80880) (Antelmann et al., 1997), die
putativen Thioredoxin-Reduktasen Ct. hydrogenoformans (Cth) und T. denticola (Td), "TrxB_Td konnte bisher
kein vollstindiger Leserahmen aus der Datenbank abgeleitet werden,

C) die Konsensussequenzen der autoproteolytischen Spaltstellen (Pfeil) der Proproteine GrdE (Glycin-
Reduktase), GrdG (Sarkosin-Reduktase) und Grdl (Betain-Reduktase) ohne Spaltstelle: aus E. acidaminophilum
(Ea) GrdE (Y14275), GrdG (Y17872) und GrdI (Y17145), aus C. sticklandii (Cs) GrdE , aus C. difficile (Cd) die
putativen Sequenzen von GrdE und GrdG und aus Ct. hydrogenoformans (Ct),

D) redoxaktive Sequenz (rot) der Selenocystein-Untereinheiten der Proteine B GrdB (Glycin) GrdF (Sarkosin)
und GrdG (Betain) dargestellt. GrdF wurde aus E. acidaminophilumund putativ aus C. difficile dargestellt. GrdG
ist lediglich aus E. acidaminophilum bekannt, GrdB wurden aus E. acidaminophilum (Ea) aus C. sticklandii, und
die homologen Proteine aus C. difficile, Ct. hydrogenoformansund T. denticola dargestellt,

E) redoxaktive Sequenz von Selenoprotein A aus E. acidaminophilum, C. sticklandii, C. litorale (Cl) (Garcia
und Stadtman, 1992) und C. purinolyticum (Garcia und Stadtman, 1991) und der homologen Proteinen aus Ct.
hydrogenoformans und T. denticola.

Als Aminosdure-Reste in der konservierten Sequenz um Cystein 359, die die Dissoziation von
Cystein 359 beeinflussen konnten, kdimen das Lysin 348, Glutamat 354 bzw. Prolin 361 in
Frage. Um herauszufinden, ob es sich um katalytisch relevante Aminosduren handelt, mii3ten
Mutanten, in denen diese geladenen Aminosduren gegen ungeladenen Aminosiure-Reste
ausgetauscht sind, konstruiert und deren Enzymaktivitit getestet werden.

Es wurde eine Homologie von GrdD zur Phosphotransacetylase postuliert (Liibbers, 1993),
weil flir beide Enzyme ein Acetylthioester und Acetylphosphat Substrate sind. Nach Abgleich
der vollstindigen Sequenz von GrdD mit den Sequenzen in der Datenbank wurden keine
Homologien zur Phosphotransacetylase gefunden. Die Ursache mag darin liegen, daB die
Synthese von Acetylphosphat durch Protein C der Glycin-Reduktase im Gegensatz zur
Phosphotransacetylase unabhingig von CoA ablduft (s. 4.7.), und die Bildung von
Acetylphosphat nach Acetylthioester-Bindung direkt am Protein C ablduft (Arkowitz und
Abeles, 1991).

GrdD zeigte Homologien zum Phospholipid-Synthese-Protein PlsX. Das Gen dieses Proteins
wurde bei Untersuchungen von Auxotrophie-Mutanten fiir sn-Glycerol-3-Phosphat in E. coli
(Larson et al., 1984) entdeckt, die zur Charakterisierung der sn-Glycerol-3-Phosphat-
Acyltransferase von E. coli erzeugt wurden (Bell, 1975). Dieses ist ein Membran-Protein und
katalysiert den ersten Schritt in der Synthese von Membranlipiden, die Acylierung von
Glycerol-3-Phosphat  (Bell, 1974; Bell, 1975). Enzymatische Untersuchungen der
Auxotrophie-Mutanten nach Membran-Priparation ergaben einen erhdhten Ky-Wert der sn-
Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase fiir Glycerol-3-Phosphat. Das Gen der sn-Glycerol-3-
Phosphat-Acyltransferase plsB wurde bei 92 min identifiziert (Lightner et al., 1980). Die
genetische Analyse der Mutante E. coli BB2636 mit der Mutation plsB26 ergab, da3 neben
dieser eine weitere Mutation fiir den Glycerol-3-Phosphat-Auxotrophie-Phianotyp (Larson et
al., 1984) verantwortlich sein mufite. Die zweite Mutation wurde bei 24 min auf der Genkarte
von E. coli identifiziert und mit plsX50 bezeichnet. Auf welche Art und Weise plsX50 einen
Einflu auf die Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase-Aktivitét hatte, blieb unklar (Larson et
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al., 1984). Die molekulare Masse des Genprodukts von plsX in E. coli betragt 37 kDa und die
genaue Reihenfolge der Gene ist rpmF-plsX-fabH-fabD-fabG (Oh und Larson, 1992). Durch
Klonierung und Sequenzierung von Genclustern aus dem Bereich der Fettsdure- und
Phospholipid-Synthese konnte gezeigt werden, dal plsX homologe Gene ubiqitir auftreten
und gewohnlich im Operon stromaufwirts des Gens der B-Keto-Acyl-Carrier-Protein-
Synthase III fabH, zu der grdC Homologien aufweist, vorkommen. Weil die Funktion der
PIsX noch ungekldrt ist, gibt es keinen Hinweis auf eine Wechselwirkung von PlsX und
FabH, wie es bei der GrdC und GrdD bekannt ist.

Untersuchungen zur Transkription von plsX zeigten, dal rpmF, das Gen des ribosomalen
Protein .32, und plsX cotranskribiert werden. Daher enstand die Hypothese, dafl PIsX ein
wichtiges Bindeglied in der Regulation von Ribosomen und Phospholipid-Synthese ist
(Podkovyrov und Larson, 1995). Die Erzeugung einer polaren Allel-Duplikation in E. coli
durch das Gen plsX aus Salmonella typhimurium zeigte ebenfalls, da rpmF und plsX auf
einem Transkript liegen (Zhang und Cronan, 1998).

Der Bereich der Homologie zwischen GrdD und PlsX von Position 180 bis 234 der Sequenz
von E. acidaminophilum wurde in Abb.9 gezeigt und erstreckt sich nicht um das katalytische
aktive Cystein 359 (s. 4.7.) der Sequenz von GrdD.

4.5. Sequenzvergleich der Untereinheit GrdC

Protein C katalysiert zwei Reaktionen: (1) Die reduktive Umwandlung des
Carboxymethylselenoethers gebunden an Protein A unter Transfer der Carboxymethyl-
Gruppe auf Protein C, wobei ein Acetylthioester und oxidiertes Protein A gebildet wird. (2)
Die Freisetzung von Acetylphosphat aus dem an der Untereinheit GrdD gebundenen
Acetylthioester und freiem Phosphat, was in der unphysiologischen Riickreaktion als
Hydrolyse von Acetylphosphat gemessen werden kann. Wéhrend die Reaktion an GrdD {iber
die arsenatabhingige Hydrolyse von Acetylphosphat charakterisiert und die katalytisch aktive
Thiol-Gruppe bestimmt werden konnte (s. 4.7.), existieren wenig Daten iiber die Rolle von
GrdC beim Transfer der Carboxymethyl-Gruppe nach GrdD.

Fiir die reduktive Spaltung des Carboxymethylselenoethers, gebunden an Protein A, wurden
folgende Mechanismen diskutiert:

Zum einen wurde die reduktive Spaltung unter Freisetzung von H,O und Bildung eines
intermedidren reaktiven Ketens (Buckel, 1990) diskutiert, das anschlieBend durch einen
nucleophilen Angriff eines reaktiven Cysteins von Protein C als Acetylthioester gebunden
wird. Ebenfalls denkbar wiére die reduktive Spaltung analog zur Reduktion von Acyloinen
durch 1,3-Propanditiol. Dies wire bei einem nucleophilen Angriff des Cysteins in der
Nachbarschaft des Selenocysteins (UXXC) in Protein A auf den Carbonyl-Kohlenstoff der
Fall. Es kdme zur Freisetzung von H,O und Ausbildung eines internen Thiolactons. Im
ndchsten Schritt kime es durch den nucleophilen Angriff eines Cysteins von Protein C zur
Auflosung dieses Intermediats und zur Bildung des Acetylthioesters. Als dritte Variante
konnte ein direkter nucleophiler Angriff des Cysteins von Protein C an den Carbonyl-
Kohlenstoff zur Bildung eines kovalenten Protein A-Acetyl-Protein C-Intermediates und
Freisetzung von H,O kommen und anschlieend durch den Angriff des in Nachbarschaft zum
Selenocystein befindlichen Cysteins zur Spaltung des Intermediats, Bildung eines gemischten
Selenid-Sulfid und Freisetzung des Acetylthioesters an Protein C (Dr. B. S6hling und Prof. J.
R. Andreesen, personliche Mitteilung). Die Bildung eines Acetylthioesters an Protein C aus
dem Carboxymethyl-Rest von Protein A wurde beschrieben (Arkowitz und Abeles, 1991),
jedoch blieb unklar, welche Untereinheit acetyliert wurde. Daher kann mit diesen
Experimenten auch der Transfer des Carboxymethyl-Rest nach GrdC und ein Acetyl-GrdC-
Intermediat charakterisiert worden sein. Dazu wére eine leicht dissozierbare Thiol-Gruppe
eines Cystein-Rests in der Sequenz von GrdC Voraussetzung.
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Liibbers, (1993) klonierte zwei Kopien vom Gen grdC. Sonntag (1998) wies nach, dal} beide
Gensitze der Glycin-Reduktase transkribiert werden. Die Identitdt der Genprodukte betrug
99 %. Diese beiden Sequenzen aus E. acidaminophilum wurden mit den Sequenzen der
anderen bekannten Organismen, die die Gene der Glycin-Reduktase enthielten, verglichen (s.
Abb.6). Die Sequenzen der anderen Organismen waren zu GrdC1 aus E. acidaminophilum zu
tiber 60 % identisch. Zwei der sechs Cysteine von E. acidaminophilum, C223 und C261,
waren in allen fiinf Sequenzen identisch. Das Cystein 228 der Sequenz von E.
acidaminophilum ist lediglich tiber fiinf von sechs bekannten Sequenzen konserviert, denn in
der Sequenz von T. denticola steht an dessen Stelle ein Alanin (s. Abb. 6). Da die
Sequenzierung des Genoms von T. denticola noch nicht abgeschlossen ist, besteht die
Moglichkeit, daB in der vorhandenen Sequenz Fehler sind. In Abb. 30 sind zwei mdgliche
Sequenzfehler aufgefiihrt. Moglicherweise befinden sich an Position 672 und 673 zwei
Thymin-Nukleotide hintereinander, so dafl sich im abgeleiteten Genprodukt von grdC ein
Cystein statt eines Alanins an Position 220 befindet. Damit wiirde sich das Leseraster
verschieben und die Sequenz wire drei Aminosduren weiter zu Ende. Falls sich aber an
Position 675 der Nukleotidsequenz ein Thymin ,,zuviel* befdnde, wére der Leserahmen so
verschoben, daB3 die Konsensussequenz CSEEAAGDI/MNQR entstdnde, die in allen sechs
Sequenzen konserviert ist. Tyrosin 170 steht anstelle eines Cysteins in der Sequenz von GrdC
von C. difficile und wird durch TAT codiert. Bei Austausch des Adenin gegen Guanin
befande sich das Codon TGT in der Nukleotidsequenz und ein Cystein statt Tyrosin wiirde in
C. difficile exprimiert werden.

A

632 GGATGICGAATACATCATCGAATGTTCTGAAGAAGCT GCTGCECGATAT TAACCAGAGAGG
-GCRI HHRMF?* RS CWRY * P ER
- bv EY1l I ECSEEAAGDI NOQR
- M S NTSSNVL KIKULULAI L TRE

B

632 GGATGICGAATACATCATCGAATGT TCTGAAGAAGCT TGCGGCGATAT TAACCAGAGAGG
-GCRI HHRMF?*RSLRRY * P ER
- bVv EY 1l I E CSEEACGDI NOQR
- M S NT S SNVLKIKILAAI L TRE

Abb. 30 Darselung des Sequenzbereichs von grdC aus T. denticola mit einem mdoglichen
Sequenzierfehler. A) In der ersten Zeile wurde die sequenzierte Nucleotid-Sequenz augefiihrt, in den Zeilen
darunter die drei resultierenden Leseraster. Davon ist der mittlere durchgehende Leserahmen die
Aminosduresequenz von GrdC von Aspartat 213 bis Arginin 231. B) In der ersten Zeile wurde die editierte
Nucleotid-Sequenz aufgefiihrt, mit einem zusitzlichen Thymin (T) . Das nichste folgende Thymin (T) wurde
herausgenommen. Die resultierende Aminosduresequenz von GrdC wurde mit fetten Buchstaben
gekennzeichnet.

Die Sequenzhomologien, die GrdC zu anderen Proteinen nach Abgleich mit der Datenbank
zeigte, deuteten darauf hin, dal ein Acetylthioester an Cystein 261 von GrdC aus E.
acidaminophilum bei der reduktiven Spaltung des Carboxymethylselenoether an Protein A
und Transfer des Carboxymethyl-Restes nach GrdD als Intermediat vorliegen konnte, bevor
durch GrdD die Freisetzung von Acetylphosphat erfolgt, denn GrdC zeigte nach Eingabe in
die Datenbank Homologien zu zwei Proteinklassen, bei denen ein Acetylthioester als
Katalyse-Intermediat gebildet wird. Es bestanden Homologien zur B-Keto-Acyl-Carrier-
Protein-Synthase III (FabH), einem ubiquitir vorkommenden Enzym des dissoziierten
Fettsdure-Synthese-Systems. Die B-Keto-Acyl-Carrier-Protein-Synthase III katalysiert die
initiale Kondensationsreaktion von Acetyl-CoA mit einem Malonyl-Rest, gebunden am Acyl-
Carrier-Protein, so dafl Acetoacetyl-Acyl-Carrier-Protein entsteht (Tsay et al., 1992). Der
Acetyl-Rest wird zuerst als Thioester am Cystein im katalytischen Zentrum gebunden,
anschlieBend erfolgt die Kondensation des Acetyl-Rest mit dem aktivierten Malonyl-Rest, der
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an die SH-Gruppe des Acyl-Carrier-Proteins (ACP) gebunden ist, zum Produkt Acetoacetyl-
Carrier-Protein. Neben dieser Reaktion wurde in E. coli nachgewiesen, dal FabH ebenfalls
den Transfer des Acetyl-Rests von Acetyl-CoA auf die freie SH-Gruppe des ACP katalysiert.
Die Rate der Kondensationsreaktion ist 200-fach hoher als die der Acetylierung (Tsay et al.,
1992).

Die hochste Homologie von GrdC zur FabH bestand im Sequenzbereich um das
wahrscheinlich katalytisch aktive Cystein 261 (Abb. 8). Da GrdC moglicherweise den
Transfer des Acetyl-Rest auf GrdD, die FabH dagegen den von Acetyl-CoA zum Malonyl-
ACP katalysiert, liegen unterschiedliche Substrate und Produkte der Katalyse vor, wobei die
Spezifitit liber die {librige Sequenz beider Proteine bestimmt wird. Jedoch bestehen die
Homologien zwischen GrdC und den Sequenzen der FabH genau zum katalytisch essentiellen
Cystein, an dem der Acetylthioester als Intermediat gebildet wird, und zum konservierten
Cystein 261 von GrdC aus E. acidaminophilum.

Cystein 261 zeigte ebenfalls Homologien zum katalytischen Cystein der B-Ketoadipyl-CoA-
Thiolase aus A. calcoaceticus (Shanley et al., 1994). Thiolasen katalysieren entweder die
Spaltung von -C-C-Bindungen von Fettsduren bei der [-Oxidation von Fettsduren
(Thiolasen 1) in einer Gleichgewichtsreaktion oder bevorzugt eine Claisen-Kondensation von
zwei Molekiilen Acetyl-CoA zu Acetoacetyl-CoA (Thiolase II). Thiolasen II werden
substratspezifisch unterteilt: Der einen Gruppe dienen Acyl-Reste von C4 bis C16 als
Substrat, die anderen haben eine Kettenldngenspezifitit von C3 bis C5, was bei der Keton-
Korper-Synthese, bei der Isoprenoid- und Steroidbiosynthese und bei der Synthese von
Poly-3-Hydroxyalkanonaten eine Rolle spielt (Madison und Huisman, 1999).

Die Reaktion besteht aus zwei Teilschritten und resultiert im Produkt Acetoacetyl-CoA. In
der ersten Halbreaktion wird nach nucleophilem Angriff des Thiolats des N-terminalen
konservierten Cystein 89 auf Acetyl-CoA ein Acetyl-Enzym-Intermediat gebildet. In der
zweiten Halbreaktion wird ein weiteres Acetyl-CoA deprotoniert, so daf es aktiviert fiir die
Kondensation mit dem anderen Molekiil zu Acetoacetyl-CoA vorliegt (Masamune et al.,
1989). Die Rolle von Cystein 89 wurde iiber Markierung mit '*C-Acetyl-CoA und
C-Jodacetat und anschlieBender tryptischer Spaltung und Sequenzierung der markierten
Peptide aufgeklart (Thompson et al., 1989). Die Gemeinsamkeit von FabH und Thiolasen im
Reaktionsmechanismus ist die Bildung eines Acetylthioesters am katalytisch essentiellen
Cystein, zu dem GrdC Homologien zeigt. Deshalb ist es wahrscheinlich, daB3 an Cystein 261
von GrdC ein Acetylthioester gebildet wird.

Die FabH gehort wie ihre Isoenzyme Fettsduresynthase I (FabG) und Fettsduresynthase 11
(FabF) zu den Enzymen, die die Kondensation von -C-C-Bindungen zwischen einem Carrier-
Protein gebundenen Acyl-Primer und einer Acyl-Gruppe zur Kettenverlingerung
katalysieren. In den meisten dieser Enzyme liegt das katalytische Cystein in einer Konsensus-
Sequenz von 45 Aminosduren, von der jedoch die der FabH am meisten abweicht (Siggaard-
Andersen et al., 1991). Die Identitit und Ahnlichkeit iiber die gesamten Sequenzen von FabF
und FabH betragen lediglich 14 %, in den 160 Aminosduren, die in der Struktur gleich sind,
bereits 21 %. Die katalytisch relevanten Aminosduren sind identisch (Siggaard-Andersen et
al., 1991). Diese geringe Identitit der Kondensationsenzyme untereinander mag ein Grund
sein, warum GrdC lediglich zu zwei Arten Homologien zeigte.

Die Analyse der Kristallstruktur von FabH aus E. coli konnte im Vergleich mit den Kristall-
Strukturen der Keto-Acyl-Carrier-Protein-Synthase II (FabF) und der Thiolase I aus E. coli
zeigen, daB die katalytisch essentiellen Aminosduren mit der gleichen Funktion in den
Proteinstrukturen an der selben Position mit dhnlicher Entfernung zuecinander (Qiu et al.,
1999), jedoch an unterschiedlichen Positionen in der Aminosduresequenz liegen. Histidin 244
ist in der FabH fiir die Bildung des katalytischen Nucleophils am Cystein 112 verantwortlich.
In einer Entfernung von 3,4 A von Cystein 112 wirkt es als Base, welche die Thiol-Gruppe
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von Cystein 112 deprotoniert, so daB3 der nucleophile Angriff von Cystein 112 auf Acetyl-
CoA erfolgen kann. Die Position des Acetyl-Rests zu Cystein 112 wird durch Wasserstoft-
Briicken-Bindungen zwischen dem Wasserstoff der Aminogruppen von Glycin 306 und
Cystein 112 und dem Carbonyl-Sauerstoff festgelegt. Uber ein tetraedrisches Intermediat wird
ein Carboxyanion gebildet, das wiederum durch die Aminogruppen von Glycin 306 und
Cystein 112 stabilisiert wird. Die Leucin-Reste 142 und 205 sowie die Phenylalanin-Reste
157 und 87 bilden in der Kristallstruktur eine hydrophobe Tasche um den Acetyl-Rest (Qiu et
al., 1999). Ob es bei der postulierten Bildung eines Acetyl-GrdC-Intermediats zu einer
dhnlichen Stabilisierung des Acetylrests durch die Proteinstruktur kommt, geht aus den
Sequenzhomologien nicht hervor. Die Bildung einer hydrophoben Tasche durch GrdC wurde
postuliert, falls es bei der reduktiven Umwandlung des Carboxymethylselenoethers an
Selenoprotein A in einen Acetylthioester an Protein C (Arkowitz und Abeles, 1991; Schrader
und Andreesen, 1992) zur Bildung eines Keten-Intermediats kime (Buckel, 1990). Durch die
Sequenzhomologien der FabH zu GrdC konnte nicht geklirt werden, welche der hydrophoben
Reste in GrdC eine hydrophobe Tasche bildeten. Laut Hydropathie-Blot der Sequenz von E.
acidaminophilum (Liibbers, 1993) befanden sich Cystein 261 und Histdin 266 in einem
hydrophoben Bereich von 238 bis 294 der Sequenz (s Abb. 7). Dieser kidme fiir die Bildung
einer hydrophoben Tasche in Frage. Histidin 266 liegt in unmittelbarer Ndhe von Cystein 261
und kime als Base in Frage, die Cystein 261 aktiviert.

Die Aktivierung der katalytischen Thiol-Gruppe durch ein Histidin als Base ist auch aus der
Polyhydroxybutyrat-Synthase und aus Cystein-Proteasen bekannt (Jia et al., 2000; Roberts
und Belsham, 1995; Schmidt et al., 1998; Storer und Menard, 1994). In der Sequenz der FabF
sind Cystein 165 und Histidin 303 und in der Thiolase Cystein 125 und Histidin 375 die
Aminosduren mit analoger Funktion. Trotz erheblicher Unterschiede in der
Aminosduresequenz dieser Proteine haben sie im katalytischen Zentrum dieselbe Struktur.

Die Thiol-Gruppe als katalytisches Nucleophil von Cystein 261 in GrdC befand sich in der
Konsensus-Sequenz RGFCAG/AP. Diese Konsensus-Sequenz ist ,,dhnlich® zu GXSXG, der
Konsensus-Sequenz um das katalytische Serin in Lipasen. Lipasen katalysieren die Hydrolyse
von Fettsdureestern. Neben dem Histidin als Base wirkt hier die Carboxyl-Gruppe eines
Aspartat-Rests in einer katalytischen Triade zur Deprotonierung der Hydroxyl-Gruppe und
Aktivierung des Nucleophils. Wiahrend der Katalyse entsteht ein tetraedrisches Acetyl-
Enzym-Intermediat. Die Sekundérstruktur, in der das katalytisch aktive Serin in Lipasen und
Serin-Proteasen liegt, bilden ein [3-Faltblatt aus sechs Aminosdure-Resten, vier Aminoséure-
Reste einschlieBlich des Serins in e-Konformation, die einen "Turn” bilden, und eine a-Helix,
die parallel zu den [-Faltblatt-Strukturen liegt. Die invarianten Glycin-Reste sind dabei fiir
die Kompaktheit der Sekundirstruktur verantwortlich (Derewenda und Derewenda, 1991;
Jaeger et al., 1994).

Die fiir GrdC aus E. acidaminophilum theoretisch vorausgesagte Sekundérstruktur gab es in
GrdC 46 % a-Helices, 24 % coil-Struktur, 19 % B-Faltblatt’, und 11 % [-turn. Danach befand
sich Cystein 261 im Bereich einer coil-Struktur, umgeben von Bereichen aus a-Helices. Die
genaue Proteinstruktur 1468t sich erst nach Kristallisation des Proteins ermitteln. Die
Genauigkeit einer aus der Sequenz berechneten Sekundérstrukturvorhersage liegt im
Vergleich zu einer nach Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse ermittelten Proteinstruktur
bei lediglich 72 % (Lottspeich und Zorbas, 1998)
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4.6. Reinigung und Charakterisierung der rekombinanten Untereinheiten
von Protein C nach heterologer Expression in Escherichia coli

Bisher wurde Protein C aus den Organismen C. sticklandii (Arkowitz und Abeles, 1989;
Stadtman, 1989; Tanaka und Stadtman, 1979), E. acidaminophilum (Harms, 1995; Schrader
und Andreesen, 1992) und aus T. creatinophila (Harms et al., 1998) gereinigt.

Fiir die Untersuchungen der Glycin-Reduktase aus C. sticklandii wurde die Enzymaktivitat,
beruhend auf der Rekonstitution der drei Proteine A, B und C der Glycin-Reduktase unter
Zugabe von DTT als Elektronendonator, Phosphat und ADP gemessen, wobei relativ grof3e
Mengen an Protein gebraucht und die entstandene Menge an Ammonium und Acetat ermittelt
wurde (Tanaka und Stadtman, 1979). Daneben wurde Protein C anhand der
unphysiologischen Enzymaktivitdt der arsenatabhdngigen Hydrolyse von Acetylphosphat
gereinigt (Harms, 1995; Schrader und Andreesen, 1992; Stadtman, 1989).

Acetylphosphat, eigentlich Produkt der Katalyse von Protein C, wird aus einem Acetyl-
Enzym-Intermediats gebildet (Arkowitz und Abeles, 1989). Jedoch katalysiert die 48 kDa-
Untereinheit GrdD ebenfalls die Riickreaktion, die Bildung eines Acetyl-Enzym-Intermediats
aus Acetylphosphat. Durch die Zugabe von Arsenat als Phosphatanalogon kommt es zur
Spaltung des Acetyl-Enzym-Intermediats und zur méglichen Bildung von instabilem Acetyl-
Arsenat, so daB Acetat als Hydrolyseprodukt entsteht. Der eingesetzte Uberschuf an Arsenat
verschiebt das Reaktionsgleichgewicht in Richtung Hydrolyse zu den Produkten Acetat und
Phosphat. Nach Stoppen der Reaktion im diskontinuierlichen Enzymtest wird die nicht
umgesetzte Menge an Acetylphosphat (bzw. aktivierter Essigsdure) durch die Bildung eines
Fe’ "Acetat-Hydroxamat-Komplexes unter sauren Bedingungen bei 540 nm gemessen
(Lippman, 1944). Dieser Nachweis des Acetylphosphats wurde durch den Einsatz einer
FeCls-Losung nach Veidelek und Kalac (1982) und in Abhédngigkeit vom pH-Wert optimiert,
so daB3 die Inkubationszeit nach Zugabe des Hydroxamats auf 1 min verkiirzt wurde (Wagner,
1997). Dieser Enzymtest ist unphysiologisch und damit kein Maf} fiir die eigentlich
stattfindende Synthese von Acetylphosphat.

Protein C aus E. acidaminophilum wurde iiber zwei Chromatographie-Schritte an Phenyl-
Sepharose und S-Sepharose gereinigt (Harms, 1995; Schrader und Andreesen, 1992). Der pH-
Wert fiir die Chromatographie an S-Sepharose wurde iiber eine Fillung von pH 8,0 auf pH
5,3 eingestellt. Ebenso erfolgte die Reinigung von Protein C aus T. creatinophila iiber zwei
Chromatographieschritte (Harms et al., 1998). Nach dem ersten Reinigungsschritt,
Chromatographie an Phenyl-Sepharose, wurde eine zusétzliche Dialyse und eine
Chromatographie an Q-Sepharose zum vollstindigen Entfernen des Ammoniumsulfats
eingefiigt, das bei der Bindung von Protein C an die S-Sepharose stort. Die Titration des pH-
Wertes in den sauren Bereich hatte eine Inaktivierung von 40 % der Enzymaktivitit zur Folge
(Harms, 1995; Harms et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit mullite eine Strategie entwickelt werden, um die rekombinante
Untereinheit GrdD nach heterologer Expression in E. coli zu reinigen und die Enzymaktiviét
durch arsenatabhidngige Hydrolyse von Acetylphosphat zu charakterisieren. Dazu wurde mit
zwei Expressionssystemen gearbeitet. Zum einen wurde GrdD als N-terminales 6xHis-tag-
Fusionsprotein durch Affinitéits-Chromatographie an Ni*-NTA-Agarose gereinigt. Zum
anderen erfolgte die Reinigung {iber Affinitits-Chromatographie an StrepTactin nach
Expression als N-terminales Strep-tag-Fusionsprotein.

Bei der Reinigung von GrdD als 6xHis-tag-Protein wurde einmal mit Imidazol als
Elutionsmittel und zum anderen mit Hilfe eines pH-Gradienten gearbeitet. Beide Arten der
Reinigung konnten in Puffern mit Phosphat-lonen, die keinen negativen Einflufl auf Aktivitét
von Protein C aus E. acidaminophilum (Schrider und Andreesen, 1992) hatten, nach
Vorschrift von Fa. Qiagen (QIAGEN, 1997) durchgefiihrt werden. Wie bei den vorher
beschriebenen Reinigungen von Protein C wurde unter reduzierenden Bedingungen
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gearbeitet, jedoch mufBlte auf den Einsatz von DTT verzichtet werden, da mehr als | mM DTT
zur Reduktion der Ni*" zu Ni" gefiihrt und damit das Siulenmaterial inaktiviert hitten
(QIAGEN, 1997). DTT besitzt mit -0,33 V im Vergleich zu f-Mercaptoethanol mit —0,26 V
das niedrigere Redoxpotential pH 7,0 (Cleland, 1964). Anstelle von DTT wurden 10 mM
B-Mercaptoethanol eingesetzt, trotzdem lag GrdD nach der Reinigung inaktiv vor. Bei der
Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum und T. creatinophila wurden 3 mM DTT
fiir reduzierende Bedingungen und 2 mM EDTA zur Entfernung von Metallionen zum Puffer
zugesetzt (Harms et al., 1998; Schrader und Andreesen, 1992). EDTA konnte zur Reinigung
nicht eingesetzt werden, da es durch Komplexierung der Ni*"-Ionen die Bindung des 6xHis-
tags an das Sdulenmaterial verhindert hitte. Moglicherweise wurde eine Oxidation der
katalytisch aktiven Thiol-Gruppe durch Metallionen hervorgerufen, die sich in der Losung
befanden. Durch die sechs Histidin-Reste am N-Terminus wurde die Menge an Metallionen
an den Proteinmolekiilen noch erhdht, so da3 die Oxidation der Thiol-Gruppe noch gefordert
wurde. Nach der Reinigung iiber einen pH-Gradienten im Bereich von pH 8,0 bis 5,3 lag
GrdD ebenfalls inaktiviert vor. Dies stellte einen Widerspruch zur Reinigung von Protein C
aus E. acidaminophilum und T. creatinophila dar, wo in Vorbereitung der Chromatographie
an S-Sepharose eine Titration des pH-Wertes von 8,0 auf 5,3 durchgefiihrt wurde und Protein
C dann noch aktiv war (Harms et al., 1998; Schrader und Andreesen, 1992). Erst bei einer
Senkung des pH-Wertes unter 5,2 trat eine vollstdndige Inaktivierung ein, bei der das Protein
vollstindig denaturierte und ausfiel.

Auf eine Titration der Thiol-Gruppe am inaktivierten GrdD als His-tag-Fusionsprotein wurde
zugunsten der Expression von GrdD in einem anderen System verzichtet. Die Expression
einer stabilen Enzymaktivitit war die Voraussetzung fiir einen Nachweis der katalytischen
Thiol-Gruppe an GrdD (s. 4.7.).

GrdD als Srep-tag-Fusionsprotein konnte nach der Reinigung in Gegenwart von DTT und
EDTA dialysiert werden, ohne dal3 eine vollige Inaktivierung wie beim 6xHis-tag-Protein
eintrat. Die spezifische Enzymaktivitit von GrdD zeigte in den einzelnen gereinigten
Fraktionen Schwankungen. Die hochste spezifische Enzymaktividt befand sich nicht in den
Fraktionen mit der hochsten Proteinkonzentration (s. Abb. ). Die unterschiedlichen
spezifischen Enzymaktivititen konnten auf die Bildung von Protein-Oligomeren
zuriickzufiihren sein. Die Ermittlung des nativen Molekulargewichts fiir das Protein C zeigte
ein Assoziations-und Dissoziationsverhalten im Bereich von 200 bis 420 kDa fiir Protein C,
was fiir die Ausbildung von a,B, bzw. hoheren Oligomeren spricht (Harms et al., 1998;
Schriader und Andreesen, 1992; Tanaka und Stadtman, 1979). Moglicherweise bildete die
rekombinante Untereinheit ebenfalls Oligomere, so dal3 die katalytische Thiol-Gruppe zum
Teil nicht zugénglich fiir eine Acetylthioesterbildung ist.

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedliche Enzymaktivititen konnte das Fehlen von GrdC
sein. Es ist unklar, ob sich GrdD trotz des Fehlens von GrdC in der gleichen nativen
Proteinstruktur faltet. Neben dem Fehlen der zweiten Untereinheit kann die Fusion mit dem
Srep-tag auch zu Verdnderungen der Sekundérstruktur der Untereinheit fiihren. Das Fehlen
von GrdC verursachte jedenfalls keine vollige Inaktivierung von GrdD als N-terminales
Srep-tag-Fusionsprotein, wie es beim His-tag-Protein der Fall gewesen war. In
weiterfiihrenden Untersuchungen wurde GrdD als Strep-tag-Fusionsprotein ohne Zusatz von
DTT und EDTA gereinigt, ohne dal eine Inaktivierung des rekombinanten Proteins (M.
Reuter, personliche Mitteilung) eintrat.

Nach der Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum wurde GrdD als einzelne
Untereinheit in einigen Fraktionen eluiert und die Enzymaktivitdt dieser Untereinheit durch
arsenatabhéngige Hydrolyse von Acetylphosphat nachgewiesen (Schriader und Andreesen,
1992). Die einzelne Untereinheit wurde anschlieBend nicht nédher charakterisiert. Eine
vollstindige Trennung beider Untereinheiten war nur iiber eine Elektroosmose unter
denaturierenden Bedingungen moglich (Harms, 1995).
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Die ermittelte spezifische Aktivitit der rekombinanten Untereinheit GrdD lag mit 150 U/mg
um etwa das dreifache hoher als die Enzymaktivitit des gereinigten Protein C aus E.
acidaminophilum (Schriader und Andreesen, 1992). Die Ursache dafiir liegt in der optimierten
Form der arsenatabhingigen Hydrolyse von Acetylphosphat, die bei 37 °C und durchgefiihrt
wurde (Wagner et al., 1999). Ein anderer Grund sind die 6 mM Acetylphosphat, die im Test
als Substrat eingesetzt wurden, im Vergleich zu den Messungen an Protein C von E.
acidaminophilum, wo 10,5 mM Acetylphosphat zur Messung der Enzymaktivitit verwendet
wurden. Acetylphosphat wirkte substratinhibierend auf die Enzymaktivitit von Protein C
(Harms et al., 1998; Schrader und Andreesen, 1992). Mit dieser niedrigeren Konzentration an
Acetylphosphat wurde gearbeitet, um Extinktionen hoher als 1,0 bei der Bestimmung der
Enzymaktivitit zu vermeiden. GrdD wurde in Abwesenheit von GrdC gereinigt.
Moglicherweise war die Faltung von rekombinantem GrdD ohne GrdC anders als in dessen
Gegenwart.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte GrdC als einzelnes rekombinantes C-terminales Srep-tag-
Fusionsprotein heterolog exprimiert und anschliefend gereinigt werden. Der Versuch der
Reinigung von GrdC als N-terminales Srep-tag-Fusionsprotein scheiterte offensichtlich an
der Ausbildung von ‘inclusion bodies’, denn nach Induktion der Expression war GrdC als
Proteinbande zwar sichtbar, lie8 sich aber nicht als cytosolisches Protein reinigen. Die
Ursache konnte in einer Mutation an Position drei der Aminosduresequenz liegen, wo ein
Arginin statt einem Prolin exprimiert wurde, ist jedoch aufgrund der Lage direkt am N-
Terminus in der Aminosduresequenz unwahrscheinlich. Dieses Prolin ist nur in vier der fiinf
bekannten Sequenzen von GrdC konserviert (s. Abb. 5). Weil eine C-terminale Srep-tag-
Fusion von GrdC exprimiert und als cytosolisches Protein gereinigt werden konnte, ist der N-
terminale Srep-tag wahrscheinlich fiir die Bildung der “inclusion bodies” verantwortlich.
GrdC besall im Vergleich zu GrdD keine in vitro durch arsenatabhéngige Hydrolyse von
Acetylphosphat nachweisbare Enzymaktivitit. GrdC als C-terminales Srep-tag-
Fusionsprotein hatte keinen nachweisbaren spezifischen Einflul auf die Enzymaktivitit von
GrdD. Zwar erhohte sich die Enzymaktivitit von GrdD durch Zugabe von GrdC in
equimolaren Mengen betrichtlich, jedoch trat nach Zugabe von denaturiertem GrdC oder
Rinderserumalbumin derselbe Effekt ein (M. Reuter, personliche Mitteilung). Nach der
Reinigung von Protein C aus E. acidaminophilum hatte GrdD in einigen Fraktionen ohne
GrdC vorgelegen. Aus diesen Messungen waren keine Unterschiede der Enzymaktivitit der
einzelnen oder beider Untereinheiten bekannt (Schridder und Andreesen, 1992). Ob GrdC
einen EinfluBl auf die Bildung des Acetylthioesters an GrdD hat, 146t sich demzufolge nicht
iiber die arsenatabhéngige Hydrolyse von Acetylphosphat nachweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die reguldre Faltung von GrdC nach der Expression und
Reinigung nicht untersucht. Offensichtlich werden beide Untereinheiten durch
Wechselwirkungen verbunden, wie das starke Assoziationsbestreben und die Coelution beider
Untereinheiten zeigen (Harms, 1995; Harms €t al., 1998; Schrader und Andreesen, 1992). Ein
Zusammenhalt tiber Disulfid-Briicken konnte nach Auftrennung der beiden Untereinheiten im
SDS-Page unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen ausgeschlossen werden,
da sich unter beiden Bedingungen kein verdndertes Laufverhalten des Proteins zeigte.
Aufgrund des niedrigen Redoxpotentials im Cytoplasma ist die Bildung von Disulfid-Briicken
zwischen den Untereinheiten unwahrscheinlich.
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4.7. Die Rollevon Zink im Katalysemechanismusvon Protein C

Die im Kapitel 3.4.4. aufgefiihrten Sequenzhomologien der 54 kDa-Untereinheit GrdC
deuteten an, dal bei der Umwandlung des Carboxymethylselenoethers, gebunden an
Selenoprotein A, zuerst ein Acetyl-Enzym-Intermediat an Cystein 261 von GrdC gebildet
wird, welches zur Freisetzung als Acetylphosphat anschlieend auf die katalytische Thiol-
Gruppe an GrdD (s. 3.12.) transacetyliert wird. In den beiden Proteinklassen, B-Keto-Acyl-
Carrier-Protein-Synthase III und Thiolase, zu denen GrdC Sequenzhomologien besitzt, wird
die Nucleophilie des katalytischen Thiolat-Rests durch ein benachbartes Histidin als Base
gesteigert (s. 4.4.).

In Enzymen, die den Transfer von Methyl-Gruppen aus Methanol und die Acylierung von
Proteinen durch aktiviertes Farnesyl-und Geranyl-Geranyl-diphosphat katalysieren, wurde
Zn®" als Cofaktor nachgewiesen, das als Lewis-Siure wirkend die Akzeptor-Thiol-Gruppe
aktiviert (Matthews und Goulding, 1997).

Moglicherweise katalysiert GrdC ebenfalls unter Beteiligung von Zn®" den Transfer des
Carboxymethyl-Rests von Protein A zu GrdD. Um festzustellen, ob GrdC ebenfalls n*"
enthielt, wurden erste Studien mittels Atom-Absorptions-Spektroskopie vorgenommen. Es
wurde nachgewiesen, dal die rekombinante Untereinheit GrdC 0,2 g Atom Zn pro mol GrdC
enthielt. Diese Messungen wurden am rekombinanten GrdC durchgefiihrt, das in Abwesenheit
von EDTA gereinigt wurde. Die Messungen zeigten, da3 Zn in der Proteinlosung im Verleich
zur eingesetzten Pufferlésung vorhanden war, muf jedoch durch weitere Messungen mit mehr
Protein bzw. durch den Zn-Nachweis mittels einer anderen Methode nochmals tiiberpriift
werden. Messungen des Zn-Gehalts der rekombinanten 48 kDa-Untereinheit GrdD und des
nativen Protein C aus E. acidaminophilum wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
durchgefiihrt.

Die Messungen des Zn-Gehalts von nativen Protein C aus E. acidaminophilum wurden in
einer weiterfilhrenden Arbeit von M. Reuter durchgefiihrt. Hier konnte als vorldufiges
Ergebnis gezeigt werden, da3 zwei bis drei Zn pro Protein-Monomer im nativen Protein C
enthalten waren (M. Reuter, personliche Mitteilung). Demnach kénnte in GrdD ebenfalls Zn**
enthalten sein. Untersuchungen des Zn-Gehalts von rekombinaten GrdD wurden im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefithrt. Ob in GrdD Zn®" bei der Aktivierung der katalytischen
Thiol-Gruppe, an der Acetylphosphat gebildet wird, als Lewis-Sdure wirkt, ist unklar. Die
Reinigung von GrdD als Strep-tag-Fusionsprotein erfolgte in Gegenwart von 2 mM EDTA, so
daB Zn*" wihrend der Reinigung aus dem Protein herausgeldst wurde. Trotzdem zeigte das
Protein Enzymaktivitdt gemessen, durch arsenatabhéngige Hydrolyse von Acetylphosphat bei
pH 7,5 (s. 3.10.2.) Diese Enzymaktivitit im unphysiologischen Test zeigt, daf} die
katalytische Thiol-Gruppe in GrdD aktiviert vorliegen sollte und die Bildung eines
Acetylthioesters und Freisetzung Acetylphosphat Zn>" unabhingig verlaufen sollte.

Die Farnesyl-Protein-Transferase (Ftase) und die Geranyl-Geranyl-Protein-Transferase
(GGTase) katalysieren den Transfer eines 15-C-Isoprenoids von Farnesyldiphosphat bzw. den
Transfer von Geranylgeranyldiphosphat auf ein konserviertes Cystein eines Proteinakzeptors.
An dem Proteinakzeptor erfolgte die Bindung in Form eines Thioethers an einem Cystein in
der Konsensus-Sequenz CaaX (wobei a eine aliphatische Aminosédure ist und X Methionin,
Serin, Glutamin oder Alanin sein kdnnen, bei der GGTase ist X bevorzugt Leucin). Die Ftase
ist ein aus einer 48 kDa- und einer 45 kDa-Untereinheit bestehender af-Heterodimer. Ein
Zn”" pro Protein-Dimer wurde im gereinigten rekombinanten Protein nachgewiesen (Chen et
al., 1993). Zn*" wird iiber Cystein, Histidin und Aspartat ligandiert. In Untersuchungen an der
Farnesyl-Protein-Transferase wurde durch Dialyse gegen EDTA das gebundene Zn*" aus dem
Protein vollstindig entfernt, und das bewirkte die Inaktivierung des Enzyms. Die
Enzymaktivitdt konnte nach Dialyse gegen Zink jedoch vollstindig reaktiviert werden. Durch
Kristallisation der Ftase mit dem Substrat konnte gezeigt werden, dall die Thiol-Gruppe des
CaaX-Proteinakzeptor direkt mit dem Zn®" der Ftase koordiniert ist und mit dem Isoprenoid-
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Rest des Farnesyldiphosphats einen terndren Komplex bildet. Der Isoprenoid-Rest steht mit
Tyrosin-Resten und Tryptophan-Resten in hydrophober Interaktion (Huang et al., 2000; Long
et al., 1998; Long et al., 2000).

Die Isoenzyme der Methylcobamid-CoenzymM-Methyltransferasen MT1 und MT2 aus
Methanosarcina barkeri katalysieren die Synthese von Methyl-Coenzym M aus Methanol und
Coenzym M als Substitution, in der ein Proton durch eine Methyl-Gruppe unter Bildung eines
Methylthioethers ersetzt wird. MT1 besteht aus zwei Untereinheiten, zum einen MtaB
(50 kDa) und zum anderen MtaC (27 kDa), die einen Corrinoid-Cofaktor enthélt. Die MT2
(MtaA) ist ein monomeres Enzym von 36 kDa ohne chromophoren Cofaktor (Grahame, 1989;
Harms und Thauer, 1996). Die 50 kDa-Untereinheit MtaB der MT1 katalysiert den Zn
abhingigen Transfer der Methyl-Gruppe von Methanol auf den Corrinoid-Cofaktor der MtaC.
Sauer und Thauer (1997b) wiesen in ihren Untersuchungen an den Untereinheiten MtaB und
MtaC der MT1 nach, dal MtaB 1 mol Zn/mol Protein enthilt und als Lewis-Saure wirkt,
welche das Substrat Methanol fiir einen nucleophilen Angriff aktiviert (Sauer et al., 1997).
Neben der Methylierung des Corrinoid-Faktor in MtaC katalysiert MtaB auch die
Methylierung von freiem Co(I)bal-amin zu Methyl-Co(IlI)balamin (Sauer et al., 1997).

Das andere Isoenzym MT2 (MtaA) katalysiert den Zn*"-abhingigen Transfer der Corrinoid-
gebundenen Methyl-Gruppe von MtaC auf Coenzym M. Neben MtaC kann es auch freies
Methylco(Il)-amin als Methyldonator nutzen (Grahame, 1989). Von der MT2 gab es zwei
Isozyme MT2-A und MT2-M, in denen 0.4 g Zn*"/mol Protein und 0,9 g Zn/mol Protein
einmal durch Plasma-Emissions-Spektroskopie und durch den Indikator 4-(2-Pyridyl-azo)-
Resorcinol liber Extinsion bei 500 nm nachgewiesen wurde, (LeClerc und Grahame, 1996).
Es konnte gezeigt werden, dal die Protonenabgabe bei Zugabe von Coenzym M zum
Holoenzym, das 1 mol Zn*"pro mol Protein enthilt, im Vergleich zu Protein mit nur 0,2 mol
Zn*"deutlich gesteigert ist. Es kommt zur Bildung eines [CoM-S-Zn-MtaA]-Komplexes unter
Freisetzung des Proton von Coenzym M. Daher soll Zn*" als Lewis-Séaure wirkend den pK-
Wert von Coenzym M von >9 auf <7 verringern, wodurch die Nucleophilie der Thiol-
Gruppe fiir eine Bindung des Methyl-Rests an Coenzym M (Sauer und Thauer, 2000) erhoht
ist. Demnach besteht die katalytische Rolle des Zn*" in MtaA in der Aktivierung der Thiol-
Gruppe des Substrats Coenzym M, wie es u.a. auch in der Reaktion der Farnesyl-Protein-
Transferase (s. oben) der Fall ist, wo die Thiol-Gruppe des Proteinsubstrats aktiviert wird
oder im Falle des Ada-Protein in E. coli postuliert wurde (Myers et al., 1993; Myers €t al.,
1993).

Der Nachweis von substochiometrischen Mengen an Zn in GrdC war ein erster Hinweis auf
einen moglichen Zn*"-abhingigen Transfer der Carboxymethyl-Gruppe von Selenoprotein A
auf GrdC. Jedoch ist unklar, an welcher Stelle Zn in den Mechanismus eingreift. Es besteht
die Moglichkeit, daB Zn*" als Lewis-Sdure in die reduktive Spaltung des
Carboxymethyselenoethers eingreift und durch einen Angriff auf die freien Elektronen des
Selens die Carboxymethylselenoether-Bindung labilisiert (Abb. 31). Aufgrund dessen kdme
es zur Freisetzung des Carboxymethyl-Rests, der anschlieBend als Acetylthioester an GrdC
gebunden wird, sowie zur Disulfid-Bildung und Oxidation von Selenoprotein A. Das hiefe,
daB das Zn*" sowohl von Selenol in Protein A als auch von einer Thiol-Gruppe von GrdC
ligandiert wiirde und es kdme nicht zur postulierten reduktiven Spaltung unter Bildung eines
Thiolactons (4.5.).

Die Reaktivitidt von aromatischen Selenverbindungen aller Redoxstufen von —2 bis +6 mit
Zn2+, das von Thiolen koordiniert wird, wurde an Metallothioneinen untersucht (Jacob et al.,
1999). Metallothioneine sind 7 kDa-Proteine, in denen sieben Zink-Atome von den Thiol-
Gruppen von 20 Cysteinen koordiniert werden. Es zeigte sich, dall Selenoether-
Verbindungen, in denen Selen die Redoxstufe —2 besitzt, nicht in der Lage sind, die Zn*t
koordinierende Thiol-Gruppen zu oxidieren und Zn aus den Verbindungen freizusetzen im
Vergleich zu Selenverbindungen anderer Redoxstufen. Demnach konnte Selen des
Carboxymethylselenoether an Protein A méoglicherweise mit Zn*", das von GrdC koordiniert
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wird, unter Freisetzung des Acetyl-Rests reagieren, ohne dafl die Thiol-Gruppen, die Zn
moglicherweise ligandieren, oxidiert werden. Es wurde aber auch festgestellt, daf
unkoordinierte Thiol-Gruppen reaktiver gegeniiber Selenverbindungen sind, als Zn*'-
koordinierte Thiol-Gruppen (Jacob et al., 1998).

Zn*" kann auch bei der Dissoziation von H,O vom Carbonyl-Kohlenstoff als Lewis-Séure
eingreifen, analog zur Funktion des Zn*" bei der Katalyse von MtaB, wo es die Methyl-
Gruppe unter Freisetzung von H,O aktiviert. Es besteht aber auch die Moglichkeit, daB Zn**
als Lewis-Sdure wirkend die Dissoziation der Thiol-Gruppe von Cystein 261 in GrdC zum
Thiolat bewirkt, daB3 dieses aktiviert vorliegt fiir die Acetylthioester-Bildung.
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Abb. 31 Schematische Darstellung zweier hypothetischer Mechanismen der reduktiven Spaltung des
Carboxymethylseleonethers an Selenoprotein A durch GrdC. Zn*" wird in GrdC méglicherweise von zwei
Cystein-Resten und einem Histidin ligandiert. Ein noch unbekannter basischer Aminosaure-Rest (B) bewirkt die
Dissoziation des Protons von der Thiol-Gruppe in der redoxaktiven Sequenz in Selenoprotein A, ein ebenfalls
noch unbekannter saurer Aminosdure-Rest bewirkt die Protonierung des Carbonyl-Sauerstoff des
Carboxymethyl-Rests, so daf3 es zur Wasserabspaltung kommt. (I) Die Carboxymethylselenoether-Bindung an
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Protein A wird labilisiert durch Zn?*, das als Lewis-Séure wirkt. Nach Spaltung des Carboxymethylselenoether
kommt es moglicherweise zur zusitzlichen Ligandierung des Zn*" durch Selenocystein. Der positiverte
Carbonyl-Kohlenstoff wird nucleophil von der aktiverten Thiol-Gruppe von Cystein 261 angegriffen und es
kommt zur Acetylthioesterbildung. (IT) Zn*" als Lewis-Sdure wirkend aktiviert die Akzeptor-Thiol-Gruppe von
Cystein 261. Dabei kommt es moglicherweise zur zusitzlichen Ligandierung des Zn*" durch Cystein 261.

Zn”" kann in Proteinen auch fiir die Ausbildung der Proteinstrukturen mitverantwortlich sein
und bewirkt die Assoziation von HIV-Integrase-Monomeren zu Oktameren (Lee et al., 1997).
Eine Proteinreinigung muf3 in Gegenwart von EDTA nicht zum vollstdndigen Verlust des
Zn*" im Protein fithren, sondern ist abhiingig von Art der Bindung von Zn®>" im Protein und
der eingesetzten Menge an EDTA. Nach Reinigung in Gegenwart von 0,1 mM EDTA und
anschlieBender Dialyse mit 1 mM EDTA war 0,12 g Atom Zn>* pro Monomer enthalten (Lee
et al., 1997). Erfolgte die Reinigung der Integrase in Abwesenheit von EDTA in Gegenwart
von 10 uM Zn*" und wurde das Enzym anschlieBend in Zn*'-freies Medium iiberfiihrt,
konnten im Apoenzym 0,62 g Atom Zn pro Integrase-Monomer nachgewiesen werden. Der
Nachweis des Zn*" erfolgte hier iiber Atom-Absorptions-Spektroskopie, Zn?" wurde daneben
durch Komplexbildung mit dem Indikator 4-(2-Pyridyl-azo)-Resorcinol durch Extinktion bei
500 nm nachgewiesen. Dabei wurde der Anteil an Zn**, der nach Inkubation des Proteins mit
p-Hydroxy-Mercuribenzoat, einer thiolspezifischen Agenz, aus dem Protein herausgelost
wurde, gemessen. Es wurde derselbe Gehalt an Zn*® wie bei der
Atomabsorptionsspektroskopie festgestellt. In der Integrase war Zn>" iiber ,,HHCC*, einen
Zn-Finger gebunden. Dies wurde iiber gerichtete Mutagenese der Cysteine und Histidine und
{iber Nachweis des Zn-Gehalts der Mutanten durch Zn**-Blotting nachgewiesen (Bushman et
al., 1993). Proteine, die Zn>" in ihrer Struktur integriert haben, werden nach den Liganden des
Zn*" in sechs Klassen eingeteilt (Karlin und Zhu, 1997).

Dehydrogenasen, in denen Zn®" enthalten ist, und die Integrase gehdren zur Klasse III. Hier
sind Proteine eingeordnet, in denen das Zn®" iiber wenigstens zwei Cysteine im Protein
gebunden ist. Zn’" kann dabei sowohl fiir die katalytische Aktivitit als auch fir die
Ausbildung der Proteinstruktur zustindig sein. In der Threonin-Dehydrogenase wurde ein
Zn>" pro Proteinmolekiil nachgewiesen, das iiber vier Cysteine ligandiert wird, jedoch ist
dieses Zn®" nicht katalytisch essentiell. Nach den Sequenzhomologien zur Alkohol-
Dehydrognase der Pferdeleber und der katalytischen Aktivitdt fiir die Zn®" essentiell ist,
miiBte ein zweites Zn>" pro Proteinmolekiil iiber ein Cystein, Histidin und Cystein ligandiert
sein. Nach den bisherigen Proteinreinigungen konnte dieses zweite Zn®" in der Threonin-
Dehydrogenase noch nicht nachgewiesen werden (Johnson et al., 1998). In GrdC von E.
acidaminophilum koénnte Zn iiber die Cysteine 223 und 228 gebunden sein und die als
katalytisch aktive postulierte Thiol-Gruppe von Cystein 261 aktivieren. Dafiir spricht, dal3
beide Cysteine nur sechs Aminosduren in der Aminosduresequenz voneinander entfernt sind.
Dagegen spricht, da3 Cystein 228 nicht {iber alle fiinf Sequenzen konserviert ist. In GrdC aus
T. denticola steht an dessen Stelle ein Alanin. Aber moglicherweise liegt hier ein
Sequenzierfehler vor (s. 4.3.). Aspartat 230 konnte ebenso ein Ligand fiir Zn*" sein.

In Proteinen mit zwei Cystein-Liganden, die Zn®" ligandieren, werden zwei unterschiedliche
Strukturen unterschieden. Zum einen sind die beiden Cysteine und die weiteren Liganden Teil
eines Turns. Dies ist bei der Carbamyltransferase, beim Tumorsupressor p53 der Fall (Karlin
und Zhu, 1997). Zum anderen fungiert der erste Cystein-Ligand als Kappe einer kurzen Helix,
in der sich ebenfalls der zweite Cystein-Ligand befindet. Zu diesen gehoren die Cytidin-
Desaminase, die humane [(-3-Alkohol-Dehydrogenase und das Core-Protein GP32 des
Bacteriophagen T4. Als weitere Liganden fiir Zn kdmen in GrdC neben den Cysteinen die
sieben konservierten Histidin-Reste in Frage oder saure Aminosduren wie Asparat und
Glutamat, von denen 17 bzw. 18 konserviert sind.

In Klasse I und II sind Proteine eingeteilt, in denen Zn*" iiber Histidine ligandiert wird (Karlin
und Zhu, 1997). In die Klasse I sind Proteine wie die neurophile Kollagenase, wo Zn*" iiber
Histidine in der Konsensus-Sequenz HX3HXsH komplexiert wird, eingeteilt. In Proteinen der
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Klasse II wirken ebenfalls drei Histdine als Liganden des Zn**, von denen zwei in der
Konsensus-Sequenz HXH nahe beieinander liegen und das dritte mehr als zwei Aminosduren
entfernt liegt. Ein Vertreter dieser Klasse ist die Metallo-3-Lactamase. Keines von beiden
Motiven konnte in GrdC gefunden werden.

In Klasse IV ist Zn iiber zwei Histidine, einen sauren Aminosdurerest und ein integriertes
H,0O-Molekiil gebunden. Dazu gehort die Carboxypeptidase A. Zur Klasse V gehort die
Fructose-1,6-bisphophatase, in der Zn lediglich durch einen sauren Aminosédurerest und ein
Molekiil Fructose-2,6-bisphosphat ligandiert vorliegt. In Klasse VI sind andere Liganden-
Kombinationen, die Aminosduren wie Leucin, Methionin und Threonin beinhalten,
zusammengefalit, wie das bei der Leucin-Aminopeptidase der Fall ist.

Durch den Vergleich der Aminosduresequenz von GrdC mit anderen Proteinen, die Zn
enthalten, konnte die Art der Ligandierung von Zn in GrdC nicht gekldrt werden. Um
herauszufinden durch welche Aminosdure-Reste in GrdC Zn ligandiert wird, ist es
Voraussetzung, dal Zn in stochiometrischen Mengen in der gereinigten rekombinanten
Untereinheit bzw. im nativen Protein nachgewiesen wird. Dann ist der Vergleich des Zn-
Gehalts von GrdC mit GrdC-Mutanten mdglich, in denen die fiir die Ligandierung in Frage
kommenden Aminosdure-Reste verdndert wurden.

4.8. Nachweis der katalytisch aktiven Thiol-Gruppe an GrdD

Arkowitz und Abeles (1991) konnten an Protein C die Bildung eines '*C-Acetyl-Protein-
Intermediats nachweisen, zum einen nach Inkubation mit 14C-Acetylphosphat, zum anderen
nach Inkubation mit '*C-carboxymethyliertem Protein A, wobei '*C-Acetylphosphat gebildet
wurde. Das '‘C-Acetyl-Enzym-Indermediat wurde gereinigt und charakterisiert. Die
Instabilitdten des Intermediats nach Inkubation mit HCI bzw. mit Na,CO3 bei pH 11,5 wiesen
wie die Abspaltung des Acetats nach Inkubation mit Kaliumborhydrid auf die Bindung der
Acetyl-Gruppe in Form eines Acetylthioesters hin (Arkowitz und Abeles, 1991). Bei diesen
Untersuchungen wurde aber nicht gezeigt, an welcher Untereinheit von Protein C dieser
Acetylthioester vorliegt. Die unphysiologische Enzymaktivitit der 48 kDa-Untereinheit von
Protein C aus E. acidaminophilum deutet an, dal an dieser Untereinheit eine
Acetylthioesterbildung nach Inkubation mit Acetylphosphat erfolgt, wéhrend in
physiologischer Reaktion Acetylphosphat aus einem Acetylthioester freigesetzt wird (Harms,
1995; Schrader und Andreesen, 1992)].

Die katalytische Aktivitdt der 48 kDa-Untereinheit konnte an der heterolog exprimierten
Untereinheit GrdD im Rahmen dieser Arbeit bestétigt werden. GrdD enthielt zwei Cysteine an
den Positionen 98 und 359 der Aminosduresequenz. Beide Cysteine waren in vier der flinf
bekannten Sequenzen der kleinen Untereinheit von Protein C konserviert, lediglich in Ct.
hydrogenoformans steht anstelle von Cystein 98 ein Alanin. Dabei sollte es sich um keinen
Sequenzfehler handeln (s. 4.4.).

Der Austausch der katalytisch essentiellen Thiol-Gruppe gegen eine Hydroxyl-Gruppe sollte
die Ausbildung eines Acetyl-Enzyms erschweren, weil eine Hydroxyl-Gruppe schwerer
dissoziieren sollte als eine Thiol-Gruppe, und damit das Nucleophil fiir den Angriff auf den
Carbonyl-Kohlenstoff fehlt. Falls es zur Ausbildung eines Acetyl-Enzyms kommt, sollte das
jedoch nicht mehr in der Lage sein, mit Arsenat zu reagieren, so daf3 die Mutante enzymatisch
inaktiv ist. Nach Austausch des Cystein gegen Alanin konnte theoretisch iiberhaupt keine
Esterbildung im katalytischen Zentrum mehr stattfinden und diese Mutante wire inaktiv.

Die Mutanten GrdD C98—S und GrdD C359—A wurden unter den gleichen Bedingungen
wie GrdD als Srep-tag-Fusionsprotein exprimiert und gereinigt. GrdD C359—A war
enzymatisch inaktiv, da die katalytisch essentielle nucleophile Thiolat-Gruppe in der
Aminosduresequenz fehlte, somit konnte als Voraussetzung fiir die katalytische Aktivitit kein
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Acetylthioester gebildet werden. Cystein 359 erwies sich damit als essentiell fiir die Katalyse
von Protein C. Der Austausch von Cystein 98 gegen Serin bewirkte keine Inaktivierung von
GrdD, demzufolge sollte diese Thiol-Gruppe nicht katalytisch essentiell sein. Cystein 89 der
der Mutante GrdD C359—A war ebenso wie GrdD erst nach Denaturierung zugénglich fiir
Markierung durch 4-Vinylpyridin. Die Mutagenese von Cystein 98 zu Alanin sollte deshalb
ebenfalls keine Inaktivierung des Proteins bewirken. Diese Mutation konnte im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr konstruiert werden. Die vorhandene katalytische Aktivitit der
Mutante GrdDC98S bestdtigte das Ergebnis des Alignments von GrdD, wonach Cystein 98
nicht in allen vier bekannten Sequenzen konserviert war.

Parallel zur Bestimmung der Enzymaktividt der Mutanten wurde versucht, die katalytisch
aktive Thiol-Gruppe von GrdD spezifisch zu markieren. Stadtman & Davis, (1991)
untersuchten das Verhalten von Protein C von C. sticklandii durch arsenatabhéngige
Hydrolyse von Acetylphosphat. Dabei konnten sie zeigen, dall Protein C nach Inkubation mit
den thiolspezifischen Agenzien Jodacetat und Jodacetamid irreversibel inaktiviert wurde, dies
aber durch Priainkubation mit Acetylphosphat verhindert werden konnte. Diese Inaktivierung
von Protein C durch thiolspezifische Agenzien war ein weiterer Hinweis auf eine katalytisch
essentielle Thiol-Gruppe, deren Modifikation mit dem Verlust der katalytischen Aktivitéit des
Proteins verbunden war und an der sich sonst das Acetyl-Enzym-Intermediat ausbildete, das
durch Arkowitz und Abeles (1991) charakterisiert worden war. Die weiterhin vorhandene
Enzymaktivitdt nach Prdinkubation mit dem Substrat Acetylphosphat trotz Jodacetat-
Behandlung deutete an, da3 durch die Bindung des Acetyl-Rests an das Cystein im aktiven
Zentrum ein Schutz vor der Inaktivierung des Proteins stattfand.

(Harms et al., 1998) versuchte an Protein C aus E. acidaminophilum, die katalytische Thiol-
Gruppe mit Monobrombiman, einer anderen thiolspezifischen Agenz, spezifisch zu
inaktivieren und zu markieren. Der Vorteil wire gewesen, daBl die Markierung
spektroskopisch nachzuweisen gewesen wére. Jedoch fand im Gegensatz zu den
Untersuchungen von (Stadtman und Davis, 1991) bei Einsatz dieser Substanz kein
Substratschutz durch Acetylphosphat statt. Das heifit, die Inkubation mit Acetylphosphat
konnte die Inaktivierung durch die Markierung mit Monobrombiman nicht verhindern.

Um den Substratschutz an GrdD zu testen, wurde mit Jodacetat als thiolspezifisches Agenz
gearbeitet, weil hier Substratschutz durch Acetylphosphat bereits gezeigt wurde (Stadtman
und Davis, 1991). Jodacetat bzw. Jodacetamid reagieren mit Thiol-Gruppen in einer Sn2-
Reaktion unter Bildung von Carboxymethylcystein bzw. Carboxyamidocystein. Der Nachteil
von Jodacetat war die mogliche unspezifische Reaktion mit reaktiven NH-Gruppen bei
basischem pH-Wert. Bei den Untersuchungen zum Substratschutz durch Acetylphosphat
wurde Protein C aus C. sticklandii mit NaBH,4 (Stadtman und Davis, 1991) zur Inaktivierung
von Kontaminationen von Protein B reduziert.

Nach Inkubation mit Jodacetat allein war keine Enzymaktivitit mehr nachzuweisen. Die
Ergebnisse stimmten mit denen an C. sticklandii tiberein (Stadtman und Davis, 1991) und
deuteten auf eine Inaktivierung durch Carboxymethylierung der katalytischen Thiol-Gruppe
hin. Die Enzymaktivitdt von GrdD blieb nach Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat
erhalten und deutete an, daf die katalytisch relevante Thiol-Gruppe unmodifiziert vorliegen
muBte. Der Anstieg der spezifischen Aktivitit wies auf eine Reaktivierung des Proteins mit
zunehmender eingesetzter Proteinmenge hin. Die spezifischen Enzymaktivititen lagen mit
300 bis 350 U/mg in dem Bereich der Aktivitdten mit gereinigtem GrdD, dessen Aktivitét erst
nach Dialyse in einen Bereich um 150 U/mg sank (s. 3.10.2.). Die hohere Enzymaktivitit
nach Reduktion mit NaBH, deutete auf eine Reduktion von Disulfid-Briicken hin, doch ergab
sich fiir deren Ausbildung im Rahmen dieser Arbeit kein Hinweis.

Der Substratschutz von Acetylphosphat gegeniiber Jodacetat wurde ausgenutzt, um die
katalytisch aktive Thiol-Gruppe der rekombinanten Untereinheit GrdD zuerst durch
Acetylthioesterbildung vor einer Carboxymethylierung zu schiitzen und dann als
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unmodifiziert vorliegende Thiol-Gruppe mit einem thiolspezifischen Agenz zu markieren,
welches spektroskopisch nachweisbar ist und eine unterschiedliche Molekiilmasse im
Vergleich zu einer Carboxymethylierung haben sollte. Dies wurde durch die nachfolgende
Markierung mit 4-Vinylpyridin erreicht, und das unterschiedliche Molekulargewicht der
unmodifizierten cysteinhaltigen Peptide, deren Pyridylethylierung bzw. Carboxymethylierung
nach proteolytischer Spaltung bei Auswertung der Referenzen bestétigt.

Die Proteinproben nach Substratschutz mit Acetylphosphat und Inaktivierung durch Jodacetat
wurden ebenfalls denaturiert und mit 4-Vinylpyridin markiert, um die Markierung der
Cysteine anhand der vorhandenen Referenzen zu analysieren. Die Art der Markierungen der
cysteinhaltigen Peptide zeigte, dall Cystein 359 das katalytisch relevante Cystein sein mulfte,
denn es lag nach der Inaktivierung durch Jodacetat und anschlieBender Markierung mit 4-
Vinylpyrdin carboxymethyliert vor. Dagegen war es nach Inkubation mit Acetylphosphat und
Jodacetat sowie anschlieBendem Umpuffern enzymatisch aktiv. Die so noch unmodifizierte
Thiol-Gruppe lie3 sich danach pyridylethylieren.

Die Carboxymethylierung hatte, wie Stadtman und Davis (1991) postulierten, die
Inaktivierung des Proteins bewirkt, aber die Inkubation mit Acetylphosphat vor der
Inkubation mit Jodacetat hatte durch Acetylierung des Cysteins eine Carboxymethylierung
verhindert. Eine Carboxymethylierung der Thiol-Gruppe ist jedoch irreversibel und auch
durch 4-Vinylpyridin nicht mehr zu verdréngen.

Dieses Ergebnis stimmt mit dem der Mutagenese iiberein, aus der ebenfalls hervorging, daf3
bei Austausch von Cystein 359 gegen Alanin ein katalytisch inaktives Protein vorlag. Cystein
98 lag sowohl nach Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat als auch nach Inkubation
mit Jodacetat und anschlieBender Inkubation mit 4-Vinylpyrdin ausschlieBlich
pyridylethyliert vor und wurde erst nach Denaturierung von GrdD und Inkubation mit
Acetylphosphat und Jodacetat carboxymethyliert. Offensichtlich ist es in nativer
Proteinstruktur nicht zugédnglich fiir eine chemische Modifikation. Cystein 98 lag in GrdD
C359—A ebenfalls nach Inkubation mit Acetylphosphat und Jodacetat unmodifiziert vor, so
daB es sich erst anschlieBend nach Denaturierung mit 4-Vinylpyridin markieren lie8. Auch in
dieser Mutante war Cystein 98 demzufolge fiir eine Modifikation nicht zuginglich. Das
spricht dafiir, da3 die Mutante und das native Protein dieselbe Proteinstruktur aufweisen.

Mit der Carboxymethylierung von Cystein 98 in denaturiertem GrdD konnte gezeigt werden,
daB der Substratschutz von Acetylphosphat gegeniiber Jodacetat nicht auf einer chemischen
Reaktion beider Komponenten beruhte, sondern eine spezifische Proteinstruktur fiir den
Substratschutz verantwortlich war. Die Sekundirstruktur von GrdD nach Inkubation mit
Acetylphosphat und Jodacetat bzw. GrdD nach Inkubation mit Jodacetat wurde mittels Fern-
UV-CD-Spektren untersucht. Hier war kein signifikanter Unterschied in den
Sekundirstrukturen beider Proben zu erkennen. Daraus folgte, dal nach der Bindung von
Acetylphosphat an das Protein keine Verdnderung der Sekundérstruktur, die eine
Carboxymethylierung des Proteins verhindert hatte, eingetreten war.

Dal} Cystein 98 nicht zugénglich fiir eine chemische Modifizierung war, konnte durch eine
Titration der Cysteine durch DTNB bestétigt werden (M. Reuter, personliche Mitteilung).
Dabei wurde das GrdD im Gegensatz zum Nachweis der katalytischen Thiol-Grupppe unter
nicht reduzierenden Bedingungen gereinigt. Dies zeigte, dal Cystein 98 unter reduzierenden
und nicht reduzierenden Bedingungen gereinigt fiir eine Markierung nicht zugénglich war.

Die Strategie des Nachweises einer katalytischen Thiol-Gruppe durch Analyse der
Markierung nach Substratschutz und Inaktivierung durch ein thiolspezifisches Agenz erfolgte
ebenfalls an der humanen Typ I Inositol(1,4,5)P;5-phosphatase (Communi und Erneux,
1996). Hier konnte gezeigt werden, dafl das Cystein 348 im katalytischen Zentrum lag.
Bestdtigt wurde dieser Nachweis ebenfalls iiber den Vergleich der Enzymaktivitit von
Mutanten, in denen sich Serin und Alanin anstelle von Cystein in der Sequenz befanden im
Vergleich zum nativen Protein. Die Mutanten zeigten eine Inaktivierung im Vergleich zum
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nativen Protein. Durch Fern-UV-CD-Spektren wurde nachgewiesen, dafl die Mutagenese
bzw. Markierung der Thiol-Gruppe keine Verdnderung der Sekundarstruktur bewirkte.

Bei der Phosphotransacetylase, einem Enzym, das in der Lage ist, aus Acetylphosphat und
CoA Acetyl-CoA zu bilden bzw. die Bildung Acetylphosphat aus Acetyl-CoA und freiem
Phosphat zu katalysieren, liegt ein anderer Mechanismus und eine andere Art von katalytisch
essentiellem Cystein vor. In Untersuchungen der Phosphotransacetylase von C. klyveri, wurde
nach Inaktivierung des Proteins durch ein thiolspezifisches Agenz ebenfalls die Existenz eines
katalytisch essentiellen Cysteins nachgewiesen. Es konnte jedoch keine Bildung eines Acetyl-
Protein-Intermediats wihrend der Katalyse nachgewiesen werden (Arbeles, 1976). Statt
dessen wurde die Bildung eines terndren Komplex aus Acetyl-CoA, Enzym und freiem
Phosphat postuliert, wobei das katalytisch essentielle die Cystein Nucleophilie erhoht durch
Abstraktion des Proton von CoA-SH, so dal} ein CoA-Anion gebildet wird.

Basierend auf diesen Untersuchungen wurde die katalytische Aktivitit von Mutanten
iberpriift, in denen die konservierten Cysteine in der Aminosduresequenz der
Phosphotransacetylase von Methanosarcina thermophila zu Alanin ausgetauscht waren. Im
Vergleich zum nativen Protein wurden die Proteine mit Thiolgruppen spezifischen Agenzien
behandelt und die katalytische Aktivitdt gemessen (Rasche et al., 1997). Durch Inkubation
mit NEM wurde das Protein inaktiviert. Die Modifikation erfolgte an Cystein 302. Dagegen
besal die Mutante mit Alanin 302 volle Enzymaktivitit, die Mutante mit Alanin 159 war
dagegen enzymatisch inaktiv. Daran war erkennbar, da3 Cystein 159 katalytisch essentiell
war, die chemische Modifizierung von Cystein 302 blockierte das aktive Zentrum wohl aus
sterischen Griinden (Rasche et al., 1997). Eine Mutagenese von Cystein 159 gegen Serin
bewirkt keine Verdnderung der katalytischen Aktivitit der Mutante. Dies zeigte, dall keine
Acetyl-Esterbildung an dieser Hydroxyl-Gruppe erfolgte sollte, denn diese hétte eine
Anderung der katalytischen Aktivitit zur Folge haben miissen. Aus diesen Untersuchungen
wurde geschlossen, dal bei der Katalyse der Phosphotransacetylase eine katalytisch
essentielle Thiol-Gruppe existierte, an der aber kein Acetyl-Enzym-Intermediat gebildet
wurde (Rasche et al., 1997).

4.9. Hypothetischer M echanismusfir die Katalyse von Protein C

Die vorliegenden Daten lassen sich zu einem hypothetischen Reaktionsmechanismus fiir die
Katalyse von Protein C zusammenfassen.

Als Substrat fiir die Katalyse von Protein C liegt der Carboxymethylselenoether an
Selenoprotein A vor. Der Carboxymethylselenoether wird reduktiv gespalten unter
Entstehung eines GrdC gebundenen Acetyl-Rests und oxidierten Selenoprotein A und
Freisetzung von H,O. Vergleicht man die Stabilitdt einer Etherbindung zu einer Thioether-
Bindung und einer Selenoether-Bindung nimmt deren Stabilitét in der genannten Reihenfolge
aufgrund der hoheren Nucleophilie des Selens gegeniiber Schwefel und Sauerstoff ab. Die
reduktive Spaltung kann moglicherweise durch Zn®" begiinstigt werden, das in GrdC
ligandiert wird und als Lewis-Saure elektrophil auf die freien Elektronen des Selenols wirkt.
Auf diese Art und Weise wird die Selenoether-Bindung labilisiert. Dabei kédime es zu einer
Koordination des Zn>" zwischen Selenoprotein A und GrdC. Ebenso kann Zn als Elektrophil
die Freisetzung von H,0 begiinstigen (nicht gezeigt). Dabei konnte es zur Entstehung eines
reaktiven Keten-Intermediat (Buckel, 1990) kommen. Allerdings miifite es durch hydrophobe
Aminosdure-Reste von der hydrophilen Umgebung abgeschirmt werden. Nach den
Sequenzhomologien von GrdC zur B-Ketoacyl-Carrier-Protein-Synthase III erfolgt ein
nucleophiler Angriff der Thiol-Gruppe von Cystein 261 in GrdC an den Carbonyl-
Kohlenstoff. Der nucleophile Angriff der Thiolat-Gruppe kann aber auch an den noch an
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Selenoprotein A gebundenen Carboxymethyl-Rest unter Bildung eines Protein A-Acetyl-
GrdC-Intermediats erfolgen, so daf3 es nicht zur Entstehung eines Ketens kommen muf3.

Es besteht ebenso die Moglichkeit, daB Zn>" als Lewis-Saure wirkend die S-H-Bindung an
Cystein 261 labilisiert und die Dissoziation der Thiol-Gruppe von Cystein 261 begiinstigt.
AnschlieBend kommt es zur Bildung eines Acetylthioesters an Cystein 261. Neben der
Aktivierung der Thiol-Gruppe von Cystein 261 durch Zn ist die Aktivierung durch einen
benachbarten Aminosdure-Rest in der Proteinstruktur, wie es in der [-Ketoacyl-Carrier-
Protein-Synthase III und in der Thiolase bzw. in Cystein-Proteasen der Fall ist, moglich.
Dafiir kidme Histidin 266 in Frage, das wie Cystein 261 in einem hydrophoben
Sequenzbereich liegt.

Als néchster Schritt erfolgt eine Transacetylierung an die Thiol-Gruppe von Cystein 359 in
GrdD, an der es ebenfalls zur Bildung eines Acetylthioesters kommt und anschlieBend die
Energiekonservierung durch die Freisetzung von Acetylphosphat. Bei diesem Schritt wird die
Umwandlung eines energiereichen  Acetylthioesters an Protein C in eine
Phosphoanhydridbindung realisiert. Welche positiv geladenen Aminosiure-Reste (Arginin
bzw. Lysin) moglicherweise an der Bindung des anorganischen Phosphat an GrdD beteiligt
sind, bevor es zur Freisetzung von Acetylphosphat kommt, ist derzeit unklar.

In unphysiologischer Richtung bei der arsenatabhingigen Hydrolyse von Acetylphosphat
kommt es zur Spaltung des gebildeten Acetylthioester an Cystein 359 durch Arsenat als
Phosphat-Analogon. Unklar ist, auf welche Art und Weise die Thiol-Gruppe von Cystein 359
aktiviert wird. Die Enzymaktivitdt, gemessen bei pH 7,5 deuten an, dafl die Thiol-Gruppe
dissoziiert und damit aktiviert vorliegen muf. Das freigesetzte Acetylphosphat wird im
weiteren Stoffwechsel von E. acidaminophilum entweder von einer Acetat-Kinase zur ATP-
Synthese verwendet bzw. durch eine Phosphotransacetylase zu Acetyl-CoA umgewandelt.
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Abb. 32 Schematische Darstellung eines hypothetischer Mechanismus der Umwandlung des
Carboxymethylselenoether an Protein A in Acetylphosphat, katalysiert durch Protein C. Erlduterungen s.
Text. Zn®" wird in GrdC méglicherweise von zwei Cystein-Resten und einem Histidin ligandiert. Welcher
basische Aminoséure-Rest (B), der die Deprotonierung der Thiol-Gruppe an Selenoprotein A begiinstigt (I) bzw.
der saure Aminosédure-Rest (H-A), der die an der Aktivierung der Carboxymethyl-Gruppe beteiligt (I) sind noch
unklar.
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4.10. orfU aus Eubacterium acidaminophilum und Clostridium difficile

Dem 3’-Ende von grdD1 folgte auf pMK374 ¢in Leserahmen, von dem lediglich die ersten
485 bp kloniert werden konnten. Nach Eingabe in die Datenbank zeigte das Genprodukt von
orfU” Homologien zu Elektronentransfer-Untereinheiten verschiedener Enzymkomplexe. Um
eine vollstindige Sequenz mit der Datenbank vergleichen zu kdnnen, wurde im Genom von
C. difficile nach einem Leserahmen mit hoher Identitdit zu OrfU' gesucht. Die hochste
Identitdt mit 66 % bestand zu einem Leserahmen , der 280 Aminosduren kodierte.

Nach Abgleich mit der Datenbank wurden Identititen und Ahnlichkeiten zur Untereinheit
HydG der Ni-Fe-Hydrogenase aus P. furiosus gefunden. In Untersuchungen zum Schwefel-
Metabolismus von P. furiosis wurde gezeigt, dal die cytoplasmatisch nachgewiesene
Schwefel-reduzierende Aktivitdt mit einer loslichen Hydrogenase-Aktivitit verbunden ist,
woraus auf eine Kopplung der cytoplasmatischen Produktion von Sulfid mit der Reduktion
von Protonen durch ein bifunktionelles Enzym geschlossen wurde (Ma et al., 2000). Um dies
ndher zu charakterisieren, wurden die Gene der Hydrogenase-Untereinheiten kloniert (Pedroni
et al., 1995). Die Ni-Fe-Hydrogenase besteht danach aus vier Untereinheiten, als 3-, y-, -und
o-Untereinheit bezeichnet, die von den Genen hydB, hydG, hydD und hydA codiert werden.
Die Genprodukte von hydD und hydA besitzen Homologien zur kleinen und grofen
Untereinheit der Ni-Fe-Hydrogenasen zahlreicher Prokaryoten und Eukaryoten (Pedroni et
al., 1995). Homologien von HydB und HydG bestehen dagegen zu den Untereinheiten AsrA
und AsrB der Sulfit-Reduktase aus S typhimurium. HydB scheint wie ArsA ferredoxin-
dhnliche Fe-S-Cluster zu enthalten. Im Vergleich dazu enthalten AsrB, HydG und das
Genprodukt von OrfU aus C. difficile eine homologe glycinreiche Region, die als Flavin-
Bindung-Motiv der Nitrat-Reduktasen von Arabidopsis thaliana, Aspergillus nidulans und der
Cytochrom-Reduktase vom Rind gefunden wurde (Pedroni et al., 1995). Daneben enthielten
die HydG und AsrB vier konservierte Cysteine, die moglicherweise fiir ein Eisen-Schwefel-
Cluster verantwortlich waren. Drei dieser Cysteine waren in OrfU ebenso wie in den
hypothetischen Proteinen aus P. abyssi, T. maritima und T. pallidum hoch konserviert. In T.
pallidumund C. difficile befand sich anstelle des vierten Cysteins ein Aspartat in der Sequenz
(s. Abb. 33). In diesen genannten Proteinen wurde die Art des Metalls und dessen
Ligandierung noch nicht nachgewiesen.

Zu den Proteinen, in denen diese vier konservierten Cysteine und die konservierte Flavin-
bindende Region ebenfalls auftraten, z&hlt die Untereinheit PyrDII der Dihydroorotat-
Dehydrogenase aus B. subtilis. Die Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHOD) katalysiert die
vierte Reaktion der Pyrimidin-Biosynthese und besteht aus zwei heterologen Untereinheiten
PyrDI und PyrDII (Quinn et al.,, 1991). PyrDI enthidlt FMN und ist fiir die
Hydrogenaseakivitit verantwortlich, jedoch kann es als einzelne rekombinante Untereinheit
kein NAD" reduzieren. Diese Eigenschaft der Dihydroorotat-NAD'-Oxidoreduktaseaktiviit
besitzt die DHOD nur als Holoenzym (PyrDILPyrDII,-Heterol-Dimer) (Kahler et al., 1999).
PyrDII, 148t sich als rekombinante Untereinheit in Abwesenheit von PyrDI reinigen. Es
konnten am rekombinanten Protein 1 mol FAD und 1 mol [2Fe 2S] pro mol PyrDII
nachgewiesen werden. Uber gerichtete Mutagenese konnten die zu Alanin mutierten vier
Cysteine als Liganden fiir das [2Fe 2S]-Zentrum nachgewiesen werden.

Die Wahrscheinlichkeit ist hoch, daf3 es sich in OrfU von C. difficile méglicherweise ebenfalls
ein [2Fe 2S]—Cluster handelt, das jedoch anstelle von vier Cysteinen von einem Aspartat und
drei Cysteinen gebunden wird. Ein solcher [2Fe 2S]-Cluster wurde in der Untereinheit SudA
der Sulfid-Dehydrogenase in P. furiosus charakterisert (Hagen et al., 2000). Fiir OrfU" aus E.
acidaminophilum kann diese Aussage erst nach Klonierung des Gens und Vergleich der
vollstdndigen Sequenzen getroffen werden.
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(o' 11 N = Y e MKI DAPRVAK- - SAKPGQFVI | RVD 23
(o AU Ie " H MEI EAPRVAK- - SSQPGQFI | | KND 23
HydG Pa  =----==----czommox- MFKI LHKERLAPG NLFEVEAPRI AK- - HAKPGQFVI | RLH 39
HydG Tp  =-----mmmmmmmomme- MFSI LEKKQFSPQVFYLKVHAPDI AK- - NRAAGQFVLVQLD 39
PYRK BS  ----eemcmmmenn- MKKAYLTVCSNQQ ADRVFQWLKGELVQG- - FTTPGQFLHLKVS 43

HydG_Pf M. PKEI MVPNDNPYAL HRVKVLKVYSLTETEKL FL FRFEDPEL AEKWI FKPGQFVQLTI P 60

* Kk k-

OfU_Ea ----- GERI PLTI CDYDKEAGTVTI VWWQSMGCSTRRVMAEFNEGDYFSDFVGPLGRESEFV 80
ofu.Cd - - - EKGERI PLTI ADYDREKGTVTI VFQTVGASTKKLAM-EENDFVNDFVGPLGQASEFI 80
HydG Pa  --- ERCERI PLTI ADFDRDKGSI TI VAQEVGKTTKELGTYEEGDYI HDI LGPLGNPS- - - 93

HydG Tp D- - EYAERI PLTI ADAHADEGW ALVI QTVGATTVRLCEKEVGEDSI SWLGPLGNPT--- 94

PYRK_Bs EAVTPLLRRPI SI ADVNFEKNEVTI | YRVDGEGTRLLSLKQQGE- LVDVLGPLGNGFP- - 100

HydG_Pf G - - - VCEVPI SI CSSPMRKGFFELCI RKAGRVTTVWWHRLKPGD- TVLVRGPYGNGFP- - 113
. . . * * . . .

* s % *k* k-

OfU _Ea HESI DALKNKKTLFVAGGVGTAPVYPQVKW.HEN- - - - G DADVI | GAKNKEMM MVEE- - 134
OfUCd HEDI EELRNKKI LFVAGGVGSAPVYPQVKWEKEH- - - - GLDVDVI | GARTKELI | LED-- 134
HydG Pa - - HVDKFG - TVWIMVGGGVGVAEI [YPVARAMKEK- - - - GNYVI S| LGFRTKDLVFWED- - 143
HydG Tp - - LI ENVG - TVACVAGGVGAAPL|YPI AQAHKRA:- - - - GNHVI VI LGARNRDLI | FEE- - 144
PYRK_BS - - VNEVQPGKTIALLVGGGVGVPPLIQEL SKRLI EK- - - - GVNVI HVLGFQSAKDVFYEE- - 152
HydG Pf - -- VDEWEGVOLLLI AAGLGTAPLRSVFLYAMDNRWKYGNI TFI NTARYGKDLLFYKELE 170
. . * - % . * .. ..
OfU _Ea ---ELKSVSKNLYPATDDGSS- - - - - = = = = === =@ o s mmmmommmeao o meee o omee 152
OfUCd  --- DMKKVAKNVYVSTDDGTYGFNGRVTDLLKDLVDN- QGKKYDQAI VI GPM MVKFMOQ 190
HydG Pa - -- KLRKVSDEVI VTTNDGSYGVKGFTTHALQKLI D- - EGRKI DLVHAVGPAI MVKAVAE 198
HydG Tp - - - EMRALADELVI VTDDGSYGRKGLVTEPLRELCX- - RASCPQEVVAI GPPI MVKFCAE 199
PYRK_ BS - - - ECRQYG DTYVATADGSYGETGFVTDVI K- - - - R- KKLEFDI LLSCGPTPMLKALKQ 203

HydG_Pf AMKDLAEAENVKI | QSVTRDPNWPGL KGRPQQFI VEANTNPKNTAVAI CGPPRMYKSVFE 230
. * . .

* * *
| |

| |
ofu_cd LTKELNI - - - PTI VSLNTI M DGTGMCGGCRVSVG - - NETKFACVDGPEFDGHLVDFDQ 244
HydG_Pa LTKPYQG - - - KTVASLNPI MWDGTGMCGACRVTVG- - - GEI KFACVDGPEFDAHLVDWDE 252
HydG Tp TTRPFQG - - - RTWSLNTI M DGTGMCGECRVNVG- - - SEI KFVCVDGPEFDGHQVDFES 253

PYRK_BS  EYAHK----- EVYLSMEERMECGE GACFACVCHTNESET SYVKVCLDGPVFKAQEVAL- - 256
HydG_Pf ALl NYGYRPENI FVTLERRMKCGE GKCGHCNVGTS- - - TSVKY! CKDGPVFTYFDI VSTP 287

* * * % * * **xk *x

OfUCd AVRROSMYKTQECRAMLKLEEGDSHHHSNCGCGGNK 280

HydG Pa LMKRLSYYRDLERI SLEKWERERGW- - - - - - - - - - 278
HydG Tp  MVRRVRAFQAREAHDVHCCKMKHHAGR: - - - - - - - - 280
PYRK BS --=--m-eeecceccaacmnacnncaaannn-

HydG Pf  GLLD- - - === == -mmmmmmmmmmm oo e oo 291

Abb. 33 Sequenzverigeich von OrfU aus E. acidaminophilum mit Sequenzen der Datenbank. OrfU" Ea,
Genprodukt von orfU" von E. acidaminophilum auf pMK374, von dem nur die ersten 456 bp bekannt sind,
OrfU_Cd, aufgrund der Homologie zu OrfU" Ea bekanntes Genprodukt aus C. difficile, HydG_Pf P. furiosus y-
Unterenheit HydG der Ni-Fe-Hydrogenase, HydG Pa und HydG_Tp sind hypothetische Proteine aus P. abyssi
und T. pallidum, die aufgrund der Homologie zu HydG_Pf identifiziert wurden. Identische Aminoséduren sind
mit einem Stern (*), konservierte Substitutionen durch einen Doppelpunkt (:), semi-konservierte Aminosduren
(.), eingefiigte Liicken durch einem Strich (-) dargestellt. Der Sequenzvergleich wurde mit dem
Computerprogramm CLUSTAL W (1.74) (Matrix "blosum", THOMPSON et al., 1994) erstellt. Eine
glycinreiche Region, die als Flavin-Binde-Motiv in Frage kommt, wurde grau unterlegt. Die Klammer zeigte den
Bereich mit Cysteinen (C) und Apartat (D), die moglicherweise ein [2Fe 2S]-Cluster ligandieren. Die Liganden
wurden fett hervorgehoben.

Durch Expression der genannten Alanin-Mutanten wurde versucht, die pyr-Bradytrophie
(verlangsamtes Wachstum) einer DHOD A-pyrDII-Mutante (Kahler und Switzer, 1996) zu
komplementieren. Dies gelang mit keiner der Mutanten, jedoch mit dem aus den
rekombinanten Untereinheiten zusammengesetzten Holoenzym (Kahler et al., 1999). Daraus
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schlossen die Autoren, daf der ligandierte [2Fe 2S]-Cluster fiir die NADH-Oxidoreduktase-
Aktivitdt essentiell ist. Nach diesen Untersuchungen handelt es sich bei der Sequenz von
OrfU aus C. difficile und E. acidaminophilum um eine elektroneniibertragende Untereinheit,
die in jedem bisher bekannten Fall mit einer zweiten Untereinheit, von der sie die Elektronen
auf NAD" iibertriigt, zusammenwirken muB. Welcher Art von Enzymkomplex OrfU" in E.
acidaminophilum zugehort, kann nur durch Klonierung der stromabwirts von pMK374
befindlichen chromosomalen DNA-Region geklirt werden.

Es ist unwahrscheinlich, daB3 es sich beim Genprodukt von orfU” um die Untereinheit einer
Ni-Fe-Hydrogenase analog zu P. furiosus handelt. Nach bisherigen Untersuchungen zur
Hydrognaseaktivitét in E. acidaminophilum (Granderath, 1993) gibt es in E. acidaminophilum
zwei Fe-Hydrogenasen, deren Genregion bereits einschlieBlich der stromaufwirts und
stromabwiérts befindlichen Gene kloniert wurde (Gréantzdorffer, 2000; Happe, 1998; Keil,
1999).

Die Transkription von orfU” wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Eine
Terminator-Sequenz nach dem 3’-Ende von grdD1 deutete auf eine von den Glycin-
Reduktase-Genen unabhéingige Transkription von orfU” (Sonntag, 1998) hin.

Die Untersuchung der Transkription der stromaufwirts von orfU” befindlichen Glycin-
Reduktase-Gene und Gene des Thioredoxin-System durch RT-PCR ergab eine mogliche
gemeinsame  Transkription der Gene grdBl-trxAl-trxBl-grdAl-grdCl-grdD1 als
polycistronische mRNA. Diese wiirde ein gemeinsames Transkript einer Mindestldnge von 6-
7 kb umfassen (Sonntag, 1998), was jedoch durch Northern-Hybridisierung nicht bestétigt
werden konnte.
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5. Zusammenfassung

1. Das Gen grdD1 der 48 kDa-Untereinheit des gemeinsamen Protein C der Glycin-,
Sarkosin-und Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum und die stromabwérts des 3 -Endes
liegende Genregion wurden kloniert. Damit wurde der Gensatz I der Glycin-Reduktase-Gene
vervollstindigt und die ersten 485 bp eines stromabwirts folgenden Leserahmens identifiziert
und dessen Genprodukt aufgrund von Sequenzhomologien diskutiert. Das Genprodukt von
grdD1 hatte eine Molekiilmasse von 40 kDa und wich von der proteinchemisch ermittelten
Molekiilmasse von 48 kDa erheblich ab.

2. Aufgrund von Sequenzhomologien wurden Gene grdC der 54 kDa Untereinheit und grdD
der 40 kDa-Untereinheit von Protein C in den Genomen von C. difficile, C.
hydrogenoformans und T. denticola identifiziert und deren Genprodukte mit den
Untereinheiten aus E. acidaminophilum und C. sticklandii verglichen. In den Sequenzen von
GrdC gibt es zwei Cysteine an Position 223 und Position 261, die {iber alle fiinf bekannten
Sequenzen konserviert sind.

3. Fiir GrdC besteht in einem Teilbereich eine Sequenzhomologie zur B-Ketoacyl-Carrier-
Protein-Synthase III (FabH), was darauf hinweisen konnte, daBl zuerst eine
Acetylthioesterbildung an GrdC erfolgt und anschlieend eine Transacetylierung nach GrdD.
4. Aufgrund der Sequenzhomologien der vier bekannten Sequenzen von GrdD gibt es ein
konserviertes Cystein an Position 359 der Aminosduresequenz, wihrend der Cystein 98 nicht
in allen Sequenzen vorkommt.

4. Die zwei Untereinheiten GrdC und GrdD wurden in E. coli heterolog exprimiert und
gereinigt. GrdD als N-terminales Strep-tag-Fusiosprotein lie3 sich mittels arsenatabhdngiger
Hydrolyse von Acetylphosphat charakterisieren, dagegen liel sich GrdD als N-terminales
6xHistag-Protein zwar exprimieren, jedoch erwies sich die Enzymaktivitit bei der
arsenatabhingigen Hydrolyse von Acetylphosphat als sehr instabil. GrdC als C-terminales
Srep-tag-Fusionsprotein zeigte im Gegensatz zu GrdD keine nachweisbare Enzymaktivitit.

5. Durch gerichtete Mutagenese wurde jeweils ein Cystein verdndert, um so einen Hinweis
auf die Beteiligung an der Katalyse zu erhalten. Die Mutanten GrdD C98—S und
GrdD C359—A wurden als Strep-tag-Fusionsproteine heterolog exprimiert und gereinigt. Die
Mutante GrdD C—98S besall katalytische Aktivitdt, wihrend GrdD C359A inaktiv war.
Cystein 359 war offensichtlich die katalytisch essentielle Thiol-Gruppe, an der es zur
Acetylthioesterbildung kam.

6. An GrdD als rekombinante katalytisch aktive Untereinheit konnte gezeigt werden, dal die
beiden Cystein-Reste nach Inaktivierung durch Jodacetat unterschiedlich modifiziert
vorlagen. Eine Carboxymethylierung von Cystein 359 konnte nach Inaktivierung des Proteins
durch Peptid-Mapping und Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Nach Substratschutz
durch Acetylphosphat vor der Inaktivierung durch Jodacetat lag Cystein 359 unmodifiziert
vor und lie} sich erst dann mit 4-Vinylpyrdin zu markieren. Cystein 98 war im nativen
Zustand unzuginlich fiir eine Modifikation und lieB sich erst nach Denaturierung des Proteins
carboxymethylieren bzw. pyridylethylieren. So konnte Cystein 359 als katalytisch essentieller
Aminoséure-Rest identifiziert und das Ergebnis der Mutagenese bestitigt werden.

7. Durch Atomabsorptionsspektroskopie wurde in heterolog exprimierten GrdC Zink
nachgewiesen. Eine Funktion als moglicher Cofaktor beim Transfer der Carboxymethyl-
Gruppe von Selenoprotein A iiber GrdC nach GrdD wurde diskutiert.
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