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R ntgenkristallographische Studien geben einen Einblick in die vielf Itigen Strukturmotive
von Proteinen sowie die spezifische Bindung der Liganden in die aktiven Zentren der
Enzyme. Daraus lassen sich h ufig wichtige Informationen ber deren katalytische und
physiologische Funktion ableiten. Diese Arbeit befasst sich mit der Aufkl rung der Struktur-
Wirkungsbeziehungen von potenziellen Arzneistofftargets sowie der Bestimmung von
Enzymen mit neuartigen Strukturmotiven durch molekularbiologische und kristallographische
Methoden. Die Arbeit ist in vier verschiedene Kapitel gegliedert, in denen Nukleotidkofaktor-
bindende und tRNA-modifizierende Enzyme vorgestellt werden.

In Nukleotidkofaktor-bindenden Enzymen ist das Cosubstrat Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD"), Nikotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat (NADP®), Flavinmononukleotid (FMN),
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) oder Coenzym A (CoA) an der Reaktion beteiligt. Die
Nikotinamid- und Flavin-Coenzyme katalysieren Redoxreaktionen, w hrend beim Coenzym
A h ufig ein Acyltransfer stattfindet. Viele Organismen k nnen bestimmte Cosubstrate oder
ihre Vorstufen nicht selbst vollst ndig synthetisieren und m ssen sie deshalb mit der
Nahrung aufnehmen. Beispielsweise wird das Vitamin Nikotinamid f r die Synthese des
Cosubstrats NAD" bzw. NADP" ben tigt [Voet & Voet, 1992].

Das Sniffer-Protein aus ' URVRSKID P HDQRIDWiUist ein Nukleotidkofaktor-bindendes Enzym,
welches das Nikotinamid-Cosubstrat NADPH spezifisch erkennt und an ein so genanntes
Rossmann-Faltungsmuster bindet. Das Sniffer-Protein geh rt zur Familie der Kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen. Die Kristallstruktur zeigt, dass das Sniffer-Protein im Hinblick
auf seine Terti rstruktur den Enzymen dieser Proteinfamilie hnelt, jedoch gegen ber den
meisten Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen einige Besonderheiten im Bereich der
Substratbindeschleife aufweist. Aus der Kristallstruktur ergibt sich eine interessante
Schlussfolgerung auf eine m gliche Funktion der humanen Orthologen des Sniffer-Proteins
im Hinblick auf neurodegenerative Erkrankungen. ,Q YYR-Studien haben eindrucksvoll
gezeigt, dass bei einer reduzierten Expressionsrate des VQLIHJGens der altersabh ngige
neurodegenerative Prozess in den Fruchtfliegen beschleunigt wird [Botella et al., 2004].
Neben diesem eukaryontischen Enzym wurden tRNA-modifizierende Enzyme aus der
Dom ne Archaea und Eubakterien untersucht. Diese Enzyme erkennen spezifisch
bestimmte Bereiche in der L-f rmigen Terti rstruktur der Transfer-RNA (tRNA). In der
katalytischen Reaktion werden die Nukleotide der tRNA posttranslational modifiziert.

Die eubakterielle tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT) spielt f r die Expression beinahe
aller wichtigen Virulenzfaktoren des Bakterienruhrerregers 6 KLJH® eine bedeutende Rolle.
Das tRNA-modifizierende Enzym f hrt die modifizierte Base preQ; in die Z REE®Position des
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Antikodons bestimmter tRNAs ein. Dabei verl uft die katalytische Reaktion ber ein
kovalentes Intermediat, das zwischen der tRNA und dem Asp280 ausgebildet wird. In einer
biochemischen und kristallographischen Studie wurde die Funktion des Asp280 n her
untersucht.

Im Gegensatz zur eubakteriellen tRNA-Guanin Transglykosylase katalysiert das
archaebakterielle Enzym den Einbau der modifizierten Base Archaeosin in die D-Schleife der
meisten tRNAs. Im Vergleich zu den eubakteriellen TGTasen besitzen diese Enzyme eine
zus tzliche, archaespezifische C-terminale Dom ne, die ein neuartiges Faltungsmuster
aufweist. Auch innerhalb der Dom ne Archaea unterscheiden sie sich signifikant in der
L nge dieser C-terminalen Dom ne. F r die $ KDHIGEXV IXOIGXV TGT wurde erfolgreich
ein Reinigungsprotokoll etabliert und anschlie3end Kristallisationsversuche durchgef hrt.
Auch die S-Adenosylmethionin: tRNA-Ribosyltransferase/lsomerase (QueA) z hlt zu den
tRNA-modifizierenden Enzymen. Das QueA-Enzym bertr gt in einer aul3ergew hnlichen
Reaktion den Riboserest des Nukleotid-Kofaktors S-Adenosylmethionin auf die Base preQ;
in der modifizierten tRNA. Ein erstes Strukturmodell der % VXBEMLY QueA mit einer Aufl sung
von 3,0 A ist mit extrem hohen B-Faktoren behaftet und wird gegenw rtig den
Anforderungen an eine vollst ndige und zuverl ssige Kristallstruktur nicht gerecht. Deshalb
wurden die beiden deutlich voneinander abgegrenzten Dom nen des QueA-Enzyms separat

kloniert, produziert und gereinigt sowie Kristallisationsversuche durchgef hrt.
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Im letzten Jahrhundert f hrten verbesserte Lebensbedingungen und medizinischer
Fortschritt zu einer Ver nderung der Altersstruktur in unserer Gesellschaft. Durch die
zunehmende Lebenserwartung der Menschen steigt jedoch auch die Zahl altersbedingter
Erkrankungen. Dazu z hlen neben den klassischen Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder der
Apoplexie! auch die neurodegenerativen Erkrankungen, f r deren Pathogenese erst in den
letzten Jahren schl ssige Hypothesen entwickelt wurden [De Felice & Ferreira, 2002].
Intensive Studien seitens der akademischen Forschung und der pharmazeutischen Industrie
tragen dazu bei, die Ursachen der neurodegenerativen Krankheiten aufzukl ren, um neue
therapeutische Strategien entwickeln zu k nnen. Die genauen Vorg nge auf neuronaler und
zellul rer Ebene sind bis heute noch nicht ausreichend verstanden, wodurch die Suche nach
innovativen Therapiem glichkeiten erschwert wird. Im Allgemeinen ist das Krankheitsbild der
Neurodegeneration durch den fortschreitenden Untergang bestimmter Populationen von
Nervenzellen im Gehirn und deren Ersatz durch Gliagewebe® gekennzeichnet [Gorman et al.,
1996]. Neurodegenerative Erkrankungen treten vor allem sporadisch bei Iteren Menschen
ab einem Lebensalter von 60 Jahren auf. Die Wissenschaftler besch ftigen sich
haupts chlich mit der Fragestellung, warum besonders Itere Menschen von der
Neurodegeneration betroffen sind und sich der Untergang des neuronalen Gewebes oft nur
auf bestimmte Gehirnareale beschr nkt.

Oxidativer Stress spielt bei der Pathogenese der neurodegenerativen Erkrankungen eine
wichtige Rolle [Gorman et al., 1996]. Bei vielen zellul ren Prozessen sind Radikale an
enzymatischen Reaktionen beteiligt. Molekularer Sauerstoff fungiert beispielsweise in der
Atmungskette der Mitochondrien als Elektronenakzeptor und bewirkt sekund r die Synthese
des energiereichen Adenosintriphosphats [Boyer et al, 1977]. Reaktive Sauerstoffver-
bindungen k nnen jedoch auch die zellul ren Bestandteile wie Proteine oder DNA sch digen
und die Ablagerung der Makromolek le in neuronales oder zellul res Gewebe f rdern. Um

die Sch digung der Zellkomponenten durch oxidativen Stress zu vermeiden, besitzen alle

' Apoplexie: Schlaganfall
2 Gliagewebe: bindegewebige St tzsubstanz des Zentralnervensystems
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aeroben Organismen ein Gleichgewicht innerhalb der Zelle, das die Bildung freier Radikale
durch antioxidative Abwehrmechanismen reguliert [Gorman et al., 1996]. Durch eine
vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen oder einen Mangel an Antioxidantien
wird dieses Gleichgewicht empfindlich gest rt [Schulz et al., 2000]. Die Radikalbildung wird
besonders durch Stoffwechselprozesse in den Mitochondrien oder dem Arachidons ure-
metabolismus und durch hohe Konzentrationen von Metallionen innerhalb der Zelle induziert
[Christen, 2000]. In den Einschlussk rpern von Alzheimer-Patienten wurde beispielsweise
ein erh hter Gehalt an Eisen gefunden. Die Konzentration reaktiver Sauerstoffverbindungen
wird durch Antioxidantien wie Glutathion, Thioredoxin, Glutaredoxin oder Vitamin E und
Enzyme wie Superoxiddismutase, Katalase oder Peroxidase gering gehalten [Smith et al.,
1996]. Im Gegensatz zu anderen Organen des K rpers scheint das Zentralnervensystem
aufgrund seiner geringen antioxidativen Aktivit t nur unzureichend gegen oxidativen Stress
gesch tzt zu sein. Dar ber hinaus ben tigt das menschliche Gehirn mit einem Anteil von nur
2 % der Gesamtk rpermasse bei k rperlicher Ruhe etwa 20 % der Sauerstoffmenge des
gesamten Organismus, was die Produktion von Radikalen besonders beg nstigt [Dringen,
2000].

Alzheimer, Parkinson, Huntington und Creutzfeld-Jakob sind altersbedingte, neurodegene-
rative Erkrankungen, die gew hnlich bei Menschen im mittleren bis sp teren Lebensalter
auftreten. Die Klassifizierung der verschiedenen neurodegenerativen Formen erfolgt gem (
ihrer Symptomatik, dem Krankheitsbild und den Vorg ngen auf zellul rer Ebene [Shulman et
al., 2003]. Alzheimer ist die h ufigste Form der Demenz bei der Iteren Generation. Die
Patienten leiden vor allem unter Sprachproblemen sowie r umlicher und zeitlicher
Desorientierung [Michaelis et al., 2002]. Histopathologisch ist die Krankheit durch die
Ablagerung des Peptids G-Amyloid in Einschlussk rpern des menschlichen Gehirns sowie
die Aggregation des phosphorylierten Mikrotubulin-assoziierten Proteins Tau charakterisiert
[De Felice & Ferreira, 2002]. Das idiopathische Parkinson-Syndrom ist die zweith ufigste
Form der neurodegenerativen Erkrankungen. Durch Sch digung der von der Substantia
nigra compacta® zum Corpus striatum® ziehenden dopaminergen Neurone im
Zentralnervensystem entsteht ein Ungleichgewicht zwischen der dopaminergen und
cholinergen Neurotransmission. Die Patienten leiden haupts chlich an motorischen
Bewegungsst rungen. Als fakultative Begleitsymptome treten vor allem vegetative
St rungen und Depression auf [Mouradian, 2002]. Der starke Neuronenverlust und die
Ablagerung der abnormen Form des Prionproteins im Gewebe des Gehirns f hrt bei der

Creutzfeld-Jakob Krankheit symptomatisch zu einer rasch fortschreitenden Demenz sowie

® Substantia nigra compacta: Teil des extrapyramidal-motorischen Systems im Mittelhirn

4 Corpus striatum: in der Basis jeder Grodhirnh Ifte seitlich des Thalamus liegendes Basalganglion
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Ataxie® und motorischen St rungen [Knight, 2001]. Die Prionenerkrankungen des Menschen
kommen als bertragene, genetische oder sporadische Form vor. Letztere ist die weltweit
h ufigste Erkrankungsform. Genetische Disposition spielt bei Huntington eine entscheidende
Rolle, da Individuen mit einer Insertion eines Polyglutamats von mehr als 35 Aminos uren im
N-Terminus des Proteins Huntingtin ein  h heres Risiko besitzen, an dieser
neurodegenerativen Form zu erkranken [Bates, 2003]. Die genaue toxische Wirkung dieses
modifizierten Enzyms ist bisher jedoch nicht bekannt. Die Krankheit ist durch Demenz,
Ataxie® und Muskelatrophie® gekennzeichnet.

) XQNMRQ GHV 6 QlLIHU3 LRMQV

" IH) KFKWIHIH' P HDQRJ DVWMU

Zur Charakterisierung neurodegenerativer Prozesse werden h ufig ' URVRSKID Fliegen als
Modellorganismus in IQ YIYR-Studien verwendet. Deshalb wird die Fruchtfliege im Folgenden
n her vorgestellt.

Die Spezies' P HDQRIDWMUgeh rt zur Klasse der Insekten [Wikipedia]. Der eukaryontische
Organismus ist bevorzugt in tropischen Gebieten beheimatet, in der Sommerzeit aber auch
in k hleren Regionen der Erde zu finden. Wie der deutsche Name vermuten | sst, sammelt
sich dieses kleine Insekt bevorzugt an verfaulendem Obst. Sie wurde um 1910 von dem
Nobelpreistr ger (1933) Thomas Hunt Morgan als Versuchsobjekt der Genetik eingef hrt.
" IRVRSKID wird seit fast einem Jahrhundert als Modellorganismus benutzt, um
beispielsweise das Zusammenspiel zwischen Genregulation und Proteinproduktion
aufzudecken. Viele Wissenschaftler arbeiten auch heute noch an ganz verschiedenen
Aspekten mit der Fruchtfliege, insbesondere an der ' URVRSKID-Entwicklung [Giot et al.,
2003]. Ein groder Vorteil ist die geringe Gr (e der Fruchtfliege von etwa 4 mm (geringer
Platzbedarf), die billige Haltung im GroGmadstab und die kurze Lebensdauer von ungef hr
zwei Wochen. Mit Hilfe genetischer Transformationssysteme k nnen fremde Gene in das
Genom der Fliege eingeschleust und ihre Funktion im eukaryontischen Organismus studiert
werden [Atkinson et al., 2001]. Weiterhin sind die Mutanten im Ph notyp vom Wildtyp leicht
unterscheidbar. Das Genom der Fruchtfliege besteht aus nur vier Chromosomenpaaren, den
XY Geschlechtschromosomen und den Autosomen 2, 3 und 4, wobei das vierte Chromosom
sehr klein ist. Das Genom hat eine Gr (e von 117 Megabasen und enth It sch tzungsweise

® Ataxie: St rung im geordneten Ablauf und in der Koordination von Muskelbewegungen

® Muskelatrophie: Muskelschwund
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13400 Protein-kodierende Gene (zum Vergleich: das menschliche Genom umfa(t ca. 3000
Megabasen und etwa 30000 Gene). Das Genom wurde im Jahre 2000 von Craig Venter und
seinen Mitarbeitern bei Celera Genomis vollst ndig sequenziert [Adams et al., 2000]. In der
FlyBase-Datenbank sind Informationen ber die Genetik, das Expressionsprofil und die

zugeh rigen Proteine von allen Spezies der Familie Drosophilidae verzeichnet [Flybase].

Abb. 1: Die Fruchtfliege ' WRVRSKI® P HDCQRIDWMUgeh rt in die Ordnung der Zweifl gler (Diptera) in

der Klasse der Insekten (Insecta) und damit zum Stamm der Gliederf Gler (Arthropeda).

,QYLYR 6 WAHQ P MGHU) IKFKWIHIH' P HDOQRJI DWMU

Um die Entstehung und den Verlauf neurodegenerativer Prozesse erforschen zu k nnen,
sind Tierversuche unentbehrlich. Zu diesem Zweck wird auch die Fruchtfliege '
P HDCRIDWMJ verwendet. Durch Manipulation des Genoms k nnen menschliche
Erkrankungen in der Fliege relativ einfach nachgeahmt werden [Shulman et al., 2003]. Das
Zentralnervensystem der Fliege besteht aus Neuronen und Gliazellen und funktioniert nach
den gleichen Prinzipien wie das menschliche Gehirn. Trotz des verh Itnism Gig primitiven
Aufbaus des ' IRVRSKIDGehirns ist das Insekt lernf hig und besitzt ein Erinnerungs-
verm gen. Die Entschl sselung des Genoms von' P HDQRIDWMU[Adams et al., 2000] und
+RPR VDSIHQV [Lander et al., 2001; Venter et al., 2001] erm glicht die Suche nach
homologen Genen und Enzymen sowie den Vergleich der Expressionsprofile der beiden
Organismen.

Eine 1Q YIYR-Studie mit der Fruchtfliege ' P HDQRIDWMU lieferte einen Einblick in die
Funktion des Sniffer-Proteins. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Enzym bei
neurodegenerativen Erkrankungen eine entscheidende Bedeutung hat [Botella et al., 2004].
Das VQLHJGen ist im Genom auf dem X-Chromosom lokalisiert und wird in allen
Gewebezellen unabh ngig vom Alter der Fliege transkribiert. Um die Funktion des VQLIHJ

Gens genauer analysieren zu k nnen, wurde ein variables P-Element in das Gen integriert.
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Dieses Transposon behindert die Transkription des VQLIHJIGens, so dass in den Zellen der
hypomorphen Mutante, genannt 6QlIHJ nur geringe Mengen des Sniffer-Proteins
gegenw rtig sind. Die Ver nderungen im Genotyp spiegeln sich auch im Ph notyp wider.
Die VQLlIHJFliegen besitzen im Gegensatz zum Wildtyp eine signifikant verk rzte
Lebensdauer und leiden an altersbedingter Neurodegeneration sowie motorischen
Bewegungsst rungen. Viele Symptome des ver nderten Geno- und Ph notyps hneln
denen von Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen. Histopathologische Analysen
haben gezeigt, dass das Neuropil’ in 25 Tage alten VQLIHUFliegen im Gegensatz zum
gleichaltrigen Wildtyp, eine apoptotische® Morphologie aufweist. Dieser neurodegenerative
Prozess ist altersabh ngig. Bei 5 Tage alten Mutantenfliegen waren die Neuronen im
Gewebe der Hirnrinde intakt und von Gliazellen umgeben, w hrend 20 Tage sp ter nur noch
Zellfragmente und eine Vielzahl von Einschlussk rpern gefunden wurden. Beim Wildtyp
konnte ber den gesamten Zeitraum keine morphologische Ver nderung des Gewebes
festgestellt werden. In einem weiteren Experiment wurden die Fliegen einer Atmosph re mit
99,5 % Sauerstoffgehalt ausgesetzt, um den Effekt des oxidativen Stresses zu untersuchen.
Die Lebensdauer der VQLIHJFliegen und des Wildtyps verk rzte sich um etwa 90 %. Sowohl
unter normalen als auch erh hten Sauerstoffkonzentrationen der Luft konnte die
apoptotische Wirkung durch verst rkte Transkription des VQLIHJGens deutlich reduziert und
dadurch die Lebensdauer der Mutantenfliegen signifikant verl ngert werden [Botella et al.,
2004].

Diese Studie zeigt, dass Sniffer in ' P HDQRIDWMU eine wichtige Funktion besitzt. Das
Enzym sch tzt den Organismus vor altersbedingter Neurodegeneration, die h ufig durch
oxidativen Stress hervorgerufen wird. Unklar ist jedoch, welche nat rlichen Substrate von
Sniffer in' P HDCQRIDWMUumgesetzt werden, in welchen Stoffwechselprozessen das Enzym

involviert ist und wie Sniffer seine sch tzende Wirkung auf zellul rer Ebene aus bt.

6 WXKNXMUH®I . WL IHXQJ GHV 6 QUIHU3 IRMQV

Die Mitglieder der Familie der Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) katalysieren
die Umsetzung ihrer Substrate in einer NAD*- bzw. NADPH-abh ngigen Reaktion [J rnvall et
al., 1995]. Die Enzyme dieser Familie besitzen zwei hochkonservierte Bereiche in der
Aminos uresequenz, ein Glycin-reiches Motiv und ein Sequenzmotiv, das die katalytischen
Reste Tyrosin und Lysin enth It. Diese charakteristischen Motive sind auch in der
Prim rsequenz des Sniffer-Proteins vorhanden. Kinetische Studien belegen die NADPH-

! Neuropil: dichtes Netzwerk aus Neuronen und Gliazellen im Zentralnervensystem

8 apoptotisch: durch den kontrollierten Untergang von Zellen oder Gewebe gekennzeichnet
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abh ngige Aktivit t von Sniffer, also seine Zugeh rigkeit zu den Carbonylreduktasen
innerhalb der SDR-Familie und zeigen, dass das Enzym eine breite Substratspezifit t
aufweist. Dabei wurden die kinetischen Parameter f r verschiedene, artifizielle Substrate
bestimmt, die bereits in fr heren kinetischen Studien mit anderen SDR-Enzymen verwendet
wurden [Terada et al., 2000]. In Tab. 1 sind die Substrate und die zugeh rigen kinetischen
Daten aufgelistet. Die h chste Affinit t zu Sniffer besitzt das Substrat 9,10-Phenanthren-
chinon, gefolgt von p-Nitrobenzaldehyd, Pyridin-4-carbaldehyd und Menadion. Methylglyoxal
und Benzoylpyridin haben nur eine geringe Affinit t zum Sniffer-Protein. Bei der Katalyse
wird die Carbonylgruppe der Substrate stereospezifisch zum Alkohol reduziert.

6 XEVAAD\M . >0@ 9 BPJ@N PIQ@ N . 0 [V@
9,10-Phenanthrenchinon 1 23 640 11 x 10°
p-Nitrobenzaldehyd 200 8,2 230 1,8 x 10*
Pyridin-4-carbaldehyd 350 8,5 240 1,1 x 10*
Menadion 250 4,7 130 8,7 x 10°
Methylglyoxal 3500 9,8 270 1,3x 10°
Benzoylpyridin 550 0,78 22 6,7 x 10°

Tab. 1: Substratspezifit t des rekombinanten Sniffer-Proteins. Die Carbonylreduktase Aktivit t wurde
nach Zugabe verschiedener Konzentrationen des Substrats spektrometrisch bei 340 nm
anhand des Verbrauchs des Kofaktors gemessen.

Bisher werden nur wenige Enzyme der SDR-Familie in Zusammenhang mit
neurodegenerativen Erkrankungen gebracht. Die Sepiapterin-Reduktase katalysiert die
Umsetzung der Diketogruppe des 6-Pyrovyl-Tetrahydropterins zu Tetrahydrobiopterin. Das
Produkt spielt bei der Biosynthese von Katecholaminen und Indolaminen eine wichtige Rolle
und ist an der Degradation von Phenylalanin beteiligt [Auerbach et al., 1997]. Eine
verminderte Produktion des Tetrahydrobiopterins in den Zellen des Zentralnervensystems
f rdert die Entstehung neurodegenerativer Prozesse. Die humane Hydroxylacyl-CoA
Dehydrogenase vom Typ Il, auch bezeichnet als G-Amyloid bindende Alkoholdehydro-
genase, ist an der G-Oxidation von Fetts ureresten in den Mitochondrien beteiligt [Powell et
al., 2000]. Durch Oxidation der Ketogruppe des (-Hydroxybutyrats steigert das Enzym den
metabolischen Stress innerhalb der Zelle. Die F higkeit des Enzyms, G-Amyloid zu binden,
f rdert die Ablagerung des Peptids in EinschluGk rpern und f hrt zu einer Beeintr chtigung

zellul rer und neuronaler Funktionen.
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) DOXQI VP X\VWMUGHU. XU NHWU HQ' HK\ GLRI HQDVHQ 5 HGXNEVHQ

Die geringen Sequenzidentit ten zwischen den Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
im Bereich von 15 bis 30 % sind ein typisches Merkmal f r die Enzyme dieser Familie.
Dagegen ist die strukturelle Ahnlichkeit sowie die Analogie in der Funktion verh Itnism Qig
hoch [J rnvall et al., 1995]. Alle SDR-Enzyme besitzen ein Dinukleotid-Bindemotiv, die so
genannte Rossmann-Faltung, die f r die Bindung des NAD" oder NADP" verantwortlich ist
[Rossmann et al., 1975]. Dieses Faltungsmuster besteht aus zwei Galau-Einheiten, die ber
die Helix aC zu einem zentralen, parallelen O-Faltblatt verbunden sind (Abb. 2). Die Helices
flankieren das Faltblatt auf beiden Seiten, wobei die Helices der N-terminalen H Ifte
oberhalb und die Helices der C-terminalen H Ifte unterhalb des Faltblattes liegen. In
Abh ngigkeit von der Bindung des Kofaktors NAD* oder NADP* werden die SDR-Enzyme in
die Gruppe der Dehydrogenasen oder Reduktasen eingeteilt. Der Bindungsort des Kofaktors
befindet sich an der C-terminalen Flanke des (-Faltblattes. Unter physiologischen
Bedingungen bilden die meisten SDR-Enzyme Homodimere oder Homotetramere nach
einem hnlichen Oligomerisierungsmuster aus [J rnvall et al., 1995]. Die Schweinecarbonyl-
reduktase ist bisher die einzige bekannte Kristallstruktur eines Enzyms aus dieser Familie,
das als Monomer vorliegt [Ghosh et al., 2001].

Abb. 2: Rossmann-Faltungsmotiv aus zwei Ga0a0-Einheiten, die zueinander ber eine zweiz hlige
Rotationsachse in der Mitte angeordnet sind. Folglich flankieren die Helices beide Seiten des
0-Faltblattes. Am C-Terminus des parallelen 0O-Faltblattes wird der Kofaktor NADH oder
NADPH gebunden [Abb. enthommen aus Branden & Tooze, s. 145].



Carbonylreduktase Sniffer aus ' URVRSKIOD P HDCQRI DWHMU 10

( WHEQWH XQG' IVNXWIRQ

. UMMQVDMRQ XQG %2 HIXQJI GHU. MB@ XDOWW

Die Sniffer-Kristalle wurden bei 4°C und einer Proteinkonzentration von 22 mg/ml nach dem
Verfahren des h ngenden Tropfens gez chtet. Der Kristallisationstropfen, bestehend aus 1
pul Wasser, 3 pl Reservoirl sung und 3 pul Proteinl sung, wurde zuerst gegen die
Reservoirl sung mit einer Pr zipitanzkonzentration von 24 % PEG 4000 quilibriert. Nach
dem Ansetzen des Kristallisationstropfens bildeten sich die ersten, unter dem Mikroskop
sichtbaren Kristallkeime bereits schon nach etwa einer Stunde. Schnelles Kristallwachstum
beg nstigt jedoch die Entstehung von ungeordneten Bereichen im Kristall und f hrt zu einer
Verschlechterung der Kristallqualit t. AuGerdem wurden unter diesen Bedingungen h ufig
nur Kleine Kristalle erhalten, die nicht f r die R ntgenstrukturanalyse geeignet waren. Da die
Kristalle durch die Methode des P DNIRVHHAQJ] nicht vergr ssert werden konnten, wurden die
Anfangsbedingungen im Kiristallisationsansatz optimiert. Bei konstanter Puffer- und
Salzkonzentration von 0,075 M Tris/HCI pH 8,5 und 0,15 M NaAc wurde nur die
Pr zipitanzkonzentration in der Reservoirl sung erniedrigt. In einem Konzentrationsbereich
zwischen 16,5 und 21 % PEG 4000 wuchsen Kristalle in einer f r die R ntgenstruktur-
analyse geeigneten Gr sse. Die Kristallqualit t variierte in Abh ngigkeit von der
Proteincharge, so dass die Kiristallisationsbedingungen nach jeder Proteinreinigung
individuell optimiert werden mussten. Weiterhin wurde die Geschwindigkeit des
Kristallwachstums herabgesetzt, in dem die zugegebene Wassermenge zum Kristallisations-
tropfen von 1 pl auf 3 pl erh ht wurde. Die Erniedrigung der Proteinkonzentration sowie die
Zugabe von 3 bis 5 % MPD oder Glycerol zur Reservoirl sung hatten keinen signifikanten
Einfluss auf die Kristallisationsgeschwindigkeit.

F r die Durchf hrung der R ntgenbeugungsexperimente unter Tieftemperaturbedingungen
wurden die Kristalle in einem K Iteschutzpuffer aus 0,075 M Tris/HCI, 0,15 M NaAc, 21 %
(wiv) PEG 4000, 22 % MPD, 130 mM NaCl und 21 mM NayHy(PO,)-Puffer pH 8,0 JHVRDNW
Die Anwesenheit von Phosphat und Natriumchlorid im Puffer verbesserte deutlich die
Stabilit t der Kristalle beim 6 RDNQJ. Dies | Qt sich dadurch erkl ren, dass die Proteinl sung,
die zum Ansetzen des Kiristallisationstropfens verwendet wurde, nach der Reinigung gegen
NayH,(PO,)-Puffer und NaCl dialysiert wurde. Die Suche nach einem geeigneten
K Iteschutzmittel und einem Verfahren, die Kristalle ohne Qualit tsverlust in den
K Iteschutzpuffer zu berf hren, war eine besondere Herausforderung. Bei Verwendung des
K lteschutzmittels PEG 400 bzw. Glycerol | sten sich die Kristalle rasch auf. Mit Paratone-N
bildete sich beim Frieren des Kristalls im Stickstoffstrom kristallines Eis, was an den so
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genannten ,Eisringen auf dem Beugungsbild erkennbar war. Ethylenglycol und MPD in einer
Konzentration von 22 % im K Iteschutzpuffer waren am besten geeignet. F r weitere
Experimente wurde das K lteschutzmittel MPD gew hlt. Der direkte Transfer der Kristalle
von der Mutterlauge in den K lteschutzpuffer mit 22 % MPD war nur mit sehr kleinen
Kristallen m glich. Die gr Oeren Kristalle waren beim schnellen Uberf hren in den
K Iteschutzpuffer mechanisch instabil. Deshalb wurden die Kristalle bei 4°C alle 15 Minuten
in einen K Iteschutzpuffer mit steigender Konzentration an MPD (2,5 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20
% und 22 %) berf hrt und anschlieGend in fl ssigem Stickstoff schockgefroren. Durch diese
Prozedur konnten nun auch gr Gere Kristalle f r R ntgenbeugungsexperimente verwendet
werden, die ein besseres Streuverm gen aufwiesen. Durch das langsame 6RDNQJ
verbesserte sich die Aufl sung um etwa 0,5 A sowie das Reflexprofil, da eine weitere
Erh hung der Mosaizit t verhindert wurde. R ntgenbeugungsexperimente bei Raum-
temperatur haben ergeben, dass die hohe Mosaizit t der Sniffer-Kristalle auch auf das
schnelle Kristallwachstum zur ckzuf hren ist. Ein Kristall, der bei Raumtemperatur
vermessen wurde, besal eine Mosaizit t von 1,35°. Alle Kristalle wiesen eine ausgepr gte
Anisotropie auf, da sie die R ntgenstrahlung in Abh ngigkeit von der Orientierung
unterschiedlich stark beugten. Entlang einer Achse waren im Beugungsbild Reflexe bis zum
maximal m glichen Aufl sungsbereich zu erkennen, entlang der Senkrechten verringerte
sich jedoch das Streuverm gen um etwa 0,7 A. In einer Testserie zeigten nur wenige
Kristalle ausreichende Qualit t f r eine Datensammlung. F r sehr grole Kristalle ab einer

Kantenl nge von 0,25 mm konnten keine geeigneten 6 RONQJ-Bedingungen etabliert werden.

Abb. 3: Kristalle des Sniffer-Proteins aus ' P HOCRIDWMUim polarisierten Licht.
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YHWP P XQJ GHU. WMBWXNXUGHV 6 QULITHU3 LIRMOQV

0 RONXOUHU( WDW

Die Kristallstruktur des Sniffer-Proteins sollte zun chst mit der Methode des Molekularen
Ersatzes bestimmt werden [Rossmann & Blow, 1962]. Dazu wurde ein nativer Datensatz mit
einer Aufl sung von 2,4 an einer im Institut vorhandenen Drehanode gesammelt, der f r
den Molekularen Ersatz verwendet wurde (Tab. 2). Die Analyse des Datensatzes ergab,
dass das Enzym in der orthorhombischen Raumgruppe 1222 mit einer Dimension der
Zellachsen von a = 71,7 ,b =739 undc =923 kristallisiert und ein Molek | in der
asymmetrischen Einheit enth It.

1 DAYHU' DWIQVDW

Raumgruppe 1222
Zellkonstanten:

a() a=71,44

b() b=7392

c() c=91,95
Aufl sung ( ) 25,0-2,4 (2,44 - 2,40)
Zahl der gemessenen Reflexe 27208
Zahl der unabh ngigen Reflexe 9086
Redundanz 3,0(3,1)
Vollst ndigkeit der Daten (%) 93,0 (90,4)
I/s 17,4 (3,7)
Reym (%) 9,1 (35,8)

Werte in Klammern kennzeichnen die Daten f r die u(erste Schale.
*Reym = [ ShSi| 1i(h) - <I(h)>| / S,S; I(h)] x 100, wobei li(h) die gemessene Intensit t
und <I(h)> die durchschnittliche Intensit tf r multiple Messungen ist.

Tab. 2: Statistik des nativen Datensatzes mit einer Aufl sung von 2,4 , der zum Molekularen Ersatz

verwendet wurde.

F r die Bestimmung der Kristallstruktur der Carbonylreduktase Sniffer mit Hilfe des
Molekularen Ersatzes wurde eine potentiell hnliche Proteinstruktur als Startmodell ben tigt.
Verschiedene Enzyme aus der Familie der Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen, die
eine hohe strukturelle Homologie zum Sniffer-Protein aufweisen sollten, wurden als
Modellstruktur ausgew hlt. Diese besitzen nur eine geringe Sequenzidentit t zum Sniffer-
Protein von weniger als 30 %, die mit dem Programm SIM [Huang & Miller, 1991] aus der
Expasy-Datenbank [Expasy] berechnet wurde. In Tab. 3 sind verschiedene Kurzkettige



Carbonylreduktase Sniffer aus ' URVRSKIOD P HDCQRI DWHMU 13

Dehydrogenasen/Reduktasen nach ihrem Zugriffscode in der Protein-Datenbank (PDB)
[Berman et al., 2000] aufgelistet. In blauer Farbe sind die Enzyme hervorgehoben, die als
Modellstrukturen f r den Molekularen Ersatz mit dem Programm AMoRe verwendet wurden
[Navaza, 1994]. Eine Rotations- und Translationssuche mit der Modellstruktur der
Schweinecarbonylreduktase mit dem PDB-FRGH 1N5D, die die h chste Sequenzidentit t zum
Sniffer-Protein aufweist, wurde auch mit CNS [DeLano & Br nger, 1995], EPMR [Kissinger et
al.,, 1999] und MOLREP [Vagin & Teplyakov, 1997] durchgef hrt. F r alle Modellstrukturen
wurden der Korrelationskoeffizient und der R-Faktor berechnet. Bei Korrelationskoeffizienten
von etwa 25 bzw. R-Faktoren von 56 % hob sich keine der L sungen aus der Rotations- und
Translationssuche deutlich ab. Folglich konnte keine Aussage dar ber getroffen werden,
welche der m glichen L sungsans tze f r den Molekularen Ersatz geeignet sind.

o errey 0T oo BHTXHD 3' % 6 HTXHQ|
LGHOWMW LGHOWMW FRGH  LGHOWMW
IN5D 28,3 % 1101 25,1 % 1G0O 23,4 %
1AE1 27,7 % 1B16 24,8 % 1JA9 23,4 %
INFF 27,0 % 1A4U 24,7 % 1EK6 23,1 %
1HDC 26,2 % 1GCO 24,7 % 1N2S 23,0 %
1ENO 25,9 % 1H5Q 24,3 % 1GZ6 22,9 %
1DHR 25,9 % 1UDC 24,3 % 1DB3 22,8 %
1BDB 25,9 % 1E6W 24,2 % 1KEP 22,4 %
1EDO 25,9 % 1E6U 24,0 % 1BXK 22,2 %
1CYD 25,7 % 1E7W 24,0 % 1HDO 22,2 %
1AHH 25,7 % 1GEG 23,8 % 1QRR 21,8 %
1FMC 25,7 % 1BHS 23,6 % IN7G 21,6 %
1QG6 25,7 % 1BVS 23,4 % 1G1A 21,4 %
1FJH 25,6 % 1EQ2 23,4 % 1K6X 21,0 %
10AA 25,4 % 1HDR 23,4 % 1DU3 19,6 %

Tab. 3: Auflistung verschiedener Kurzkettiger Dehydrogenasen/Reduktasen, benannt nach ihrem
Zugriffscode in der Protein-Datenbank (PDB). Diese sind gem @ ihrer Sequenzidentit t zum
Sniffer-Protein  angeordnet. Die in blauer Farbe hervorgehobenen PDB-Zugriffscodes

kennzeichnen die Enzyme, die als Modellstrukturen im Molekularen Ersatz getestet wurden.

Mit dem Programm MODELLER [Sali & Blundell, 1993] wurde ein Homologiemodell des

Sniffer-Proteins erstellt. Das Modell und eines seiner Ga(adl-Untereinheiten wurden im
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Molekularen Ersatz getestet, die Korrelation zwischen den beiden 3 DWMYRQ P DSV war
jedoch auderordentlich gering. F r das Scheitern der Methode des Molekularen Ersatzes
sind vermutlich bereits geringe Unterschiede in der Form und Anordnung der einzelnhen
Sekund rstrukturelemente zwischen der Modellstruktur und der unbekannten Proteinstruktur

ausreichend.

' XUFKIe KIKQI GHVO $' ([ SHUP HQW

Die Phaseninformationen f r die Kristallstruktur des Sniffer-Proteins wurde mit Hilfe des
Verfahrens der anomalen Dispersion bei multiplen Wellenl ngen (MAD = P XQ%®
Z DYHBIQI W DQRP DXV QVSHURQ bestimmt [Hendrickson et al., 1990]. Als anomale Streuer
wurden Selenatome verwendet, die in Form von Selenomethioninresten in das Enzym
eingebracht wurden. Das Proteinderivat konnte ohne Schwierigkeiten analog zu dem nativen
Enzym aufgereinigt und kristallisiert werden. Der erfolgreiche Einbau des Selenomethionins
in das Protein wurde durch MALDI-TOF best tigt.

3300 [ [ I T I I I I T
peak iy
u'UL
2100 L T _
remote
1400 | T _
inflection
200 L point |
._.__._—u—p——'——"/
0 | | | | | | | | |
12620 12630 12640 12650 12660 12670

Abb. 4. Floureszenzspektrum vom Kristall des Selenomethionylderivats des Sniffer-Proteins,
aufgenommen in der Proteinstrukturfabrik am BESSY, %HDP @XH Il in Berlin. Das MAD-
Experiment wurde bei drei verschiedenen Wellenl ngen durchgef hrt, bei der UHP RM
(0,932328  bzw. 13300 kEv), der SHDN (0,979944  bzw. 12654 kEv) und der IQGRIRQ
SRIQN0,980163 bzw. 12651 KEv) Wellenl nge.
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0% ' DWWV WH
SHDN QI GFWRQ UHP RWM
Wellenl nge 0,979944 0,980163 0,932328
Zellkonstanten ( ) a=71,7 a=71,7 a=71,"7
b=739 b=739 b=739
c=92.2 c=92,2 c=92,2
Raumgruppe 1222 1222 1222
Aufl sung ( ) 30-1,95 30-1,90 30-1,75
(1,98 - 1,95) (1,93 - 1,90) (1,75 -1,78)
Zahl der gemessenen Reflexe 132945 145059 179183
Zahl der unabh ngigen Reflexe 17706 19277 24381
Redundanz 7,5(7,4) 7,5 (7,4) 7,3(7,3)
Vollst ndigkeit der Daten (%) 97,4 (99,3) 97,5 (99,5) 97,5 (98,7)
I/s 19,1 (4,4) 22,9 (4,5) 22,7 (3,1)
Reym*(%0) 9,5 (45,6) 8,9 (48,4) 7,3 (49,8)
I -7,9/4,3 -9,4/2,3 2,5/-3,0

Zahlen in Klammern beziehen sich auf die uQerste Schale.
*Reym = [ ShSi| 1i (h) - <I(h)>] / $;S;1(h)] x 100, wobei I(h) die gemessene Intensit t und <I(h)> die durchschnittliche
Intensit tf r multiple Messungen ist.

Tab. 4: Statistik der Datens tze des MAD-Experiments, aufgenommen in der Proteinstrukturfabrik am
BESSY, %HDP @XH Il in Berlin.

Mit mehreren Kristallen des Selenomethionylderivats wurden Beugungsexperimente am
R ntgengenerator durchgef hrt. Die Zellparameter, die Raumgruppe, die Kristallqualit t und
das Streuverm gen waren mit denen der Kristalle des nativen Sniffer-Proteins identisch. Ein
einziger Kristall des Selenomethionylderivats von Sniffer wurde f r das MAD-Experiment am
Synchrotron BESSY, %4HDP @H Il in Berlin verwendet. In Abb. 4 ist ein Floureszenzspektrum
gezeigt, das vor der Datensammlung von diesem Selenomethionyl-Kristall des Sniffer-
Proteins aufgenommen wurde und als Grundlage f r die Auswahl der einzelnen
Wellenl ngen f r das MAD-Experiment diente. Das starke Absorptionssignal in der N he der
K-Absorptionskante deutet auf ein starkes anomales Streuverm gen der Selenatome im
Kristall hin. Aus dem Spektrum wurden auch die Streufaktoren f" und " f r die Wellenl ngen
SHDN und IQEPBRQ SRQW berechnet. Die Sammlung der Daten erfolgte bei drei
verschiedenen Wellenl ngen (Abb. 4) nach der 1QvHYH EHDP-Methode. Das MAD-
Experiment wurde ber einen Zeitraum von fast sechs Stunden durchgef hrt. Trotz K hlung
des Kristalls im Stickstoffstrom f hrte die lange Messdauer und die starke

Synchrotronstrahlung zu einer Abnahme des Streuverm gens des Kristalls und damit zu
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einer leicht reduzierten Qualit t der Datens tze der SHDN und IQGRIRQ SRQAWellenl nge.
Alle relevanten statistischen Parameter aus dem MAD-Experiment sind in Tab. 4
zusammengefasst. Da alle gesammelten nativen Datens tze eine geringere Aufl sung und
eine h here Mosaizit t im Vergleich zu den Datens tzen aus dem MAD-Experiment
aufwiesen, wurde die Sniffer-Struktur gegen den hochaufgel sten Datensatz bei der UHP R

Wellenl nge verfeinert

0 RGH@EDX

Die aus dem MAD-Experiment gewonnenen Phaseninformationen wurden gewichtet und zur
Berechnung einer solvenskorrigierten Elektronendichtekarte benutzt. Diese Dichte wies
einen gut definierten Kernbereich auf, der im Wesentlichen aus dem siebenstr ngigen G-
Faltblatt und einiger umliegenden a-Helices gebildet wurde. Das Programm ARP/wWARP
plazierte nach 200 Verfeinerungszyklen die Hauptkette von nur 138 der insgesamt 267
Aminos urereste von Sniffer in die Elektronendichte [Lamzin & Wilson, 1993]. Die geringe
Einbaurate spiegelt sich auch im niedrigen Konnektivit tsindex von 0,77 wider. Das erste
Strukturmodell des Sniffer-Proteins umfasste im Wesentlichen die Str nge des Q-Faltblattes
sowie die beiden Helices aE und aF, die an der Grenzfl che des Dimers liegen. Die
Hauptkette der Sekund rstrukturelemente wurde unter Nutzung der EDWQ EXIG-Funktion des
Programms O in Form einer C,-Spur manuell in die Elektronendichte eingepasst [Jones et
al., 1991]. Schwierigkeiten bereitete die Verkn pfung der einzelnen Fragmente Dber die in
der Dichte schlecht definierten Schleifenbereiche. Das Homologiemodell des Sniffer-Proteins
wurde mit der unvollst ndigen Kristallstruktur im Programm O manuell berlagert und diente
als Hilfe bei der Interpretation der Elektronendichte. Mit groler Sorgfalt wurden die
Schleifenbereiche zwischen den einzelnen Sekund rstrukturelementen im Homologiemodell
mit der Dichtekarte verglichen. Nur bei ausreichend definierter Elektronendichte wurden die
Aminos urereste in die Dichte eingef gt und die Sekund rstrukturelemente miteinander
verbunden. Tyrosin- und Tryptophan-Seitenketten dienten als Erkennungsmarker f r die
Lokalisation der Aminos urereste in der Kristallstruktur. Zuletzt wurde die Helix aC und die
Substratbindeschleife, die Wassermolek le sowie der NADP*-Kofaktor in die Elektronen-
dichte eingef gt. Die Verfeinerung der Kristallstruktur erfolgte zun chst mit dem Programm
CNS [Br nger et al., 1998]. Nach mehreren Verfeinerungszyklen mit dem Programm
SHELXL [Sheldrick & Schneider, 1997] wurden, aufgrund der hohen Anisotropie des
Datensatzes, f r die h chsten Schalen keine R-Werte mehr berechnet. Der Ausschluss der
Option ,anisotrope Korrektur® f hrte zu einer dramatischen Verschlechterung des
kristallographischen und des freien R-Faktors. Deshalb erfolgte die abschlieGende
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Verfeinerung der Kristallstuktur mit dem Programm CNS. Eine Zusammenfassung der

Verfeinerungsdaten ist in Tab. 5 gezeigt.

9 HUHOHXQI VWARMMN O $'

Aufl sung 30-1,75
Reryst (%) 24,7
Riree’ (%) 28,4
rmsd Bindungsl ngen ( ) 0,005
rmsd Bindungswinkel () 1,2
Anzahl der Atome

Protein 1848

NADP* 48

Wasser 57
Durchschnittlicher B-Faktor

Protein ( ?) 33,8

Hauptkette ( 2) 32,9

Seitenkette ( ) 34,8

NADP" ( ?) 33,6

Wasser ( %) 33,9
Ramachandran Diagramm

besonders bevorzugt (%) 90,1

zus tzlich erlaubt (%) 9,4

allgemein erlaubt (%) 0,5

verboten (%) 0

aR(:rysl = Sth | FO'FC | / Sth | Fo |
PDer Rpee-Faktor wurde aus einer zuf lligen Anzahl von
Reflexen aus 5% der Daten berechnet.

Tab. 5: Statistik der Verfeinerung der Sniffer-Proteinstruktur. Die Kristallstruktur wurde gegen den
Datensatz bei der HHP RiM-Wellenl nge verfeinert.

Die finale Kristallstruktur des Sniffer-Proteins besteht aus 248 Aminos ureresten, dem
Kofaktor NADP* und 57 Wassermolek len in der asymmetischen Einheit. Die Kristallstruktur
im Komplex mit NADP® mit einer Aufl sung von 1,75 wurde bis zu einem
kristallographischen R-Faktor von 24,7 % und einem freien R-Faktor von 28,4 % verfeinert.
Die R-Werte sowie die erh hten Temperaturfaktoren des Proteins von 33,8 2 weisen darauf
hin, dass einige Bereiche des Enzyms eine gesteigerte Flexibilit t besitzen. Der
durchschnittliche B-Faktor ist im N-Terminus (41,7 ?), der die Aminos urereste 1 bis 80
umfasst, und im Bereich der Substratbindeschleife (43,6 %) im Vergleich zum restlichen
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Protein signifikant erh ht. Eine auffallend hohe Flexibilit t hat vor allem die Helix aC mit
einem durchschnittlichen B-Wert von 54,5 2. Die erh hte Flexibilit t des Proteins k nnte
erkl ren, warum das Programm ARP/WARP nur 52 % der Kristallstruktur des Sniffer-Proteins
in die Elektronendichte bauen konnte. In der Kristallstruktur sind die Aminos uren 10 bis 18,
22 bis 26 sowie 37 bis 53 nur unzureichend in der Elektronendichte definiert, konnten jedoch
in die Proteinstruktur integriert werden. Der aus 19 Aminos urenresten bestehende His-\lJ
am N-Terminus des Proteins, wurde aufgrund fehlender Elektronendichte nicht in das
Strukturmodell eingef gt. Die Seitenketten der Aminos uren 40, 41, 43, 47 und 229 waren in
der Elektronendichte nicht ausreichend geordnet und wurden als Alanine in die
Kristallstruktur eingebaut. Die G te des Strukturmodells spiegelt sich im Ramachandran
Diagramm wider, in dem 90,1 % der Aminos urereste in ,besonders bevorzugten" Regionen

zu finden sind und kein Rest im ,verbotenen® Bereich liegt.

6 RDNLQJ ( [ SHUP HQM P W6 XEVADW

Um die Kristallstruktur des Sniffer-Proteins im Komplex mit Kofaktor und Substrat zu
erhalten, wurden die kommerziell erh Itlichen Substrate p-Nitrobenzaldehyd und 9,10-
Phenanthrenchinon verwendet. Die Sniffer-Kristalle wurden dazu in einen Tropfen bestehend
aus 0,075 M Tris/HCI, 0,15 M NaAc, 21 % (w/v) PEG 4000, 130 mM NaCl, 21 mM
NayH,(PO,)-Puffer pH 8,0 und Substrat transferiert. Beim 6 RONQJ-Verfahren gelangt das
Substrat durch Diffusion zwischen den Wasserkan len der einzelnen Proteinmolek le
innerhalb des Kristalls an seinen Bindungsort. Voraussetzung f r die Anwendung dieser
Methode ist die ausreichende L slichkeit des Substrats im 6 RONQJ-Puffer, eine ausreichend
hohe Bindungsaffinit t des Liganden zum Protein und der freie Zugang des Liganden zur
Bindetasche. Eine Uberpr fung des aktiven Zentrums des Sniffer-Proteins und der
Kristallpackung zeigte, dass die Bindetasche f r den Liganden zug nglich sein sollte.

Allerdings bereitete die L slichkeit der Substrate Probleme. Sie waren nur unzureichend in
Wasser | slich. DMSO konnte aufgrund seines Schmelzpunktes bei 20 C nicht f r 6 RDONQJ-
Experimente bei 4 C verwendet werden. Die Substrate wiesen eine gute L slichkeit in 100
%igen, organischen L sungsmitteln wie Ethanol, Methanol, Dimethylformamid, Aceton bzw.
Acetonitril auf. Allerdings konnte aufgrund der geringen Vertr glichkeit der Kristalle
gegen ber organischen L sungsmitteln f r das 6 RONQJ das Substrat p-Nitrobenzaldehyd
nur in einer Konzentration von 0,6 mM (Ethanol) bzw. 2,5 mM (Methanol) eingesetzt werden.
Die Endkonzentration des Substrats 9,10-Phenanthrenchinon im 6 RDNQJ-Puffer war noch
geringer als die des p-Nitrobenzaldehyds. Die Zeitdauer des 6 RONQJ musste auf wenige

Stunden begrenzt werden. Um die Diffusion des Substrats aus dem Kristall in den
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Kristallisationstropfen beim 6 RDNQJ im K lteschutzpuffer zu vermeiden, wurde diesem das
Substrat zugesetzt. Die geringe L slichkeit der Substrate k nnte der Grund daf r gewesen
sein, warum in der Kristallstruktur in der Bindetasche des Sniffer-Proteins keine

Elektronendichte sichtbar war, die einem Substratmolek | h tte zugeordnet werden k nnen.

. WRAMKNYUGHV 6 QUITHUS IRMQV

7HWW UMKXNXU

Die Kristallstruktur des Sniffer-Proteins aus ' P HDQRIDWMUIim Komplex mit NADP™ enth It
ein Molek | in der asymmetrischen Einheit. Das Enzym bildet jedoch sowohl in L sung als
auch im Kristall ein Homodimer. Bei der Reinigung von Sniffer ber die Gelffiltrationss ule
erfolgte die Elution bei einem Volumen von 200 ml, was dem Molekulargewicht eines
dimeren Proteins entspricht. Durch Symmetrieoperationen entlang der zweifachen,
kristallographischen  Rotationsachse im Kristall wird eine Untereinheit in das
symmetrieverwandte Molek | des Dimers berf hrt. Eine Untereinheit besitzt ein
Molekulargewicht von 28 kDa und besteht aus einer Dom ne, in der die a-Helices und Q-
Str nge alternierend miteinander verkn pft sind. Dieses Faltungsmuster ist charakteristisch
fr die Enzyme der Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR), die eine
bemerkenswerte Homologie in ihrer Terti rstruktur aufweisen, obwohl sie untereinander nur
eine geringe Sequenzidentit t von weniger als 30 % besitzen [J rnvall et al., 1995]. Neben
der strukturellen Analogie haben diese Enzyme aufgrund hochkonservierter
Aminos urereste im aktiven Zentrum auch eine hnliche katalytische Funktion. Die
Architektur des Sniffer-Proteins ist mit dem Aufbau der Kristallstrukturen anderer SDR-
Enzyme vergleichbar. Die Terti rstruktur einer Untereinheit des Sniffer-Proteins und das
zugeh rige Topologieschema sind in Abb. 5 gezeigt. Alle Kurzkettigen Dehydrogenasen/
Reduktasen bestehen aus einem Dinukleotid-Bindemotiv, der so genannten Rossmann-
Faltung, die aus zwei Oalad-Einheiten aufgebaut ist [Rossmann et al.,, 1975]. Dieses
Faltungsmotiv ist f r die Bindung des Kofaktors verantwortlich und bildet ein sechsstr ngiges
O-Faltblatt aus, das von helikalen Strukturelementen umgeben ist. In den Proteinstrukturen
der SDR-Enzyme sind weitere Sekund rstrukturelemente integriert, die dem Enzym seine
charakteristischen Eigenschaften wie beispielsweise Substratspezifit t oder Quart rstruktur

verleihen.
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\310‘ /’

0 (I

Abb. 5: Terti rstruktur (I) und Topologiediagramm (II) einer Untereinheit des Sniffer-Proteins. Die
endst ndigen Amino- und Carboxylgruppen der Kristallstruktur sind mit N bzw. C
gekennzeichnet. Die Zuweisung der Sekund rstrukturelemente erfolgte mit dem Programm
PROMOTIF [Hutchinson & Thornton, 1996] und sind gem (G ihrer Anordnung im Protein
benannt. Die 0-Str nge sind in gelb, die a-Helices in lila hervorgehoben. (1) Das NADP"-
Molek | befindet sich am C-Terminus des (-Faltblattes. (Il) In dem Topologieschema sind die
Helices als Kreise und die 0-Str nge als Dreiecke dargestellt. Die kleinen Kreise

repr sentieren 3;0-Helices. Die Kolorierung erfolgte analog zur Terti rstruktur.

Das Sniffer-Protein besteht aus einem parallelen, siebenstr ngigen G-Faltblatt, das auf der
einen Seite von den Helices aD, aE und aF, und auf der anderen Seite von den Helices aB,
aC und aG flankiert wird. Zus tzlich sind drei 31,-Helices zwischen dem Strang 0D und der
Helix aE, dem Strang GE und der Helix aF bzw. der Helix aG und dem Strang GG in die
Kristallstruktur eingef gt. Am C-Terminus des -Faltblattes war in der Elektronendichte ein
grosser, zusammenh ngender Bereich in der positiven Fy,-Fc.-Dichte zu erkennen, in die
m helos der Kofaktor eingef gt werden konnte. Das eingebaute NADP*-Molek | nimmt eine

hnliche Konformation wie der Kofaktor in anderen SDR-Enzymen ein. Da dem

Kristallisationstropfen kein NADPH zugegeben wurde, stammt der Kofaktor vermutlich aus
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dem ( FRQExpressionsstamm und blieb w hrend der Reinigung des Sniffer-Proteins in der
Kofaktorbindetasche gebunden.

Im Vergleich zu den anderen Mitgliedern dieser Familie weist das Sniffer-Protein signifikante
Unterschiede im Bereich der Substratbindeschleife auf. Normalerweise sind zwischen dem
Strang OF und der Helix aG mehr als 20 Aminos urereste in das Enzym integriert. In der
apo-Struktur sowie im bin ren Komplex mit Kofaktor ist die Substratbindeschleife durch ihre
hohe Flexibilit t meistens nur unzureichend in der Elektronendichte geordnet. Erst im
tern ren Komplex mit Kofaktor und Substrat ist diese Region, die bevorzugt aus helikalen
Sekund rstrukturelementen geformt wird, geordnet und spielt bei der spezifischen
Erkennung des Substrats eine wichtige Rolle. Im Sniffer-Protein sind keine
Sekund rstrukturelemente in der Substratbindeschleife vorhanden. Eine relativ kurze
Schleife, die bereits im bin ren Komplex mit NADP* in der Elektronendichte lokalisiert
werden konnte, verbindet den Strang GF mit der Helix aG. Die geordnete Konformation der
Substratbindeschleife bildet sich offensichtlich nach der Bindung des Kofaktors aus, der
beinahe vollst ndig von dem Sniffer-Protein umschlossen wird. Die Substratbindeschleife
fungiert dabei als Deckel, die sich ber den Nikotinamidrest und die benachbarten
Phosphatgruppen legt und auf diese Weise das aktive Zentrum des Enzyms weitgehend vom
Solvens abschirmt. Weitere strukturelle Anderungen sind bei der Bindung des Substrats
nicht zu erwarten. Der Zugang zum aktiven Zentrum ist f r das Substrat weiterhin ber den
C-Terminus des Sniffer-Proteins m glich. Die Struktur der Substratbindeschleife in Sniffer ist
zu dem Faltungsmotiv in der monomeren Schweinecarbonylreduktase (PTCR) [Ghosh et al.,
2001] sehr hnlich. Bei einer Datenbanksuche nach strukturell homologen Proteinen mit dem
Programm DALI [Holm & Sander, 1993] wurde die Schweinecarbonylreduktase mit einem z-
Wert von 21,6 bewertet (bei z < 2 werden die Strukturen als verschiedenartig eingestuft).
Dieses monomere Enzym besitzt, abgesehen von der 41 Aminos uren umfassenden
Insertion nach dem Strang GE, nicht nur die h chste Sequenzidentit t zu dem Sniffer-
Protein, sondern auch die gr Gte strukturelle Homologie (Abb. 6).

Die L nge und die Form des C-Terminus sind bei den SDR-Enzymen sehr unterschiedlich
ausgepr gt. In der humanen 170-Hydroxysteroid-Dehydrogenase [Ghosh et al.,, 1995]
beispielsweise besteht der C-Terminus aus mehreren a-Helices. In der Kristallstruktur der
" IRVRSKID Alkohol-Dehydrogenase [Benach et al., 1998] ist ein achter O-Strang in das Q-
Faltblatt inseriert, der antiparallel zum benachbarten Strang 0G liegt. Die Enoyl-Acyl-Carrier
Protein Reduktase [Rafferty et al., 1995] dagegen besitzt zwei 3i,-Helices in ihrer C-
terminalen Region. Im Sniffer-Protein besteht der C-Terminus nur aus wenigen
Aminos ureresten. Nach dem Strang GG verl uft die Schleife fast senkrecht zum zentralen
0-Faltblatt und ber hrt an ihrem Ende die 3,0-Helix, die zwischen dem Strang GE und der



Carbonylreduktase Sniffer aus ' URVRSKIOD P HDCQRI DWHMU 22

Helix aF integriert ist. Der C-Terminus ist an der Stabilisierung des Dimers beteiligt, scheint

jedoch bei der spezifischen Erkennung des Substrats keine Rolle zu spielen.

0] (0

Abb. 6: Terti rstruktur einer Untereinheit des dimeren Sniffer-Proteins (I) und der monomeren
Schweinecarbonylreduktase (PTCR) (Il) im Komplex mit NADP*. Die Kolorierung erfolgte
analog zur Terti rstruktur in Abb. 6 1. (Il) Die Helices in blau verhindern die Ausbildung des

Dimers in PTCR und sind folglich in Sniffer nicht vorhanden.

4 XDUVUAKNXU

Sowohl das Verhalten des Sniffer-Proteins bei der Gelfiltration als auch die Kristallstruktur
zeigen, dass es ein Homodimer bildet. Die Grenzfl chenregion des Dimers lieferte innerhalb
des Kristalls die ausgedehnteste Proteinkontaktfl che. Sie entsteht, indem die langen
Helices aE und aF zweier Untereinheiten zusammen ein Vierhelixb ndel bilden, das vor
allem durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert wird (Abb. 7). Mit einer einzigen
Ausnahme treten die Untereinheiten bei allen bekannten dimeren SDR-Enzymen nach
genau diesem Muster miteinander in Wechselwirkung. Lediglich in der 3a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase aus &RP DP RQDV WMRMMURQLwird das Dimer entlang einer Ebene geformt,
die sonst zur Ausbildung von SDR-Tetrameren ben tigt wird [Grimm et al., 2000a]. In Sniffer
sind zwei Prolinreste, Pro119 und Prol28, in die Helix aE integriert. Diese Helixbrecher

verursachen einen Knick innerhalb des Sekund rstrukturelements, wodurch wahrscheinlich
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die Dimerisierung der beiden Untereinheiten erleichtert wird. Das C-terminale Drittel der

Helix aE ist nicht an der Ausbildung der Grenzfl che beteiligt.

Abb. 7: Struktur des Dimers im Komplex mit NADP". Die beiden Untereinheiten des Sniffer-Proteins
k nnen ber eine zweifache, kristallographische Symmetrieachse ineinander berf hrt
werden. Die Grenzfl che des Dimers wird haupts chlich durch die Helices aE und aF der

beiden Untereinheiten gebildet.

Neben dem Vierhelixb ndel stabilisieren auch die 3;0-Helix (Aminos urereste 159-163), die
zwischen dem Strang GE und der Helix aF in die Kristallstruktur integriert ist, und der C-
Terminus die dimere Struktur des Sniffer-Proteins (Abb. 8). Die C-terminalen Schleifen der
beiden Untereinheiten n hern sich einander und ber hren an ihren Enden die 3;p-Helix der
jeweils benachbarten Untereinheit. Dabei interagiert das planare Indolsystem der Trp248-
Seitenkette ber van-der-Waals-Kontakte mit der Seitenkette des lle159 (3,5 ), die in der
30-Helix lokalisiert ist. Beim Bau des Strukturmodells konnte der Hauptketten-

Carbonylgruppe von Trp248 zwei Konformere zugewiesen werden. Das Sauerstoffatom der
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beiden alternativen Konformere stabilisiert die Faltung der 3;o-Helix durch intramolekulare
Interaktion mit den Hauptkettenamiden des llel59 (2,8 ) und Glul60 (3,2 ). Die
Seitenkette von Lys182 liegt an der Oberfl che der Helix aF und weist mit ihrer endst ndigen
Aminogruppe in Richtung der 3;0-Helix und des C-Terminus. Uber ein Wassermolek | formt
die z-Aminogruppe eine intramolekulare Wasserstoffor cke (2,9 und 2,8 ) zum
benachbarten Stickstoffatom der Trp248-Seitenkette, bindet aber gleichzeitig auch an das
Hauptketten-Carbonyl-Sauerstoffatom von 1le159 der benachbarten Untereinheit (3,0 ). Die
Aminogruppe der Asnl162-Seitenkette bildet an der Grenzfl che der beiden Untereinheiten
polare Kontakte zu der Hydroxylgruppe des Serl83 (2,9 ) und ber ein Wassermolek | zur
Carbonylgruppe des Alal79 (2,8 und 3,0 ) aus.

Abb. 8: Die 3;9-Helix zwischen dem Strang GE und der Helix aF (gelb) sowie die C-terminale Schleife
(hellblau) sind an der Ausbildung der Kontaktfl che zwischen den beiden Untereinheiten des
dimeren Sniffer-Proteins beteiligt. Diese Strukturelemente befinden sich in unmittelbarer N he
zu den beiden Helices aE und aF, die lila gef rbt sind. Die Aminos urereste, die mit der
benachbarten Untereinheit interagieren, sind als Stabmodell dargestellt und in Analogie zur
Kristallstruktur nummeriert. Wasserstoffbr cken sind als rote, gestrichelte Linien und

Wassermolek le als rote Kugeln hervorgehoben.

Interaktionen zwischen Proteinen k nnen durch viele verschiedene Eigenschaften wie
beispielsweise die Gr (e und Form der Kontaktfl che oder die Polarit t der Aminos urereste

in der Grenzfl chenregion charakterisiert werden [Jones & Thornton, 1996]. Die
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| sungsmittelzug ngliche Oberfl che (DASA) kann in Abh ngigkeit von dem
Molekulargewicht des Homodimers in einem Bereich zwischen 368 2 und 4768 2 variieren.
F r jede Untereinheit des Sniffer-Proteins wurde mit Hilfe des Programms MS [Connolly,
1983] eine DASA von 1496 ? berechnet. Die Gr (e der DASA in Sniffer ist vergleichbar mit
der durchschnittlichen DASA f r ein Homodimer von 1685 2, die von Jones & Thornton
berechnet wurde. Die dimere Struktur des Sniffer-Proteins wird ber 254 van-der-Waals-
Interaktionen und 20 Wasserstoffbr ckenbindungen in der Kontaktregion stabilisiert.

Viele Mitglieder der SDR-Familie bilden Tetramere aus, in denen zwei Dimere ber ihre C-
terminale Flanke miteinander verbunden sind. Dabei werden die zentralen O-Faltbl tter
zweier benachbarter Untereinheiten durch parallele Aneinanderlagerung ihrer 0-Str nge zu
einem Quasi-vierzehnstr ngigen-Faltblatt“ kombiniert (:quasi‘, da die Aneinanderlagerung
der beiden 0-Str nge ber Seitenketten-Interaktionen erfolgt). In Sniffer scheint die Bildung
eines Tetramers aus sterischen Gr nden nicht m glich zu sein. Die C-terminale Schleife, die
beinahe senkrecht zum 0O-Faltblatt verl uft, schirmt den Strang GG vom Solvensbereich ab.
Weiterhin ragen die beiden 3j,-Helices auf der C-terminalen Seite weit aus der
Proteinstruktur heraus. In der Kiristallstruktur ist die DASA zwischen den beiden
benachbarten Molek len am C-Terminus mit 451 2 klein und kommt nur durch die
Ausbildung der Kristallkontakte zustande.

UOGMNVFKH GHV . RIDNVRY/

Obwohl kein NADPH zum Kiristallisationsansatz zugegeben worden war, ist der Kofaktor in
der Elektronendichte der Kristallstruktur eindeutig erkennbar. Offensichtlich besitzt der
Kofaktor eine sehr hohe Affinit t zum Sniffer-Protein und bleibt w hrend des gesamten
Reinigungsverfahrens gebunden. Absorptionsmessungen bei einer Wellenl nge von 340 nm
mit quimolaren Mengen NADP*, NADPH und Sniffer-Protein belegen, dass in der
Kristallstruktur berwiegend das Produkt NADP* anwesend ist. Das Sniffer-Protein zeigte
eine 4,3-fach niedrigere Absorption als der Kofaktor NADPH, w hrend die Absorption
gegen ber dem NADP™ nur um den Faktor 2,9 erh ht war.

In Abb. 9 ist zu sehen, dass das NADP" von kontinuierlicher Elektronendichte (F,-F¢-Dichte
mit einem Sigma-Niveau von 1,5) umgeben ist und von den benachbarten Seitenketten ber
ein dichtes Wasserstoffbr ckennetzwerk in der Bindetasche eingeschlossen wird. Der
Bindungsmodus des NADP™ an das Rossmann-Faltungsmotiv ist zu denen anderer SDR-

Enzyme sehr hnlich.
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Abb. 9: Kofaktorbindetasche des Sniffer-Proteins. Der Kofaktor NADP” ist in gelb gef rbt und von
einer kontinuierlichen Elektronendichte (F,-F.-Dichte bei s = 1,5) in grauer Farbe umgeben.
Mehrere Aminos urereste sind an der Bindung des Kofaktors in der Bindetasche beteiligt und
als Stabmodell in gr n bzw. hellblau dargestellt. Alle Wasserstoffbr ckenbindungen zwischen
den Aminos ureresten des Proteins und dem Kofaktor sind durch rote, gestrichelte Linien und
die Wassermolek le als rote Kugeln gezeigt. Asnll, Argl2 und Arg37 sind an der
spezifischen Erkennung der 2APhosphatgruppe des Kofaktors beteiligt. Tyr174 und Lys170
bilden mit dem benachbarten Ser154 die katalytische Triade im aktiven Zentrum und sind in

hellblau hervorgehoben.

Der Adeninring des Cosubstrats wird durch Wasserstoffbr ckenbindungen zum Hauptketten-
Amid von Leu62 und der Carboxylgruppe der Asp61-Seitenkette (je 3,3 ) in die anti-
Konformation orientiert. Weiterhin vermittelt ein Wassermolek | polare Kontakte zwischen
der Thrl14-Seitenkette (3,0 ) und der exozyklischen Aminogruppe sowie dem
Stickstoffatom am F nfring (beide 2,8 ) des Kofaktors NADP®. Neben einer kleinen Anzahl
hydrophiler Interaktionen ist der Adeninring in der hydrophoben Bindetasche bevorzugt durch
van-der-Waals-Kontakte zu 11e93, Leu62 und den polaren Resten Asp63 und Arg37 an das
Protein gebunden. Die Arg37-Seitenkette ist parallel zur Oberfl che des planaren
Adeninrings angeordnet und bindet ber ihre Guanidinogruppe an die Sauerstoffatome der
2APhosphatgruppe des 2A 5AADP. Zusammen mit den Seitenketten von Asnl11 und Arg12,
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die in der konservierten Aminos uresequenz GXXXGXG im Schleifenbereich zwischen dem
Strang 0A und der Helix 0B zu finden sind, ist diese Aminos ure f r die Diskriminierung von
NADPH gegen ber NADH verantwortlich. Dieses Bindemotiv ist in NADPH-abh ngigen
Reduktasen der SDR-Familie weitgehend konserviert [Lesk, 1995]. In NADH-abh ngigen
SDR-Enzymen hingegen, wie beispielsweise der 7a-Hydroxysteroid Dehydrogenase [Tanaka
et al., 1996a] oder der 3a, 200-Hydroxysteroid Dehydrogenase [Ghosh et al., 1991], bildet
die Carboxylgruppe eines Aspartatrestes Wasserstoffbr cken zu den Hydroxylgruppen der
Adeninribose aus. Diese Aminos ure fehlt in NADPH-abh ngigen SDR-Enzymen, da sich
die negativ geladenen Sauerstoffatome der Aspartat-Seitenkette und der Wasserstoff-
br ckenakzeptor an der 2APhosphatgruppe der Ribose gegenseitig abstoden w rden
[H Ismeyer et al.,, 1998; Oppermann et al., 1997]. In Sniffer ist das Aspartat gegen ein
Cystein ausgetauscht. Die Pyrophosphatgruppe des Kofaktors, die sich in der N he des
Glycin-reichen Bindemotivs und des aktiven Zentrums befindet, bildet zahlreiche
Wasserstoffbr ckenbindungen zu den Aminos ureresten der Kofaktorbindetasche und der
Substratbindeschleife aus.
Der Riboserest des Nikotinamids wird ber die Hauptketten-Carbonylgruppe von Asn90 (2,8
) und den Seitenketten des Lys170 (2,9 und 3,1 ) und Tyrl74 (2,6 ), die zur
katalytischen Triade geh ren, in der Kofaktorbindetasche gebunden. Seine syn-
Konformation wird durch Interaktion der Val203-Hauptkette mit dem S ureamid des
Nikotinamids stabilisiert (3,1 und 3,4 ). Weiterhin interagiert das exozyklische
Stickstoffatom mit der Thr205-Seitenkette (3,1 ) und bindet gleichzeitig ber eine
intramolekulare Wasserstoffor cke an das Sauerstoffatom des Pyrophosphats (3,0 ).
Dadurch wird der Sechsring des Nikotinamids mit seiner B-Seite zum aktiven Zentrum
orientiert. Bei der katalytischen Reaktion erfolgt ein stereoselektiver pro-S Hydridtransfer
zwischen dem Kofaktor und dem Substrat, das im tern ren Komplex der SDR-Enzyme
zwischen dem Nikotinamidring und dem Tyr174 gebunden ist [Tanaka et al., 1996b].

$ NWYHV =HQAXP

Die Aminos uren Serl54, Lys170 und Tyrl74 sind in allen SDR-Enzymen konserviert und
spielen bei der Katalyse eine wichtige Rolle [Ghosh et al.,, 1995]. Aus verschiedenen
Kristallstrukturen von SDR-Enzymen im Komplex mit Kofaktor und Substrat ist bekannt, dass
das Substrat im aktiven Zentrum zwischen dem Nikotinamidrest des Kofaktors und der
katalytischen Triade bindet. Dabei bildet die Hydroxyl- bzw. Carbonylgruppe des Liganden
Wasserstoffbr ckenbindungen zu den Seitenketten des katalytischen Tyrosins und Serins

aus. Die Lys170-Seitenkette orientiert das Nikotinamid des Kofaktors in der Bindetasche,
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wodurch der Hydridtransfer zwischen dem Kofaktor und dem Substrat erm glicht wird
[Breton et al., 1996]. Mutagenesestudien an der ' URVRSKID Alkohol Dehydrogenase haben
gezeigt, dass zwischen dem katalytischen Tyrosin und dem Liganden der Protonentransfer
stattfindet [Chen et al., 1993]. Durch die positiv geladene Seitenkette des Lys170 [Tanaka et
al., 1996a], die Hydroxylgruppe des Serl54 und die hydrophoben Aminos uren in der
Umgebung des aktiven Zentrums wird der pK,-Wert des katalytischen Tyrosins herabgesetzt
[Chen et al.,, 1993; Somers et al., 1998]. Mit Hilfe der Differentialmethode der Poisson-
Boltzmann-Gleichung im Programm MEAD [Bashford, 1997] wurde der pK, des katalytischen
Tyrosins in Sniffer berechnet, der in der apo-Struktur einen Wert von etwa acht besitzt. Im
Komplex mit NADP* erh ht sich der pK,-Wert um eine Einheit. Dieses Ergebnis weist darauf
hin, dass die Hydroxylgruppe des Tyrl74 vor Ablauf der Katalyse wahrscheinlich in
protonierter Form vorliegt (Czodrowski, pers nliche Mitteilung). In allen SDR-Enzymen liegt
das katalytische Tyrosin und Serin jeweils in dem charakteristischen Bindemotiv YXXXK
[Persson et al., 1991]. Die Serl54-Seitenkette ist bei der Ausrichtung des Substrats in der
Bindetasche behilflich. AuGerdem bindet ihre Hydroxylgruppe ber ein Wassermolek | an
das benachbarte Tyrl74 und stabilisiert dadurch seine deprotonierte Form nach der
Katalyse. In Sniffer wird bei der katalytischen Reaktion ein Hydrid von der B-Seite des
Nikotinamids und gleichzeitig ein Proton von der Hydroxylgruppe des Tyrosins auf die
Carbonylgruppe des Substrats bertragen. Dieses wird stereospezifisch zur pro S-
Konfiguration des Alkohols reduziert, w hrend das NADPH zum NADP" oxidiert wird.

Die reduzierende Aktivit t des Sniffer-Proteins wurde mit Hilfe verschiedener artifizieller
Substrate untersucht, da das nat rliche Substrat bisher nicht bekannt ist. Intensive
Bem hungen, eine tern re Kristallstruktur mit Kofaktor und einem der artifiziellen Substrate
zu erhalten, blieben ohne Erfolg. Deshalb wurden die Substrate 9,10-Phenanthrenchinon, p-
Nitrobenzaldehyd, Menadion und Pyridin-4-carbaldehyd mit dem Programm AutoDock
[Morris et al., 1998] in das aktive Zentrum eingepasst, um einen ersten Einblick in einen
m glichen Bindungsmodus der Liganden zu erhalten. F r jeden Liganden wurden 100
Positionen generiert, die ' RENQJ-L sungen in Abh ngigkeit von ihrem Bindungsmodus im
aktiven Zentrum gruppiert und anschlieGend gem 0 des berechneten, elektrostatischen
Potentials in einer Rangliste sortiert.

Uberzeugende Ergebnisse wurden mit den Substraten 9,10-Phenanthrenchinon und
Menadion erhalten (Abb. 10).
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Abb. 10: Chemische Formeln der Substrate 9,10-Phenanthrenchinon (I) und Menadion (II).

Im Falle des 9,10-Phenanthrenchinon wurden ber 50 % der erzeugten ' RFNQJ-L sungen
auf den erste Rang bewertet (violett in Abb. 11 I). Der Ligand ist in unmittelbarer N he der
katalytischen Triade und des Nikotinamids platziert. Das Substrat nimmt eine alternative
Orientierung ein, die auf Rang zwei bewertet wurde (rosa in Abb. 11 ). Trotz der
ung nstigeren Elektrostatik kann diese Position des Liganden als eine gute ' RFNQJ-L sung
interpretiert werden, da der Ligand Wasserstoffbr cken zum katalytischen Tyrosin und Serin
ausbildet (3,3 und 3,4 ). Etwa 40 % der ' RFNQJ-L sungen wurde auf den dritten und damit
letzten Rang gesetzt. Das planare Ringsystem des 9,10-Phenanthrenchinon ist parallel zur
Trp202-Seitenkette orientiert und bildet g nstige p-p-Wechselwirkungen mit dem Indolrest

aus (nicht gezeigt). Auch wenn die Position dieses Liganden auf den ersten Blick g nstig zu
sein scheint, kann das Substrat in diesem Bindungsmodus, aufgrund der groGen Distanz zur
katalytischen Triade, vom Enzym nicht zum Produkt umgesetzt werden.

Ein Drittel der ' RANQJ-L sungen des Substrats Menadion wurde auf Rang 1 bewertet. Das
Indolsystem des Substrats und der Trp202-Seitenkette sind, analog zu dem Bindungsmodus
des 9,10-Phenanthrenchinon, das auf Rang 3 platziert wurde, parallel zueinander
ausgerichtet. In dieser Orientierung wird die Katalyse aufgrund fehlender Interaktion
zwischen der Carbonylgruppe des Liganden und dem Kkatalytischen Tyrosin mit groQer
Wahrscheinlichkeit nicht stattfinden k nnen. Von AutoDock wurden jedoch auch zwei
annehmbare Bindungsmodi f r das Menadion vorhergesagt (Abb. 11 II). Einer der beiden
Liganden wurde als energetisch gleichwertig zu dem auf Rang 1 bewerteten angesehen, die
37 ' RANQJ-L sungen jedoch auf Rang 2 gesetzt (violett in Abb. 11 1I). In dieser Orientierung
interagiert die Carbonylgruppe des Menadions an Position 1 mit der Hydroxylgruppe der
Seitenkette des Tyrl74 und Serl54 (3,3 und 3,2 ). Zus tzlich bildet die Methylgruppe
g nstige hydrophobe Wechselwirkungen mit dem benachbarten Schwefelatom (Selenatom)
der (Se)Met207-Seitenkette aus. Eine alternative Konformation des Liganden im aktiven
Zentrum des Sniffer-Proteins wurde f r 20 % der ' RANQJ-L sungen vorhergesagt und von
AutoDock auf Rang 3 bewertet (rosa in Abb. 11 IlI). In dieser Orientierung ist die



Carbonylreduktase Sniffer aus ' URVRSKIOD P HDCQRI DWHMU 30

Carbonylgruppe an Position 4 zu den Seitenketten der katalytischen Triade orientiert und
gegen ber dem Bindungsmodus auf Rang 2 um 180 in der Bindetasche gedreht. Vermutlich
wurde diese Position des Liganden aufgrund ung nstiger Wechselwirkungen zwischen der
Methylgruppe des Menadions und der benachbarten Carbonylgruppe des (Se)Met207 als

energetisch weniger g nstig bewertet.

Met207 Met207

Thr203 Thr203

'
'

1174 r174_ o
(- | ) -
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Abb. 11: Anordnung der Substrate 9,10-Phenanthrenchinon () und Menadion (ll) innerhalb des
aktiven Zentrums des Sniffer-Proteins, generiert mit dem Programm AutoDock. Die
Liganden sind zwischen dem gelb gef rbten Nikotinamidrest des Kofaktors und den
Aminos uren der katalytischen Triade in hellblau in der Bindetasche positioniert. Das
Trp202 liegt in der N he des Substrats und ist in dunkelgrau dargestellt. Die
Carbonylgruppen der Substrate bilden Wasserstoffbr cken mit den Seitenketten des Tyrl74
und Ser154. (1) Die Orientierung des 9,10-Phenanthrenchinons auf Rang 1 ist in violett, die
auf Rang 2 bewertete in rosa gezeigt. (II) Die gezeigten Orientierungen des Menadions

wurden auf Rang 2 (violett) und Rang 3 (rosa) bewertet.

Mit dem Programm AutoDock wurden somit sinnvolle ' RFNQJ-L sungen f r beide Substrate
gefunden. Die vorgeschlagenen Bindungsmodi sind vergleichbar mit der Orientierung der
Substrate in den Kristallstrukturen anderer SDR-Enzyme. Die ' RFNQI-Studie | sst
vermuten, dass die Trp202-Seitenkette bei der Positionierung des Liganden im aktiven
Zentrum involviert ist. Die f r das ' RFNQJ verwendeten Substrate sind zu klein, um die
gesamte Bindetasche des aktiven Zentrums vollst ndig zu besetzen, weshalb von AutoDock

f r 9,10-Phenanthrenchinon und Menadion verschiedene Bindungsmodi generiert wurden.



Carbonylreduktase Sniffer aus ' URVRSKIOD P HDCQRI DWHMU 31

Aufgrund der Gr Qe der Bindetasche von Sniffer k nnten vermutlich auch gr Gere Molek le

wie Steroide oder Prostaglandine im aktiven Zentrum gebunden werden.

OHJ GIFK P MGHU6 FKZ HOHFDUERQ QHGXNVIVH

Die Prim rstruktur des Sniffer-Proteins besitzt nur eine geringe Sequenzidentit t zu anderen
SDR-Enzymen. Das beste Ergebnis wurde f r die Schweinecarbonylreduktase (PTCR) mit
einer Identit t von 28,7 % ermittelt [Ghosh et al., 2001]. Trotz der geringen Analogie in der
Aminos uresequenz weist die Terti rstruktur des Sniffer-Proteins eine sehr hohe strukturelle
Homologie zur Schweinecarbonylreduktase auf (Abb. 6). Die Standardabweichung in der C,-
Kette von 199 Aminos ureresten betr gt nur 2,5 . In ihrer Quart rstruktur unterscheiden
sich die beiden Proteinstrukturen jedoch deutlich voneinander. W hrend bei der monomeren
Schweinecarbonylreduktase die Ausbildung des Dimers durch eine 41 Aminos uren
umfassende Insertion, die aus vier a-Helices zwischen dem Strang GE und der Helix aF
besteht, verhindert wird, ist im dimeren Sniffer-Protein der 0-Strang ber eine kurze Schleife
direkt mit der a-Helix verkn pft.

Die Kristallstruktur des Sniffer-Proteins wurde mit der PTCR-Struktur berlagert. Die beiden
Enzyme sind sich in den Prim rsequenzen ihrer Substratbindeschleifen sehr hnlich (Abb.
12). Neben der hohen Sequenzhomologie besitzen sie auch eine bemerkenswerte Analogie
in den r umlichen Anordnungen der einzelnen Aminos urereste in den Substratbinde-
schleifen (Abb. 13). Die Standardabweichung in der C,-Kette der Aminos urereste 200 bis

215 betr gt 2,4 und ist damit vergleichbar zum rmsd-Wert des gesamten Enzyms.

200 205 210 215
6QLITHU 3*:9.7" 0**66%$3/"
37&5 3*:957' 0**3. $3. 6

Abb. 12: Vergleich der Prim rsequenzen von Sniffer und PTCR im Bereich ihrer Substratbinde-
schleifen. Die Aminos urereste sind nach der Proteinsequenz in Sniffer nummeriert. Das
Alignment wurde mit dem Programm ProFit 2.2 erstellt [McLachlan, 1982].

Die Substratbindeschleifen sind im Sniffer-Protein und PTCR im Vergleich zu anderen SDR-
Enzymen deutlich verk rzt und bereits im bin ren Komplex mit Kofaktor vollst ndig geordnet.
Die Enzyme der SDR-Familie besitzen normalerweise eine lange Insertion zwischen Strang
UF and Helix aG, die meist aus helikalen Sekund rstrukturelementen besteht und in

Abwesenheit des Liganden im aktiven Zentrum nicht geordnet ist. Im Sniffer-Protein ist die
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Bindetasche vor der Anlagerung des NADPH wahrscheinlich ausreichend zum Solvens
exponiert, um den Zugang des Kofaktors zur Bindestelle zu erm glichen. Nach der Bindung
des Kofaktors wird der Schleifenbereich durch Interaktion mit dem Pyrophophat und dem
Nikotinamidrest des NADPH geordnet. Leichte Konformations nderungen finden vermutlich
auch im Bereich der Kofaktorbindetasche statt. In der Kristallstruktur des Sniffer-Proteins ist
das NADP® beinahe vollst ndig von den Aminos ureresten des Enzyms umgeben.

Berechnungen der DASA mit dem Programm MS [Connolly, 1983] ergaben, dass 95 % der

Oberfl che des Kofaktors von Protein umschlossen ist.

Abb. 13: Stabmodell der Substratbindeschleifen des Sniffer-Proteins (lila) und der Schweinecarbonyl-
reduktase (hellblau) nach Uberlagerung der beiden Kristallstrukturen mit dem Programm
ProFit 2.2 [McLachlan, 1982]. Der Kofaktor NADP" des Sniffer-Proteins ist in gelber Farbe
dargestellt. Die Aminos urereste sind gem @O der Kristallstruktur des Sniffer-Proteins

nummeriert.

Die Kristallstrukturen des Sniffer-Proteins und PTCR wurden im Komplex mit Kofaktor
bestimmt, obwohl in beiden F llen kein NADPH dem Kiristallisationsmedium zugegeben
wurde. Wie im Sniffer-Protein bindet die Schweinecarbonylreduktase bevorzugt
NADPH/NADP®, das in der Bindetasche eine hnliche Konformation einnimmt. In beiden
Proteinstrukturen bindet die Seitenkette des Arg37 (3,0 und 3,1 ) und Asnll (2,9 ) ber
Wasserstoffbr cken an die 2APhosphatgruppe des 2A SAADP. Die positiv geladene
Aminos ure Argl2 in Sniffer, die zwei Wasserstoffor cken zur benachbarten
Phosphatgruppe ausbildet (3,2 und 3,5 ), istin PTCR gegen ein Lysin ausgetauscht. Kleine

Konformationsunterschiede zwischen den beiden Kristallstrukturen sind in der N-terminalen
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Region der Helix aC zu finden. Die Arg38-Seitenkette ist von der Kofaktorbindetasche
weggedreht, w hrend die entsprechende Aminos ure Arg40 in PTCR an der Bindung des
NADP* beteiligt ist. Daf r wird der Kofaktor in Sniffer durch van-der-Waals Kontakte
zwischen der exocyclischen Aminogruppe des NADP™ und der Guanidinogruppe des Arg63,
das in PTCR gegen ein Isoleucin ausgetauscht ist, in der Bindetasche fixiert.

Steroide und Prostaglandine werden mit hoher Affinit t an das aktive Zentrum der
Schweinecarbonylreduktase gebunden. Das Trp202 in Sniffer ist in der Kristallstruktur des
PTCR an der gleichen Position im aktiven Zentrum zu finden. ' RFENQJ-Experimente haben
gezeigt, dass die Trp202-Seitenkette m glicherweise bei der Positionierung des Liganden in
der Bindetasche behilflich ist. Die C-terminale Schleife in PTCR ist vermutlich an der
Substratbindung beteiligt, die sich wie ein Deckel ber das aktive Zentrum legt. Dadurch ist
die Substratkavit t in PTCR gegen ber dem Sniffer-Protein verkleinert. Die C-terminale
Schleife ist in Sniffer deutlich verk rzt und im Gegensatz zu PTCR vermutlich nicht an der
spezifischen Erkennung des Substrats beteiligt. Der C-Terminus bildet hingegen ein
ausgedehntes Wasserstoffbr ckennetzwerk zum benachbarten Molek | des Dimers aus.
Konformations nderungen im Bereich der C-terminalen Schleife sind daher, trotz der N he
zum aktiven Zentrum, nicht zu erwarten. Aufgrund der gr Geren Substratkavit t und der
verk rzten C-terminalen Schleife ist das aktive Zentrum im Vergleich zu PTCR mehr zum
Solvens exponiert. Dadurch k nnen voraussichtlich auch Steroide und Prostaglandine in das
aktive Zentrum des Sniffer-Proteins gebunden werden. Die Bindungsaffinit t dieser

Substrate zu Sniffer wird im Vergleich zu PTCR vermutlich herabgesetzt sein.
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=XVDP P HQIDWXQJ XQG $ XVEQEN

Altersbedingte, neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson werden
h ufig durch oxidativen Stress hervorgerufen. In diesem Zusammenhang wurde die Funktion
des Sniffer Proteins aus ' P HDCRIDWMUN her untersucht [Botella et al., 2004]. ,Q YLYR-
Studien mit der Fruchtfliege belegen, dass eine reduzierte Expression des VQIHJGens zu
einer Verk rzung der Lebensdauer der Fliegen f hrt und den neurodegenerativen Prozess
beschleunigt. Das Sniffer-Protein geh rt zur Familie der Kurzkettigen Dehydrogenasen/
Reduktasen (SDR). Die Carbonylreduktase bindet spezifisch NADPH an das aktive Zentrum
und weist eine breite Substratspezifit t auf. In dieser Arbeit wurde das Protein produziert,
ber Affinit tschromatographie gereinigt und anschlielend kristallisiert. Die Selenomethionyl-
derivat-Kristallstruktur des Sniffer-Proteins im Komplex mit NADP* wurde durch die Methode
der multiplen Wellenl ngen unter Nutzung anomaler Differenzen (MAD) am Synchrotron
BESSY, PSF-9%4DP @H Il in Berlin mit einer Aufl sung von 1,7  bestimmt.
Das Sniffer-Protein besteht aus einem siebenstr ngigen Q-Faltblatt, das auf beiden Seiten
von jeweils drei Helices flankiert wird. Im aktiven Zentrum des dimeren Enzyms befindet sich
die katalytische Triade. Diese Aminos uren sind bei allen SDR-Enzymen streng konserviert.
Mit Hilfe eines genetischen ' RFENQJ-Algorithmus des Programms AutoDock wurden die
artifiziellen Substrate des Sniffer-Proteins in die Bindetasche eingepasst, um eine
Vorstellung ber ihren denkbaren Bindungsmodus im aktiven Zentrum zu erhalten. Die
Aldehyd- bzw. Ketogruppen der Substrate binden ber Wasserstoffbr cken an die Tyr- und
Ser-Seitenketten der katalytischen Triade, die durch das benachbarte Nikotinamid des
Kofaktors stereoselektiv zu Alkoholgruppen reduziert werden. Die nat rlichen Substrate, die
von Sniffer umgesetzt werden, sind bisher jedoch noch nicht bekannt. In der N he des
aktiven Zentrums befindet sich die Substratbindeschleife, die bei den meisten SDR-Enzymen
aus mehr als 20 Aminos uren besteht und erst im tern ren Komplex mit Kofaktor und
Substrat eine geordnete Konformation einnimmt. Im Sniffer-Protein hingegen ist die
Substratbindeschleife sehr kurz und bereits im bin ren Komplex mit NADP* vollst ndig
geordnet.
Das Sniffer-Protein weist, besonders im Bereich der Substratbindeschleife, eine hohe
strukturelle Homologie zur Schweinecarbonylreduktase (PTCR) auf. Dies | sst vermuten,
dass diese beiden Enzyme eine orthologe Funktion besitzen. Die Kl rung dieser Frage w re
von groler Bedeutung, da PTCR eine hohe Sequenzidentitt zu den humanen
Carbonylreduktasen 1 und 3 aufweist. Die humanen Enzyme katalysieren die Reduktion von
Steroiden, Prostaglandinen und eine Reihe anderer Substrate, die Carbonylgruppen in ihrem
Grundger st enthalten [Sciotti et al., 2000]. Die Sequenzidentit t des Sniffer-Proteins zu den
humanen Carbonylreduktasen liegt unterhalb von 30 % (Abb. 14). Die Schweinecarbonyl-
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reduktase hingegen hat eine recht hohe Sequenzidentit t von 77 % zur humanen
Carbonylreduktase 1 [Wermuth et al., 1988], die auch unter dem Namen Prostaglandin-9-
Ketoreduktase/15-Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase bekannt ist, und von 62 % zur

humanen Carbonylreduktase 3 [Watanabe et al., 1998].

6 QUIHU 37&5
humane Carbonylreduktase 1 27,4% 76,7%
humane Carbonylreduktase 3 24,9% 62,2%

Abb. 14: Uberblick ber die Sequenzidentit ten zwischen der humanen Carbonylreduktasen 1 und 3,

der Schweinecarbonylreduktase und Sniffer.

Im Gegensatz zu Sniffer befindet sich in den humanen Enzymen eine groQe Insertion, die
den vier helikalen Sekund rstrukturelementen hinter dem Strang OE in der Schweine-
carbonylreduktase entspricht. Deshalb d rften die humanen Carbonylreduktasen, analog zu
PTCR, als monomere Enzyme in L sung vorliegen. Aus der Sequenzanalyse geht weiterhin
hervor, dass die humanen Enzyme wie Sniffer und PTCR eine sehr kurze
Substratbindeschleife (Abb. 15) und eine hnlich gestaltete Kofaktorbindetasche aufweisen.
Eine signifikante Homologie im Bereich der Substratbindeschleife besteht auch zu anderen
eukaryontischen Carbonylreduktasen wie z. B. der Maus oder dem chinesischen Hamster
[Terada et al., 2000].

200 205 210 215
6QLIITHU 3*:9.7 0**66$3/"
37&5 3*:957'0**3. $3. 6
K&S 3*:957' 0$*3. $7. 6
K&S 3*39.7°0"*."6, 57

Abb. 15: Sequenzalignment des Sniffer-Proteins mit PTCR sowie der humanen Carbonylreduktase 1
(hCR 1) und 3 (hCR 3) im Bereich der Substratbindeschleife.

Welchen Einfluss die verk rzte Substratbindeschleife im Hinblick auf die Substratspezifit t
besitzt, ist bisher noch nicht bekannt. ' RFNQIJ-Experimente lassen vermuten, dass das
Trp202 in Sniffer bei der Positionierung des Liganden im aktiven Zentrum eine wichtige Rolle
spielt. Wie Sequenzalignments zeigen, befindet sich in der Schweinecarbonylreduktase und
der humanen Carbonylreduktase 1 an quivalenter Position ebenfalls jeweils ein Tryptophan.
Ob die neuroprotektive Funktion des Sniffer-Proteins allerdings auf die humanen

Carbonylreduktasen bertragbar ist, kann aus dem Sequenzvergleich nicht abgeleitet
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werden. Die 1Q YIYR-Studien mit ' P HODQRIDWMUK nnten jedoch dazu beitragen, um die
komplexen Zusammenh nge der Neurodegeneration besser zu verstehen und um neue
therapeutische Ans tze f r die Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen zu

entwickeln.
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0 DMUDOXQG 0 HWRGHQ

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt),
Riedel-de-H en (Seelze), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma-Aldrich (Seelze)
bezogen. Der Vektor und der Expressionsstamm wurden von Qiagen (Hilden), die
Bestandteile f r Kulturmedien von den Firmen Difco (Augsburg) und Roth verwendet. Der
Protease-Inhibitor-Cocktail wurde von Roche Diagnostics (Mannheim) geliefert. Die
Materialien zur S ulenchromatographie stammten von Amersham Pharmacia Biosciences
(Uppsala, Schweden). Die Filtersysteme und Centricon wurden von Millipore (Schwalbach)

bezogen.

3 U SDUDMRQ GHV QDWYHQ 6 QUIHU3 LRMLQV

Das Plasmid, in das das VQIHJGen eingef gt wurde, der Expressionsstamm sowie das
Reinigungs- und Kristallisationsprotokoll wurden von Julia Ulschmid aus dem Arbeitskreis
von Frau Prof. Dr. K. Becker-Brandenburg vom Interdisziplin ren Forschungszentrum der
Universit t Gielien bereitgestellt.

F r die Aufreinigung des Proteins wurden folgende L sungen verwendet:

Protease-Inhibitor-Stamml sung: 1 Tablette Complete™ (EDTA-frei) in 2 ml Wasser gel st
Puffer 1: 50 mM Na,H,(PO.)-Puffer pH 8,0, 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol

Puffer 2: 50 mM Na,H,(PO.)-Puffer pH 8,0, 300 mM NacCl, 150 mM Imidazol

Puffer 3: 50 mM NayH,(PO,)-Puffer pH 8,0, 300 mM NaCl, 1ImM DTT

7WDQVIRWP DARQ XQG ( [ SLHWWIRQ

Der Vektor pQE-16, der die kodierende Gensequenz von VQlIHJUenth It, wurde in ( FRQ
Zellen des Expressionstamms M15 transformiert (Kapitel 4.4.1.7). Die Bakterien wurden auf
Selektions-Agar-Platten mit 100 mg/I Ampicillin und 50 mg/l Kanamycin ausplattiert und ber
Nacht bei 37 C inkubiert. Ein Klon wurde von der Platte in 5 ml LB-Medium (Kapitel 4.4.1.6),
das die oben genannten Antibiotika in gleicher Konzentration enthielt, berf hrt und bei 37 C

ber Nacht angezogen. Die Menge von 1 | des gleichen Mediums wurde mit der Vorkultur in
einer Verd nnung von 1:500 versetzt und die Hauptkultur bei 37 C und 250 Umdrehungen
pro Minute gesch ttelt. Bei einer optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm wurde die Expression
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die

Expressionstemperatur wurde auf 25 C gesenkt und die Zellkultur ber 6 h inkubiert. Die
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Zellen wurden durch Zentrifugation (Beckmann JA-10-Rotor, 10 min, 4000 U/min, 4 C)

geerntet und bei -20 C tiefgefroren.

=HMXIVFKOXW

F r die Reinigung des Sniffer-Proteins wurden die Zellen nach schonendem Auftauen mit 10
ml Puffer 1, 600 | Protease-Inhibitor-Stamml sung und Lysozym versetzt. Durch
Behandlung mit Ultraschall (Branson Sonifier 250, 6 x 30 s, GXW R FB 70%, RXASXWFRQMRO
3,5) auf Eis konnten die Zellen vollst ndig aufgeschlossen werden. Die unl slichen
Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (Beckmann JA-25,50-Rotor, 60 min, 25000
U/min, 4 C) abgetrennt und verworfen. Der Uberstand wurde f r die anschlieGende
Aufreinigung des Proteins mittels S ulenchromatographie verwendet.

$XIHQUIXQI P DAY $ 1 ILQMWFKURP DRI WDSKIH

Die Aufreinigung des Sniffer-Proteins erfolgte mit Hilfe s ulenchromatographischer
Verfahren an einer FPLC-Anlage (Akta™, Amersham Pharmacia Biosciences). Vor der
Durchf hrung des Reinigungsprotokolls wurde die Affinit tss ule (HiTrap Chelating, 5 ml) mit
einer 0,1 M NiSO,-L sung gesp It. Die mit Metallionen beladene S ulenoberfl che
erm glicht die spezifische Bindung eines Polyhistidinrestes. Nach der Expression des VQLIHJ
Gens mit Hilfe des Vektors pQE-16 ist am N-Terminus des resultierenden Fusionsproteins
ein so genannter His-\BJ gebunden, der an die Affinit tss ule bindet. Durch Anwendung
eines einzigen Reinigungsschrittes und anschliedende Dialyse konnte Protein von hoher
Reinheit erhalten werden.

Der Rohextrakt wurde zun chst auf die mit Puffer 1 quilibrierte Nickel-Chelatkomplex-S ule
aufgetragen. Nach dem Waschen erfolgte die Elution des Sniffer-Proteins mit einem linearen
Konzentrationsgradienten von 50 mM bis 150 mM Imidazol (Puffer 2) bei einer Flussrate von
1 ml/min. Die auf Eis gesammelten Fraktionen wurden durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese untersucht und solche mit ausreichender Reinheit und hohem Gehalt an
Sniffer-Protein vereinigt. Um das Imidazol aus dem Elutionspuffer zu entfernen, wurde die
Proteinl sung zweimal gegen das 100-fache Volumen von Puffer 3 bei 4 C dialysiert. Das
Protein wurde anschlieGend mit Centricon YM-10 auf eine Konzentration von mindestens 22
mg/ml eingeengt. Die Anwesenheit von 1 mM DTT bei gleichzeitiger Lagerung des Proteins
bei 4 C erm glichte eine Aufbewahrung ber mehrere Wochen ohne sichtbare
Denaturierung des Proteins. Der N-terminale His-\J, der aus 19 Aminos uren besteht,
wurde nicht vom Sniffer-Protein abgetrennt.
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* HKDOVEHWP P X(J

Nach Dialyse und Ankonzentrieren der Proteinl sung erfolgte die photometrische
Gehaltsbestimmung bei 280 nm (Bio-Rad SmartSpec™ 3000). Dazu wurde der
Absorptionskoeffizient anhand der Aminos uresequenz des Sniffer-Proteins zu 1 mg/ml
Sniffer-Protein @0,637 A,g ermittelt [Gill & von Hippel, 1989].

Jede Charge lieferte eine Ausbeute von ungef hr 40 mg Protein pro Liter Kultur. Die
konzentrierte Proteinl sung wurde mit dem Dialysepuffer auf die f r den jeweiligen
Kristallisationsansatz ben tigte Endkonzentration verd nnt.

. WMBXV/DARQ

Alle Kristallisationsexperimente wurden in Platten mit 24 Vertiefungen (Hampton Research,
USA) nach der Technik des h ngenden Tropfens im K lteraum bei 4 C angesetzt. F r die
Kristallisation wurde eine Proteinkonzentration zwischen 18 und 22 mg/ml eingestellt. Erste
Kristalle wurden von unseren Kooperationspartnern in Giellen aus dem kommerziell
erh ltlichen &W\ABO6 FUHHQ Nr. 22 (0,1 M Tris/HCI pH 8,5, 0,2 M NaAc, 30 % (w/v) PEG
4000) von der Firma Hampton Research, USA erhalten. Da die gewonnenen Kristalle zu
klein waren, um sie fr R ntgenbeugungsexperimente zu verwenden, wurde die
Reservoirl sung sowie der Kristallisationstropfen mit Wasser verd nnt. Die Reservoirl sung
aus dem Kristallisationsscreen wurde mit Wasser in einem Mischungsverh ltnis 3:1
gemischt. Die PEG-Konzentration in der Reservoirl sung wurde vor dem Verd nnen so
variiert, dass die Endkonzentration des Pr zipitanz zwischen 16,5 % und 21 % betrug.
Danach wurden 800 | der Verd nnung in die Vertiefung der Kristallisationsplatte gegeben.
Bei der Kristallisation des nativen Proteins wurde der Reservoirl sung DTT in einer
Endkonzentration von 1 mM zugesetzt, bei Verwendung des selenomethioninhaltigen
Proteins auf 5 mM erh ht. Je 1 - 3 | Wasser wurde mit 3 | Proteinl sung und 3 | der
verd nnten Reservoirl sung auf dem Deckgl schen vermischt. Der an dem Deckgl schen
h ngende Tropfen wurde ber die Vertiefung gelegt und luftdicht mit niedrigviskoser
Silikonpaste (Bayer-Silikon, Roth) verschlossen. Aus dem | slichen Sniffer-Protein bildeten
sich nach wenigen Tagen r hrenf rmige Kristalle, die an einem Ende zu einem
sternf rmigen B schel zusammengewachsen waren. Die entg Itige Gr sse der Kristalle von
0,1 mm x 0,2 mm x 0,5 mm wurde meist erst nach einem Zeitraum von 2 - 3 Wochen
erreicht.

Die Kristalle waren unter einer Haut eingeschlossen, die vermutlich aus dem F llungsmittel

PEG 4000 oder denaturiertem Protein besteht. Diese wurde mit einem Skalpell entfernt und
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die zusammengewachsenen Kristalle vorsichtig voneinander getrennt.

Um erste Beugungsexperimente unter Tieftemperaturbedingungen bei ca. -170 C
durchf hren zu k nnen, wurden die Kristalle vor dem Einfrieren in fl ssigem Stickstoff mit
Hilfe eines &URBRSV (Hampton Research, USA) von der Mutterlauge in einen
K Iteschutzpuffer berf hrt. Zu diesem Zweck wurde die genaue Zusammensetzung der
Mutterlauge als Grundlage f r die Erstellung des K lteschutzpuffers verwendet. Der
K Iteschutzpuffer setzte sich aus 0,075 M Tris/HCI, 150 mM NaAc, 21 % (w/v) PEG 4000,
130 mM NacCl, 21 mM NayHy(PO,)-Puffer pH 8,0 und 22 % MPD zusammen. Die Kristalle
wurden in dem K Iteschutzpuffer langsam unter schrittweise Erh hung der Konzentration
von MPD bei 4 C innerhalb von einer Stunde eingelegt und im fl ssigen Stickstoff f r die
anschliedende R ntgenstrukturanalyse eingefroren.

3 U SDUDMRQ HOHV 6 HBIQRP HLRQ\ GHUYDW GHV 6 QULTHU3 IRMQV

F r Multi-Wellenl ngen-Beugungsexperimente unter Nutzung der Unterschiede in den
anomalen Streubeitr gen (MAD) wurde ein Selenomethionylderivat des Sniffer-Proteins
hergestellt [Hendrickson et al.,, 1990]. Durch Expression in Selenomethionin-haltigem
Medium sollten die sieben im Sniffer-Protein vorhandenen Schwefelatome in der Aminos ure
Methionin gegen das schwerere Homologe Selen ausgetauscht werden [Van Duyne et al.,
1993]. Zu diesem Zweck erfolgte die Produktion des Proteins im Methionin-prototrophen (
FRQ Stamm in einem M9-Minimalmedium bei pH 7,4, einem Salzmedium definierter
Zusammensetzung mit 10 g/l NH,CI, 60 g/l Na,HPO,4, 30 g/l KH,PO, und 50 g/l NaCl. Die
herangewachsenen Zellen aus einer 2 ml Vorkultur in LB-Medium wurden abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und in 1 | Minimalmedium resuspendiert. Neben den Antibiotika
Ampicillin und Kanamycin enthielt das Medium 4 g/l Glukose, die als Kohlenstoff-Quelle
diente, 240 mg/l MgSO,, 25 mg/l FeSO, sowie die Vitamine Niacinamid, Pyridoxin und
Riboflavin jeweils in einer Konzentration von 1 mg/l. Weiterhin wurde dem Medium alle
Aminos uren auder Methionin in einer Endkonzentration von je 40 mg/l zugegeben. Die
Kultur wurde bei 37 C ber mehrere Stunden inkubiert. Bei einer optischen Dichte von 0,4
bei 600 nm erfolgte die Zugabe von 60 mg/l L-Selenomethionin (Acros Biochemicals, Geels,
Belgien). Nach einer weiteren Inkubationsperiode von 1 h wurde die Produktion von
Selenomethionin-haltigem Sniffer-Protein mit IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM
induziert. Nach 6 h Expressionszeit bei 25 C wurden die Zellen durch Zentrifugation
(Beckmann JA-10-Rotor, 10 min, 4000 U/min, 4 C) geerntet.

Die Reinigung und die Kristallisation des Proteinderivats erfolgten analog zu dem Verfahren,

das f r das native Protein beschrieben wurde. Um die Oxidation des Selens zu verhindern,
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wurde dem Dialysepuffer und allen bei der Kristallisation verwendeten Puffern DTT in einer
Konzentration von 5 mM zugesetzt. Die Anwesenheit der Selenatome im Protein wurde
durch Bestimmung des Molekulargewichts des Selenomethionin-haltigen und des nativen
Proteins mittels MALDI-TOF best tigt.

5 | QUWHQEHXJ XQI VH SHUP HOM XQG' DWQSUR] HWIHXQJ

Die Kristalle wurden unter Verwendung eines &URBRSV im K Iteraum bei 4 C in fl ssigem
Stickstoff schockgefroren. An dem im Hause vorhandenen R ntgenger t wurden die Kristalle
auf ihre F higkeit, R ntgenstrahlen zu beugen, getestet und von einem Kristall ein nativer
Datensatz mit einer Aufl sung von 2,4 gesammelt. Der &UREBRS, in dem der Kristall durch
die Oberfl chenspannung des K Iteschutzpuffers gehalten wird, wurde mit Hilfe einer
magnetischen Halterung auf den Goniometerkopf gesetzt und der Kiristall im
Prim rstrahlengang zentriert. Eine permanente K hlung des Kristalls im Stickstoffstrom bei
ca. -170 C verlangsamt die Einwirkung von Strahlensch den w hrend des Messvorgangs.
Die energiereiche R ntgenstrahlung mit einer Wellenl nge von 1,5418 wurde auf einer
Rigaku RU-300 Drehanode mit Kupfer als Anodenmaterial erzeugt und durch Omnic Spiegel
fokussiert. Der Generator wurde mit einer Anodenspannung bei 50 kV und 90 mA betrieben.
Der Abstand zwischen Kristall und Detektor betrug 150 mm. Der Kristall wurde f r die
Aufnahme eines Beugungsbildes 5 min belichtet und die Intensit ten der gebeugten Reflexe
am R-axis IV++ FlI chendetektorsystem (MSC, USA) elektronisch ausgelesen. Bei Drehung
des Kristalls in 0,5 -Schritten wurden insgesamt 194 Beugungsbilder aufgenommen.

Die gesammelten Daten wurden mit dem Programm XDISP angesehen, mit DENZO
prozessiert und mit SCALEPACK skaliert [Otwinowski & Minor, 1996].

0 RGNXDUHU( W/DW

Zun chst wurde versucht, die Kristallstruktur des Sniffer-Proteins unter Verwendung des 2,4

Datensatzes durch die Methode des Molekularen Ersatzes [Rossmann & Blow, 1962] zu
bestimmen, in dem die Phasen durch ein geeignetes Startmodell zur Berechnung einer
ersten Elektronendichtekarte des Sniffer-Proteins verwendet wurden. Dabei wird durch
Rotation und anschliellende Translation des Modells versucht, eine Korrelation zwischen
den Strukturdaten des Startmodells und denen der unbekannten Proteinstruktur zu finden
[Grosse-Kunstleve & Adams, 2001]. Hierbei wird aus den gemessenen Reflexintensit ten

der experimentellen Daten durch Fourier-Transformation eine 3 DWMYRQ P DS berechnet. Die
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Strukturdaten des Modells werden, in Abh ngigkeit seiner Orientierung im realen Raum,
ebenfalls in eine 3DWMYRQ P DS umgewandelt und versucht, diese durch Rotation und
Translation mit der 3DWMYRQ P DS, die aus der unbekannten Struktur berechnet wurde, zu
berlagern. Ein Korrelationskoeffizient > 0,45 und ein R-faktor < 50 % deutet darauf hin,
dass die L sung des Phasenproblems durch Molekularen Ersatz m glich sein k nnte. Der
Erfolg des Molekularen Ersatzes zeigt sich erst nach visueller Inspektion der errechneten
Elektronendichtekarte.
Durch die Suche nach Carbonylreduktasen und Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen
in der PDB (engl. SIRMQ GOW EDQN [Berman et al., 2000] sowie den Vergleich der
Proteinsequenz von Sniffer mit homologen Proteinen durch das Programm Blast [Gish &
States, 1993] aus der Expasy-Datenbank sollten geeignete Startmodelle gefunden werden.
Aus der SCOP-Datenbank (engl. WIKPXUDCFOWILIFDIRQ R SIRMQV) [Murzin et al., 1995], in
der 127 Eintr ge von Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen verzeichnet sind, wurden
willk rlich weitere 24 Proteinstrukturen herausgenommen. Mit dem Programm SIM [Huang &
Miller, 1991] aus der Expasy-Datenbank wurde die Sequenzidentit t zwischen dem Sniffer-
Protein und den 42 Proteinen bekannter Kristallstruktur berechnet. Aus diesen
Modellstrukturen wurden 18 f r die Rotations- und Translationssuche mit dem Programm
AMoRe aus der CCP4-Programmsammlung ausgew hlt [Navaza, 1994]. Ferner wurde die
Kristallstruktur der Schweinecarbonylreduktase (Zugriffscode der PDB: 1N5D) [Ghosh et al.,
2001], welche die h chste Sequenzidentit t von 28,3 % zum Sniffer-Protein aufweist, f r den
Molekularen Ersatz mit den Programmen CNS [DeLano & Br nger, 1995], EPMR [Kissinger
et al.,, 1999] und MOLREP [Vagin & Teplyakov, 1997] verwendet. Die Rotations- und
Translationssuche erfolgte jeweils in der Raumgruppe 1222 bei einem Aufl sungsbereich von
4 bis 30 mit den Raumkoordinaten des Polyalaninger sts der Modellstruktur. F r eine
weitere Suche wurden zus tzlich die flexiblen Schleifenbereiche des Modells entfernt.
Weiterhin diente ein Homologiemodell des Sniffer-Proteins sowie seine Galad-Untereinheit

als Modellstruktur.

9 HUDKUHQ GHUDQRP DB LVSHWIRQ EH_P XGSGQ: HBQD QI HO

Liefert die Methode des Molekularen Ersatzes keine geeigneten Startphasen f r die
Berechnung einer ersten Dichtekarte der Struktur, k nnen diese mit Hilfe des MAD-
Experiments (MAD = P XW50 ZDYHBIQIW DORP DBXV QVSHYRQ bestimmt werden
[Hendrickson & Ogata, 1997]. Neben der normalen R ntgenbeugung, bei der ein
Phasensprung von 180 auftritt, wird ein geringer Teil der Strahlung unter Ver nderung des

Phasenwinkels gebeugt, der einen von 180 abweichenden Wert annimmt. Dieser Effekt wird
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als anomale Streuung bezeichnet. Die St rke des anomalen Signals ist f r leichte Atome
vernachl ssigbar gering, jedoch f r Atome mit h herer Koordinationszahl signifikant. Das
maximale, anomale Streuverm gen tritt an der Absorptionskante auf. Wird die Wellenl nge
der Strahlenquelle im Bereich der Absorptionskante geringf gig variiert, so ver ndert sich
auch die St rke des anomalen Streuverm gens. Obwohl der Anteil der anomalen Streuung
an der Gesamtstreuung nur wenige Prozent betr gt, kann aus den anomalen Differenzen der
relative Phasenunterschied berechnet und zur Absch tzung der Startphasen genutzt
werden. F r die Durchf hrung des Experiments werden daher Proteinkristalle ben tigt, die
mindestens ein Schweratom enthalten, dessen Absorptionskante im Wellenl ngenbereich
des Synchrotrons liegt.

' XUFKIs KIKQI GHVO $' ([ SHUP HQW

Durch Expression des Sniffer-Proteins in Selenometionin-haltigem Medium wurde ein
Proteinderivat hergestellt (Kapitel 2.4.3), das sieben Selenatome enth It. Die Kristalle des
Selenomethionylderivats wurden zur Erzeugung der anomalen Streuung und die
Durchf hrung des MAD-Experiments verwendet. Diese wurden nach dem gleichen
Verfahren wie die nativen Kristalle mit K lteschutzpuffer behandelt, am im Institut
vorhandenen R ntgengenerator auf ihr Streuverm gen berpr ft und Kristalle von guter
Qualit t in fl ssigem Stickstoff gelagert. Das MAD-Experiment wurde in der
Proteinstrukturfabrik (PSF) am Synchrotron BESSY, %HDP @XH II, in Berlin durchgef hrt.
Zuerst wurde ein Floureszenzspektrum im Bereich von 12620 bis 12670 keV aufgenommen,
in dem die K-Absorptionskante des Selens zu finden ist. F r die anschliedende
Datensammlung bei drei verschiedenen Wellenl ngen nach der IQvHYH EHDP -Methode
wurde nur ein Kristall des Selenomethionylderivats des Sniffer Proteins verwendet. Der
Kristall wurde unter K hlung im Stickstoffstrom bei -173 C in die Mitte des Strahlengangs
zentriert. Der Startwinkel f r die Messung wurde mit Hilfe der Strategiefunktion in HKL2000
bestimmt. F r jede Wellenl nge wurden 90 -Datens tze in einem Winkelbereich von 70 bis
160 und von 250 bis 340 unter Rotation des Kristalls in 1 -Schritten aufgenommen. Der
Kristall wurde pro Bild drei Sekunden belichtet und die Reflexintensit ten an einem Mar345
Image-Plate-Detektor, der sich in einem Abstand von 180 mm zum Kristall befand,
ausgelesen. Die Aufnahme des ersten Datensatzes erfolgte deutlich oberhalb der
Absorptionskante, der WP RM-Wellenl nge mit 0,932328 , der zweite Datensatz am
Absorptionsmaximum, der SHDN'Wellenl nge mit 0,979944 | der dritte Datensatz am
Wendepunkt des Floureszenzspektrums, dem IQERMRQ SROMmIt einer Wellenl nge von
0,980163 . F r die Einstellung der einzelnen Wellenl ngen aus der Synchrotronstrahlung

diente ein Silicium-111 Kristall als Monochromator.
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Die 180 -Datens tze der einzelnen Wellenl ngen wurden in HKL2000 mit DENZzZO
prozessiert und mit SCALEPACK skaliert [Otwinowski & Minor, 1996]. Bei der Skalierung der
Reflexe wurden die Friedelpaare durch Verwendung des Makros QR P HJH RUW ICDOIQEH
nicht vereinigt und der Anteil der anomalen Streuung (Option DQRP DB®XV) bei der Skalierung
ber cksichtigt.

Der gesammelte Datensatz bei der UHP RiM-Wellenl nge mit einer Aufl sung von 1,75
wurde als nativer Datensatz verwendet. Die Prozessierung und Skalierung erfolgte ebenfalls
in HKL2000, jedoch wurden dabei die symmetrieverwandten Reflexe vereinigt.

YdHWIP P XQJ GHUG6 VBUYSKDVHQ

Mit dem Programm XPREP wurde die Datenqualit t und die St rke des anomalen Signals
untersucht [Sheldrick, 2003]. Aus dem Floureszenzspektrum wurde f r die Wellenl nge SHDN
und IQGFRQ SRIQNdie anomalen Streufaktoren fAund fAAbestimmt und daraus die anomalen
Differenzen f r die Strukturfaktoren der einzelnen Friedelpaare berechnet. Die Streufaktoren
der UHP RM-Wellenl nge wurden unter Vorgabe von Erfahrungswerten abgesch tzt und
dienten als Referenz f r die Berechnung des Korrelationskoeffizienten. Bis zu einer
Aufl sung von 2,2 war das anomale Signal/Rausch-Verh Itnis (> 1,5 und der
Korrelationskoeffizient (> 30) signifikant, trotzdem wurden nur Daten bis 3,0 f r die
Lokalisation der Selenatome verwendet. Alle sieben im Sniffer-Protein vorhandenen
Selenatome wurden mit dem Programm SHELXD durch Berechnung einer 3 DWYRQ P DS
lokalisiert [Schneider & Sheldrick, 2002]. F r die beste L sung wurden ein Korrelations-
koeffizient von 50,3 und ein R-Faktor von 44,3 % berechnet. Alle Selenatome wurden f r die
Berechnung der Startphasen mit SHELXE verwendet [Sheldrick, 2002]. Das richtige
Enantiomorph der 3DWMYRQFunktion mit einem Kontrast von 0,65 und einem
Konnektivit tsindex von 0,93 hob sich deutlich von der invertierten Seite (Kontrast: 0,38;
Konnektivit t: 0,87) ab. Dabei wurde eine Phasenerweiterung mit dem nativen Datensatz mit
einer Aufl sung von 1,75 durchgef hrt. Nach der Gewichtung der gewonnenen
Startphasen aus dem MAD-Experiment wurden vor Berechnung der Elektronendichtekarte
zwei Programme aus dem CCP4-Packet angewendet [CCP4, 1994]. Mit dem Programm
CAD wurden alle Reflexe einer asymmetrischen Einheit zugewiesen. Der Wasseranteil in der
Zelle wurde mit Hilfe des Matthew-Koeffizienten [Kantardjieff & Rupp, 2003] berechnet und
zur Modifikation der Dichte mit dem Programm DM verwendet [Cowtan & Zhang, 1999]. F r
das VROHOMOWHMAQJ wurde automatisch eine Maske generiert, die den Proteinanteil vom
Solvenz abtrennt, bevor aus dem nativen Datensatz mit den modifizierten Phasen eine erste

Elektronendichtekarte berechnet wurde.
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0 RGHIEDX XQG 9 HUHOHXQ

Das Programm ARP/WARP kann bei Verwendung hochaufgel ster Daten zum Modellbau
verwendet werden [Lamzin & Wilson, 1993]. Dabei werden Sauerstoffatome in der
Elektronendichte positioniert und verfeinert, um anschlieGend automatisch zu einer
Proteinhauptkette und teilweise auch zu Seitenketten verkn pft zu werden. Die fehlenden
Bereiche der Proteinstruktur wurden mit dem Programm O manuell in die Elektronendichte
einbaut [Jones et al., 1991]. Die Verfeinerung und die damit einhergehende Verbesserung
der Elektronendichtestruktur erfolgte in einem fr hen Stadium der kristallographischen
Verfeinerung mit dem Programm CNS [Br nger et al., 1998]. Nach der Minimierung der
Proteinstruktur und der Verfeinerung der Temperaturfaktoren wurden die Elektronendichten
(3F,-2F,, Fo-F;) berechnet und mit dem Programm MAPMAN in das in O lesbare dn6-Format
konvertiert [Kleywegt & Jones, 1996]. Alternierend wurden die fehlenden Aminos urereste in
die Proteinstruktur eingef gt, zuletzt die Helix aC und die Substratbindeschleife. In einem
groGen, zusammenh ngenden Bereich aus positiver Elektronendichte wurde der NADP®-
Kofaktor eingepasst. Mit dem Konvertierungsprogramm SHELXPRO wurden die UHAWDIQNV
f r die Bindungsl ngen und -winkel f r das NADP*-Molek | erzeugt [Sheldrick & Schneider,
1997]. Die anschlieGende Strukturverfeinerung und die Positionierung von Wasser-
molek len in die Elektronendichte (2F,-F;, F,-F.) erfolgten in mehreren Zyklen mit dem
Programm SHELXL [Sheldrick & Schneider, 1997]. In den letzten Verfeinerungsschritten
wurden die Schwefelatome der Aminos ure Methionin gegen Selenatome ausgetauscht. Die
abschlieGende Verfeinerung erfolgte mit dem Programm CNS. Die Struktur wurde solange
verfeinert, bis in der F.-F.-Elektronendichte keine signifikanten Maxima mehr vorhanden
waren.

F r die Verfeinerung wurden 5 % der Reflexe zuf llig ausgew hlt und nicht in die
Berechnung des kristallographischen R-Faktors einbezogen. Aus diesen Reflexen wurde der
freie R-Faktor berechnet, um eine objektive Interpretation der Strukturdaten zu gew hrleisten
[Br nger, 1992]. Nach jedem Verfeinerungszyklus wurde die Qualit t der Struktur mit Hilfe
des Programms PROCHECK untersucht, in dem der Ramachandran Plot und andere
statistische Parameter berechnet wurden [Laskowski et al., 1993].

Die Koordinaten des Sniffer-Proteins sowie die Reflexdaten wurden in der PDB unter dem

Zugriffscode 1SNY abgelegt.
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$ QDO VH GHUG WXKNVXU

%dQGXQJ GHV . RIDNRU

Bei 340 nm wurde die Absorption von quimolaren Mengen NADP®, NADPH und Sniffer-
Protein gemessen. NADPH zeigt im Gegensatz zu NADP" eine starke Absorption bei 340
nm. Aus dem Verh Itnis der Absorption von NADP*, NADPH und Protein bei 340 nm wurde
abgeleitet, ob berwiegend das Produkt NADP® oder das Edukt NADPH in der
Kofaktorbindetasche des Sniffer-Proteins gebunden ist. F r die Durchf hrbarkeit des
Experiments m ssen zwei wichtige Voraussetzungen erf It sein. Der Kofaktor muss nach
der Expression vollst ndig und im Verh lItnis 1:1 an das Sniffer-Protein gebunden sein.
Weiterhin darf das Protein selbst keine Absorption bei 340 nm aufweisen. Ein
Absorptionsspektrum von 200 nm bis 600 nm zeigte einen starke Abnahme der Absorption
des Sniffer-Proteins ab einer Wellenl nge von 300 nm, so dass der Beitrag des Proteins zur

Absorption bei 340 nm gering war.

* U %HQDXWFKOXWFKUWRP DRI UDSKILH

Durch Gr ssenausschlusschromatographie (HiLoad 26/60 Superdex 75 prep) wurde der
Oligomerisierungszustand des Sniffer-Proteins bestimmt. Von dem gereinigten Protein
wurden etwa 4 mg auf die Gelfiltrationss ule aufgetragen, die vorher mit einem Puffer aus
0,1 M Tris/HCI pH 8,0 und 200 mM NaCl quilibriert wurde. Die Elution des Proteins erfolgte
bei einem Volumen von etwa 200 ml. Zur Eichung der Gelfiltrationss ule dienten die Proteine
QueA aus % VXEWLY (39 kDa), Aldosereduktase aus + RP RVDSIHQV (36 kDa) und $ IXOIGXV

TGT (55 kDa), die als Monomere in L sung vorliegen.

YHWP P XQJ GHU6 HNXQGE UMKNMUHBP HOM

Das Faltungsmuster des Sniffer-Proteins wurde mit den Programmen PROMOTIF
[Hutchinson & Thornton, 1996] und PROSITE [Bairoch & Murzin, 1997] analysiert. Die
Zuweisung der Sekund rstrukturelemente zu den einzelnen Aminos ureresten wurde visuell

berpr ft.

6 XFKH QDFK KRP R®J HQ 6 WKNMUHQ

Die Suche nach strukturell hnlichen Proteinen erfolgte mit Hilfe des Programms DALI [Holm
& Sander, 1993]. Dabei wurden diese Proteinstrukturen mit der Kristallstruktur des Sniffer-
Proteins  berlagert und der Grad der Verwandtschaft durch Berechnung eines
Korrelationskoeffizienten (Z-Wert) bestimmt. F r die homologen Proteinstrukturen wurden
die zum Sniffer-Protein quivalenten Aminos urereste in den Sekund rstrukturelementen

angegeben.



Carbonylreduktase Sniffer aus ' URVRSKIOD P HDCQRI DWHMU 47

h EHUDI HXQJ KRP RB®JHU6 WKNVYUHQ

Mit dem Programm ProFit 2.2 [McLachlan, 1982] wurde die Kristallstruktur des Sniffer-
Proteins mit der in DALI gefundenen, homologen Struktur der Schweinecarbonylreduktase
[Ghosh et al., 2001] berlagert. Dabei wurden die zueinander quivalenten Sekund r-
strukturelemente aus der DALI-Suche f r die Uberlagerung verwendet und die
Standardabweichung zwischen den einzelnen Aminos ureresten der beiden Proteine

ermittelt.

YHHFKOQXQJ GHUYHU WDEHOHQ 2 EHUOFKHGHV' 1P HWY/

Da das Sniffer-Protein nur ein Molek | in der asymmetrischen Einheit enth It, wurden die
symmetrieverwandten Molek le mit Hilfe des Programms PDBSET aus dem CCP4-Packet
erzeugt [CCP4, 1994]. Die Grenzfl che zwischen den Untereinheiten des Dimers, der
benachbarten Molek le sowie zwischen dem Protein und dem Kofaktor wurde mit dem
Programm MS berechnet [Connolly, 1983].

/ 1J DQGHQEDVIHUMY ' RFNLQJ

Die Substrate des Sniffer-Proteins, die in das aktive Zentrum der Proteinbindetasche
eingepasst werden sollten, wurden in SYBYL gebaut und anschlieGend minimiert [SYBYL].
Den einzelnen Atomen der Substrate und des NADP*-Molek Is wurden Partialladungen mit
Hilfe der Gasteiger-Funktion zugewiesen. Die Anzahl der drehbaren Bindungen wurde in
AutoTors berechnet und der Ligand innerhalb eines Gitters mit einer Dimension von 24 x 22
x 22 23 welches das aktive Zentrum umgibt, plaziert. Die Substrate wurden in Anwesenheit
des Kofaktors mit Hilfe des genetischen Algorithmus von Lamarck, das im Programm
AutoDock 3,0 implementiert ist, flexibel in die Bindetasche des Sniffer-Proteins eingepasst
[Morris et al, 1998]. Aus der Kiristallstruktur wurden vorher alle vorhandenen
Wassermolek le entfernt. F r jeden Liganden wurden 100 Bindungsmodi generiert, diese
nach einer Konformationsanalyse gruppiert und durch die Bewertungsfunktion des
Programms AutoDock nach ihrer durchschnittichen ' RFNQJ-Energie in eine Rangliste
eingeteilt. Mit dem Programm Pymol erfolgte die visuelle Inspektion der Ergebnisse [Pymol].
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IH5 R@ GHV $ VSDUBW  1Q GHUNDEO W/FKHQ 5 HDNARQ
GHUW1$ * XDQQ 7WQVIONRM @VH 7* 7

( LB
YARMRI LVFKH ) XQ\WMRQ GHU7* 7

Y4RV QMHVH YRQW 1 $ 4 XHXRVIQ

Queuin ist eine modifizierte Base, die in eubakteriellen und eukaryontischen Organismen in
der tRNA®" tRNA*P, tRNA™ und tRNA™ an der ZREE®I Position 34 zu finden ist. Zur GH
RYR-Synthese von Queuin sind ausschliedlich eubakterielle Organismen bef higt.
Eukaryonten hingegen nehmen Queuin mit der Nahrung auf und bauen es direkt in die tRNA
ein [Romier et al., 1998]. Wahrscheinlich spielt die Queuin-Base eine modulierende Rolle im
Translationsprozess. Dar ber hinaus wird eine Korrelation des Queuin-Gehalts in der tRNA
mit der Zelldifferenzierung in Eukaryonten diskutiert. Uber die exakte physiologische

Funktion der Queuin-Base ist bisher jedoch wenig bekannt.
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Abb. 16: Biosynthese von tRNA-Queuosin in Eubakterien.
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In  Eubakterien wird zun chst in unbekannten enzymatischen Prozessen aus
Guanosintriphosphat die pr modifizierte Base preQ; (7-(Aminomethyl)-7-deazaguanin)
synthetisiert [Slany et al., 1994]. Diese Base wird dann durch die tRNA-Guanin
Transglykosylase (TGT) in die ZREE®! Position 34 bestimmter tRNAs im Austausch gegen
Guanin eingebaut [Okada & Nishimura, 1979]. Die S-Adenosylmethionin: tRNA-
Ribosyltransferase/lsomerase (QueA) katalysiert in einer S-Adenosylmethionin-abh ngigen
Reaktion die Ubertragung von Epoxycyclopentandiol auf das Stickstoffatom der tRNA-
Aminomethylgruppe am preQ; [Slany et al., 1993]. In einem Coenzym-B,,-abh ngigen
Schritt  wird das  Epoxyqueuosin  (7-((N-(2,3-Epoxy-4,5-cis-dihydroxycyclopent-1-
yl)amino)methyl)-7-deazaguanosin) schliedlich zu Queuosin (7-(((4,5-cis-dihydroxy-2-
cyclopenten-1-yl)amino)-methyl)-7-deazaguanosin) reduziert [Frey et al., 1988].

SR@GIGU7* 7 1QGHU3 DIMRI HOHVH YRQ 6 KL HBIQ

Shigellen sind Gram-negative, sporenlose, fakultativ anaerobe St bchen und Erreger der
Bakterienruhr [Sansonetti, 2001]. Als nahe Verwandte von ( VFKHUEKID FRQgeh ren sie zur
Familie der Enterobakterien. Die endemische Form der Bakterienruhr wird von den Spezies
6 16[HLund 6 VRQQ hervorgerufen; Ursache f r die epidemische Form mit h ufig
t dlichem Ausgang ist 6 G VHQMUDH, wohingegen eine Infektion durch 6 ER ALmit einem
milden Verlauf der Erkrankung einhergeht.

Die Ubertragung der Erreger erfolgt meist auf dem f kal-oralen Weg. Die minimale
Infektionsdosis ist mit 10 - 100 Bakterien ulerst gering. Hauptrisikofaktor ist vor allem
mangelnde Hygiene. Kennzeichnende Symptome sind anf nglich fl ssige Diarrh , kurz
danach Fieber, starke Eingeweidekr mpfe und blutig-schleimige St hle. Gelegentlich treten
Komplikationen wie Bauchfellentz ndungen oder Nierenversagen auf. J hrlich erkranken
ungef hr 150 Millionen Menschen, davon 99 % in L ndern der Dritten Welt. Fast eine
Millionen Menschen, darunter meist Kleinkinder, sterben pro Jahr an den Folgen der
Bakterienruhr.

Die Behandlung erfolgt durch orale Gabe von Salzl sungen in einer definierten
Zusammensetzung und durch Einnahme von Antibiotika, die meist aus der Stoffklasse der
Fluoroquinolone stammen wie beispielsweise Norfloxacin [Bhattacharya & Sur, 2003]. Gegen
die fr her verwendeten Antibiotika wie Sulfonamide, Tetracycline, Ampicillin und
Cotrimoxazol entwickelten die Erreger zunehmend Resistenzen. Deshalb ist die Suche nach
innovativen Therapiem glichkeiten und die Entwicklung neuer Antibiotika dringend geboten.
Nach oraler Aufnahme gelangen die Bakterien im Dickdarm ber so genannte M-Zellen an
die basolaterale (dem Darmlumen abgewandte) Seite des Epithels, von wo aus die Invasion

in die Epitelzellen erfolgt [Sansonetti & Phalipon, 1999]. Das Eindringen in die Zellen ber
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die apikale (dem Darmlumen zugewandte) Seite ist nicht m glich. Die Shigellen besitzen ein
220 Kilobasen grolies Virulenzplasmid, das die Produktion von Invasinen und damit die
bakterielle Zellinvasion durch Makropinocytose erm glicht. Im n hrstoffreichen Zytoplasma
k nnen sich die Erreger schnell vermehren und sich durch die Zellmembran auf benachbarte
Epithelzellen ausbreiten. Ein Teil der eingedrungenen Krankheitserreger wird durch
Makrophagen auf der basolateralen Seite der Dickdarmmukosa phagozytiert. Dadurch
kommt es zu einer Freisetzung von Zytokinen, die eine heftige Entz ndung des Darmepithels
verursachen. Durch Rekrutierung von Granulozyten, die das Darmepithel durchwandern,
entstehen L cken im Epithel, was die Erreger nutzen, um das Abschlussgewebe zu
berwinden. Die Abwehrmechanismen des menschlichen K rpers f rdern daher die
bakterielle Invasion in die Darmmukosa, was die Symptomatik der Bakterienruhr verst rkt
[Dehio, 1998].
Die Anwesenheit modifizierter tRNAs im eubakteriellen Organismus ist eine wichtige
Voraussetzung f r die Translation bestimmter Virulenzfaktoren. Insbesondere die Queuin-
Base in der Z REE® Position 34 und die Base 2-Methylthio-N°-isopentenyladenin an Position
37 sind f r die Pathogenit t der Shigellen essentiell [Durand et al., 2000]. Ein Defekt des \G\W
Gens, das an der tRNA-Queuin-Synthese beteiligt ist [Durand et al., 1994], sowie des P ID§-
Gens, das bei der Biosynthese des 2-Methylthio-N°-isopentenyladenosins eine Rolle spielt
[Durand et al., 1997], f hren im Vergleich zum Wildtyp zu einer deutlichen Verminderung der
Virulenz. In beiden F llen ist dies auf die stark reduzierte Translation der virF-mRNA
zur ckzuf hren, deren Produkt kaskadenartig die Expression einer Vielzahl weiterer
Virulenzfaktoren steuert. Enzyme, die an der Biosynthese dieser modifizierten Basen
beteiligt sind, bieten deshalb einen idealen Angriffspunkt f r die Entwicklung neuer

Antibiotika gegen die Bakterienruhr.

. MB@MKXNYUGHU=\ P RP RQDV P RELQY 7* 7

Die tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT) tauscht das an Position 34 vorhandene Guanin in
der Antikodonsequenz GUN (N = beliebige Base) gegen die modifizierte Base preQ; aus
[Okada & Nishimura, 1979]. Die Kristallstruktur der =\ P RP RQDV P REI@®Y TGT wurde von
Romier et al. [1996a] mit einer Aufl sung von 1,85 bestimmt. Das tRNA-modifizierende
Enzym besitzt eine Sequenzidentit t von 55 % zur 6 1G] GHLTGT. Die Aminos urereste in
der Bindetasche sind in beiden TGT-Enzymen weitgehend konserviert. Deshalb dient die =
P RELDY TGT sowohl als Modell f r das Design neuartiger, selektiver Inhibitoren gegen die
Bakterienruhr als auch als Modell f r strukturelle Untersuchungen, um bei der Aufkl rung

des Enzymmechanismus behilflich zu sein.
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6 HNXQG UMKXNWXU

Wie die Kristallstruktur zeigt, ist die 42 kDa grolle = P REQY TGT aus zwei Subdom nen
aufgebaut. Die N-terminale Subdom ne repr sentiert im Wesentlichen ein ((/a)s-Fass, ein
Faltungsmuster, das im Kernbereich aus einem achtstr ngigen, parallelen Q-Faltblatt
besteht. Die Aulenseite des Fasses ist von a-Helices umgeben. Am N-Terminus verschlie(t
ein dreistr ngiges, antiparalleles (-Faltblatt die N-terminale Seite des Fasses. In der Familie
der (GO/a)g-Strukturen ist eine a-Helix alternierend mit einem G-Strang verkn pft. Im Falle der
= PREIY TGT sind bis zu drei a-Helices bzw. zus tzlich ein dreistr ngiges, antiparalleles 0-
Faltblatt zwischen zwei (-Str ngen des Fasses inseriert. Die Helix al2 bildet die
Schnittstelle zwischen dem N-terminalen Fass und dem C-terminalen Strukturmotiv. In der
kleinen C-terminalen Subdom ne ist ein Zink-lon durch die Seitenketten von drei Cysteinen
und einem Histidin koordiniert. Die Bindung der tRNA an die TGT erfolgt ber die positiv
geladene Oberfl che des C-Terminus, insbesondere durch basische Aminos uren der
terminalen Helix al12, die mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der tRNA interagiert.

0 (I

Abb. 17: Bandmodell (I) und Topologieschema (II) der = P REIQY TGT. (I) Die acht G-Str nge des
(G/a)g-Fasses sind in gr n gef rbt. Die umliegenden a-Helices sind in roter Farbe
hervorgehoben. Das Zink-lon ist als blaue Kugel dargestellt. Die a-Helices und die beiden
antiparallelen 0-Str nge in oranger Farbe geh ren zur C-terminalen Subdom ne der TGT.
(I) G-Str nge sind als Dreiecke und a-Helices als Kreise dargestellt. Die acht kreisf rmig
angeordneten G-Str nge (04, 05, 06, 010, (11, 012, (13 und 014) bilden die fassartige
Struktur der N-terminalen Subdom ne.
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( UINHQOXQJ GHUW 1 $ GXUFK GIH7* 7

Die TGT katalysiert den Austausch von Guanin gegen preQ; an der ersten Position des
Antikodons der tRNA®", tRNA”?, tRNA™ und tRNA™" [Okada & Nishimura, 1979]. Diese
tRNAs beinhalten die Antikodonsequenz GUN (N = beliebige Base) an Position 34 - 36. Die
Basenfolge UGU an Position 33 - 35 der Antikodonschleife, die aus sieben ungepaarten
Basen besteht, ist das minimale tRNA-Strukturmotiv, das von der TGT spezifisch erkannt
wird. Die Substitution der Nukleotide an Position 34 und 35 in den vier tRNAs bzw. der
Austausch der Uridin-Base an Position 33 gegen ein Pyrimidin verhindert die Bildung des
TGT-tRNA-Komplexes [Curnow & Garcia, 1995; Nakanishi et al., 1994]. Die Uridin-Base an
Position 33 ist in allen prokaryontischen tRNAs konserviert. Bei der katalytischen Reaktion
wird nicht die gesamte tRNA an das Protein gebunden. Bereits ein 17 Basen umfassendes
Oligoribonukleotid, das die Antikodonschleife und den zugeh rigen Stamm der tRNA™
repr sentiert, wird von der (  FRQTGT erkannt [Curnow et al., 1993]. Die Anwesenheit eines
Pyrimidin-Nukleotids an Position 32 ist f r die Erkennung der tRNA durch die TGT essentiell
[Nakanishi et al., 1994]. Das Pyrimidin an Position 32 beeinflusst zusammen mit Us; in den
nat rlichen tRNAs der TGT die Konformation der Antikodonschleife bei der tRNA-Bindung
[Nonekowski & Garcia, 2001].

RO p apaae¥
=] l
P,pdadan
-
9n

Abb. 18: Schematische Darstellung der ( FRQtRNA™'. Die TGT erkennt spezifisch die Basenfolge

UGU in der Antikodonschleife. An Position 34 wird das Guanin gegen preQ; ausgetauscht.
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$ NAYHY =HQAKP

Auf der C-terminalen Seite des (0/a)s-Fasses befindet sich das aktive Zentrum der = P REIQY
TGT [Romier et al., 1996a]. Das Aspl102 und Asp280 sind an der katalytischen Reaktion
beteiligt. In der Kristallstruktur der TGT im Komplex mit preQ; wird das Substrat durch ein
ausgedehntes Wasserstoffbr ckennetzwerk in der Bindetasche des Enzyms positioniert. Die
Seitenketten der Aminos uren Serl03, Asp156, GIn203 und Gly230 sind an der Erkennung
des Substrats beteiligt. Das planare Ringsystem der Base ist ber p-p-Wechselwirkungen an
den Phenolring der Tyrl06-Seitenkette gebunden, der in der apo-Form des Proteins den
Zugang zum aktiven Zentrum verschliedt. Auf der gegen berliegenden Seite wird die
Bindetasche durch einen hydrophoben Kontakt zur Met260-Seitenkette begrenzt. Die
Aminomethylgruppe an Position 7 des Substrats wird spezifisch vom Carbonyl-Sauerstoff
des Leu231 und teilweise auch von der Cysl158-Seitenkette der TGT erkannt. Alle
Aminos uren sind mit Ausnahme des Tyr106 in den Bindetaschen der 6 16 Hlund ( FRQ

TGT konserviert. Dort ist das Tyr1l06 gegen ein Phenylalanin ausgetauscht.

GIn203

Leu231

B Serl03

Asp280 k
Asp102

Abb. 19: Substratbindetasche der = P REIQY TGT. Das Substrat preQ; und die benachbarten Seiten-
ketten sind als Stabmodell in gr ner Farbe dargestellt. Die roten, gestrichelten Linien

kennzeichnen die Wasserstoffbr ckenbindungen zwischen Protein und Substrat.

7*71P . RPSGf PIMB1$ 6 XEVWDW

Im Verlauf dieser Arbeit wurden von Xie et al. [2003] zwei Kristallstrukturen der = P REIQY
TGT im Komplex mit RNA-Substrat (Antikodonschleife der tRNA) mit einer Aufl sung von je
2,9 ver ffentlicht. Durch Zugabe des Basenanalogons 9-Deazaguanin zum TGT-RNA-
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Gemisch bildete sich ein stabiler kovalenter Komplex zwischen der TGT und dem RNA-
Substrat aus, der kristallisiert werden konnte. In der zweiten Kristallstruktur ist das preQ;
kovalent an die Ribose des RNA-Substrats gebunden. Durch Zugabe von preQ; in die
Kristalll sung konnte die Basenaustauschreaktion innerhalb des Kristalls erfolgen. Die
Kristallstrukturen weisen einige berraschende neue Erkenntnisse in Bezug auf die Funktion
des Asp280 und Aspl102 auf.

In den Kristallstrukturen ist das RNA-Substrat an der C-terminalen Seite des ((i/a)s-Fasses
positioniert und wird von dem dreistr ngigen, antiparallelen O-Faltblatt zwischen Helix a5 und
a6 flankiert (Abb. 20). Die N-terminale Subdom ne des Proteins bindet an die ungepaarten
Nukleotide 32 - 36 am S5AEnde der Antikodonschleife. Die Basenfolge UGU an Position 33 -
35 der tRNA, die von der TGT spezifisch erkannt wird, befindet sich in der N he des aktiven
Zentrums des Enzyms. Die C-terminale Subdom ne, insbesondere die Strukturmotive (014
bis al5, binden an das Phosphatr ckgrat des Antikodonstammes. Der erste Kontakt zwischen
der TGT und dem RNA-Substrat wird vermutlich ber eine relativ unspezifische Interaktion
mit der Base Uz; gebildet. Diese induziert eine Konformations nderung in der flexiblen
Antikodonschleife, um die Anlagerung der Basen G34 und U35 des RNA-Substrats an die
TGT zu erm glichen.

Abb. 20: Kristallstruktur der = P REIQY TGT im Komplex mit RNA-Substrat. Die Sekund rstruktur-
elemente sind in den gleichen Farben dargestellt wie in Abb. 17 (I). Die Antikodonschleife ist
als Stabmodell in blauer Farbe gezeigt. Der Schleifenbereich des RNA-Substrats bindet an
die C-terminale Seite des (0/a)s-Fasses in der N he des aktiven Zentrums. Der

Antikodonstamm wird von der C-terminalen Subdom ne der TGT erkannt.

Im tern ren Komplex der TGT mit RNA-Substrat und 9-Deazaguanin ist die

Carboxylatgruppe der Asp280-Seitenkette kovalent mit dem 1AKohlenstoffatom der Ribose
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verbunden (Abb. 21 1). Der verbleibende Sauerstoff der Carbonylgruppe bildet eine
Wasserstoffbr cke zur Hydroxylgruppe der Tyr258-Seitenkette. Dadurch wird die Asp280-
Seitenkette optimal in der Bindetasche positioniert, um den nukleophilen Angriff an der
Ribose des RNA-Substrats zu erm glichen. Aus der Kristallstruktur geht zweifelsfrei hervor,
dass das Asp280 als katalytisches Nukleophil fungiert. Aufgrund der fehlenden Nukleophilie
an Position 9 des Basenanalogons ist das kovalente Intermediat zwischen der TGT und dem
RNA-Substrat sehr stabil. In der Kristallstruktur der TGT im Komplex mit RNA-Substrat und
preQ: wurde das kovalente Intermediat gespalten und das RNA-Substrat mit preQ;
verkn pft. Dies f hrt zu einer Ver nderung der Konformation der Ribose und einer
Verschiebung der preQ;-Base in Richtung des Zuckermolek Is, so dass die Ausbildung des
modifizierten RNA-Substrats erm glicht wird (Abb. 21 1I). Die Asp102-Seitenkette orientiert
sich in die Bindetasche und bindet ber Wasserstoffbr cken an die Liganden 9-Deazaguanin
bzw. preQ;. Nach der Konformations nderung der Ribose bildet die Asp102-Seitenkette eine
Wasserstoffbr cke zur 2AHydroxylgruppe der Ribose aus.

9-Deaza-
guanin 0 W
,° " Asp156
Tyr258
SERlS Ser103
Asp280
Ribose

Ribose Asp102 Asp102
0] (1

Abb. 21: Die Kristallstrukturen der tern ren TGT-RNA-Komplexe mit den Substraten 9-Deazaguanin
() bzw. preQ; (II). Die Aminos urereste im aktiven Zentrum sind als Stabmodell in gr n
dargestellt. Das 9-Deazaguanin und das preQ; sind in weil gezeigt. Der Riboserest an
Position 34 des RNA-Substrats ist in orange hervorgehoben. Wasserstoffbr ckenbindungen

sind durch rote, gestrichelte Linien angedeutet.

. DROWFKHUO HFKDQLWVP XV GHU7* 7

Die TGT katalysiert den Austausch der Base Guanin gegen preQ; nach einem assoziativen
Mechanismus ber ein kovalentes Intermediat. Auf der Grundlage der kristallographischen
Daten der = PREI®Y TGT im Komplex mit RNA und Kleinmolek [|-Substrat wurde von Xie et

al. [2003] folgender Enzymmechanismus f r die TGT-Enzyme vorgeschlagen. Nach
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spezifischer Erkennung der tRNA durch die TGT wird die Antikodonschleife an das Enzym
gebunden. Die Carboxylatgruppe der Asp280-Seitenkette greift nukleophil am 1A
Kohlenstoffatom der Ribose an, die sich an Position 34 in der tRNA befindet. Die Bindung
zwischen der Ribose und Guanin wird gespalten und gleichzeitig das kovalente Intermediat
zwischen der tRNA und der Asp280-Seitenkette gebildet. Das Guanin wird protoniert und
aus der Bindetasche freigesetzt. Anschlielend bindet das Substrat preQ;, vermutlich durch
leichte Konformations nderung der Tyrl06- und Cys158-Seitenketten, an das aktive
Zentrum der TGT. Das Proton der Base an Position N9 wird vermutlich auf die Asp102-
Seitenkette bertragen. Durch nukleophilen Angriff spaltet das preQ; die kovalente Bindung
zwischen dem 1AKohlenstoffatom der Ribose und der Asp280-Seitenkette. Dabei wird die
modifizierte tRNA gebildet. Das tRNA-Produkt dissoziiert anschlieGend von der TGT ab.
Bisher ist noch nicht zweifelsfrei gekl rt, wie die Protonierung der freigesetzten Base Guanin
und die f r den nukleophilen Angriff erforderliche Deprotonierung von preQ; erfolgen. Aus
der Kristallstruktur sowie Ergebnissen von Mutagenesestudien kann jedoch mit einiger
Wahrscheinlichkeit abgeleitet werden, dass das Aspl02 dabei als generelle S ure-Base

fungiert.
N
Aszso\(O (Nfi’\f AszsoYo </ \ I Aszso\fo 7 | )N\H
o N N~ NH, Guanin 0 N N NH,  preQ, o N N~ NH
‘l T P : ;»
- ' H o ot
0. -0 ++'OH o\fo H
mez (‘:ERA Asp,g,
OR

Abb. 22: Assoziativer Mechanismus der TGT, abgeleitet aus der Kristallstruktur der = P REIQ/ TGT im
Komplex mit tRNA und den Substraten 9-Deazaguanin bzw. preQ,. Bei der katalytischen
Reaktion bildet die Asp280-Seitenkette intermedi r einen kovalenten Komplex mit dem 1A
Kohlenstoffatom der Ribose an Position 34 der tRNA.
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( WHEQWH XQG' IVNXWIRQ

Die Kiristallstruktur der = PREQY TGT im Komplex mit einem RNA-Substrat und 9-
Deazaguanin zeigt, dass das Asp280 als katalytisches Nukleophil bei der Basenaustausch-
reaktion fungiert [Xie et al., 2003]. In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine auf Mutations-
studien basierende biochemische Charakterisierung verschiedener ( FRQTGT-Enzyme, in
denen das Asp280 gegen verschiedene Aminos urereste ausgetauscht wurde. Weiterhin
wurde eine kristallographische Studie der = P REIDY TGT(D280E) durchgef hrt [Kittendorf et
al., 2003]. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zum Zeitpunkt ihrer Ver ffentlichung
aufgrund der damals noch fehlenden TGT-RNA-Komplexstruktur im Hinblick auf die
Funktionsweise des Asp280 im aktiven Zentrum nicht eindeutig interpretiert werden. Die
Resultate belegen jedoch eindeutig die Funktionsweise des Asp280 als katalytisches
Nukleophil.

Die biochemische Charakterisierung der ( FRQTGT(D264)-Enzyme, in denen das Aspartat
gegen verschiedene Aminos urereste ausgetauscht wurde, erfolgte durch Jeffrey D.
Kittendorf am Institut f r medizinische Chemie der Universit t in Michigan (USA). Da f r die
( FRQTGT noch keine geeigneten Kristallisationsbedingungen gefunden werden konnten,
wurde die entsprechende Mutation in die = PREQY TGT eingef gt, die in kristalliner Form
erh ltlich ist. Die Bestimmung der Kristallstruktur der = P REIQY TGT(D280E) sowie ihre
kinetische Charakterisierung erfolgte am Institut f r Pharmazeutische Chemie in Marburg.

Es wird darauf hingewiesen, dass das Asp89 in der ( FROQTGT dem Aspl02 in der = P REIQY
TGT entspricht und dass das Asp264 in der ( FRQTGT zum Asp280 in der = PREIY TGT

quivalent ist.

YWRFKHP LVFKH 6 \WWGHQ

. LORWVFKH & KDIDNWWMUMHX QD YHWFKIHGHOHU7* 7 (Q\PH

Die Funktion des Asp264 in der ( FRQ TGT wurde zun chst von unseren
Kooperationspartnern in kinetischen Studien n her untersucht [Kittendorf et al., 2003]. In
fr heren Studien war bereits gezeigt worden, dass der Austausch des Asp89 gegen Alanin,
Cystein und Asparagin zu einem starken Aktivit tsverlust des Enzyms f hrt [Kittendorf et al.,
2001; Romier et al., 1996b]. Nun wurde die Aktivit t verschiedener TGT(D264)-Enzyme, in
denen das Aspartat gegen Alanin, Asparagin, Glutamat, Glutamin, Histidin oder Lysin
ausgetauscht wurde, in einem radioaktiven DWD\ bestimmt. Dabei wird die Einbaurate von
radioaktiv markiertem Guanin in die Z REE®I Position der tRNA™" (im Austausch gegen das
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nat rliche Guanin in der tRNA™) gegen die Zeit gemessen. Die kinetischen Parameter
wurden sowohl mit Guanin als auch mit tRNA™ als Substrat bestimmt. Der Austausch der
Asp264-Seitenkette gegen die Aminos uren Alanin, Asparagin, Glutamin, Lysin oder Histidin
f hrte zu einem sehr starken Aktivit tsverlust des Enzyms. Nur die TGT(D264E) zeigte eine
signifikante Aktivit t (Tab. 6). Das mutierte Enzym besitzt jedoch im Vergleich zur Wildtyp-
TGT eine leicht verringerte Affinit t gegen ber den beiden Substraten Guanin und tRNA™",
was sich in entsprechend erh hten Ky-Werten widerspiegelt. Die katalytische Aktivit t (Kgar)
ist um eine Zehnerpotenz erniedrigt. Die katalytische Effizienz (kca/Kw) der TGT(D264E) ist
im Vergleich zum Wildtyp etwa um das 30-fache reduziert.

Weiterhin wurde die Asp89-Seitenkette in der ( FRQ Wildtyp-TGT gegen ein Glutamat
ausgetauscht. Die resultierenden Ver nderungen der katalytischen Effizienz unterscheiden
sich f r die beiden Substrate Guanin und tRNA™" deutlich. W hrend sie sich, bezogen auf
die tRNA™ nur um ein Drittel erniedrigt, sinkt sie f r das Substrat Guanin etwa um den
Faktor 50.

. N N . LHON .
[ M] [10%s?] [10*s™ MY [107st M7

Wis

TGT(wt) 0,12 12,1 101 1
TGT(D89E) 0,11 7.1 65 0,65
TGT(D264E) 0,46 1,4 3,0 0,03
* XDOIO

TGT(wt) 0,1 12,1 121 1
TGT(D89E) 2,61 5,9 2,3 0,02
TGT(D264E) 0,3 1,3 4,3 0,04

Tab. 6: Kinetische Parameter der ( FRQ TGT(D89E) und TGT(D264E) unter Verwendung der
Substrate tRNA™" bzw. Guanin.

Die kinetischen Studien belegen, dass sowohl das Asp264 als auch das Asp89 bei der
Katalyse eine wichtige Rolle spielen. Nur die TGT(D264E) und die TGT(D89E) weisen noch
eine signifikante Aktivit t auf, die jedoch im Vergleich zur Wildtyp-TGT deutlich erniedrigt ist.
Folglich ist die Anwesenheit der Carboxylgruppen an Position 89 und 264 im aktiven
Zentrum f r die katalytische Reaktion essentiell.

Der assoziative Mechanismus verl uft in zwei Schritten. Die tRNA™ repr sentiert den ersten
Schritt der katalytischen Reaktion, w hrend das Guanin die Katalyse im zweiten Schritt im
Wesentlichen beeinflusst. Daher k nnen die kinetischen Parameter der Substrate tRNA™

und Guanin getrennt voneinander betrachtet werden.
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In Bezug auf die tRNA™ resultiert die Erniedrigung der katalytischen Effizienz der
TGT(D264E) im Vergleich zur TGT(D89E) haupts chlich aus einer deutlich verringerten
katalytischen Aktivit t. Daraus | sst sich ableiten, dass die TGT(D89E) die Ausbildung des
kovalenten Intermediats kaum beeinflusst, w hrend in der TGT(D264E) der kovalente
Komplex wesentlich langsamer gebildet wird. In Bezug auf das Guanin ist die katalytische
Effizienz in den beiden mutierten TGT-Enzymen stark erniedrigt. Im Falle der TGT(D264E)
liegen die kinetischen Parameter in der gleichen Gr Genordnung wie f r das Substrat
tRNA™". Daher ist in der TGT(D264E) nicht nur der erste Schritt, die Bildung des kovalenten
Intermediats, sondern auch der zweite Schritt, die Spaltung des Komplexes durch Guanin
weniger effizient. In der TGT(D89E) hingegen ist die niedrige katalytische Effizienz vor allem
auf die signifikant verringerte Bindungsaffinit t von Guanin zur ckzuf hren. Das Guanin wird
durch das Glutamat im Vergleich zum Aspartat weniger gut in der Bindetasche fixiert.
Dadurch wird die Deprotonierung des Guanins weniger effizient. Das Proton wird vermutlich
auf das Asp/Glu89 bertragen. Weiterhin sollte erw hnt werden, dass die Aminos uren
Aspartat bzw. Glutamat aufgrund ihrer unterschiedlichen pK,;-Werte (Aspartat: 3,9; Glutamat:
4,3) ebenfalls den Protonentransfer beeinflussen.

Diese Ergebnisse best tigen, dass das Asp264 als katalytisches Nukleophil fungiert. Das
Asp89 hingegen ist an der Bindung des Substrats nach dem Basenaustausch und vermutlich

an der Deprotonierung des preQ); beteiligt.

EDQG VKUW( [ SHIP HOM

In EDQG WKIMEXperimenten unter milden, denaturierenden Bedingungen wurde untersucht,
ob die verschiedenen TGT(D264)-Enzyme, in denen das Aspartat gegen Alanin, Asparagin,
Glutamat, Glutamin, Histidin oder Lysin ausgetauscht wurde, in der Lage sind, einen
kovalenten Komplex mit der tRNA™" zu bilden (Abb. 23) [Kittendorf et al., 2003]. Dazu wurde
eine Minihelix der tRNA™ verwendet, die nur aus einem verl ngerten Antikodonstamm und
dem zugeh rigen Schleifenbereich der tRNA™" besteht. Dieses minimale RNA-Substrat wird
von der TGT spezifisch erkannt. Die apo-TGT besitzt unter denaturierenden Bedingungen
ein Molekulargewicht von 44 kDa, der kovalente TGT-RNA-Komplex eine Gr (e von 50 kDa.
Im SDS-Gel ist zu erkennen, dass nur die Wildtyp-TGT und die TGT(D264E) einen
kovalenten Komplex mit dem RNA-Substrat bilden. Alle anderen TGT(D264)-Enzyme, in
denen das Aspartat gegen Alanin, Asparagin, Glutamin, Histidin oder Lysin ausgetauscht
wurde, k nnen kein kovalentes Intermediat mit dem RNA-Substrat ausbilden.

Die Ergebnisse aus dem EDQG WKIMEXxperiment korrelieren mit den kinetischen Daten. Beide
Untersuchungen best tigen, dass nur die TGT(D264E) eine signifikante Aktivit t besitzt. Im
Gegensatz zur Wildtyp-TGT ist bei der TGT(D264E) die Bande des kovalenten Komplexes
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zwischen dem Glu280 und dem RNA-Substrat in Bezug auf die apo-TGT verst rkt. Dies
zeigt, dass das Guanin, das bei der Bildung des kovalenten Intermediats freigesetzt wurde,
nicht so leicht wieder in das RNA-Substrat eingebaut werden kann. Der kovalente Komplex
besitzt eine gr Oere Stabilit t als das kovalente Intermediat im Wildtyp. Dies konnte bereits

aus den kinetischen Studien abgeleitet werden.

77T ZWT7T* 7' ( 77" 1 77" 4 77" + 77"
g - 50 kDa
— e T — — i — . e e - 44 KkDa
-

Abb. 23: Verhalten der Wildtyp-TGT und verschiedener TGT(D264)-Enzyme, in denen das Aspartat
gegen Alanin, Asparagin, Glutamat, Glutamin, Histidin oder Lysin ausgetauscht wurde, im
EDQG WKIMEXxperiment in Anwesenheit von RNA-Substrat. Auf Bahnen mit ungeraden Ziffern
wurde nur TGT und auf Bahnen mit geraden Ziffern TGT und tRNA-Minihelix aufgetragen.
Die unteren Banden entsprechen der apo-TGT, die oberen Banden der TGT im kovalenten
Komplex mit der tRNA-Minihelix. Bahn 1 und 2: TGT(wt), Bahn 3 und 4: TGT(D264E), Bahn
5 und 6: TGT(D264N), Bahn 7 und 8: TGT(D264Q), Bahn 9 und 10: TGT(D264H), Bahn 11
und 12: TGT(D264K).

In einem weiteren Experiment wurde die Stabilit t des kovalenten Komplexes zwischen dem
RNA-Substrat und der TGT(wt), der TGT(D89E) bzw. der TGT(D264E) untersucht. Nach
einst ndiger Inkubation der TGT mit RNA-Substrat zur Herstellung des kovalenten
Komplexes (Bahn 2) wurden dem Ansatz jeweils die Substrate Guanin, preQ; bzw.
Hydroxylamin im  berschlul zugegeben (Abb. 24). Der TGT-RNA-Komplex wird durch
Zugabe von Guanin nur teilweise gespalten (Bahn 3). Dieses Substrat ist nicht in der Lage,
den kovalenten Komplex quantitativ zu eliminieren, da das freigesetzte Guanin wieder in das
RNA-Substrat eingebaut werden kann. Die Reaktion ist reversibel. Durch Zugabe von preQ;
wird der kovalente Komplex im Falle der Wildtyp-TGT und der TGT(D89E) vollst ndig
gespalten (Bahn 4: 1, II) und das preQ; in einer irreversiblen Reaktion in die tRNA eingef gt.
Die quantitative Spaltung des kovalenten Komplexes ist bei der TGT(D264E) hingegen nicht
m glich (Bahn 4: 1ll). Die sekund ren Amine an Position 9 der Substrate Guanin und preQ;
m ssen vor dem nukleophilen Angriff am 1AKohlenstoffatom der Ribose deprotoniert
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werden. Bei der Wildtyp-TGT, der TGT(D89E) und der TGT(D264E) wird der TGT-RNA-
Komplex durch Hydroxylamin vollst ndig gespalten (Bahn 5). F r den nukleophilen Angriff an
der Ribose und die Elimination des kovalenten Intermediats ist in diesem Fall keine

Deprotonierung erforderlich.
77 ZW 7" 7' (
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Abb. 24: Spaltung des kovalenten TGT-RNA-Komplexes durch Zugabe von Guanin, preQ; oder
Hydroxylamin. Bahn 1: TGT, Bahn 2: TGT und tRNA-Minihelix, Bahn 3: TGT, tRNA-
Minihelix und Guanin, Bahn 4: TGT, tRNA-Minihelix und preQ;, Bahn 5: TGT, tRNA-
Minihelix und Hydroxylamin. (1): TGT(wt). (II): TGT(D89E). (lll): TGT(D264E).

Die TGT(wt) und TGT(D89E) verhalten sich in diesen EDQGWI\EXperimenten
verh Itnism Qig hnlich. Bei der TGT(D264E) hingegen weist das kovalente Intermediat eine
deutlich gr (ere Stabilit t auf. Offensichtlich erschwert die im Vergleich zum Asp264 | ngere
Seitenkette von Glu264 die korrekte Positionierung des 1AKohlenstoffatoms der Ribose f r
den nukleophilen Angriff, was die katalytische Aktivit t deutlich beeinflusst. Die TGT(D89E)
ver ndert nicht die Stabilit t des kovalenten Intermediats zwischen der Asp264-Seitenkette
und dem RNA-Substrat. Der Protonentransfer vom preQ; auf die Seitenkette ist durch den
Austausch des Asp89 gegen ein Glutamat kaum erschwert. Dies sind weitere Hinweise auf
die Funktion des Asp264 als katalytisches Nukleophil.

. WMB@RI WIDSKIVFKH 6 WGEH GHU= P REIOV 7* 7 (

Nach der biochemischen Charakterisierung der ( FRQ TGT(D264E) erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit eine strukturelle Analyse der = P REIQY TGT(D280E).

Die Kristallstruktur der TGT(D280E) wurde mit einer Aufl sung von 1,7 im Komplex mit
dem Subtrat preQ; gel st. Um die strukturellen Ver nderungen in der Bindetasche der
TGT(D280E) besser detektieren zu k nnen, diente die Wildtyp-TGT im Komplex mit preQ;

als Referenzstruktur. Die Kristallstruktur der Wildtyp-TGT wurde am Institut f r
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Pharmazeutische Chemie in Marburg bestimmt [Brenk, pers nliche Mitteilung] Analog zur
Kristallstruktur der TGT(D280E) wurde auch f r den Wildtyp die Qualit t des Modells mit
Hilfe der Elektronendichtekarte visuell im Programm O berpr ft [Jones et al., 1991]. Die
Minimierung und die Verfeinerung der Temperaturfaktoren erfolgten f r beide Kristall-
strukturen mit dem Programm SHELXL [Sheldrick & Schneider, 1997]. F r die = P REIQY
TGT(D280E) ist die Statistik der Datensammlung und Verfeinerung in Tab. 7

zusammengefasst.
" DWIQVDP P &XQU 9 HUHOQHXQJ
Zellkonstanten ( ) a=913 Renyst (%) 15,9
b =64,9 Riree” (%) 20,6
c=70,2 rmsd Bindungsl ngen ( ) 0,008
Raumgruppe C2 rmsd Bindungswinkel () 0,027
10-1,70 Anzahl der Atome
Aufl sung ( ) _
(2,73 -1,70) Protein 2845
Zahl der gemessenen Reflexe 155496 preQ, 14
Zahl der unabh ngigen Reflexe 42492 Wasser 338
Redundanz 3,7 (3,6) Ramachandran Diagramm
Vollst ndigkeit der Daten (%) 94,5 (90,6) besonders bevorzugt (%) 95,9
I/s 24,3 (6,1) zus tzlich erlaubt (%) 3,8
Reym* (%) 6,7 (25,3) allgemein erlaubt (%) 0,3
Zahlen in Klammern beziehen sich auf die ulerste Schale. verboten (%) 0,0

*Reym = [ShSi] li(h) - <I(h)>| / $;S;1(h)] x 100, wobei I(h) die
gemessene Intensit t und <I(h)> die durchschnittliche Intensit t
ist.

Zahlen in Klammern beziehen sich auf die ulerste
Schale.

aRcryst = Sth | Fo'Fc |/ Sth | F0 |

PDer Ryee-Faktor wurde aus einer zuf lligen Anzahl von
Reflexen aus 5 % der Daten berechnet.

Tab. 7: Statistik der Datensammlung und Verfeinerung der = P REIQY/ TGT(D280E).

Die Kristallstruktur der TGT(D280E) weist nur geringf gige Unterschiede zur Wildtyp-Struktur
auf (Abb. 25). Im aktiven Zentrum der TGT(D280E) befindet sich die Carboxylatgruppe der
Glu280-Seitenkette im Vergleich der Carboxylatgruppe der Asp280-Seitenkette in der
Wildtyp-TGT an nahezu identischer Position. Dadurch weist die TGT(D280E) eine
signifikante enzymatische Aktivit t auf, die im Vergleich zur Wildtyp-TGT nur um den Faktor
30 erniedrigt ist. Die Glu280-Seitenkette ist in der Kristallstruktur, aufgrund fehlender
Elektronendichte am CgAtom, schlechter definiert als die Asp280-Seitenkette im Wildtyp.
Das Substrat preQ; wurde in die positive F,-F.-Dichte in die Bindetasche der TGT(D280E)-

Kristallstruktur eingepasst und nimmt eine hnliche Orientierung wie das preQ; in der
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Wildtyp-Struktur ein. Der Ligand ist im Bereich der exocyclischen Aminogruppe und dem
Carbonyl-Kohlenstoffatom am Sechsring-Heteozyklus nicht gut in der Elektronendichte
definiert. In der Wildtyp-TGT bilden zwei Wassermolek le ein geordnetes Wasserstoff-
br ckennetzwerk zwischen den Asp280- und Aspl02-Seitenketten und dem Stickstoffatom
an Position 9 des Substrats preQs, die in der verfeinerten Struktur der TGT(D280E) nicht an
den gleichen Positionen in der Bindetasche zu finden sind. Die hydrophilen Interaktionen
zwischen den katalytischen Resten und dem Liganden k nnen in der TGT(D280E) nicht in
gleicher Weise ausgebildet werden. Die Glu280-Seitenkette bindet lediglich an das
benachbarte Wassermolek | W1.

77 ZW

Abb. 25: Stereobild des Stabmodells der aktiven Zentren der TGT(D280E) und der TGT(wt) im
Komplex mit preQ,. Das Substrat (wei(l) und die benachbarten Aminos urereste (gr n) sind
von 2F,-F.-Elektronendichte umgeben. Die Dichte ist auf ein s-Level von 1,2 konturiert.
Wasserstoffbr ckenbindungen sind als rote, gestrichelte Linien und Wassermolek le als
rote Kugeln dargestellt. (I) Das aktive Zentrum der = P REIQY TGT(D280E). (ll) Das aktive
Zentrum der = P REIQY/ TGT(wt). Die Koordinaten der Wildtyp-Struktur wurden von Dr. Ruth
Brenk (nicht ver ffentlicht) erhalten.
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Die Wildtyp-TGT und die TGT(D280E) unterscheiden sich in ihren Kristallstrukturen kaum im
Hinblick auf die durchschnittlichen Temperaturfaktoren (Tab. 8). Auff llig ist jedoch, dass die
Glu280-Seitenkette, das Substrat preQ; und die beiden Wassermolek le W1 und W2 in der
Bindetasche der TGT(D280E) signifikant h here B-Faktoren im Vergleich zur Wildtyp-TGT
aufweisen. Deshalb besitzen diese Reste vermutlich eine erh hte Restmobilit t im aktiven
Zentrum der Kristallstruktur. Dadurch ist der nukleophile Angriff des Stickstoffatoms an
Position 9 von preQ; auf das 1AKohlenstoffatom der Ribose im kovalenten Intermediat in der
TGT(D280E) weniger effizient.

Die Ergebnisse der strukturellen Analyse korrelieren sehr gut mit den biochemischen Daten
der (  FRQTGT(D264E). Der Ligand ist aufgrund fehlender Elektronendichte weniger gut in
der Bindetasche fixiert, was auf eine verringerte Bindungsaffinit t zur TGT(D280E) hindeutet.
Die erh hte Flexibilit t der Aminos urereste und des Liganden sowie das unterbrochene
Wasserstoffbr ckennetzwerk im aktiven Zentrum der TGT(D280E) bieten eine Erkl rung f r

die reduzierte katalytische Aktivit t des mutierten Enzyms.

" XUFKVFKQWAIFKH % ) DNVRUHQ > @

77 ZW 7' (
Protein 23,7 21,4
Wasser 37,5 31,7
Asp/Glu280 31,0 40,6
preQ; 25,8 43,3
Wasser 1 34,7 54,1
Wasser 2 35,3 51,4

Tab. 8: Durchschnittliche Temperaturfaktoren der = P REI@Q/ TGT(wt) und TGT(D280E).

Eine berlagerung der Kristallstruktur der = PREQY TGT(D280E) mit der TGT-RNA-
Komplexstruktur und der Wildtyp-TGT ergab, dass die Glu280-Seitenkette der TGT(D280E)
verglichen mit der Asp280-Seitenkette in der Komplexstruktur eine sehr hnliche Position im
aktiven Zentrum einnimmt (Abb. 26). In beiden Kristallstrukturen ist das Carbonyl-
Sauerstoffatom durch eine Wasserstoffbr ckenbindung an die benachbarte Hydroxylgruppe
der Tyr258-Seitenkette gebunden, um das Carboxylation f r den nukleophilen Angriff am 1A
Kohlenstoffatom der Ribose in der tRNA ideal in der Bindetasche zu positionieren. Die
Carboxylatgruppe der Glu280-Seitenkette ist im Vergleich zum Asp280, vermutlich aufgrund
der um eine Methylengruppe verl ngerten Seitenkette sowie der unterschiedlichen
Anordnung der Hauptketten, um etwa 1 in der Bindetasche verschoben. Diese r umliche
Verschiebung zusammen mit der erh hten Restmobilit t der Glu280-Seitenkette erschwert
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sowohl zun chst die Komplexbildung zwischen der TGT und dem RNA-Substrat als auch im
Folgenden den nukleophilen Angriff des preQ; zum Zerfall des kovalenten Intermediats.
Dadurch besitzt die TGT(D264E) im Vergleich zur TGT(D89E) zwar eine reduzierte, aber
immer noch signifikante katalytische Aktivit t. Erw hnenswert ist, dass, unabh ngig von
Kittendorf et al. [2003], auch von Xie et al. [2003] eine biochemische Charakterisierung der
= PREQY TGT(D280E) vorgenommen wurde. Im denaturierenden EDQG WKIMEXxperiment
bildet das RNA-Substrat keinen kovalenten Komplex mit der TGT. Dieses Ergebnis steht im
Widerspruch zu den Befunden von Kittendorf et al. [2003]. Die Kristallstruktur der
TGT(D280E) zeigt jedoch zweifelsfrei, dass dieses Enzym in der Lage sein sollte, ein
kovalentes Intermediat zu bilden und eine signifikante enzymatische Aktivit t aufweisen

sollte.

preQy

Aspl02

"Phe279

Abb. 26: berlagerung der Kristallstruktur der = P REIQY TGT(D280E) (wei() im Komplex mit preQ; mit
der = PREQ TGT-RNA-Komplexstruktur (gr n) und der Wildtyp-TGT (gelb). Die
Aminos urereste sind als Stabmodell dargestellt. Die Asp280-Seitenkette der
Komplexstruktur bildet ein kovalentes Intermediat zur Ribose (orange) an Position 34 des
RNA-Substrats.

5 HDWYH NDVO W/FKH $ NWIWWGHU= P RELQY 7* 7 (

Die Rolle des Asp280 im aktiven Zentrum der TGT konnte anhand der biochemischen
Charakterisierung verschiedener ( FRQTGT(D264)-Enzyme, in denen das Aspartat gegen
Alanin, Asparagin, Glutamat, Glutamin, Histidin oder Lysin ausgetauscht wurde, und aus den
strukturellen Ver nderungen im aktiven Zentrum der = P REIQY TGT(D280E) abgeleitet
werden. Eine strukturelle Interpretation der biochemischen Daten ist jedoch nur m glich,
wenn die Kkinetischen Parameter der TGT-Enzyme der beiden Spezies miteinander
vergleichbar sind. Deshalb wurde auch die = PRE@Q TGT(D280E) enzymatisch
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charakterisiert. Der ky~Wert betr gt im Falle der Wildtyp-TGT 1,35 [1/min] und im Falle der
TGT(D280E) 5,7 x 10 [1/min]. Daraus ergibt sich ein 236-fach niedrigerer ki -Wert f r die
TGT(D280E) im Vergleich zum Wildtyp. Der gleiche Trend wurde f r die ( FRQ TGT
beobachtet, jedoch unterscheiden sich die ky-Werte der (  FRRTGT(D264E) und der ( FRQ
Wildtyp-TGT nur um eine Zehnerpotenz. Trotz der Differenz in den relativen katalytischen
Aktivit ten zeigt sich, dass das Glutamat, im Gegensatz zum Aspartat an gleicher Position, in
der mutierten TGT beider Prokaryonten nicht optimal in der Bindetasche fixiert ist, um den
Basenaustausch mit maximaler Geschwindigkeit zu katalysieren. Der relative ky..-Wert der =

P REIQY TGT(D280E) repr sentiert die Funktion des Asp280 deutlich besser als der Faktor,
der f r die ( FRQTGT(D264E) ermittelt wurde, und verdeutlicht die Auswirkungen der
ausgepr gten Mobilit t des Glu280 im aktiven Zentrum der Bindetasche.
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=XVDP P HQIDWXQJ XQG $ XVEQEN

Die tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT) katalysiert den Austausch der Base Guanin gegen
preQ; an Position 34 der Antikodonschleife bestimmter tRNAs ber einen assoziativen
Mechanismus. Dabei bildet die tRNA ein kovalentes Intermediat mit dem Asp280 im aktiven
Zentrum.

In Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Dr. G. Garcia in der Abteilung Medizinische
Chemie der Universit t Michigan, USA wurde die Funktion des Asp280 untersucht. In
biochemischen Studien mit der ( FRQTGT wurde das Asp264 (entspricht Asp280 in =
P RELD/) gegen verschiedene Aminos urereste ausgetauscht. Die ( FROQTGT(D264E) ist das
einzige Enzym, das eine signifikante spezifische Aktivit t aufweist und in der Lage ist, einen
kovalenten Komplex mit dem RNA-Substrat zu bilden. Die Anwesenheit einer Carboxylat-
gruppe an Position 264 ist f r den Ablauf der katalytischen Reaktion essentiell. Die
Geschwindigkeit der Bildung und Spaltung des Intermediats ist jedoch im Vergleich zum
Wildtyp weniger effizient. Dadurch ist der kovalente Komplex im Vergleich zur Wildtyp-TGT
in der (  FRQTGT(D264E) wesentlich stabiler. In dieser Arbeit wurde die Kristallstuktur der =
P RELDY TGT(D280E) im Komplex mit preQ; mit einer Aufl sung von 1,7 bestimmt und in
Konsens mit den biochemischen Daten interpretiert. Im aktiven Zentrum der TGT(D280E)
befindet sich das Glutamat nahezu an der gleichen Position wie das Aspartat in der Wildtyp-
TGT. Die Glu280-Seitenkette besitzt jedoch eine sehr ausgepr gte Restmobilit t. Das
Wasserbr ckennetzwerk zwischen dem katalytischen Nukleophil, dem Aspl102 und dem
Substrat ist im Gegensatz zur Wildtyp-Struktur nicht vergleichbar definiert. Die Kristallstruktur
der TGT(D280E) liefert eine Erkl rung f r die signifikante, jedoch reduzierte katalytische
Aktivit t der ( FRQTGT(D264E). W hrend der katalytischen Reaktion ist nicht nur die
prim re Komplexbildung zwischen der Carboxylatgruppe des Restes an Position 280 der
TGT und dem RNA-Substrat, sondern auch der anschlieGende nukleophile Angriff des
Stickstoffatoms an Position 9 im preQ, auf das 1AKohlenstoffatom des kovalenten
Intermediats weniger effizient.

Diese kinetischen und strukturellen Untersuchungen haben gezeigt, dass auch das Aspl102
eine wichtige Funktion besitzt. Eventuell fungiert es in der TGT-Reaktion als generelle
S ure-Base. In den Kristallstrukturen der Wildtyp-TGT und TGT(D280E) ist die Aspl02-
Seitenkette ber Wasserstoffor cken mit dem Asn70 verbunden und von der Bindetasche
weggedreht (Abb. 26). Die Bindung des RNA-Substrats an die TGT induziert die
Verschiebung zweier Schleifen, welche die Aminos uren 69 - 74 und 103 - 117 umfassen.
Folglich muss die Wasserstoffbr ckenbindung zwischen dem Aspl102 und dem Asn70
aufgebrochen werden. Eine zus tzliche repulsive Wirkung durch das Phosphatr ckgrat der
RNA f hrt dazu, dass die Aspl02-Seitenkette zur Bindetasche gedreht wird und damit
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optimal f r einen Protonentransfer positioniert ist. lhre Carboxylatgruppe bildet eine
Wasserstoffbr cke zur exocyclischen Aminogruppe des Guanins bzw. des preQ; aus. Im
protonierten Zustand k nnte die Seitenkette eine zweite Wasserstoffor cke zum 3A
Stickstoffatom des Substrats ausbilden, wodurch die Aspl02-Seitenkette in dieser
Konformation zus tzlich stabilisiert wird. Eventuell wird der pK,-Wert der Asp102-Seitenkette
durch die Anwesenheit der tRNA erh ht, so dass der Protonentransfer erleichtert wird. Es sei
jedoch angemerkt, dass der Abstand von 3,8 zwischen dem Stickstoffatom an Position 9
des preQ; und dem Seitenketten-Carboxylat von Aspl102 in der bestimmten Kristallstruktur
f r eine direkte Protonen bertragung etwas zu groQ erscheint.

In weiteren Untersuchungen sollte die Frage gekl rt werden, ob tats chlich ein
Protonentransfer zwischen dem Substrat und der Aspl02-Seitenkette stattfindet und wie
diese bertragung erfolgt. Hilfreich w re eine Kristallstruktur der TGT mit einer Aufl sung
besser als 1,0 , um eine bessere Aussage ber den Protonierungszustand am Aspl02
treffen zu k nnen. Ideal w re es, mehrere TGT-tRNA-Komplexstrukturen in Abh ngigkeit
vom Stadium der katalytischen Reaktion zu bestimmen. Alternativ k nnte der pK,-Wert des
Aspl02 durch die FT-Infrarotspektroskopie bestimmt oder durch NMR eine Aussage ber

den Protonierungszustand erhalten werden.
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0 DMUDOXQG 0 HWRGHQ

Das radioaktiv markierte [8-*H]-Guanin (0,5 mCi/ml) wurde von der Firma Hartmann Analytic
GmbH (Braunschweig) bezogen. F r alle weiteren Reagenzien gelten die in Kapitel 2.4
aufgef hrten Angaben.

3U SDIDWRQGHU= PREIOV 7* 7' (

Von Jeffrey D. Kittendorf aus der Arbeitsgruppe von Dr. George A. Garcia am Institut f r
medizinische Chemie der Universit t Michigan (USA) wurde durch PCR (SROP HIDVH FKDIQ
UHDRWMRQ) die Mutation D280E in die Sequenz des = P REY \W\Gens eingef gt und das
Plasmid hptTGT(D280E) zur rekombinanten Produktion der TGT(D280E) verwendet.

Die Proteinexpression, die Herstellung des Rohextrakts, die Aufreinigung und die
Kristallisation erfolgte analog zu der von Romier beschriebenen Methode [Romier et al.,
1996¢; Romier et al., 1996a].

F r die Aufreinigung des Proteins wurden folgende Puffer verwendet:

Protease-Inhibitor-Stamml sung: 1 Tablette Complete™ (EDTA-frei) in 2 ml Wasser gel st

Aufschlusspuffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,8, 10 mM EDTA, 1 mM DTT, 1,2 ml Protease
Inhibitor-Stamml sung

Puffer A: 10 mM Tris/HCIl pH 7,8, 1 mM EDTA, 1 mM DTT

Puffer B: Puffer A + 1 M NacCl

Puffer C: Puffer A+ 1 M (NH,).SO4

Hochsalz-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,8, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 2 M NacCl

([ SHWIRQGHU= P RELOV\WW

Das Plasmid hptTGT(D280E) wurde in den ( FRQStamm BL21(DE3)pLysS transformiert
(Kapitel 4.4.1.7). Die transformierten Zellen wurden auf Selektions-Agar-Platten, die 100
mg/ml Ampicillin und 50 mg/ml Chloramphenicol enthielten, ausplattiert und ber Nacht bei
37 C bebr tet. Ein Klon wurde von der Platte in 5 ml LB-Medium transferiert, das die oben
genannten Antibiotika in gleicher Konzentration enthielt. Die Zellen wurden ber Nacht bei
37 C angezogen. Die gewonnene Vorkultur wurde in einer 1:500 Verd nnung zu 4 |
autoklaviertem Kulturmedium gleicher Zusammensetzung zugegeben und die Hauptkultur
bei 37 C bis zu einer optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm mit 250 U/min im
Erlenmeyerkolben gesch ttelt. Die Proteinproduktion wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG
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induziert. Nach einer weiteren Inkubationsperiode von 24 h bei 15 C wurden die Zellen durch
Zentrifugation (Beckmann JA-10-Rotor, 10 min, 4000 U/min, 4 C) geerntet und bei -20 C

tiefgefroren.

=HMXIVFKOXW

Das Zellpellet wurde unter Erw rmen bei milder Temperatur aufgetaut und mit 30 ml
Aufschlusspuffer versetzt. Durch die Behandlung mit Ultraschall (Branson Sonifier 250,
dreimal 2 min, GXW R F®Bt 70 %, RXAGXWFRQARO 4) wurden die Zellen auf Eis im Puffer
suspendiert und die Zellwand zerst rt. Die im berstand vorhandene TGT wurde von den
unl slichen Bestandteilen durch Zentrifugation (Beckmann JA-25,50-Rotor, 60 min, 25000
U/min, 4 C) abgetrennt.

$XILHQLIXQJ P LAY 61 XBIQFKURP DRI WDSKIH

Der Rohextrakt wurde in zwei Teile geteilt und jeweils getrennt ber Anionenaustausch-
chromatographie (Q-Sepharose, XK26) an einer FPLC-Anlage (Akta™, Amersham
Pharmacia Biosciences) gereinigt, um ein berladen der S ule zu vermeiden. Die mit Puffer
A quilibrierte S ule wurde mit der Proteinl sung beladen und anschlieGend gewaschen. Die
Elution der TGT(D280E) erfolgte in einem dreistufigen Gradienten gegen Puffer B bei etwa
300 mM NacCl. Dabei betrug die Flussrate 3 ml/min. Durch SDS-Gelelektrophorese wurden
die gesammelten Fraktionen auf Reinheit und Gehalt an TGT berpr ft und anschlieGend
vereinigt. F r den zweiten chromatographischen Reinigungsschritt ber die Hydrophobe
S ule (Phenyl-Sepharose, XK16) wurde der Proteinl sung Ammoniumsulfat in einer
Endkonzentration von 1 M zugegeben. Die S ule wurde vor dem Beladen mit der
Proteinl sung gegen Puffer C quilibriert. Nach dem Waschen der S ule wurde das Protein
in einem linearen Gradienten gegen Puffer A mit einer Flussrate von 2 ml/min bei einer
(NH4),S0O,4-Konzentration von 500 mM von der S ule eluiert. Die gereinigten TGT-haltigen
Fraktionen wurden vereinigt und die Proteinl sung mit Centricon YM 30 auf eine
Konzentration von ungef hr 3,5 mg/ml (Kapitel 3.4.1.5) eingeengt. Im letzten
Reinigungsschritt wurden Mikrokristalle der TGT(D280E) aufgrund eines reversen
Einsalzeffektes erhalten. Das Konzentrat wurde mit Hilfe einer Spritze in 15 ml
Dialysekassetten (Slide-A-Lyzer™, Pierce, Niederlande) gef it und gegen 5 | Puffer A bei
4 C ber Nacht dialysiert. Dabei bildeten sich nadelf rmige Mikrokristalle. Diese wurden
durch Zentrifugation (Heraeus Minifuge 2, 4000 U/min, 10 min, 4 C) abgetrennt und im
Hochsalzpuffer auf eine Konzentration von etwa 25 mg/ml (Kapitel 3.4.1.5) gel st. Die
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Proteinl sung wurde in 100 | Aliquots eingeteilt. Die Aliquots wurden in fl ssigem Stickstoff
schockgefroren und bei -20 C gelagert.
Aus 4 | Kultur wurde ungef hr 70 mg Protein der = P REIQY TGT(D280E) erhalten.

* HKDOVEHWAP P XQJ

Der Proteingehalt der TGT(D280E) wurde analog zum Wildtyp mit Hilfe eines
Absorptionskoeffizienten, der aus der Aminos uresequenz der = PREQY TGT berechnet
wurde, photometrisch bei 280 nm (Bio-Rad SmartSpec™ 3000) bestimmt [Cantor &
Schimmel, 1980]:

1 mg/ml = PREIYYTGT(D280E) @0,778 Az

5| QWHQMXNXDQDOVHGHU= PREIQV7* 7'  ( IP . RPS®[ P IW
SuH4

. UMIAVDWRQ GHU= P REIDV 7* 7 (

Die Kristallisation der TGT(D280E) erfolgte analog dem von Romier beschriebenen
Verfahren f r die Wildtyp-TGT [Romier et al., 1996a].

F r die Kristallisation wurden folgende L sungen angesetzt:

Reservoirl sung 1 f r Impfkristalle:
100 mM Tris pH 8,5, 13 % (w/v) PEG 8000, 10 % DMSO, 1 mM DTT

Reservoirl sung 2 f r P DARRRVHHAQJ:
100 mM Tris pH 8,5, 5 % (w/v) PEG 8000, 10 % DMSO, 1 mM DTT

F r die Kristallisation wurde die Proteinl sung mit Hochsalzpuffer auf eine Konzentration von
16 mg/ml verd nnt. Im ersten Schritt wurden Impfkristalle gez chtet. Nach der Zentrifugation
(Universal 16R, 60 min, 14000 U/min, 4 C) wurde die Kristallisation nach der Methode des
h ngenden Tropfens in einer 24-ZHOPIlatte bei 22 C angesetzt. Auf dem Deckgl schen
wurden je 2 | Proteinl sung mit je 2 | Reservoirl sung 1 vermischt, ber die Vertiefung, die
1 ml der Reservoirl sung 1 enthielt, gelegt und mit Silikonfett (Bayer-Silikon, Roth) luftdicht
verschlossen. Nach 1 Woche wurden pl ttchenf rmige Kristalle erhalten, die jedoch noch zu
klein waren, um sie f r die R ntgenstrukturanalyse zu verwenden. Deshalb wurde im zweiten
Schritt die Methode des PDARVMHAQ angewendet. Dazu wurde eine zweite

Kristallisationsplatte nach der Methode des h ngenden Tropfens angesetzt. Der
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Kristallisationstropfen setzte sich aus 2 | Proteinl sung und 2 | Reservoirl sung 2
zusammen, in den mit Hilfe eines &WRBRSV (Hampton Research, USA) Impfkristalle
berf hrt wurden. Das Deckgl schen wurde anschlielend auf eine Vertiefung der Platte, die
mit 1 ml Reservoirl sung 2 bef lIt war, aufgesetzt. Nach 2 Wochen waren die Kristalle auf

eine Gr (e von 0,6 x 0,6 x 0,2 mm?® gewachsen.

6 RDNIQJ GHU. UM P WsUHA

Um die Kristallstruktur der TGT(D280E) im Komplex mit preQ; zu erhalten, wurden die
gez chteten Kristalle bei 22 C ber Nacht mit dem Substrat JHVRDNWDazu wurde der Ligand
in (100 %igem) DMSO gel st und 1:10 (v/v) mit der Reservoirl sung 2 auf eine
Konzentration von etwa 50 mM verd nnt. Kristalle, die f r die R ntgenstrukturanalyse
geeignet waren, wurden in 5 | dieser L sung berf hrt und nach der Methode des
h ngenden Tropfens ber 1 ml Reservoirl sung 2 aufbewahrt.

6DP P OXQJ GHV' DWIQVDWHV

Die Bestimmung der Kristallstruktur erfolgte an dem im Institut vorhandenen R ntgenger t
unter Tieftemperaturbedingungen von -170 C (Kapitel 2.4.4). Die Kristalle wurden mit einem
&V RBRS (Hampton Research, USA) aufgenommen, dieser auf den Goniometerkopf befestigt
und im gek hiten Stickstoffstrom schockgefroren. Als K lteschutzpuffer diente eine
Pufferl sung aus 50 mM HEPES pH 7,5, 16 % PEG 8000 und 30 % Glycerol, in die der
Kristall vorher f r wenige Minuten transferiert wurde. Die Datensammlung erfolgte ber einen
Winkelbereich von 180 mit einem Rotationswinkel von je 0,5 bei einem Detektorabstand
von 100 mm. Der Startwinkel wurde mit Hilfe der Strategie-Funktion im HKL2000-Paket
bestimmit.

Die Reflexe des nativen Datensatzes wurden mit XDISP und DENZO indiziert und
prozessiert [Otwinowski & Minor, 1996]. Die vorprozessierten Daten wurden anschlieGend
mit SCALEPACK skaliert [Otwinowski & Minor, 1996]. Diese Programme sind im HKL2000-
Paket implementiert.

9 HUHOQHXQI GHV' DWQVDWHV

Zur Bestimmung der Struktur der TGT(D280E) wurde als Startmodell die Kristallstruktur der
apo-TGT (Zugriffscode der PDB: 1PUD) [Romier et al., 1996a] verwendet. Durch QLIHHFH
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Fourier Transformation mit dem Programm CNS wurde ein erstes Strukturmodell der
TGT(D280E) erstellt [Br nger et al., 1998]. Dabei wurden 5 % der Reflexe zur Berechnung
des freien R-Faktors wurden willk rlich ausgew hlt. Die Struktur der TGT(D280E) wurde in
einer WIG ERG -Minimierung in 40 Zyklen als starre Einheit rotiert und translatiert, bis die
Strukturdaten des Startmodells optimal mit den Reflexdaten bereinstimmten. Dabei erfolgte
im ersten Minimierungsschritt eine isotrope, anschliedend eine anisotrope Skalierungs-
korrektur. In der folgenden VP XOMIG DQEHD@I-Verfeinerung mit einer Starttemperatur von
3000 K wurde das Modell in mehreren Zyklen minimiert.

Die Koordinaten des Liganden preQ; wurden von Dr. Ruth Brenk zur Verf gung gestellt und
die Parameter- und Topologie-Daten mit Hilfe der + HMIR FRP SRXQG ,QRUP DWRQ &HQWH +
8SSVDD +,& XS -Datenbank [Kleywegt & Jones, 1998] erzeugt. Die Einpassung des
Liganden und der Wassermolek le sowie die Korrektur des Proteinmodells erfolgte im
Programm O zun chst mit den in CNS berechneten 3F,-2F.- und F,-F.-Elektronendichte-
karten [Jones et al., 1991]. Eine weitere Verfeinerung der Bindungsl ngen und -winkel sowie
der Temperaturfaktoren erfolgte anschliedend mit dem Programm SHELXL unter
Verwendung der VIJP D $-gewichteten Elektronendichtekarte 2F,-F. und F,-F. [Sheldrick &
Schneider, 1997]. Die Struktur wurde in mehreren Zyklen verfeinert, bis in der Fg-F-
Elektronendichte keine signifikanten Extrema mehr vorhanden waren. Die Kristallstruktur
wurde mit Hilfe des Programms PROCHECK auf ihre Qualit t untersucht, in dem das
Ramachandran Diagramm und andere statistische Parameter berechnet wurden [Laskowski
et al., 1993]. Die Strukturdaten der TGT(D280E) wurden in der PDB unter dem Zugriffscode
1PXG abgelegt.

YHWP P XQJ GHUUHDMYHQ VSH] ULVFKHQ $ Ny IWW

(Q\PDWD

Die Bestimmung der katalytischen Aktivit t der TGT(D280E) und der Wildtyp-TGT erfolgte
nach Curnow et al. [1993].

Die TGT katalysiert nicht nur den Austausch von Guanin gegen preQ; an Position 34 der
tRNA-Antikodonschleife, sondern ersetzt auch diese Base gegen freies Guanin im
Reaktionsansatz [Okada & Nishimura, 1979]. Wird radioaktiv markiertes Guanin
bereitgestellt, so wird dieses Substrat in die tRNA eingebaut. Im Laufe der Zeit nimmt die
Radioaktivit t der tRNA zu. F r die Bestimmung der kinetischen Parameter wurde ein
Reaktionspuffer mit einer Zusammensetzung von 100 mM HEPES pH 7,3 und 20 mM MgCl,

verwendet. Die Messung der spezifischen Aktivit t erfolgte mit den beiden Substraten [8-*H]-
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Guanin und ( FRDtRNA™ bei einer Konzentration von jeweils 20 M, bei der die TGT die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht hat. F r den Reaktionsansatz wurden 38 | [8-
®H]-Guanin zusammen mit der ( FRDtRNA™ f r 20 min bei 37 C inkubiert. Durch die
Zugabe der TGT, die in 38 | Reaktionspuffer enthalten war, wurde die Katalyse gestartet.
Die Endkonzentration der TGT betrug im Falle des Wildtyps 150 nM, die der TGT(D280E)
1500 nM. Die Verwendung unterschiedlicher Enzymkonzentrationen wurde sp ter bei der
Berechnung des kg, ber cksichtigt. Nach dem Start der Reaktion erfolgte bei der Wildtyp-
TGT die Entnahme von 15 I-Aliquots nach 5, 15, 30 und 60 min. Im Falle der TGT(D280E)
wurden gr ssere Zeitintervalle (30, 60, 90 und 120 min) gew hlt. Die dem Reaktionsansatz
entnommene L sung wurde auf GF/C-Filterpl ttchen (Whatman) pipettiert und die Reaktion
sofort durch Eintauchen in 10 %ige (w/v) Trichloressigs ure (TCA) gestoppt. Dabei wurde
die tRNA auf dem Filterpapier pr zipitiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min wurden die
Filterpl ttchen zweimal mit 5 %iger TCA-l sung und anschlieGend zweimal mit Ethanol f r
jeweils 20 min gewaschen. Die Trocknung der Filterpapiere erfolgte bei 60 C ber einen
Zeitraum von 30 min. Nach Zugabe von 4 ml Szintillationscocktail (Roth) wurde die

experimentelle Z hlrate der Radioaktivit t (dpm) am FI ssigszintillationsz hler quantifiziert.

$XVZ HIXQI GHUNOHW/FKHQ' DWMQ

Anhand der folgenden Beziehung erfolgte die Umrechnung der experimentellen Z hirate der
Radioaktivit t in die Stoffmenge Nguanin [Mol], die in die tRNA eingebaut wurde. Daf r wurde
der Umrechnungsfaktor 2,22 x 10 von Curie [Ci] in die theoretische Z hirate der
Radioaktivit t [dpm] benutzt.

X [dpm]

nGuanin [m0|] = 12 - -
2,22 x 10~° [dpm/Ci] x a [Ci/mol]

x = experimentelle Z hirate der Radioaktivit t [dpm]

a = spezifische Aktivit t des [8-*H]-Guanins [Ci/mol]

Die Stoffmenge wurde in die Einheit [pmol] umgerechnet und im Programm GraFit 4.09
[Leatherbarrow, 1999] gegen die Reaktionszeit t [min] aufgetragen. Die maximale
Geschwindigkeit der Enzymreaktion vpna, [pmol/min] wurde aus der Steigung der
Regressionsgeraden bestimmt.

Entsprechend einer Annahme der vereinfachten Michaelis-Menten-Gleichung [Cleland, 1963]
wurde der Kyq f 1 die Wildtyp-TGT und die TGT(D280E) berechnet:
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Vmax [PmMol/min]

Kyat [1/Min] = -
Enzymkonzentration [pmol]

Die relative katalytische Aktivit t ergab sich aus dem Verh Itnis der k¢, -Werte von Wildtyp-
TGT und TGT(D280E).
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" IH$ UFKDHD $ UFKDHI ®REXV IXQLGXV $ HRS\ KP SHWI[ XQG 3\ IRFRFFXV
KRUNRVKIL

Die Spezies $ IXOIGXV, $ SHOI und 3 KRUNRWKILgeh ren zur Dom ne der Archaea.
Archaebakterien haben einige Merkmale mit eubakteriellen und eukaryontischen
Organismen gemeinsam, grenzen sich insgesamt jedoch deutlich von den Spezies der
anderen beiden Dom nen ab.

Die archaebakteriellen Organismen sehen den Eubakterien morphologisch recht hnlich. Sie
verwenden hnliche metabolische Prozesse zur Aufrechterhaltung ihrer Lebensfunktionen
und werden aufgrund ihrer Cytologie auch als Prokaryonten bezeichnet. Die Zellwand
archaebakterieller Spezies ist im Vergleich zu Eubakterien jedoch v llig anders aufgebaut.
Beispielweise fehlt der f r die Bakterienzellwand charakteristische Baustein Murein in ihrer
Zellmembran. Die Archaebakterien haben auch einige Merkmale mit den eukaryontischen
Organismen gemeinsam, von denen sie sich insbesondere im Transkriptions- und
Translationsprozess kaum unterscheiden [Gaasterland, 1999]. Seit der Entdeckung der
Archaea im Jahre 1977 wurde ihre zellul re Struktur und ihre Physiologie gr ndlich erforscht
[Woese & Fox, 1977]. Durch die Einzigartigkeit ihrer ribosomalen RNA-Sequenzen grenzen
sie sich deutlich von den Eubakterien und Eukaryonten ab. Sie werden deshalb als eine
eigenst ndige, dritte Dom ne angesehen [Gaasterland, 1999]. Nach der Neudefinition der
Phylogenie werden die Lebewesen auf der Erde heutzutage in die drei Dom nen Archaea,
Eubakterien und Eukaryonten eingeteilt [Woese et al., 1990]. Weiterhin werden die Spezies
der Dom ne Archaea aufgrund ihrer andersartigen ribosomalen RNA in die zwei Reiche der
Euryarchaeotae (Methanbakterien, Halophile und Schwefelreduzierende Thermophile) und
der Crenarchaeotae (meist Schwefelabh ngige Thermophile) gegliedert [Gaasterland, 1999].
Die meisten Spezies der Dom ne Archaea besiedeln extreme Lebensr ume [Hough &
Danson, 1999]. Sie besitzen die F higkeit, in einer Umgebung zu leben, an denen
beispielsweise hohe Temperaturen (Thermophile) oder hohe Salzkonzentrationen
(Halophile) vorzufinden sind [Stetter, 1999]. Die Archaea $ IXOIGXV, $ SH@Q[ und 3
KRUNRWKIL geh ren zu den hyperthermophilen Organismen, die sich an sehr heilen
Standorten bei Temperaturen zwischen 80 und 106 C optimal vermehren k nnen.

Hyperthermophile Organismen waren vermutlich unter den ersten Lebensformen auf der
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Erde [Danson & Hough, 1998]. Die primitiven Organismen haben sich im Laufe ihrer
Evolution kaum ver ndert. Es wird vermutet, dass sich aus den hyperthermophilen
Lebewesen die mesophilen Organismen entwickelten. Aus diesem Grund wurden sie im
Stammbaum in der N he des Ursprungs angesiedelt.

Die hyperthermophilen Spezies $ IXOIGXV, $ SHA und 3 KRUNRWKIL sind in mariner
Umgebung zu finden. Die st bchenf rmige Spezies $ [IXOIGXV vermehrt sich bei einer
Temperatur von etwa 83 C besonders gut [Klenk et al., 1997; Stetter, 1988]. Der fakultativ
anaerobe Organismus gewinnt seine Energie durch Reduktion von Sulfationen zu
Schwefelwasserstoff. Als Reduktionsmittel dient elementarer Wasserstoff. Als Energie- und
Kohlenstoffquelle k nnen wahlweise organische Verbindungen oder niedermolekulare
Substanzen wie Wasserstoff, Thiosulfat oder Kohlendioxid verwendet werden. Der
st bchenf rmige Organismus 3 KRUNRWKILerreicht seine maximale Stoffwechselaktivit t bei
ungef hr 98 C [Gonzalez et al., 1998]. Das obligatorisch anaerobe Archaebakterium deckt
seinen Energiebedarf durch Fermentation von Peptiden, Aminos uren, Zucker, Kohlendioxid
und Wasserstoff. Die kugelf rmige Spezies $ SHA[ vervielf Itigt sich bei einer Temperatur
von etwa 95 C [Sako et al., 1996]. Im Gegensatz zu $ 1XOIGXVund 3 KRUNRWKL, die zu den
Euryarchaeotae z hlen, geh rt diese Spezies dem Reich der Crenarchaeotae an. Die
Genome der drei Archaea $ IXOIGXV [Klenk et al., 1997], $ SH@Q[ [Kawarabayasi et al.,
1999] und 3 KRUNRWKIL[Kawarabayasi et al., 1998] wurden bereits vollst ndig sequenziert.
Jedes Genom umfasst eine Gr (e von etwa 2 Megabasen und enth It sch tzungsweise

ber 2000 Protein-kodierende Sequenzen, die ungef hr 90 % des Genoms ausmachen.

Spezies $ IXQLGXV $ SHQI 3 KRUNRWKIL
Gattung Archaeoglobus Aeropyrum Pyrococcus
Ordnung Archaeoglobales  Desulfurococcales  Thermococcales
Reich Euryarchaeotae Crenarchaeotae Euryarchaeotae
VVorkommen marin marin marin
Phenotyp hyperthermophil hyperthermophil hyperthermophil
Morphologie irregul re St bchen kugelf rmig irregul re St bchen
Atmosph re fakultativ anaerob aerob anaerob
Wachstum 83C((60-95C) 90C(70-100C) 98 C(85-105C)
Genom (Basen) 2178400 1669695 1738505
Proteine 2436 (92,2 %) 2694 (89,1 %) 2061 (91,3 %)
tRNA-Spezies 46 47 46

Tab. 9: Eigenschaften der hyperthermophilen Spezies $ IXOIGXV, $ SHOQ[ und 3 KRUNRWKIL
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In den letzten Jahren stieg nicht nur die Zahl der Protein-kodierenden Gensequenzen, die
aus den Genomen hyperthermophiler Organismen isoliert wurden, sondern auch die Zahl der
ver ffentlichten Proteinstrukturen dieser Spezies in der Protein-Datenbank (PDB) [Berman et
al., 2000]. Dadurch k nnen die Eigenschaften der Proteine hyperthermophiler Organismen
analysiert werden, die sich von denen der mesophilen Lebewesen in der Regel deutlich
unterscheiden [Kumar & Nussinov, 2001]. Dazu m ssen eine Reihe unterschiedlicher
Aspekte betrachtet werden. Ein Vergleich der Prim rsequenzen thermophiler Proteine mit
mesophilen Orthologen zeigt, dass die durchschnittiche Gr Ge der Proteine deutlich
geringer ist. Dies wird meistens durch eine Verk rzung der Schleifenbereiche erreicht. Bei
den Enzymen hyperthermophiler Organismen bewirkt die dichtere Packung allerdings auch
eine Verringerung der Flexibilit t, die beim Ablauf der Katalyse eine wichtige Rolle spielen
kann. Der Entropieverlust des Enzyms wird durch eine st rkere Bindung im Inneren des
Proteins ausgeglichen. Im Vergleich zu den mesophilen Orthologen sind in den
hyperthermophilen Spezies ein erh hter Anteil verzweigter, unpolarer Aminos uren im
Inneren des Protein zu finden, wodurch die hydrophoben Kontakte verst rkt werden. Auf der
Oberfl che sind hingegen mehr polare Aminos urereste lokalisiert. Weiterhin wird das
Enzym durch kleinere und weniger zug ngliche Bindetaschen vor Denaturierung durch Hitze
gesch tzt [Danson & Hough, 1998]. Neben den Proteinen m ssen auch die anderen
Bestandteile in der Zelle den extrem hohen Temperaturen standhalten k nnen.
Modifikationen der Nukleotide in tRNAs tragen vermutlich zur Stabilisierung ihrer
Terti rstruktur bei [McCloskey et al., 2001].

) XQNARQ GHUDUFKDHEDNWMUHDIQ 7* 7

Aus den Dom nen Archaea, Eubakterien und Eukaryonten sind heutzutage mehr als 80
Modifikationen in tRNAs identifiziert worden, davon alleine 24 in Archaea [McCloskey et al.,
2001]. Die posttranskriptionelle Modifikation der tRNAs beeinflusst nicht nur die Spezifit tim
Translationsprozess durch Ver nderung des Antikodons, sondern stabilisiert auch die
Terti rstruktur der gefalteten tRNA. Von den insgesamt 24 modifizierten Basen in Archaea
kommen vier ausschliefilich in dieser Dom ne vor, darunter auch die modifizierte Base
Archaeosin. Aus dem Biosyntheseweg der Base Archaeosin ist bisher nur ein einziger Schritt
bekannt. Die modifizierte Base 7-Cyano-7-deazaguanin (preQp), die vermutlich aus
Guanosintriphosphat entsteht, wird durch das Enzym tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT)
gegen Guanin in der tRNA ausgetauscht [Watanabe et al., 1997]. AnschlieGend erfolgt die
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Transformation zur (hitzeinstabilen) Base Archaeosin. Diese wird ausschiedlich an Position
15 in der Dihydrouridinschleife (D-Schleife) der meisten tRNAs eingebaut [Gregson et al.,
1993]. Die eubakterielle TGT hingegen katalysiert den Austausch des Basenanalogons 7-
Aminomethyl-7-deazaguanin (preQ;) gegen Guanin an Position 34 der Antikodonschleife.
Nur in vier bestimmten tRNAs, welche die Antikodonsequenz GUN (N = beliebige Base)
enthalten, wird das Guanin durch die modifizierte Base ersetzt und in weiteren Schritten zu
tRNA-Queuin umgewandelt [Okada & Nishimura, 1979]. In Eukaryonten wird die
hypermodifizierte Base Queuin direkt von der TGT in die tRNA eingebaut [Garcia &
Goodenough-Lashua, 1998]. In allen drei Dom nen ist die Anwesenheit von Guanin an der
ZREE®I Position f r die Katalyse der Reaktion essentiell. Im Gegensatz zu den Eubakterien
und Eukaryonten ist ber die Funktion der Base Archaeosin bisher sehr wenig bekannt. Aus
der Terti rstruktur der tRNAs ist jedoch ersichtlich, dass die Base Guanin 15 mit Cytosin 48
in der T-Schleife Wasserstoffbr cken bildet und mit der Purinbase 59 p-p-Wechselwirkungen
eingeht, so dass die modifizierte Base in hyperthermophilen Organismen m glicherweise zur
Stabilisierung der tRNA-Terti rstruktur beitragen k nnte. Durch die ausgepr gten
Wechselwirkungen mit den anderen Schleifenbereichen der tRNA ist die Base Guanin an
Position 15 im Inneren der tRNA verborgen. Der Austausch von Guanin gegen preQg
erfordert daher eine Auffaltung der tRNA-Terti rstruktur und eine starke Konfomations-

nderung im Bereich der D-Schleife.
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CIL L —=— (]
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Abb. 27: Biosyntheseweg der modifizierten Base Archaeosin in archaebakteriellen tRNAs. Die TGT

katalysiert den Basenaustausch von Guanin an Position 15 gegen die modifizierte Base
preQo.
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Die TGT-Enzyme aus den unterschiedlichen Dom nen akzeptieren neben ihren nat rlichen
Basensubstraten jeweils auch Guanin als Substrat. Aufgrund des Aufbaus ihres aktiven
Zentrums besitzt die eukaryontische TGT die geringste Substratspezifit t. Sie katalysiert
nicht nur den Einbau von Queuin in die tRNA, sondern auch den Austausch gegen die
kleineren Basen preQq und preQ; [Romier et al., 1997]. Die eubakterielle TGT hat in ihrer
Bindetasche gen gend Platz, um die Aminomethylgruppe des preQ; und die Nitrilgruppe des
preQo, zu binden. Die h chste Substratspezifit t weist die archaebakterielle TGT auf, die
lediglich ihr physiologisches Substrat preQ, erkennt [Bai et al., 2000]. Ein weiteres Merkmal
grenzt die archaebakterielle TGT von der eubakteriellen TGT deutlich ab. Die
Aminos uresequenz der archaebakteriellen TGT ist im Vergleich zu ihrem eubakteriellen
Orthologen signifikant verl ngert. Die N-terminale Region besitzt eine hohe
Sequenzhomologie zur eubakteriellen TGT, der C-Terminus hingegen ist nur in
archaebakteriellen TGT-Enzymen zu finden und ist, je nach Spezies, unterschiedlich lang
[Romier et al., 1997].

Durch Aufkl rung der Kristallstruktur eines der TGT-Enzyme aus den Archaea $ IXOIGXV, $
SHOQ[ oder 3 KRUNRWKILsollte ein Einblick in die Substratspezifit t und das Strukturmotiv der
C-terminalen Dom ne erhalten werden. Durch eine GH QRYR-Strukturbestimmung sollte vor
allem das neuartige Faltungsmuster der C-terminalen Dom ne aufgekl rt werden, das f r die
Bindung der tRNA an die TGT verantwortlich ist.

7* 7 DXV3 KRUNRWKIL

Im Verlauf dieser Arbeit wurde von einer anderen Arbeitsgruppe die Kristallstruktur der
tRNA-Guanin Transglykosylase von 3 KRUNRWKIL mit einer Aufl sung von 2,2 und im
Komplex mit Guanin und preQ, mit einer Aufl sung von 2,3 bzw. 2,5 bestimmt [Ishitani et
al., 2002]. Ein Jahr sp ter folgte die Struktur der 3 KRUNRWKILTGT im Komplex mit tRNA mit
einer Aufl sung von 3,3 [Ishitani et al., 2003].

. UMB@QMXNUGHU7* 7 IP . RP SG{ P MsUH#4

Die Kristallstruktur der dimeren TGT aus der archaebakteriellen Spezies 3 KRUNRWKILbesteht
aus einer N-terminalen Dom ne (Aminos ure 6 - 360), die eine (0/a)s-Fassstruktur
repr sentiert und in ihrer C-terminalen Region ein Zink-lon in einem konservierten
Strukturmotiv bindet (Abb. 29). In der katalytischen Dom ne ist der Bindungsmodus des
preQo zum preQ; in der = PREWMY TGT sehr hnlich (Abb. 28). Die Aminos uren Asp95,
Aspl130, GIn169 und Gly196 entsprechen den eubakteriellen TGT-Resten Aspl02, Aspl56,
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GIn203 und Gly230 (Nummerierung: = PREQ/ TGT) und bilden die gleichen
Wasserstoffbr ckenbindungen zum Substrat aus. Das Substrat wird ebenfalls durch p-p-
Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten der hydrophoben Aminos uren Phe99 und
Phe229 (Tyrl06 und Met260 in der = PREWQY TGT) gebunden. Durch die Aminos uren
Vall97 und Vall98 (Leu231 und Ala 232 in der = PREWQY TGT) ist die Hauptkette im
Vergleich zur = PREY TGT anders orientiert. Die NH-Gruppe des Vall98 zeigt als
Wasserstoffbr cken-Donor in die Bindetasche und bindet an die Nitrilgruppe des preQo. Die
Carbonylgruppe des Leu231 in = P REIQY hingegen bildet als Wasserstoffbr cken-Akzeptor
eine polare Interaktion mit der Aminomethylgruppe des preQ; aus. Dies f hrt zu einer
Diskriminierung von preQ, gegen ber preQ in der 3 KRUNRWKILTGT.

GIN169 Leu231

Asp130 Ala232 GIn203

Asp156

- Met260 [l |
Tyr258
QJ Phe99 u Tyr106
Asp246 96 Asp280
. Asp95 Sersb Asp102 Ser103

0] @

Abb. 28: Aktives Zentrum der 3 KRUNRWKILTGT im Komplex mit preQq (I) und der = PRE®QY TGT im
Komplex mit preQ; (ll). Die Substrate sind als Stabmodell in weil, die benachbarten
Aminos uren des aktiven Zentrums in gr n dargestellt. Die roten, gestrichelten Linien
kennzeichnen Wasserstoffbr ckenbindungen, die zwischen dem Substrat und dem Protein

ausgebildet werden.

Eine in Archaea spezifische a-Helix (al7) verbindet die katalytische Dom ne mit dem C-
terminalen Bereich (Abb. 29), der an der tRNA-Bindung beteiligt ist. Der C-terminale Bereich
gliedert sich in drei Dom nen, die ein neuartiges Faltungsmuster aufweisen. Die Dom ne C1
(Aminos ure 361 - 431), die an der Ausbildung des Dimers beteiligt ist, besteht aus je zwei
antiparallelen G-Str ngen und einer integrierten, | ngeren a-Helix. Die Dom ne C2
(Aminos ure 432 - 503) ist aus einem vierstr ngigen, antiparallelen (-Faltblatt geformt, das

von zwei a-Helices flankiert wird. Eine dritte a-Helix verkn pft die Dom ne C2 mit der
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Dom ne C3 (Aminos ure 504 - 582), die im Wesentlichen aus einem siebenstr ngigen Q-
Faltblatt besteht. In den beiden letzteren Dom nen befinden sich konservierte, basische

Reste auf der Oberfl che des G-Faltblattes.

0] (I

Abb. 29: Bandmodell der Kristallstruktur (I) und Topologieschema (Il) einer Untereinheit der homo-
dimeren 3 KRUNRWKILTGT. () Die katalytische Dom ne ist in gelb, die Dom nen C1, C2 und
C3 sind in hellgr n, hellblau und violett gef rbt. Die a-Helix in orange repr sentiert die
archaespezifische Helix der katalytischen Dom ne. Das Zink-lon ist als blaue Kugel, das
Magnesiumion in violett dargestellt. (II) a-Helices sind als Kreise oder Zylinder, (-Str nge

als Rechtecke oder Pfeile dargestellt.

. UMB@MWXKNUGHU7* 7 IP . RP SGf P IWE1$

In einer asymmetrischen Einheit der Kristallstruktur der 3 KRUNRWKILTGT im Komplex mit
tRNA sind das dimere TGT-Enzym und zwei tRNA-Molek le enthalten [Ishitani et al., 2003].
Jedes tRNA-Substrat bindet an beide Untereinheiten der archaebakteriellen TGT. Die C-
terminale Dom ne erkennt spezifisch den Akzeptorstamm der L-f rmigen tRNA, die N-

terminale Dom ne der benachbarten Unterheit des Proteins bindet an die D-Schleife sowie
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die Variable Schleife. Die Base Guanin an Position 15, die gegen die modifizierte Base preQq
ausgetauscht wird, liegt im Kernbereich der L-f rmigen tRNA. Um die Bindung des Guanins
G15 an das aktive Zentrum der TGT zu erm glichen, wird die Terti rstruktur der tRNA
partiell zerst rt. Durch Aufbrechen der Basenpaarungen im Stamm der D-Schleife werden
die ungepaarten Nukleotide aus dem Kernbereich der tRNA ausgest Ipt. Gleichzeitig formen
einige freie Basen der D-Schleife und der Variablen Schleife neue Paare und bilden eine
doppelhelikale Struktur. Diese DV-Helix, die zwischen der katalytischen und C-terminalen
Dom ne positioniert ist, stabilisiert die TGT-gebundene Konformation der tRNA, die als I -
Form bezeichnet wird. Die Dom ne C2 bindet an den Akzeptorstamm im Kernbereich der
tRNA und stabilisiert durch Interaktion mit den basischen Resten in der 0(18-019-
Haarnadelschleife der TGT die |-Form der tRNA. Die basischen und aromatischen
Aminos uren der Dom ne C3 umschlieden das 5AEnde des Akzeptorstamms, einschliedlich
des CCA-Terminus der tRNA. Durch die basischen Aminos urereste in den letzten beiden C-
terminalen Dom nen werden die Nukleotide von Position 1 bis zum ZREE®I Guanin in der
tRNA labgez hlt2. Dadurch kann die archaebakterielle TGT die Basen A14 und U16 in der D-
Schleife der tRNA am Rande des ((/a)s-Fasses so positionieren, dass das Nukleotid G15

spezifisch erkannt und an das aktive Zentrum der katalytischen Dom ne gebunden wird.

Abb. 30: Kristallstuktur der dimeren 3 KRINRKILTGT im Komplex mit tRNA. Die Kolorierung erfolgte
analog zu Abb. 29. Die zwei tRNA-Molek le sind als Bandmodell in violett dargestellt. Die
tRNA flankiert die katalytische Dom ne und die C-terminale Dom ne der benachbarten

Untereinheit.
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Die archaebakteriellen tRNA-Guanin Transglykosylasen (TGT) sind aus zwei Dom nen
aufgebaut. Die N-terminale, katalytische Dom ne repr sentiert eine (0/a)s-Fassstruktur,
besitzt also das gleiche Faltungsmuster wie die eubakteriellen TGT-Enzyme [Romier et al.,
1997]. Diese bestehen nur aus der katalytischen Dom ne und modifizieren bestimmte tRNAs
im Bereich der Antikodonschleife. Im Gegensatz zu den eubakteriellen TGT-Enzymen
modifizieren die archaebakteriellen TGT-Enzyme die Base Guanin in der D-Schleife der
meisten tRNAs, die in der Terti rstruktur der tRNA im Kernbereich zu finden ist [Gregson et
al., 1993]. F r die Basenaustauschreaktion ist eine starke Auffaltung der tRNA-Struktur
erforderlich. Das ZREE® Guanin in der D-Schleife wird in der N-terminalen Dom ne an das
aktive Zentrum gebunden, w hrend die zus tzliche archaespezifische C-terminale Dom ne
f r die spezifische Erkennung der tRNA-Terti rstruktur verantwortlich ist [Ishitani et al.,
2003]. Auff llig ist, dass sich die verschiedenen Spezies in der L nge ihrer C-terminalen
Dom nen signifikant unterscheiden. Bei der $ IXOIGXV und $ SH@QL TGT ist der C-
Terminus mit einer Gr e von 16,5 kDa bzw. 18,8 kDa relativ kurz, die C-terminale Dom ne
der 3 KRUNRWKILTGT hingegen weist eine Gr e von 27,3 kDa auf (Tab. 10).

/1 QIHGHU7* 7 (Q\PH>N D $P IQRVI XUHQ @

insgesamt N-terminus C-terminus
= PREIOV 7* 7 43,5 (382) 435 (382)
$ IXQIGXV 7* 7 54,8 (481) 38,3 (338) 16,5 (143)
$ SHOQ[ 7*7 57,4 (512) 38,6 (337) 18,8 (175)
3 KRUNRWKLL 7* 7 66,6 (582) 39,4 (344) 27,2 (238)

Tab. 10: L nge der archaebakteriellen TGT der Spezies $ IXOIGXV, $ SHO[ und 3 KRUNRWKLL Diese
Enzyme bestehen aus einer N-terminalen Dom ne und eine C-terminalen Dom ne, die sich
in ihrer L nge signifikant voneinander unterscheiden. Die eubakterielle = P REIQY TGT besitzt

diesen C-terminalen Bereich nicht.

Mit Hilfe des Programms T-Coffee [Notredame et al., 2000] wurde die Prim rstruktur der N-
terminalen Dom ne der TGT aus den hyperthermophilen Spezies $ IXOIGXV, $ SH@Q[ und
3 KRUINRWKILan die Aminos uresequenz der = P REIQYY TGT angepasst. Die katalytischen
Dom nen der Archaebakterien sind um etwa 40 Aminos uren verk rzt. Aus fr heren Studien
ist bereits bekannt, dass die Proteine hyperthermophiler Organismen im Vergleich zu ihren
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mesophilen Orthologen dichter gepackt sind, um sich den extrem hohen Temperaturen in
ihrem Lebensraum besser anpassen zu Kk nnen [Stetter, 1999]. In allen drei
archaebakteriellen TGT-Enzymen fehlt das dreistr ngige, antiparallele (-Faltblatt, das in der
= PREQY TGT zwischen den St ngen (6 und 010 des Fasses integiert ist (Abb. 17) und in
der TGT-tRNA-Komplexstruktur das 3'-Ende der Antikodonschleife spezifisch erkennt (Abb.
20). Im Allgemeinen ist die Terti rstruktur der N-terminalen Dom ne der archaebakteriellen
TGT-Enzyme zum Strukturmotiv der = PREQY TGT sehr hnlich, jedoch ist die
Sequenzidentit t mit etwa 25 % verh ltnism Gig gering (Tab. 11). Eine signifikant h here
Identit t von etwa 45 - 50 % besitzen die archaebakteriellen TGT-Enzyme in ihrer N-
terminalen Dom ne untereinander. In ihren C-terminalen Dom nen hingegen weisen sie eine
aulerordentlich niedrige Sequenzidentit t von 10 - 20 % auf. Die C-terminale Dom ne
besitzt keine signifikante Sequenz- und Strukturhomologie zu anderen Proteinstrukturen und
enth It daher ein neuartiges Faltungmuster [Ishitani et al., 2002; Romier et al., 1997].

6 HTXHQ LGHOMVWQ > @

= PREIQV 7* 7 3 KRUNRWKIL 7* 7 $ SHOQ 7*7
N-term gesamt N-term C-term gesamt N-term C-term
$ IXQLGXV 7* 7 23,8 36,6 52,7 20,3 37,6 44,1 22,4
$ SHOQ 7*7 26,4 34,4 46,9 10,3
3 KRUNRWKIL 7* 7 24,6

Tab. 11: Sequenzidentit ten der archaebakteriellen TGT-Enzyme zur = P REIQY/ TGT sowie der TGT-
Enzyme untereinander. Die Berechnung der Sequenzidentit ten der Proteine (gesamt) sowie
der N-terminalen (N-term) und C-terminalen (C-term) Dom nen erfolgte anhand des

Sequenzalignments, das von dem Programm T-Coffee erstellt wurde.

Zu Beginn dieser Arbeit war von keinem archaebakteriellen TGT-Enzym die Terti rstruktur
bekannt. Um einen Einblick in das neuartige Faltungsmuster des C-Terminus und eine
Vorstellung ber den Bindungsmodus der tRNA an die TGT zu erhalten, sollte der Versuch
unternommen werden, die Kristallstruktur der $ IXOIGXV, $ SHOL und/oder 3 KRUNRWKIL
TGT zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurden die kodierenden Sequenzen der Zielgene aus
den chromosomalen DNAs der hyperthermophilen Organismen amplifiziert, kloniert und

berexprimiert. Die resultierenden TGT-Enzyme wurden gereinigt und Kristallisations-
versuche durchgef hrt.
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( [ SHHWIRQWA WMP H XQG 5 HOLI XQJ VYHUDKUHQ

Aus chromosomaler DNA wurden die kodierenden Sequenzen der $ IXOIGXV, $ SHAQ[ und
3 KRUNRWKILTGT sowie die C-terminalen Dom nen der $ IXOIGXVund $ SH@Q[ TGT mittels
PCR amplifiziert. Die resultierende doppelstr ngige DNA wurde in verschiedene
Expressionsvektoren kloniert. Durch ein Mutageneseverfahren wurde dar ber hinaus die C-
terminale Dom ne der $ IXOIGXV TGT entfernt, so dass das resultierende Plasmid nur noch
f r die N-terminale Dom ne kodierte. Tab. 12 gibt einen berblick ber die in dieser Arbeit
hergestellten Konstrukte. Die Eigenschaften der verschiedenen Vektoren sind in Anhang C
aufgef hrt.

P RG

S(7 D g 3

S(7 E S7<%

IXOIGXV TGT

SHOQ[ TGT

KRUDNRWKIL TGT

IXOIGXV TGT C-terminus
SHQL TGT C-terminus
IXOIGXV TGT N-terminus

+ 4+ + + o+ o+
+ 4+ o+ o+ o+
+
+

@B BB WL B

Tab. 12: berblick ber die verschiedenen Konstrukte, die in dieser Arbeit erstellt wurden. F r die
Klonierung wurden die Vektoren pTYB12, pET21a, pET28b und ein modifizierter pGEX-6P-
1-Vektor verwendet.

Nach der Expression der TGT-Enzyme aus den einzelnen Vektoren k nnen die Proteine auf
unterschiedliche Weise gereinigt werden (Tab. 13). Die Proteine, die mit Hilfe der Vektoren
pTYB12, pET28b oder pGEX-6P-1 produziert werden, besitzen an ihrem N-Terminus einen
\BU (bestehend aus einer spezifischen Aminos uresequenz oder einem Proteinanteil), der
dann je nach System durch Zugabe von DTT, Thrombin oder PreScission-Protease™
abgespalten werden kann. Die Fusionsproteine werden in der Regel ber verschiedene
affinit tschromatographische Verfahren gereinigt. Diese Methode bietet, im Vergleich zum
Reinigungsverfahren ohne \J, den Vorteil, dass nach 1 - 2 Reinigungsschritten das
Zielprotein in hoher Reinheit erhalten werden kann. S mtliche Vektoren tragen die
Informationen f r unterschiedliche Antibiotikaresistenzen.
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9HNRU $ QUEIRWAD Il / DJH $EVSDAXQJ 5HQIXQIV
UHVIVWMQ GHV \l GHV \l YHUDKUHQ
Intein-\BJ . Affinit tschromato-
PTYBL2 Amp (55 kDa) N-terminus DTT graphie ber Chitin
His-\BL Affinit tschromato-
PET28b Kan N-terminus  Thrombin graphie ber die
(2 kDa) o4
Ni“"-S ule
lonenaustauscher,
pET21a Amp - - - hydrophobe S ule,
Gelfitration
Affinit tschromato-
pGEX GST-\w ] . PreScission graphie ber
-6P-1 Amp (26 kDa) N-terminus Protease™ Glutathione

Sepharose 4B

Tab. 13: bersicht ber die verschiedenen Expressionssysteme und Reinigungsverfahren.

Die Dberexpressionsplasmide, in denen jeweils das $ IXOIGXV, $ SHUI[ oder 3 KRUNRWKIL
\MAGen einkloniert war, wurden in ( FRQBL21(DE3)pLysS transformiert. Wie sich zeigte,
erfolgte in diesem Bakterienstamm jedoch nur eine geringe Produktion der TGT-Enzyme.
Deshalb wurde die Produktion der Proteine in speziellen BL21(DE3)CodonPlus-St mmen
fr
unterrepr sentierte tRNAs, die f r eine effiziente Translation von heterologen Proteinen in
Die
BL21(DE3)CodonPlus-RP Zellen stellen eine grole Anzahl tRNAs zur Verf gung, welche die
Arginin-Kodons AGA und AGG, das Isoleucin-Kodon AUA und das Leucin-Kodon CUA
erkennen (welche in ( FRRGenen eher selten auftreten). Zus tzliche Kopien der tRNAs,
welche die in (  FRQseltenen Arginin-Kodons AGA und AGG sowie das Prolin-Kodon CCC
identifizieren, stehen im BL21(DE3)CodonPlus-RIL Stamm bereit. Die Expression der \G\W
Gene aus $ IXOIGXV und $ SHAQL erfolgte schliedlich in BL21(DE3)CodonPlus-RP, die
Expression der 3 KRUNRWKIL \WWin BL21(DE3)CodonPlus-RIL. Durch Behandlung der
Bakterienzellen mit Ultraschall konnte die Zellwand nur teilweise aufgebrochen werden. Erst

durchgef hrt. Diese enthalten zus tzliche Kopien bestimmte, normalerweise

manchen F llen jedoch in gr Oerer Konzentration ben tigt werden.

die Verwendung einer ) BHHQFK 3UWHW mit einem Druck von 1200 psi erm glichte die
vollst ndige Lyse der ( FRQ Zellen. Um die L slichkeit der produzierten Proteine zu
verbessern, wurde die Temperatur w hrend der \@MExpression nach Zugabe von IPTG von
37 C auf 15 C gesenkt. Weiterhin wurde der pH-Wert der f r den Zellaufschluss

verwendeten Puffer optimiert.
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Folgende Puffer wurden letztendlich verwendet:

50 mM Tris pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA und 1 mM DTT
50 mM HEPES pH 7,0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA und 1 mM DTT

In Abh ngigkeit von der Art des verwendeten Expressionsvektors unterschieden sich die
TGT-Enzyme deutlich in ihrer L slichkeit im Rohextrakt sowie in der Menge des produzierten
Proteins (Abb. 31).

S(7 D PRGS* (; 3
AF pH8 AP pH8 PH pH7 AF pH7 AP pH8 PH pH7
Isl unl Isl unl Isl unl Isl unl Isl unl Isl unl
“«— «—
S(7 E S7<%
AF AP PH AF AP PH AP pHS

Isl Isl Isl unl unl unl Isl  unl

Abb. 31: Expressionsrate und L slichkeit der $ IXOIGXV (AF), $ SHA[ (AP) und 3 KRUNRWKIL(PH)
TGT in Abh ngigkeit vom verwendeten Vektor bei der Proteinproduktion. Die \BMEXpression
erfolgte bei einer Temperatur von 15 C, der Aufschluss an der ) BHQFK 3UWHW in einem Tris-
Puffer pH 8 oder HEPES-Puffer pH 7. Nach Zentrifugation wurde das | sliche Protein im
Rohextrakt (Isl) und die unl slichen Zellbestandteile (unl) auf das SDS-Proteingel
aufgetragen.
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Da die mit einem MM versehenen Proteine aus einem Zellrohextrakt affinit tschromato-
graphisch sehr schnell und effizient aufgereinigt werden k nnen, wurde zun chst versucht,
die archaebakteriellen TGT-Proteine mit Hilfe der Vektoren pTYB12, pET28b bzw. pGEX-6P-
1 in Form entsprechender Fusionsproteine zu produzieren. Jedes der genannten Systeme
f hrte jedoch zu Problemen, die ihren Einsatz letztlich ineffizient oder gar unm glich
machten.

Mit Hilfe des Vektors pTYB12 wird ein chim res Protein hergestellt, bei dem das Zielprotein
an seinem N-Terminus mit einem Intein fusioniert ist. Das Intein-Fusionsprotein der $ SHQ[
TGT wurde jedoch trotz des Einsatzes von BL21(DE3)CodonPlus-St mmen nur in u(erst
geringen Mengen hergestellt. Nach dem Zellaufschluss war die Reinigung des
Fusionsproteins aufgrund der geringen Mengen an | slichem Protein im Rohextrakt nicht
m glich. Der \J bindet spezifisch an eine Chitins ule. Nach affinit tschromatographischer
Aufreinigung kann der Inteinanteil durch Zugabe von 50 mM DTT bei 4 - 23 C abgespalten
werden.

Der pET28b-Vektor f hrt zur Produktion eines Zielproteins, welches am N-Terminus mit
einem \BJ aus Polyhistidinresten versehen ist. Trotz guter Expressionsraten waren die TGT-
Fusionproteine aus den Spezies $ IXOIGXV, $ SH@Q[ und 3 KRUNRWKILnur zum geringen
Teil im  berstand des Aufschlusspuffers | slich, so dass dieses Reinigungsverfahren nicht
weiter verfolgt wurde. Dieser erm glicht die Aufreinigung ber eine Ni-Chelat-
Affinit tchromatographies ule.

Mit Hilfe des modifizierten pGEX-6P-1-Vektors wird ein Zielprotein produziert, das am N-
Terminus mit der Glutathion-S-Transferase (GST) aus 6 FKMRVRP D NISRQEXP fusioniert ist.
Dies erm glicht die effiziente affinit tschromatographische Aufreiniung ber eine Glutathion-
Sepharose-S ule. Der GST-Anteil kann im Anschluss durch die uderst spezifische
PreScission-Protease™ vom Zielprotein abgespalten werden. Trotz der vergleichsweise
m QGigen Expressionsrate im Falle der archaebakteriellen \WAGene berzeugte das System
durch die gute L slichkeit der resultierenden Fusionsproteine im Rohextrakt. Dieses
Reinigungsverfahren konnte jedoch nicht angewendet werden, weil offensichtlich die
Glutathion-Bindestelle im GST-Anteil durch die Fusionierung maskiert und folglich nicht
zug nglich war, so dass s mitliche Versuche, das Protein affinit tschromatographisch
aufzureinigen, fehlschlugen. Dar ber hinaus bildeten die Fusionsproteine aus den
Organismen $ SH@Q[ und 3 KRUNRWKIL nach wenigen Tagen ein Pr zipitat. Da die
Aufreinigung der TGT-Enzyme ber keines der genannten affinit tschromatographischen
Verfahren m glich war, wurden die Proteine ohne W mit Hilfe des pET2la-Vektors
hergestellt und anschlieGend iklassisch" aufgereinigt. Neben der hervorragenden
Expressionsrate durch dieses System zeigten die Proteine aus allen drei archaebakteriellen

Organismen im Rohextrakt sehr gute L slichkeit. Die Reinigung der $ SH®@Q[ TGT erwies
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sich jedoch als uderst problematisch, weil das Proteine wenige Tage nach dem
Zellaufschluss ein Pr zipitat bildete. Da im Verlauf der vorliegenden Arbeit die Kristallstruktur
der 3 KRINRWKILTGT publiziert wurde, wurde die Aufreinigung dieses Enzyms nicht weiter
verfolgt [Ishitani et al., 2001]. Die Aufkl rung der Kristallstruktur der $ IXOIGXV TGT erschien
jedoch nach wie vor sehr interessant. Die C-terminale Dom ne unterscheidet sich in ihrer
L nge signifikant von der C-terminalen Dom ne der 3 KRUNRWIL TGT. Aus dem
Homologiemodell (Kapitel 4.2.6) geht hervor, dass die C-terminale Dom ne der $ IXOIGXV
TGT zumindest in Teilbereichen ein anderes Faltungsmuster aufweist. Deshalb
konzentrierten sich die Bem hungen auf die Etablierung eines Reinigungsverfahrens f r die
$ IXOIGXV TGT. Dieses Protein war dar ber hinaus von allen drei TGT-Enzymen im
Rohextrakt am besten | slich.

"IH$ IXQIGXV T7* 7

3 IRMOQHQLI XQJ

F r die $ IXOIGXV TGT wurde ein f nfstufiges Reinigungsverfahren entwickelt, mit dessen
Hilfe mehrere Milligramm Protein f r Kiristallisationsversuche erhalten wurden. Die
Expression des $ IXOIGXV \WMGens erfolgte wie bereits erw hnt durch den

berexpressionsvektor pET21a in dem ( FRQBL21(DE3)CodonPlus-RP in einem Volumen
von sechs Liter Kulturmedium. Der Zellaufschluss wurde mittels einer ) ULHFK 3UWHW
durchgef hrt. Der erste Reinigungsschritt bestand im Erhitzen des Rohextrakts auf eine
Temperatur von 70 C. Das TGT-Enzym der hyperthermophilen $ [IXOIGXV war bei dieser
Temperator v llig stabil, w hrend die Mehrzahl der ( FRQeigenen Proteine denaturierten
und pr zipitierten. Ein  hnlicher Reinigungsschritt war Dbereits bei der tRNA-Guanin
Transglykosylase aus dem hyperthermophilen Archaebakterium 0 MNIQQDVHKLL [Bai et al.,
2000] angewendet worden. Auf diese Weise konnten bereits die meisten unerw nschten
Proteine entfernt werden. Durch Anionenaustauschchromatographie mittels einer Q-
Sepharose-S ule erfolgte im Anschluss die Abtrennung stark negativ geladener
Makromolek le, in erster Linie von DNA und RNA. Nach diesem Reinigungsschritt war durch
SDS-PAGE noch eine deutliche Proteinkontamination mit einem Molekulargewicht von etwa
30 kDa detektierbar, die durch die Hydrophobe S ule beseitigt wurde. Die anschlie(iende
Aufreinigung mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie erfolgte bei sehr niedriger Flussrate.
Dadurch konnte das unerw nschte Protein mit einer Gr (e von etwa 42 kDa bereits
teilweise von der TGT abgetrennt werden. Die $ IXOIGXV TGT wurde nach einem Volumen

von etwa 190 ml Puffer von der S ule eluiert und liegt daher mit hoher Wahrscheinlichkeit als
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Monomer in L sung vor. Eine nahezu vollst ndige Abtrennung der 42 kDa grolen
Proteinkontamination wurde durch Einsatz einer MonoQ-S ule, einem Anionenaustauscher
mit sehr hoher Trennleistung, erreicht. Um das berladen der kleinen S ule zu vermeiden
und einen guten Trenneffekt zu erzielen, wurde die Proteinl sung in drei Fraktionen geteilt,
welche jeweis einzeln auf die MonoQ-S ule aufgetragen wurden.

Nach der Dialyse wurde die Absorption mittels einer UV-spektroskopischen Messung
bestimmt und der Proteingehalt nach einem von Bio-Rad entwickelten Verfahren berechnet
[Bio-Rad]. Die Proteinkonzentration wurde auch mit Hilfe der Bradford-Methode bzw. des
Absorptionskoeffizienten, der aus der Aminos uresequenz der $ [IXOIGXV TGT (im
denaturierten Zustand) abgeleitet wurde, berechnet. Die Werte waren jedoch signifikant
erh ht und wichen von der Proteinkonzentration, die mit der Methode von Bio-Rad bestimmt
wurde, stark ab. Die weitere Gehaltsbestimmung erfolgte nach der Methode von Bio-Rad.

Abb. 32: SDS-Proteingele von einer Pr paration der $ IXOIGXVTGT. Bahn 1: unl sliche Fraktion nach
Zellaufschluss; Bahn 2: Rohextrakt; Bahn 3: unl sliche Fraktion nach Erhitzen des
Rohextrakts auf 70 C; Bahn 4: berstand nach Erhitzen; Bahn 5: gereinigte Fraktion nach
der Anionenaustauschchromatographie; Bahn 6: gereinigte Fraktion nach der Hydrophoben
S ule; Bahn 7: gereinigte Fraktion nach der Gelffiltrationss ule; Bahn 8: gereinigte Fraktion

nach der MonoQ-S ule.

. MBOVDWRRQ

Nach Erstellung und Optimierung des Reinigungsverfahrens wurde eine Vielzahl von
Versuchen unternommen, das gereinigte Protein zu kristallisieren. F r erste
Screeningversuche dienten verschiedene kommerziell erh ltliche . W von Hampton
Research und Jena Biosciences sowie 6 FUHHQV, die von Therese Bergfors entwickelt wurden
[Bergfors, 1999]. Aus dem Kristallisationsscreen von Hampton Research wurden 1 - 2
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Monate nach Ansetzen des Kristallisationstropfens sehr d nne nadelf rmige Proteinkristalle

unter folgender Bedingung erhalten (Abb. 34 I):
&UWWBO MW 6 FIHHQNT. 25 (22 C): 0,1 M Imidazol pH 6,5, 0,5 M NaAc

Diese Reservoirl sung diente als Startpunkt f r weitere Kristallisationsversuche. Die Kristalle
konnten jedoch durch Variation verschiedener Parameter wie beispielsweise pH-Wert,
Proteinkonzentration oder Konzentration und Art des verwendeten Puffers nicht reproduziert
werden. Die erhaltenen Kristalle aus dem Kristallisationsscreen dienten als Impfkristalle f r
die WHDN VHHAQJ-Methode. Dabei wurden die nadelf rmigen Kristalle mit einem dicken
Haar ber hrt und die abgel sten Kiristallisationskeime in neue, quilibrierte
Kristallisationstropfen  berf hrt. Leider konnte auch mit diesem Verfahren keine neuen
Kristalle gez chtet werden.

Da keine Kristalle mit der apo-TGT erhalten werden konnten, wurde die Kokristallisation mit
dem in Abb. 33 gezeigten RNA-Molek | versucht. Aus kinetischen Studien mit der 3
KRUNRWKILTGT wurde eine Minihelix aus der tRNAY® abgeleitet, die als minimales Substrat
von dieser TGT erkannt wird [Watanabe et al., 2001]. Eine konstruierte Grundstruktur, die
aus dem D-Arm und dem Akzeptorstamm der tRNA besteht, besitzt keine Bindungsaffinit t
zur archaebakteriellen TGT. Durch Einf hrung verschiedener Basen zwischen die gepaarten
Nukleotide im Stamm wurden einige der konstruierten RNA-Fragmente durch das Enzym
gebunden. Dies zeigt, dass nicht nur die Sekund rstruktur des RNA-Substrats erkannt wird,
sondern auch dessen Terti rstruktur f r die Bindung wichtig ist. Aus den verschiedenen

RNA-Konstrukten wurde das folgende RNA-Substrat ausgew hilt:

Abb. 33: Schematische Darstellung des RNA-Substrats, das f r die Kokristallisationsversuche mit der
$ IXOIGXVTGT verwendet wurde.

Die Minihelix wird ohne das in roter Farbe gekennzeichete Nukleotid nicht von der TGT
erkannt. Am 3AEnde des RNA-Substrats m ssen genau 14 Nukleotide vor dem ZREE®I
Guanin an Position 15 (gr n) inseriert sein, um als Substrat f r die TGT dienen zu k nnen.
Durch die Einf hrung des Guanins zwischen den Nukleotiden 25 und 26 (rot) bindet das
RNA-Substrat im Vergleich zur kompletten tRNAY® mit nur 6,5-fach niedrigerer

Bindungsaffinit t an das TGT-Enzym. F r Kokristallisationsversuche wurde dieses Konstrukt
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gew hlt, da es die h chste Bindungsaffinit t besitzt, jedoch nur uderst langsam von dem
archaebakteriellen Enzym umgesetzt wird. Durch die geringere Geschwindigkeit bei der
Katalyse sollte das RNA-Substrat | nger an der TGT gebunden bleiben, um die Chancen f r
eine erfolgreiche Kokristallisation zu erh hen. Dazu wurden jeweils 48 Kristallisations-
bedingungen bei 4 C und 22 C unter Verwendung der Reservoirl sungen aus dem speziell
f r den Einsatz von Nukleins uren konzipierten 1 DM 6 FUHHQ getestet. Das RNA-Substrat
wurde durch Erhitzen auf eine Temperatur von 90 C denaturiert, um eventuell falsch
gepaarte Nukleotidbasen aufzutrennen und um, durch langsames Abk hlen, die Einnahme
des richtigen Faltungszustandes zu erm glichen. Der Proteinl sung wurde die RNA-L sung
und MgCl, mit einer Endkonzentration von 5 mM hinzugef gt. Die Magnesium-lonen
unterst tzen die Anlagerung der negativ geladenen Phosphatgruppen der RNA an die
Proteinoberfl che. Aus dem Kokristallisationsansatz der $ IXOIGXV TGT mit dem RNA-
Substrat wuchsen nach 2 - 3 Monaten unter folgender Bedingung Einkristalle (Abb. 34 II):

1 DWW 6 FUHHQNTr. 38 (4 C): 0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 M NH,Ac, 0,15 M MgAc, 5 % PEG
4000

Die Einkristalle aus dem Kokristallisationsansatz konnten leider nicht reproduziert werden.
Ebenso scheiterten die Versuche, durch die Methode des P IFIRMHHAQ] neue Kristalle zu
z chten. Die Einkristalle besitzen jedoch eine ausreichende Gr (e, um sie f r die
R ntgenstrukturanalyse zu verwenden. An dem im Hause vorhandenen R ntgengenerator
wurde getestet, ob der Kristall R ntgenstrahlen beugen kann. Der Kristall wurde im
R ntgenstrahl f r 5 Minuten belichtet. Auf dem Beugungsbild waren Reflexe im unteren
Aufl sungsbereich zu erkennen, so dass es sich bei diesen Kristallen eindeutig um
Proteinkristalle handelte. Der Kristall zeugte jedoch von geringer Qualit t und war f r weitere

Beugungsexperimente nicht geeignet.

0] (I

Abb. 34: Kristalle der $ IXOIGXV TGT. (I) Nadelf rmige Kristalle der apo-TGT. (Il) Kristalle der TGT

aus dem Kokristallisationsansatz mit RNA-Substrat.
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"IH1 WP LQDBI' RP | QHGHUS IXQLGXV 7* 7
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Die Tatsache, dass aus beiden Kristallisationsans tzen der $ IXOIGXV TGT erst nach
mehreren Monaten Kristalle wuchsen, f hrte zu dem Verdacht, dass es sich bei dem
kristallisierten Protein um ein Abbauprodukt des 55 kDa groGen TGT-Enzyms handelte. Dies
w rde erkl ren, weshalb die erhaltenen Kristalle nicht reproduzierbar waren. Diese Annahme
wurde folgendermaden best tigt. Die Nadeln aus dem &UWWEBQ M 6 FUHHQ Nr. 25 (Krl) und
ein Einkristall aus dem 1 DWf 6 FUHHQNr. 38 (Kr2) wurden jeweils in einem Puffer gel st, die
Proteinl sungen auf ein SDS-Gel aufgetragen und durch Silberf rbung sichtbar gemacht
(Abb. 35 I). Auf dem Gel waren in den Bahnen sowohl das intakte archaebakterielle TGT-
Enzym mit einem Molekulargewicht von etwa 55 kDa als auch Banden bei etwa 14 kDa, 36
kDa und 42 kDa zu erkennen. Die genauen Massen der deutlich sichtbaren Abbauprodukte
auf dem SDS-Proteingel wurden anschliedend aus der Probe Kr2 durch MALDI-TOF
bestimmt (Abb. 35 II).

M Krl Kr2 AF

— 55 kDa
— 42 kDa

— 36 kDa

— 14 kDa

0 (I

Abb. 35: Abbauprodukte der $ IXOIGXV TGT (AF). (1) Die Kristalle aus den 6 FUHHQV wurden jeweils in
einem Puffer solubilisiert und die Proteinl sungen (Krl und Kr2) auf ein SDS-Proteingel
aufgetragen. Das Proteingel wurde mit einer Silberl sung angef rbt. Als Referenz wurde ein
Standard-Marker (M) aufgetragen. Die st rkste Proteinbande ist bei einem Molekulargewicht
von etwa 42 kDa zu erkennen. (lI) Bestimmung des Molekulargewichts der Abbauprodukte
der $ IXOIGXV TGT aus der Probe Kr2 mittels MALDI-TOF. Das Spektrum best tigt die

Ergebnisse aus dem SDS-Proteingel.

Es wurde angenommen, dass das 42 kDa grole Fragment aus der N-terminalen Dom ne
der $ IXOIGXV TGT besteht. Eventuell waren die erhaltenen Kristalle aus diesem
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Abbauprodukt entstanden. Die Gr (e dieses Abbauprodukts von 42 kDa entspricht recht
genau der katalytischen (O/a)g-Fassdom ne des Enzyms und zus tzlich der sich daran
anschliedenden archaespezifischen a-Helix (al7 in Abb. 29), die bei archaebakteriellen
TGT-Enzymen den bergang von der N- zur C-terminalen Dom ne ausbildet.
Um der Frage nachzugehen, ob es sich bei dem kristallisierten Abbauprodukt um eben
dieses Fragment der $ IXOIGXV TGT handelte, wurde aus dem $ [IXOIGXV \BMGen, das in
dem Vektor pET21a einkloniert war, durch ein Mutageneseverfahren die Gensequenz, die f r
die 126 C-terminalen Aminos uren kodiert, entfernt. Mit Hilfe des resultierenden
berexpressionsplasmids wurde in ( FRDRosetta™(DE3)pLysS Zellen das TGT-Fragment
produziert. Dieser Bakterienstamm stellt zus tzliche tRNAs f r die Expression des Zielgens
zur Verf gung und vereinigt die Eigenschaften der St mme BL21CodonPlus(DE3)-RP und
BL21CodonPlus(DE3)-RIL. Nach der Lyse der Zellwand mittels Ultraschall war die N-
terminale Dom ne im Rohextrakt sehr gut | slich. Erw hnenswert ist, dass ein anderes
Konstrukt der N-terminalen Dom ne der $ [IXOIGXV TGT, dem die archaespezifische Helix
fehlt und ein Molekulargewicht von 36 kDa umfasst, im berstand des Rohextrakts
vollst ndig unl slich war. Die Aufreinigung der 42 kDa groGen N-terminalen Dom ne erfolgte
ber eine Anionenaustauschers ule, eine Hydrophobe S ule und eine Gelffiltrationss ule.
Eine Proteinkontamination, die nach diesen Reinigungsschritten auf einem SDS-Gel im
Bereich von 25 kDa noch sichtbar war, wurde schliellich durch einen weiteren Lauf ber die
Hydrophobe S ule entfernt. Nach Dialyse wurde der Proteingehalt nach der Methode von
Bio-Rad bestimmt. Im Vergleich zur Reinigung der kompletten $ IXOIGXV TGT war die
Ausbeute mit 10 mg pro Liter Kultur sehr hoch.

Abb. 36: SDS-Proteingele von einer Pr paration der N-terminalen Dom ne der $ IXOIGXV TGT. Bahn
1. unl sliche Fraktion nach Zellaufschluss; Bahn 2: Rohextrakt; Bahn 3: gereinigte Fraktion
nach der Anionenaustauschchromatographie; Bahn 4. gereinigte Fraktion nach der
Hydrophoben S ule; Bahn 5: gereinigte Fraktion nach der Gelfiltrationss ule; Bahn 6:

gereinigte Fraktion nach der zweiten Hydrophoben S ule.
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. MMIXXVDMRQ

F r die Kiristallisation wurden unterschiedliche Bedingungen getestet. Aus dem
Kristallisationsscreen wurden verschiedene geeignete Kristallisationsbedingungen erhalten.
Erw hnenswert sind die ovalf rmigen, stark verwachsenen Kristalle, die unter den folgenden

Bedingungen erhalten wurden:

1DW 6FUHHQ Nr. 22 (4/ 22 C): 0,05 M Na-cacodylate pH 6,5, 0,08 M MgAc, 15 % PEG
400

W hrend die Kristalle bei 4 C sehr klein waren, besalen die Kristalle, die bei 22 C
gewachsen waren, eine f r die R ntgenstrukturanalyse ausreichende Gr (e. Ein Kristall
wurde 5 Minuten im R ntgenstrahl belichtet. Auf dem Beugungsbild waren nur Reflexe im
unteren Aufl sungsbereich erkennbar. In einem weiteren Kristallisationsversuch konnten

diese Kiristalle allerdings nicht reproduziert werden.

Abb. 37: Kristalle der 42 kDa groen N-terminalen Dom ne der $ IXOIGXVTGT.

' IH& WP LODBRQ' RP | QHQGHUS IXQIGXV XQG$ SHW[ 7* 7

Die Kristallstrukturen der $ IXOIGXV und $ SH@Q[ TGT konnten nicht bestimmt werden, da
die Proteine nicht in kristalliner Form erh Itlich waren. Aus der Prim rstruktur der Enzyme ist
jedoch bekannt, dass sie aus zwei Dom nen bestehen. Die C-terminale Dom ne der TGT
weist, im Gegensatz zur N-terminalen Dom ne ein neuartiges Faltungsmuster auf. Deshalb
wurden die C-terminalen Dom nen aus diesen Enzymen isoliert, um ihre Kristallstrukturen
bestimmen zu k nnen. Die Position zwischen der N- und der C-terminalen Dom ne wurde
aus einem Sequenzalignment abgeleitet, in dem die Aminos uresequenzen der $ IXOIGXV,
$ SHWQ[ TGT und der eubakteriellen = P REIQY TGT miteinander verglichen wurden. Die =
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P RELDY TGT besitzt im Gegensatz zur archaebakteriellen TGT keine C-terminale Dom ne.
Die beiden Dom nen der archaebakteriellen TGT-Enzyme wurden an der Position
voneinander getrennt, an dem die N-terminale Dom ne der = PREQY TGT endet. Die
Gensequenzen der C-terminalen Dom nen wurden aus den \WAGenen der
archaebakteriellen Organismen durch PCR amplifiziert. AnschlieGend wurden die \@W
Fragmente in den Vektor pET21a und den modifizierten pGEX-6P-1-Vektor kloniert. Die
Produktion der C-terminalen Dom nen der $ IXOIGXV und $ SHQ TGT mit einer Gr Qe
von 16 kDa bzw. 20 kDa erfolgte im Rosetta™(DE3)pLysS Stamm. Im Vergleich zum
Expressionssystem des pET2la-Vektors wurden die beiden TGT-Enzyme als
Fusionsproteine in gr Geren Mengen hergestellt und waren im Rohextrakt wesentlich besser
| slich. Vermutlich unterst tzt der N-terminale \BJ die Faltung der C-terminalen Dom nen der
$ IXOIGXVbzw. $ SH@Q[ TGT. Eine Reinigung des Proteins ber die Glutathion-Sepharose
war m glich, da die Dom ne spezifisch an das S ulenmaterial gebunden wurde. Allerdings
blieb die C-terminale Dom ne aufgrund ihrer ausgepr gten Hydrophobizit t nach der
Abspaltung des \WJ gr Gtenteils an der Glutathion-Sepharose gebunden. Deshalb wurde die
C-terminale Dom ne der $ IXOIGXV bzw. $ SH@Q[ TGT nach dem Xklassischen?
s ulenchromato-graphischen Verfahren gereinigt. Zuerst erfolgte die Reinigung der C-
terminalen Dom ne unter Verwendung der Hydrophoben S ule und der Gelfiltrationss ule.
Danach wurde der \BU durch Zugabe von PreScission-Protease™ abgespalten. Der GST-
Proteinanteil sollte prinzipiell erst nach der Reinigung ber die Gelfiltrationss ule
abgespalten werden. Aufgrund der hohen Hydrophobizit t der C-terminalen Dom ne (ohne
\BU) verblieb mehr als 80 % der gesamten Proteinmenge auf der Gelfiltrationss ule. Der \BJ
und das nicht gespaltene Fusionsprotein wurden anschliedend durch einen
Kationenaustauscher von der C-terminalen Dom ne abgetrennt. Die so erhaltene
Pr paration zeigte jedoch noch deutliche Verunreinigungen und war folglich fr
Kristallisationsversuche nicht einsetzbar. Die Ausbeute betrug lediglich etwa 3 mg aus neun
Liter Kulturmedium.

Da die C-terminale Dom ne der $ IXOIGXV bzw. $ SHQ[ TGT nach diesem Reinigungs-
protokoll nicht in ausreichender Reinheit erhalten werden konnte, sollte bei einer
Optimierung des Reinigungsverfahrens die affinit tschromatographische Reinigung mit der
iklassischen? S ulenchromatographie kombiniert werden. Zuerst wird das Fusionsprotein an
die Glutathion-Sepharose gebunden. Nach dem Waschen wird das Fusionsprotein
anschliedend durch Zugabe von reduziertem Glutathion von der S ule eluiert. Die weitere
Aufreinigung erfolgt unter Verwendung der Hydrophoben S ule und der Gelfiltrationss ule.
Zuletzt wird der \BJ von dem GST-Proteinanteil abgespalten und die C-terminale Dom ne
mit Hilfe der Kationenaustauschers ule von dem verbliebenen Fusionsprotein und der

Glutathion-S-Transferase abgetrennt.
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+RP RRJIHP RGH®IGHUS IXALGXV XQG$ SHWOA 7* 7

Da die Kristallstrukturen der $ IXOIGXV und $ SH@QL TGT in dieser Arbeit nicht bestimmt
werden konnten, wurde von diesen Enzymen mit Hilfe des Programms MODELLER [Sali &
Blundell, 1993] Homologiemodelle erstellt. Die Kristallstruktur der 3 KRUNRWKILTGT diente
als Modellstruktur. Die Aminos uresequenzen der $ IXOIGXV, $ SHOQ[ und 3 KRUNRWKIL
TGT wurden mit Hilfe des Programms T-Coffee [Notredame et al., 2000] untereinander
ausgerichtet (Anhang A), die Qualit t des Sequenzalignments berpr ft und anschlieGend
die Homologiemodelle berechnet.

$ IXQIGXVT* 7 $ SHQ[ 7* 7
Pro1go S€r189
GInl64 GIn161
Val193
Thr191 Phe222
Phe223
Aspl122 Asp120
Ser86
Aspzaz Y1 Tyrg9
Ser88 Asp242
Asp87 Asp85
(1 (1)

Abb. 38: Homologiemodell des aktives Zentrums der $ IXOIGXV TGT (I) und $ SH@QL TGT (ll). Die

Aminos urereste in der Bindetasche sind als Stabmodell in gr n dargestellt.

In der Kristallstruktur der 3 KRUNRWKILTGT befindet sich in der N-terminalen Dom ne das
aktive Zentrum (Kapitel 4.1.4.1). Die Aminos urereste in der Bindetasche sind zu den
Resten im aktiven Zentrum der $ IXOIGXVund $ SHQI[ TGT weitgehend konserviert (Abb.
38). Deshalb wird vermutet, dass das Substrat preQ, in den aktiven Zentren der
archaebakteriellen TGT-Enzyme den gleichen Bindungsmodus einnimmt. Die Aminos uren
Gly196, Vall197 und Vall98 der 3 KRUNRWKILTGT entsprechen den Aminos uren Alal9l,
Vall92 und Vall93 in der $ IXOIGXV TGT. In der $ SH@Q[ TGT hingegen sind diese Reste
gegen Serl89, Pro190 und Thr191 ausgetauscht. Trotz der unterschiedlichen Prim rstruktur
nehmen die Hauptketten mit groder Wahrscheinlichkeit die gleiche Konformation im aktiven
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Zentrum ein. Dadurch wird, analog zur 3 KRUNRWILTGT, die Nitrilgruppe des preQq von der
NH-Gruppe des Vall93 in der $ IXOIGXV TGT bzw. des Thrl91 in der $ SH@Q[ TGT
spezifisch erkannt. Das Asp95 und Asp246 in der 3 KRUINRWKILTGT entsprechen in der $
IXOIGXV dem Asp87 und Asp243 bzw. in der $ SHOIL TGT dem Asp85 und Asp242. In der
eubakteriellen = P REIQY TGT wurde das Asp280 (entspricht dem Asp246 in 3 KRUNRWKIL) als
katalytisches Nukleophil identifiziert (Kapitel 3.1.3). Das Asp102 (entspricht dem Asp95 in 3
KRUNRWKL) ist vermutlich an der Protonen bertragung beteiligt. Seine Funktion wird
gegenw rtig diskutiert. Es ist anzunehmen, dass diese Aspartatreste in allen drei
archaebakteriellen TGT-Enzymen die gleiche Funktion wie in der = P REIQY TGT besitzen.
Die in Archaea spezifische Helix liegt zwischen der N-terminalen und C-terminalen Dom ne
und ist in allen drei archaebakteriellen TGT-Enzymen vorhanden. Die C-terminale Dom ne
ist in den verschiedenen Spezies unterschiedlich lang. Die 3 KRUNRWKILTGT besitzt von den
drei Organismen den | ngsten C-terminalen Bereich (Tab. 10). Diese besteht aus drei
Dom nen, von denen vor allem C2 und C3 an der tRNA-Bindung beteiligt sind. Die C-
terminalen Dom nen der $ [IXOIGXV und $ SH®@Q[ TGT sind signifikant k rzer. Sie
entsprechen im Homologiemodell gr (tenteils der Dom ne C1l in der 3 KRUNRWKILTGT (Abb.
39). Inder $ IXOIGXVTGT kann die Konformation von mindestens 10 Aminos ureresten, die
innerhalb der Dom ne C1 liegen, nicht zuverl ssig vorhergesagt werden. In der $ SH@L
TGT sind dies sogar etwa 30 Aminos urereste. Die Dom ne C2 und C3 in der 3 KRUNRWKIL
TGT sind in den beiden anderen archaebakteriellen TGT-Enzymen nur teilweise vorhanden.
Dieser Bereich kann von MODELLER nicht zuverl ssig vorhergesagt werden. Dabei handelt
es sich um die letzten 40 - 50 Aminos urereste der $ IXOIGXV bzw. $ SHAQ TGT. Folglich
besitzen diese Organismen wenigstens in Teilbereichen ein neuartiges Strukturmotiv in der
C-terminalen Dom ne.

Die Kristallstruktur der 3 KRINRWKILTGT wurde auch im Komplex mit tRNA bestimmt, in der
ein tRNA-Molek | an beide Untereinheiten des dimeren Enzyms bindet. Der Bindungsmodus
im Bereich der N-terminalen Dom ne sollte bei allen drei TGT-Enzymen sehr hnlich sein. In
der $ IXOIGXVund $ SHUI TGT fehlen jedoch Bereiche der Dom nen C2 und C3, die an
den Akzeptorstamm und die DV-Helix binden. Weiterhin wurde die in der 3 KRUINRWKILTGT
vorhandene (18-019-Haarnadelschleife, welche die | -Form der tRNA stabilisiert, in der $
IXOIGXVund $ SH@Q[ TGT nicht modelliert. In der $ IXOIGXV TGT kann die tRNA nicht von
zwei Untereinheiten des Proteins gebunden werden. Gelffiltrationsexperimente zeigten, dass
die $ IXOIGXVTGT im Gegensatz zur 3 KRUNRWKILTGT in L sung als Monomer vorliegt.

Die Kristallstruktur der 3 KRUNRWKILTGT gibt interessante Einblicke in das Strukturmotiv der
C-terminalen Dom ne und ihren Bindungsmodus an die tRNA. Aus den Homologiemodellen
der $ IXOIXVund $ SHOQ[ TGT kann keine Aussage dar ber getroffen werden wie die

tRNA an die C-terminalen Dom nen dieser Enzyme gebunden wird.
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Abb. 39:

0] (0

berlagerung der Kristallstuktur der 3 KRUNRWKIL TGT mit dem Homologiemodell der $
IXOIGXV TGT (1) bzw. $ SHW@QL TGT (Il). Die katalytische Dom ne der 3 KRUNRWKILTGT ist
in gelb, die archaespezifische Helix in orange und die C-terminalen Dom nen C1, C2 und
C3 in hellgr n, hellblau und violett gef rbt. Das Homologiemodell der $ IXOIGXV bzw. $
SH@[ TGT ist in roter Farbe dargestellt.
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=XVDP P HQIDWXQJ XQG $ XVEQEN

Die archaebakterielle tRNA-Guanin Transglykosylase (TGT) katalysiert den Austausch der
Base Guanin gegen die modifizierte Base preQq an Position 15 in der D-Schleife der meisten
tRNAs. Das preQ, wird anschlietend zur hypermodifizierten Base Archaeosin umgewandelt.
Die genaue Funktion dieser Base ist noch nicht bekannt. Die Modifikation k nnte jedoch zur
Stabilisierung der terti ren Struktur der tRNAs beitragen. Die archaebakteriellen tRNA-
Guanin Transglykosylasen bestehen aus zwei Dom nen. Die N-terminale Dom ne
repr sentiert im Wesentlichen eine (0/a)s-Fassstruktur. Am C-terminalen Ende des Fasses
befindet sich das aktive Zentrum der TGT. Die archaebakteriellen Organismen besitzen eine
archaespezifische C-terminale Dom ne, die f r die tRNA-Bindung verantwortlich ist. In
dieser Eigenschaft grenzen sie sich deutlich von ihren eubakteriellen und eukaryontischen
Orthologen ab.

Auch innerhalb der Dom ne Archaea unterscheiden sich die archaebakteriellen TGT-
Enzyme deutlich voneinander. In den hyperthermophilen Spezies $ IXOIGXV, $ SHQ und
3 KRUNRWKILsind die C-terminalen Dom nen unterschiedlich lang. Um einen Einblick in das
neuartige Faltungsmuster der C-terminalen Dom ne der TGT zu erhalten, wurden die \G\W
Gene aus diesen Spezies amplifiziert und in den Vektor pET2la kloniert. Nach der
Expression der \MAGene in ( FRQBL21(DE3)CodonPlus waren die resultierenden TGT-
Enzyme im Rohextrakt sehr gut | slich. Die $ SH®@Q[ TGT jedoch denaturierte bereits wenige
Tage nach dem Zellaufschluss. F r die $ IXOIGXV TGT hingegen konnte ein
Reinigungsverfahren etabliert werden. In Kristallisationsans tzen wurden Kristalle der $

IXOIGXV TGT erhalten, die jedoch nicht reproduzierbar waren. Wie sich zeigte, handelte es
sich bei diesen Kristallen um ein 42 kDa groles Abbauprodukt der $ IXOIGXV TGT, das der
N-terminalen Dom ne zugewiesen wurde. Um dies zu best tigen, wurde die kodierende
Sequenz der N-terminalen Dom ne kloniert und berexprimiert. Das resultierende Protein
wurde erfolgreich in hoher Ausbeute gereinigt und kristallisiert. Parallel wurden auch die C-
terminalen Dom nen der $ IXOIGXV und $ SH@QI TGT aus den kompletten \WAGenen
amplifiziert. Die C-terminalen Dom nen wurde gereinigt, konnten jedoch aufgrund der
geringen Ausbeute und ihrer Tendenz zur Aggregatbildung nicht kristallisiert werden. Die
Kristallstrukturen der $ IXOIGXVund $ SH@IL TGT bzw. ihre N- und C-terminalen Dom nen
konnten in dieser Arbeit nicht bestimmt werden, da keine reproduzierbaren,
diffraktionsf higen Kristalle erhalten werden konnten.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Kristallstuktur der 3 KRUNRWKILTGT im Komplex mit tRNA
ver ffentlicht. Die C-terminalen Dom nen der $ IXOIGXVund $ SH@Q[ TGT unterscheiden
sich jedoch signifikant von der Gr Ge der C-terminalen Dom ne der 3 KRUNRWKIL TGT.
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Weiterhin liegt die $ IXOIGXV TGT im Gegensatz zur dimeren 3 KRUNRKILTGT in L sung
als Monomer vor. Die Homologiemodelle der $ IXOIGXVund $ SH@Q[ TGT zeigen, dass die
C-Termini  berwiegend aus der Dom ne Cl der 3 KRUINRWKIL TGT bestehen. In
Teilbereichen kann das Strukturmotiv der C-terminalen Dom ne der beiden Enzyme nicht
vorhergesagt werden. Die Dom ne C2 und C3, die in der 3 KRINRWKIL TGT an den
Akzeptorstamm der tRNA bindet und die | -Form der tRNA stabilisiert, sind in den anderen
beiden TGT-Enzymen nur rudiment r vorhanden. Dadurch kann keine Vorhersage ber den
Bindungsmodus der tRNA an die $ IXOIGXV bzw. $ SHQ[ TGT abgeleitet werden. Auch in
der Terti rstruktur ihrer C-terminalen Dom nen m ssen sie sich teilweise signifikant von der
3 KRUNRWKILTGT unterscheiden.

Deshalb sollten weitere Versuche unternommen werden, die Kristallstruktur der $ IXOIGXV
und $ SHUIL TGT, auch im Komplex mit tRNA, aufzukl ren. Das Reinigungsprotokoll f r die
$ IXOIGXVTGT wurde bereits etabliert und liefert reines Protein in hoher Ausbeute. Dadurch
k nnten weitere Kristallisationsversuche in einem KUK WURXIKSXW 6 FIHHQQ] getestet
werden. Dabei sollte auch die Kokristallisation mit dem Substrat preQ, und tRNA erfolgen.
Weiterhin k nnte in einem radioaktiven DWD\, analog zur = P REY TGT [Curnow et al.,
1993] oder 3 KRUNRWKILTGT [Watanabe et al., 2001], nicht nur die Aktivit t der $ IXOIGXV
und $ SHWI[ TGT bestimmt werden, sondern auch ihre Stabilit t unter hohen Temperaturen
getestet werden. Besonders f r die $ SH@I[ TGT w re eine Aktivit tsmessung sinnvoll, um
zu kI ren, ob dieses Enzym im ( FRQExpressionsstamm richtig gefaltet wird.

Die Kristallstrukturen der $ IXOIGXV, $ SHA[ und 3 KRUINRWKILTGT k nnten interessante
Erkenntnisse ber die strukturellen Eigenheiten dieser Enzyme im Bereich der C-terminalen
Dom ne erhalten werden. Die Aufkl rung der Terti rstruktur mehrerer TGT-Enzyme aus der
Dom ne Archaea k nnte einen ersten Hinweise liefern, warum sie die gleiche katalytische
Funktion besitzen, jedoch unterschiedliche Strukturmotive aufweisen.



Archaebakterielle tRNA-Guanin Transglykosylase 103

0 DMUDOXQG 0 HWRGHQ

Die DNA-Primer f r die Klonierung und Mutagenese wurden von MWG Biotech (Ebersberg)
bezogen. Zur Plasmid-Pr paration wurden die . W von Qiagen (Hilden) verwendet. Die
Restriktionsendonucleasen wurden von New England Biolabs (Frankfurt) und das Enzym
' SQI von Stratagene geliefert. Die meisten Enzyme und Materialien f r die Klonierung und
Mutagenese wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Stratagene
(Heidelberg) bezogen. Die Vektoren stammten von Novagen (Schwalbach), Amersham
Pharmacia Biosciences (Uppsala, Schweden) und New England Biolabs (Frankfurt). Von den
Firmen Stratagene und Novagen wurden die Bakterienst mme bezogen. F r alle weiteren

Reagenzien gelten die in Kapitel 2.4 und 3.4 aufgef hrten Angaben.

YWRFKHP IVFKH 0 HWRGHQ

F r den Umgang mit Nukleins uren wurden die verwendeten Reagenzien und
Gebrauchsmaterialen autoklaviert (30 min, 121 C, 1,3 bar), um eventuell vorhandene
Nukleasen zu inaktivieren. Glasger te wurden mit trockener Hitze (3 h, 200 C) sterilisiert.

$P SUINDWRQ YRQFKURP RVRP DBU' 1$ XQG3OWPIG' 1$ P WY 3&5

Die kodierenden Sequenzen der Zielgene wurden durch PCR (SROP HIDVH FKDIQ UHDRWRQ)
aus chromosomaler DNA oder Plasmid-DNA isoliert und amplifiziert [Saiki et al., 1988]. F r
jeden PCR-Ansatz werden zwei Oligonukleotide (Primer) ben tigt, deren Nukleotidsequenz
zu der zu isolierenden Sequenz des Zielgens komplement r ist und die spezifische
Erkennungssequenz f r den Verdau mit Restriktionsendonukleasen beinhaltet.

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Volumen von 50 |

Templat-DNA I
Puffer (10-fach)
Primer IRZ D&
Primer EDANZ DU
dNTPs (10 mM)

DNA-Polymerase

[ R N A

agua bidest. 40 |
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Die Endkonzentration der chromosomalen DNA im PCR-Ansatz betrug zwischen 100 ng und
700 ng, w hrend der Gehalt der Plasmid-DNA in einem Bereich von 5 bis 30 ng variiert
wurde. Da die chromosomale DNA durch h ufiges Auftauen und Einfrieren leicht degradiert,
wurden Aliquots von wenigen | bei -20 C gelagert. F r die PCR wurde eine
Primerkonzentration von 100 pmol/ | eingesetzt. F r die Amplifikation der DNA wurde die
3IX- und die 7DT-Polymerase in einem Mischungsverh Itnis 1:10 verwendet.

Im Thermocycler (Biozym MiniCycler™) wurde die Templat-DNA nach dem folgenden
Protokoll amplifiziert:

5min-93 C
1min-93C
1 min - 45 bis 55 C 25 Zyklen
3min-68 C
5min-68 C

Die DNA-Str nge wurden durch Hitzedenaturierung bei 93 C in ihre Einzelstr nge
aufgetrennt. Die Primer lagerten sich bei einer Temperatur im Bereich von 45 C bis 55 C an
ihre Zielsequenz in der Templat-DNA an. Die spezifische Erkennung der zur Primersequenz
komplement ren DNA-Str nge nimmt mit steigender Temperatur zu. Deshalb wurde bei
einer erfolglosen DNA-Replikation die DQRHD@I-Temperatur im n chsten Reaktionsansatz
gesenkt. Die hitzestabilen DNA-Polymerasen initiieren bei einer Temperatur von 68 C die
DNA-Amplifikation. Die 3IX-Polymerase besitzt eine SURRIUHDAQI-Aktivit t, wodurch die
Wahrscheinlichkeit f r die Einf hrung falscher Basen w hrend der Amplifikation signifikant
reduziert wird. Die Hitzedenaturierung, die Anlagerung der Primer und die Amplifikation
erfolgte in mehreren Zyklen.

Nach erfolgreicher Amplifikation wurde der PCR-Ansatz mit Hilfe des 3&5 3XUWIFDWRQ . W
(Qiagen) gereinigt. Die L sung wurde ber Anionenaustauschers ulen gegeben, die im
PCR-Ansatz vorhandenen Primer, Nukleotide, Polymerasen und Salze durch mehrere
Waschschritte entfernt und die DNA mit 50 | Wasser pH 8,0 (aqua bidest.) eluiert.

0 XViJ HOHVH P DMAY 3&5

Mit Hilfe der PCR k nnen nicht nur Gensequenzen amplifiziert, sondern auch Mutationen in
die Zielsequenz eingef hrt werden. Durch Deletion wurde ein Teil der kodierenden Sequenz
des Zielgens im berexpressionsvektor entfernt. Dabei wurden die Reagenzien und das
beigef gte Protokoll aus dem QuickChange™ WM QUHAMG P XWIHQHMYV . IW(Stratagen)
verwendet. F r dieses Verfahren werden zwei Primer mit einer Schmelztemperatur von

jeweils 78 C ben tigt, die in ihrer Basensequenz zueinander komplement r sind und die
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Zielmutation beinhalten. Prinzipiell verl uft der Vorgang der DNA-Replikation analog zu dem
in Kapitel 4.4.1.1 beschriebenen Verfahren. Durch Anlagerung der synthetischen
Mutantenprimer an die Templat-DNA und Amplifikation der Plasmid-DNA wird die neu

synthetisierte DNA erzeugt.

Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Volumen von 50 |

Templat-DNA 1
Puffer (10-fach) 5
Primer IRZ D 11
Primer EDFNZ DU 1
dNTPs (100 mM) 1
3IX-Polymerase (2,5 U/ 1) 1
agua bidest. 40 |

Die Templat-DNA wurde in einer Konzentration von 1 bis 20 ng eingesetzt. Die
Primerkonzentration wurde auf 5 pmol/ | verd nnt.

Im Thermocycler (Biozym MiniCycler™) wurde die Templat-DNA nach dem folgenden
Schema amplifiziert:

0,5min-95 C

0,5min-95 C

1min-55C 18 Zyklen
14 min-72 C

5min-72 C

Bei erfolgreicher DNA-Replikation konnte im Agarosegel unter UV-Licht bei 280 nm eine
breite Vektorbande detektiert werden. Die Plasmid-DNA aus dem PCR-Ansatz wurde nach
dem Protokoll aus dem 3&5 3XULIEDMRQ. WQiagen) gereinigt. Der Ausgangsstrang, der im
Gegensatz zu den neu synthetisierten DNA-Plasmiden methyliert ist, wurde anschlieend
durch die Endonuklease ' SQI f r 1 Stunde bei 37 C verdaut. Das Plasmid wurde in den
Klonierungsstamm XL2-Blue (Stratagene) transformiert (Kapitel 4.4.1.7) und eine
Minipr paration angefertigt (Kapitel 4.4.1.8). Der Erfolg der Mutagenese wurde durch DNA-
Sequenzierung (Kapitel 4.4.1.10) berpr ft.

6 SDAXQI GHU' 1$ P IMB FVWNWRQVHQGRQXFBDVHQ

Um die Zielsequenz in einen berexpressionsvektor integrieren zu k nnen, wurden das

Zielgen und der Vektor mit zwei verschiedenen Restriktionsendonucleasen verdaut. Diese
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Enzyme erkennen spezifisch eine palindrome Gensequenz, die aus 4 - 8 Nukleotiden
besteht. Durch die Spaltung der DNA entstehen h ufig einzelstr ngige 3A und 5A
berh ngende Enden.

Die DNA und der Vektor wurden getrennt bei 37 C f r mindestens 4 h in einem Volumen von

15 | mit Restriktionsenzymen behandelt:

DNA oder Vektor x |

Puffer des Restriktionsenzyms (10-fach) 15 |

Restriktionsenzym | (20 U/ 1) 1 |

Restriktionsenzym 11 (20 U/ 1) 1 |

BSA (10-fach) 1,5 |

agua bidest. 15—-x |
$ J DIRVH] HBIONWRSKRWHVH

Die DNA-Proben wurden mit 25 % (v/v) Ladepuffer (0,25 % Bromphenolblau, 0,25 %
Xylencyanol, 40 % Saccharose) versetzt und in die geformten Taschen im 1 %igen
Agarosegel in TAE-Puffer (2 M Tris, 1 M Essigs ure und 0,1 M EDTA) eingef It [Sambrook
et al., 1989]. Die entstandenen Fragmente aus dem Verdau wurden bei einer Spannung von
80 V elektrophoretisch voneinander getrennt. Bei pr parativen Gelen wurde ein spezieller
TAE-Puffer (MWG-Biotech, Ebersberg) verwendet, der einen Lichtschutzfaktor enth It, um
die DNA bei der Detektion gegen die sch dliche UV-Strahlung zu sch tzen. Nach F rben
des Gels in Ethidiumbromid wurden die DNA-Banden unter der UV-Lampe sichtbar und die
Fragmente mit der passenden Gr sse bei einem UV-Licht von 360 nm ausgeschnitten. Die
Gr (e der Fragmente konnte durch Vergleich mit den bekannten Fragmentgr Gen der
gespaltenen Lambda-DNA (Promega, Mannheim), die mit der Restriktionsendonuklease
+ G Il behandelt wurde, abgesch tzt werden. Die DNA wurde aus dem Gel mit Hilfe des
4 $TXEN * HO( [ WDRRQ . W(Qiagen) isoliert. Das Gel wurde in einem Hochsalzpuffer bei
50 C aufgel st und mit Isopropanol versetzt. Die DNA wurde an Anionenaustauschers ulen
gebunden, mit verschiedenen Puffern gewaschen und mit 50 | Wasser pH 8,0 (aqua
bidest.) eluiert.

/ LJDARQ

Die Verkn pfung des Zielgens mit dem Vektor erfolgte in einem molaren Verh ltnis 1:1 bis
5:1 mit Hilfe der ATP-abh ngigen T4-DNA-Ligase (New England Biolabs). In einem 40 |
Reaktionsansatz wurden die DNA-Fragmente mit 4 | Ligasepuffer (10-fach) und 1 | DNA-
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Ligase versetzt und das fehlende Volumen durch Zugabe von Wasser (aqua bidest.)
aufgef lIt. Das Gemisch wurde ber Nacht bei 12 C im Sch ttler bei 300 U/min inkubiert. Der

Ansatz wurde vor der Transformation in ( FRQBakterien mindestens 48 h bei 4 C gelagert.

. XQXWP HAHQ
Die Transformation und rekombinante Expression erfolgte in Luria-Bertani-Medium:

Luria-Bertani-Medium: 10 g/l Bacto-Pepton
5 g/l Hefe-Extrakt
10 g/l NaCl

Zur Herstellung der festen N hrb den wurde dem Kulturmedium 20 g/l Agar zugegeben. Die
L sungen wurden im Autoklaven sterilisiert (30 min, 121 C, 1,3 bar).
In Abh ngigkeit von dem verwendeten Bakterienstamm und Plasmid wurden die N hrb den
und das Kulturmedium mit Antibiotika versetzt. Dazu wurden Antibiotika-Stamml sungen
hergestellt, mit einem Filter von 0,22 m Porengr sse sterilfiltriert und dem N hrmedium die
geeigneten Antibiotika in einer Verd nnung von 1:1000 zugegeben.

Stamml sungen: Kanamycin: 50 mg/ml in aqua bidest.
Ampicillin: 200 mg/ml in aqua bidest.
Chloramphenicol: 50 mg/ml in 100 % Ethanol

7 DQVIRWP DARQ

Ungef hr 20 ng Plasmid-DNA wurde in den ( FRQ Bakterienstamm XL2-Blue in einem
Volumen von 20 - 100 | transformiert [Sambrook et al., 1989]. Die Bakteriensuspension
wurde f r 30 min auf Eis inkubiert. Dabei lagerte sich die Plasmid-DNA an die
Bakterienzellwand an. Durch Hitzeschock bei 42 C f r 35 s wurde die DNA in die Zellen
transferiert. Der Transformationsansatz wurde anschlieend f r 2 min auf Eis gek hlt. Nach
Zugabe von 200 | antibiotikafreiem Kulturmedium wurden die Zellen f r 1 Stunde bei 37 C
inkubiert. Der Ansatz wurde auf Selektions-Agar-Platten mit Antibiotika, gegen die der
Bakterienstamm resistent war, ausplattiert und ber Nacht bei 37 C bebr tet.
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0 LASU SDIDWRQGHUS@WP IG' 18

Die auf den Agarplatten gewachsenen Klone wurden in 5 ml LB-Medium, das die in der
Transformation verwendeten Antibiotika enthielt, berf hrt und bei 37 C und 250 U/min ber
Nacht gesch ttelt.
Die Isolation und Pr paration der Plasmid-DNA aus den Bakterienzellen erfolgte mit Hilfe
des 4 ,$SUWHS 0 IQSUHS . WQiagen) anhand des beigef gten Protokolls. Die Zellen wurden in
RNase-haltiger L sung resuspendiert und alkalisch lysiert. Die Proteine und die
chromosomale DNA pr zipitierten durch Neutralisation der alkalischen L sung mit einem
Hochsalzpuffer. Nach Zentrifugation (Eppendorf 5415C, 10 min, 14000 U/min) wurde die im
berstand befindliche Plasmid-DNA an kleine Anionenaustauschers ulen gebunden und
durch mehrere Waschschritte von Nukleasen, Salzen und anderen Verunreinigungen befreit.
Die Elution erfolgte mit 50 | Wasser (aqua bidest.) bei einem pH-Wert von 8,0. Die L sung
der Plasmid-DNA wurde bei -20 C aufbewahrt.
Die isolierte und gereinigte Plasmid-DNA wurde mit Restriktionsendonukleasen behandelt,
um zu berpr fen, ob das Zielgen erfolgreich in den Vektor kloniert wurde. Nach dem Verdau
von etwa 500 ng Plasmid-DNA erfolgte analog zu der in Kapitel 4.4.1.4 beschriebenen
Methode die elektrophoretische Auftrennung ber ein 1 %iges Agarosegel bei einer
konstanten Spannung von 100 V ber einen Zeitraum von 1,5 h. Nach Interkalation des
Ethidiumbromids in die DNA waren die DNA-Fragmente unter dem UV-Licht bei 280 nm
sichtbar. Die Gr (e der Fragmente wurde mit Hilfe der bekannten Fragmentgr Oden der

gespaltenen Lambda-DNA abgesch tzt.

0 O ISU SDIDWRQGHUSWP IG' 1%

Mehrere g Plasmid-DNA wurden mit Hilfe des 4 ,$SUHS 0 O ISUHS . Maus den ( FRQZellen
isoliert. Nach der Transformation (Kapitel 4.4.1.7) wurde der Bakterienstamm, der die
gew nschte Plasmid-DNA enthielt, in einer bernachtkultur mit Antibiotika angezogen.
AnschlieGend wurden die Bakterien in 100 ml Kulturmedium f r 12 h unter Sch tteln bei 300
U/min inkubiert. Die Bakterienzellen wurden abzentrifugiert (Heraeus Minifuge 2, 15 min,
4000 U/min, 4 C) und im RNase-haltigen Puffer resuspendiert. Die Zellwand wurde durch
alkalische Lyse aufgebrochen. Nach Neutralisation und Inkubation auf Eis f r 20 min wurden
die denaturierten Bestandteile durch Zentrifugation (Beckmann JA-25,50-Rotor, 45 min,
12000 U/min, 4 C) abgetrennt. Die mit Puffer quilibrierte Anionenaustauschers ule wurde
mit dem berstand beladen, gewaschen und die DNA eluiert. Durch Zugabe von Isopropanol
pr zipitierte die DNA, die nach Zentrifugation (Eppendorf 5415C, 30 min, 14000 U/min, 4 C)

vom berstand vorsichtig abgetrennt wurde. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol
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gewaschen und erneut durch Zentrifugation pr zipitiert. Der berstand wurde verworfen, das

DNA-Pellet an der Luft getrocknet und anschlieGend in Wasser (aqua bidest.) gel st.

' 1$ 6HTXHQ HXQ

Durch DNA-Sequenzierung wurde berpr ft, ob das klonierte Zielgen unerw nschte
Mutationen aufwies und ob die Mutagenese erfolgreich war. Die Sequenzierung wurde von

Genterprise (Mainz) oder von MWG Biotech (Ebersberg) durchgef hrt.

* HKDOVEHWIP P XQJ GU' 1$

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte photometrisch (Bio-Rad SmartSpec™
3000) bei 260 nm und 280 nm nach der empirischen Formel f r doppelstr ngige DNA
[Sambrook et al., 1989]:

DNA ( g/ml) = Ay x50 g/ml x Verd nnungsfaktor

Aus dem Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm, der einen Wert > 1,8 aufweisen
sollte, wurde die Reinheit der DNA-Pr paration ermittelt.

3RODFUY @P LG * HBIBINWRSKRUHVH

Die Proteine wurden mit Hilfe der eindimensionalen SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
getrennt [L mmli, 1970; Sambrook et al., 1989]. Die Proteinl sung wurde mit dem Protein-
Ladepuffer im Verh Itnis 1:1 gemischt, bei 100 C f r 5 min denaturiert und in die Taschen
des 15 %igen SDS-Gels eingef llt. Die elektrophoretische Auftrennung im L mmli-Puffer
erfolgte im Sammelgel bei einer Spannung von 80 V, zur Auftrennung der Proteine im
Trenngel wurde die Spannung auf maximal 160 V erh ht. Als Standard-Marker diente ein
definiertes Gemisch aus Proteinen mit einer Gr Oe zwischen 14 kDa und 66 kDa (Sigma-
Aldrich, Seelze). Zur Detektion der Proteinbanden wurde das SDS-Gel mindestens 15 min in
Coomassie-L sung getr nkt und anschliedend mit der Entf rbel sung solange entf rbt, bis

sich die Proteinbanden gut vom Hintergrund abhoben.

Sammelgel (10 %ig): 2,1 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamidl sung; 1,55 ml 1,5 M
Tris pH 8,8; 0,45 ml aqua bidest.; 30 110 % (v/v) SDS; 30 110 %
Ammoniumpersulfat; 2 | TEMED
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Trenngel (15 %ig): 0,44 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamidl sung; 0,4 ml 0,5 M
Tris pH 6,8; 1,2 ml aqua bidest.; 25 | 10 % Ammoniumpersulfat;
1,5 I TEMED

Protein-Ladepuffer: 50 mM Tris pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerin; 100 mM
DTT; 20 g/ml Bromphenolblau

L mmli-Puffer: 250 mM Tris; 2,5 M Glycin; 1 % (w/v) SDS

F rbel sung: 40 % (v/iv) Methanol; 10 % (v/v) Essigs ure; 0,1 % (w/v)
Coomassie™ Brilliant Blue R250

Entf rbel sung: 50 % (v/v) Methanol; 12 % (v/v) Essigs ure

6LEHUI LEXQJ YRQ 3 IRWMLQJ HBRQ

Zur Detektion von schwachen Banden wurden die Proteingele mit einer Silberl sung
angef rbt [Merril et al., 1981]. Das SDS-Gel wurde mindestens 60 min in den Fixierer gelegt.
Nach zweimaligem Waschen zuerst mit 50 %igem Ethanol, dann mit 30 %igem Ethanol
wurde das Proteingel 60 s mit der Reduktionsl sung behandelt. Diese L sung wurde durch
dreimaliges Waschen in aqua bidest. f r je 20 s entfernt und anschlieGend in der
Silberl sung ber einen Zeitraum von 30 min inkubiert. Nach erneutem Waschen mit aqua
bidest. wurden die Proteinbanden im Entwickler sichtbar gemacht. Der Entwicklungsprozess

wurde durch Zugabe von Entf rbel sung (Kapitel 4.4.1.12) gestoppt.

Fixierer: 50 % (v/v) Methanol; 12 % (v/v) Essigs ure
Reduktionsl sung: 0,8 mM Na,S,0;

Silberl sung: 0,2 % AgNO3; 0,026 % CH,O

Entwickler: 0,6 % Na,COg3; 0,0185 % CH,0; 16 M Na,S,0;

. RQIHXQI GHUDUFKDHEDNWMUHEBIQ W HQH

Die chromosomale DNA der Archaebakterien $ UKDHIGEXV IXOIGXV, $HRS\ XP SHQI[ und
3\ WRFRAFEXV KRUNRWKIL wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezogen.
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3UP HJ

Die archaebakteriellen \WAGene wurden mittels PCR (Kapitel 4.4.1.1) aus der
chromosomalen DNA der verschiedenen Organismen isoliert. Dazu wurden folgende Primer

verwendet:

$ IXOIXVTGT IRZDWG  5A GGC CAT ATG CAG AGG TTC GAG ATT CTC GAT AAG
-3A

$ IXOIGXVVTGT EDANZDWG 5A GGC GTC GAC TTA GGA TAC AAC ATT CAG CTC ACC
GTT -3A

$ SHQ[ TGT IRZDWG 5A GGC CAT ATG TTT GAG ATT AGG GAT GTC GAT CTG
-3A

$ SHQ[ TGTEDANZDWG  5A GGC GTC GAC TTA GGA TAC AAC ATT CAG CTC ACC
GTT -3A

3 KRUNRWKILTGT IRZDG  5A GGC CAT ATG AGC CGG GGT GAT AAA ATG CTC -3A

3 KRUNRWKILTGT EDFNZ DG 5A GGC GTC GAC TTA CTC AAC ACC TTT CCT TAC CTT
GAC -3A

Die f r die C-terminalen Dom nen der TGT-Enzyme kodierenden DNA-Abschnitte aus den
verschiedenen Organismen wurden mittels PCR (Kapitel 4.4.1.1) amplifiziert. Als DNA-
Templat diente jeweils das komplette \BAAGen, das im  berexpressionsplasmid pET21a
enthalten war. Im Reaktionsansatz wurde der IRZDGPrimer (C-terminus) mit dem

EDFNZ DUG5-Primer, der zur Amplifikation des \BAGens verwendet wurde, kombiniert.

$ IXOIGXVTGT IRZDWG 5A GGC CAT ATG AAC ATG CTG GCT GGA TGG AGG CAG
C-terminus GGT -3A

$ SHO[ TGT IRZDWG 5A GGC CAT ATG TCA ACG GCG AGG GTT ATG GCC AGG
C-terminus ATG -3A

Die unterstrichene Nukleotidsequenz kennzeichnet die palindrome Erkennungssequenz der
Restriktionsendonukleasen. Die doppelstr ngige DNA wird im Bereich des IRZ DWG-Primers
von der Endonuklease 1 GHI und im Bereich des EDFNZ DU5Primers von 6 DA gespalten.

Die N-terminale Dom ne der $ [IXOIGXV TGT mit einer Gr Oe von 42 kDa wurde durch
Mutagenese (Kapitel 4.4.1.2) erhalten. Als DNA-Templat diente die kodierende Gensequenz
der $ IXOIGXV TGT im Vektor pET2la. Der f r den C-terminalen Bereich kodierende
Abschnitt des \W\Gens wurde mit Hilfe von zwei synthetischen Primern entfernt.
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$ IXOIGXVTGT IRZDWG 5A GAA AAG GCT GAC CCC AAA TGA GTC GAC AAG CTT
N-terminus GCG GCC -3A

$ IXOIGXVTGT EDANZ DG 5A GGC CGC AAG CTT GTC GAC TCA TTT GGG GTC AGC
N-terminus CTTTTC -3A

3OVP LCH

Die kodierenden Gensequenzen der TGT-Enzyme und der C-terminalen Dom nen wurden in
die Vektoren pTYB12 (New England BioLabs) , pET21a (Novagen), pET28b (Novagen) und
einem modifizierten pGEX-6P-1-Vektor (Amersham Pharmacia Biosciences) integriert (f r
n here Informationen zu diesen Plasmiden: s. Anhang C und entsprechende Protokolle der
Hersteller). Das Zielgen wurde zwischen die Erkennungssequenz der Endonuklease 1GH |
im N-terminalen Bereich, die das nat rliche Startkodon ATG enth It und 6DOI in der C-
terminalen Region eingef hrt. Durch die Verwendung des EDFNZ DW5Primers w hrend der
PCR befindet sich in den \WAGenen am C-Terminus das Stoppkodon TAA.

Der kommerziell erh Itliche pGEX-6P-1-Vektor wurde von Dr. Clemens Grimm modifiziert
[Grimm, 2000b]. Durch die Einf hrung der spezifischen Erkennungssequenz 1GH I, die
normalerweise in diesem Vektor nicht vorhanden ist, konnte das Zielgen aus anderen
Vektoren herausgeschnitten und in den Expressionsvektor integriert werden. Weiterhin ist in
der Schnittstelle 1 GH | das Startkodon ATG enthalten. Nach der Expression des Proteins ist
am N-Terminus die Glutathion-S-Transferase (GST) gebunden. Nach der Abspaltung des \lJ
sind am Zielprotein nur drei zus tzliche Aminos urenreste vorhanden.

Alle Plasmide wurden in den ( FRQKIlonierungsstamm XL2-Blue (Stratagene) transformiert.

Zur Stammbhaltung wurden Glycerinkulturen angesetzt und bei -80 C gelagert.

YDNWUHQAWP P H

Die Plasmide mit den kodierenden Gensequenzen der $ IXOIGXV und $ SHQ[ \WWAGene
wurden in den ( FRQStamm BL21(DE3)CodonPlus-PR transformiert. F r die Plasmide mit
dem 3 KRINRWKILVWMGen wurde der ( FRQStamm BL21(DE3)CodonPlus-RIL (Stratagene)
verwendet. Aulerdem erfolgte die Produktion der archaebakteriellen TGT auch im ( FRQ
Stamm Rosetta™(DE3)LysS (Novagen). Alle Bakterienst mme sind gegen das Antibiotikum
Chloramphenicol resistent.

Zur Stammbhaltung wurden Glycerinkulturen angesetzt und bei -80 C gelagert.
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5 HQLI XQI GHUDUFKDHEDNWMUHBIQ 7* 7

3U SDIDMRQGHU$  IXQIGXV 7* 7

F rdie $ IXOIGXV TGT wurde ein neues Reinigungsprotokoll etabliert. Die Expression des
$ IXOIXV \W\Gens, das in den berexpressionsvektor pET21a einkloniert wurde, erfolgte
im ( FRQStamm BL21(DE3)CodonPlus-PR. Der Bakterienstamm wurde in einer Vorkultur
bei Anwesenheit der Antibiotika Ampicillin und Chloramphenicol ber Nacht bei 37 C
angezogen. Die Zellsuspension wurde in einer 1:500-Verd nnung in 6,5 | des gleichen
Mediums berf hrt und die Hauptkultur bei 37 C und 250 U/min gesch ttelt. Bei einer
optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm wurde die Genexpression durch Zugabe von IPTG in
einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach einer Inkubationsperiode von 20 h bei
15 C wurden die Zellen durch Zentrifugation (Beckmann JA-10-Rotor, 10 min, 4000 U/min,
4 C) gesammelt und bei -20 C tiefgefroren.

Nach dem Auftauen des Zellpellets wurden die Bakterien in 40 ml Pufferl sung, bestehend
aus 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT und 2 ml Protease-
Inhibitor-Stamml sung (1 Tablette Complete™ (EDTA-frei) in 2 ml Wasser) resuspendiert.
Die Zellwand wurde an der ) UHHFK 3UHW (Aminco French Press Cell Press, Maryland) durch
Druck von maximal 1240 psi zum Platzen gebracht. Die unl slichen Bestandteile wurden
durch Zentrifugation (Beckmann JA-25,50-Rotor, 60 min, 25000 U/min, 4 C) vom | slichen

Rohextrakt abgetrennt und verworfen.

F r die Reinigung wurden folgende Puffer verwendet:

Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 mM DTT
Puffer B: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT
Puffer C: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM DTT

Puffer D: 10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM DTT

Im ersten Reinigungsschritt wurde der Rohextrakt f r 5 min auf 70 C erhitzt. Die TGT des
hyperthermophilen Archaebakteriums blieb dabei weitgehend in L sung. Die denaturierten
Proteine wurden abgetrennt und der berstand ber Nacht bei 4 C gegen das 200-fache
Volumen Puffer A dialysiert. Die chromatographische Aufreinigung erfolgte an einer FPLC-
Anlage (Akta™, Amersham Pharmacia Biosciences). Die mit Puffer A quilibrierte
Anionenaustauschers ule (Q-Sepharose, XK26) wurde mit der TGT-haltigen L sung
beladen. Nach dem Waschen wurde die TGT in einem dreistufigen Gradienten gegen Puffer
B mit einer Flussrate von 3 ml/min bei ungef hr 400 mM NaCl von der S ule eluiert. Die

Fraktionen mit der h chsten TGT-Konzentration wurden vereinigt und mit NaCl versetzt bis
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eine Endkonzentration von 1 M erreicht war. Die anschlielende Reinigung ber die mit
Puffer B quilibrierte Hydrophobe S ule (Phenyl-Sepharose, XK16) erfolgte mit einem
linearen Gradienten gegen Puffer C, wobei die TGT erst bei 0 M NaCl von der S ule eluierte.
Die Reinheit der einzelnen Fraktionen wurde mit einem SDS-Gel kontrolliert. Die
Proteinl sung wurde mit Centricon YM 30 auf ein Volumen von weniger als 5 ml
ankonzentriert und auf die Gelfiltrationss ule (HiLoad 26/60 Superdex 75 prep) aufgetragen.
Die Trennung der Proteine nach ihrer Gr e erfolgte mit dem Puffer A bei einer Flussrate
von 0,8 ml/min. Die TGT wurde nach einem Volumen von 190 ml Puffer A von der S ule
eluiert. Nach diesem Reinigungsschritt war auf dem SDS-Gel noch eine deutlich sichtbare
Verunreinigung bei einer Gr sse von 42 kDa vorhanden, die mit Hilfe eines weiteren
Anionenaustauschers, der MonoQ-S ule (1 ml S ulenvolumen) weitgehend entfernt werden
konnte. Die Proteinl sung wurde in drei Teile geteilt und einzeln ber die mit Puffer A
quilibrierte S ule gereinigt, um ein berladen der S ule zu vermeiden. Nach dem Auftragen
wurde die TGT mit einem linearen Gradienten gegen Puffer B und einer Flussrate von 1
ml/min bei 400 mM NacCl von der S ule eluiert. Die Proteinl sung wurde zweimal gegen das
100-fache Volumen Puffer D dialysiert und anschlieGend mit Centricon YM 30 auf
mindestens 12 mg/ml ankonzentriert.
F r die Gehaltsbestimmung wurde die Methode der UV-VIS-Spektroskopie (Bio-Rad
SmartSpec™ 3000) gew hlt, wobei die Absorption bei 260 nm, 280 nm und 320 nm
gemessen wurde.

Die Berechnung der Konzentration der TGT erfolgte nach der empirischen Formel [Bio-Rad]:
Protein (mg/ml) =1,55 x (Azgo - A320) -0,76 x (Azeo - A320)

Die Ausbeute betrug ungef hr2 mg $ IX@IXVTGT pro Liter Kultur.

3U SDIDWRQ GHUL WP LODBRQ' RP | QHGHUS IXQLGXV 7+ 7

Die kodierende Gensequenz der N-terminalen Dom ne der $ IXOIGXV TGT, die im Vektor
pET21a beinhaltet war, wurde in den Bakterienstamm Rosetta™(DE3)pLysS transformiert.
Die Expression erfolgte analog zu dem Verfahren in Kapitel 4.4.3.1. Die Zellen wurden in
dem folgenden Puffer resuspendiert: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1
mM DTT und 2 ml Protease-Inhibitor-Stamml sung (1 Tablette Complete™ (EDTA-frei) in 2
ml Wasser). AnschlieGend wurden sie mit Ultraschall (Branson Sonifier 250, 6 x 30 s, GXW
RFBt 70 %, RASXWFRQARO 4) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (Beckmann JA-25,50-
Rotor, 60 min, 25000 U/min, 4 C) wurde das Zellpellet verworfen und der Rohextrakt f r die

Reinigung verwendet.
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F r die Proteinreinigung mittels S ulenchromatographie wurden folgende Puffer ben tigt:

Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 mM DTT
Puffer B: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT
Puffer C: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 M (NH,),SO,4, 1 mM DTT
Puffer D: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM DTT

Puffer E: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT

Unter Verwendung der S ulenchromatographie wurde das 42 kDa grole Protein in vier
Trennschritten an einer FPLC-Anlage (Akta™, Amersham Pharmacia Biosciences)
aufgereinigt. Der Rohextrakt wurde in zwei gleich groGe Volumina geteilt und einzeln auf die
mit Puffer A quilibrierte Anionenaustauschers ule (Q-Sepharose, XK26) aufgetragen. Die
Elution der TGT erfolgte in einem dreistufigen Gradienten gegen Puffer B bei einer NaCl-
Konzentration von 420 mM. Die Flussrate betrug dabei 3 ml/min. Die saubersten TGT-
haltigen Fraktionen wurden vereinigt und mit (NH4),SO, bis zu einer Endkonzentration von 1
M versetzt. F r den zweiten Reinigungsschritt wurde die mit Puffer C quilibrierte
Hydrophobe S ule (Phenyl-Sepharose, XK16) verwendet. Nach dem Auftragen der
Proteinl sung und dem Waschen wurde die TGT mit einem linearen Gradienten gegen
Puffer D und einer Flussrate von 3 ml/min bei etwa 500 mM (NH,),SO, von der S ule eluiert.
Nach der SDS-Gelelektrophorese wurden die vereinigten Fraktionen ber Centricon YM 30
auf ein Volumen von weniger als 5 ml ankonzentriert und auf die Gelfiltrationss ule (HiLoad
26/60 Superdex 75 prep) aufgetragen, die vorher mit Puffer E gesp It worden war. Die TGT
wurde bei einem Volumen von 180 ml Puffer E von der S ule eluiert. AnschlieGend wurde
die Proteinl sung nochmal mit der Phenyl-Sepharose analog zu dem im zweiten Schritt
beschriebenen Verfahren gereinigt und die Fraktionen im Proteingel untersucht. Die
Proteinl sung wurde in zwei Schritten gegen das 100-fache Volumen Puffer E dialysiert und
mit Centricon YM 30 auf eine Proteinkonzentration von etwa 15 mg/ml ankonzentriert.

Die Konzentration der 42 kDa groGen N-terminalen Dom ne der $ IXOIGXV TGT wurde nach
dem gleichen Verfahren wie in Kapitel 4.4.3.1 bestimmt. Aus 1 | Zellkultur konnten 10 mg

reines Protein gewonnen werden.

3U SDUIDARQ GHU& WP LODBR' RP | QHQGHUS$ IXQIGXV XQG$ SHWQ 7+ 7

F r die Produktion der C-terminalen Dom nen der $ IXOIGXVund $ SH®@Q[ TGT wurde als
Expressionssystem der modifizierte pGEX-6P-1-Vektor gew hlt. Die rekombinante Plasmid-
DNA wurde in Rosetta™(DE3)pLysS transformiert und das Fusionsprotein nach der gleichen
Methode wie in Kapitel 4.4.3.1 aus einem Volumen von 9 | Zellkultur gewonnen. Das
Fragment der TGT wurde in folgender L sung resuspendiert: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 400
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mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT und 2 ml Protease-Inhibitor-Stamml sung (1 Tablette
Complete™ (EDTA-frei) in 2 ml Wasser). Anschliedend wurde die Bakteriensuspension mit
Ultraschall (Branson Sonifier 250, 6 x 30 s, GX\W RFBt 70 %, RX\ASXWFRQURO 4)
aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (Beckmann JA-25,50-Rotor, 60 min, 25000 U/min, 4 C)

wurde der berstand f r die weitere Aufreinigung verwendet.

F r die Proteinreinigung wurden folgende Puffer verwendet:

Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM DTT
Puffer B: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM DTT

Puffer C: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT
Puffer D: 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 50 mM NaCl, 1 mM DTT
Puffer E: 10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM DTT

Dem Rohextrakt wurde NaCl zugegeben, bis eine Konzentration von 1 M NaCl erreicht war.
Danach wurde der Rohextrakt ber die Hydrophobe S ule (Phenyl-Sepharose, XK16), die
zuvor mit Puffer A gesp It wurde, gereinigt. Das Protein wurde mit einem linearen
Gradienten gegen Puffer B erst bei 0 M NaCl von der S ule eluiert. Teilweise wurde das
Protein erst beim Sp len mit Wasser eluiert. Die Fraktionen mit der h chsten Konzentration
wurden ber Centricon YM 10 auf ein Volumen von weniger als 5 ml ankonzentriert. Die
Proteinl sung wurde anschlieGend auf der mit Puffer C quilibrierten Gelfitrationss ule
(HiLoad 26/60 Superdex 75 prep) bei einer Flussrate von 0,6 ml/min getrennt. Die Fraktionen
mit den geringsten Verunreinigungen wurden vereinigt. Das Fusionsprotein wurde durch
Zugabe von PreScission-Protease™ bei 4 C ber Nacht gespalten. Die Proteinl sung,
welche die TGT-Dom ne enthielt, wurde gegen das 200-fache Volumen Puffer D in einem
Dialyseschlauch mit einem FXWII von 6000 Da (Roth) dialysiert. Die Glutathion-S-
Transferase und das nicht gespaltene Fusionsprotein wurden durch Reinigung der TGT-
Dom ne ber die mit Puffer D quilibrierte Kationenaustauschers ule (SP Sepharose, XK26)
entfernt. Die Elution des TGT-Fragments erfolgte mit einem linearen Gradienten gegen
Puffer A bei einer Flussrate von 2 ml/min. Nach SDS-Gelelektrophorese wurden die TGT-
haltigen Fraktionen ber Nacht bei 4 C im Dialyseschlauch (FX\RI 6000 Da, Roth) zweimal
gegen das 100-fache Volumen von Puffer E dialysiert. Die Bestimmung des Proteingehalts
erfolgte photometrisch (Bio-Rad SmartSpec™ 3000) bei 595 nm mit dem Bradford-Reagenz
von Biorad. Aufgrund der geringen Ausbeute von weniger als 1 mg wurde auf das
Ankonzentrieren der Proteinl sung und die anschlieGende Kristallisation der Dom nen
verzichtet.
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. WRQVDWRQ GHUDUFKDHEDNWUH@IQ 7* 7

Alle Kristallisationsexperimente ohne Zusatz von RNA wurden sowohl bei 4 C als auch bei
22 C in einer 24-ZHOXKristallisationsplatte (Hampton Research, USA) nach der Technik des
sitzenden Tropfens durchgef hrt. Dabei wurden die Vertiefungen mit jeweils 500 | der
Reservoirl sung bef lit. Je 2 | der Reservoirl sung und 2 | der Proteinl sung wurden auf
dem schalenf rmigen Einsatz ber dem Reservoir vermischt. Die Tropfen wurden bei 22 C
angesetzt und mit einem transparenten Klebeband (Hampton Research, USA) luftdicht

versiegelt.

. UMRQ@VDARQ GHUS$  IXQALGXV 7* 7

Die TGT aus dem Archaebakterium $ [IXOIGXV wurde nicht f r die Lagerung bei -20 C
schockgefroren, sondern gleich nach der Reinigung f r die Kristallisationsexperimente
verwendet. F r erste Screeningversuche dienten die 196 Reservoirl sungen der kommerziell
erh ltlichen . W &UW\BG6 FUHHQ &UWWRBGE FUHHQ,,, &WARO W 6 FUHHQuNnd 1 D 6 FHHQvon
Hampton Research, USA. F r diese Kristallisationsbedingungen wurde die Proteinl sung mit
Dialysepuffer auf eine Konzentration von 12 mg/ml verd nnt. F r alle weiteren
Kristallisationsversuche wurde eine Proteinkonzentration von 18 mg/ml eingesetzt. Weiterhin
wurden die 24 L sungen aus dem - %6 FUHHQNr. 6 (Ammoniumsulfat-6 FUHHQ), Nr. 9 (Alkohole
und Salze als Pr zipitanz) und Nr. 10 (Salze als Pr zipitanz) sowie die L sungen B4 - 6, C
und D des 6 FUHHQV Nr. 8 (Alkohole als Pr zipitanz) von Jena Biosciences hergestellt und
getestet. Die Grundidee des (HWFKDUH 6 FUHHQV basiert auf der Verwendung bestimmter
Pr zipitanzien in Abh ngigkeit von der Ladungsverteilung auf der Proteinoberfl che
[Bergfors, 1999]. Bei neutralen Pufferbedingungen (JHR CGHWFKDUH 6 FUHHQ wurden
Polyethylenglykole mit unterschiedlichem Molekulargewicht als Pr zipitanz in verschiedenen
Konzentrationen zwischen 2,5 % und 30 % im Kristallisationsansatz verwendet. Jeweils 24
Reservoirl sungen mit Salz als Pr zipitanz wurden bei pH 5,2 (SRAWY QHWFKDUH 6 FUHHQ
und pH 9 (CHIDWH CGHWKDUH 6 FUHHQ) angesetzt.

F r die Kokristallisation der $ IXOIGXV TGT mit RNA-Substrat wurden 48 Kristallisations-
bedingungen bei jeweils 4 C und 22 C nach der Methode des h ngenden Tropfens getestet.
Dazu wurden die Reservoirl sungen aus dem speziell f r den Einsatz von Nukleins uren
konzipierten 1D 6FRHHQ (Hampton Research, USA) verwendet. Das hochreine und
salzfreie Oligonukleotid wurde von der Firma Dharmacon Research, Inc. (Dallas, USA)
bezogen. Vor dem Ansetzen der Kristallisationsplatten wurden die Deckgl schen mit
AquasSil-L sung in einer Verd nnung 1:100 (Hampton Research, USA) gewaschen, mit aqua

bidest. gesp It und bei 100 C getrocknet. Anschlieliend erfolgte die Sterilisation bei 180 C
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im Trockenschrank ber mehrere Stunden, um eventuell vorhandene RNasen zu entfernen.
Die lyophilisierte RNA wurde in aqua bidest., das vorher im Autoklaven (30 min, 121 C, 1,3
bar) sterilisiert wurde, mit einer Konzentration von 6,51 mM gel st und f r 5 min bei 90 C
erhitzt. Die RNA wurde mit der Proteinl sung in einem molaren Verh Itnis von 1,5:1
gemischt und nach der Zugabe von MgCl, mit einer Endkonzentration von 5 mM f r 5 min
bei 30 C inkubiert. Die Proteinkonzentration betrug 12 mg/ml. In die Vertiefungen der
Kristallisationsplatte wurden 500 | Reservoirl sung gegeben. Auf dem sterilen,
vorbehandelten Deckgl schen wurden 1 | der Protein/RNA-L sung mit 1 | Reservoirl sung
gemischt und auf den mit Silikonpaste eingefetteten Rand ber dem Reservoir gesetzt.

. UMBEV/DARQ GHUL WP LQDBIRQ' RP | QHGHUS IXQLGXV 7+ 7

Die Proteinkonzentration wurde auf eine Konzentration von 15 mg/ml mit Dialysepuffer
verd nnt. F r den Kiristallisationsscreen wurden 196 verschiedenen Reservoirl sungen aus
dem &UWWEBO6 FHHQ &UWWEO6 FHHQ ,,, &WWBO/ W 6 FUHHQ und 1 DN 6 FUHHQ (Hampton
Research, USA) sowie dem &W\BQYDIRQ YDME . WSigma-Aldrich, Seelze) verwendet.
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Der Guaninbaustein des Guanosintriphosphats wird in eubakteriellen Organismen durch
mehrere bislang nicht genauer charakterisierte Enzyme zur pr modifizierten Base preQ;
umgesetzt (Kapitel 3.1.1.1) [Slany et al., 1994]. AnschlieGend wird preQ; durch die tRNA-
Guanin Transglykosylase im Austausch gegen Guanin an Position 34 in die tRNA-
Antikodonschleife eingebaut [Okada & Nishimura, 1979]. Der weitere Verlauf der
Biosynthese verl uft auf Ebene der tRNA [Frey et al.,, 1988]. Die S-Adenosylmethionin:
tRNA-Ribosyltransferase/lsomerase (QueA) katalysiert die Folgereaktion der tRNA-Guanin
Transglykosylase, in dem sie ein aus S-Adenosylmethionin (SAM) stammendes
Epoxycyclopentandiol auf das Stickstoffatom der exocyclischen Aminomethylgruppe des
preQ; bertr gt (Abb. 16). Dieses Protein ist bisher das einzig bekannte Enzym, das den
Riboserest von SAM auf ein weiteres Substrat bertragen kann [Slany et al., 1993].

Durch NMR spektroskopische Untersuchungen mit [**C]-SAM wurde folgender
Reaktionsmechanismus postuliert (Abb. 40) [Kinzie et al.,, 2000]. Zuerst werden die
Substrate tRNA-preQ; und SAM an das aktive Zentrum des QueA-Enzyms gebunden. Zu
Beginn der Reaktion wird das Proton am 5AKohlenstoffatom des SAM auf eine basische
Aminos ure Dbertragen. Das gebildete Schwefel-Ylid ist instabil (I). Deshalb kollabiert es zur
Vinyl-Schwefel-Verbindung, wobei der Ribosering ge ffnet und die Base Adenin abgespalten
wird (Il). Die Aminogruppe der tRNA-gebundenen Base preQ; greift nukleophil am 4A
Kohlenstoffatom in \WDQV-Stellung zur 3AHydroxylgruppe des Diols (entspricht dem 1-
Kohlenstoffatom im Nummerierungssystem des Epoxyqueuosins) an. Es entsteht erneut ein
Schwefel-Ylid, das stereoselektiv am 1AKohlenstoffatom (entspricht dem 3-Kohlenstoffatom
im Nummerierungssystem des Epoxyqueuosins) der Aldehydgruppe angreift (111). Dabei wird
der Ribosering wieder geschlossen (IV). In einer intramolekularen Sy2-Reaktion greift das
negativ geladene Sauerstoffatom am benachbarten Kohlenstoffatom an, gleichzeitig wird

unter Abspaltung des Methionins das Epoxyqueuosin ausgebildet.
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Abb. 40: Postulierter Reaktionsmechanismus des QueA-Enzyms.

Diese einzigartige und verh Itnism QOig komplexe enzymatische Reaktion wurde in einer
k rzlich ver ffentlichen Studie n her untersucht [Van Lanen & Iwata-Reuyl, 2003a]. Vor der
katalytischen Reaktion werden die Substrate tRNA-preQ; und SAM an das aktive Zentrum
des QueA-Enzyms gebunden. Mit Hilfe der Suizid-Inhibitoren S-Adenosylhomocystein und
Sinefungin (Substratanaloga des SAM) wurde gezeigt, dass die enzymatische Reaktion nach
einem geordneten, sequentiellen Mechanismus verl uft. Zuerst bindet tRNA-preQ; an das
QueA-Enzym, dann das SAM. Die Eliminiation der Produkte erfolgt in der Reihenfolge
Adenin, Methionin und Epoxyqueuosin. Diese Resultate stimmen mit dem postulierten
Enzymmechanismus f r das QueA-Enzym berein. In einer weiteren Studie wurde gezeigt,
dass das SAM nur in Anwesenheit von Magnesium-lonen an das QueA-Enzym bindet [Van
Lanen et al., 2003b]. Bei einer Magnesium-Konzentration im millimolaren Bereich wird
jedoch die Anlagerung des Substrats an das Protein verhindert.

7HWN UAXKNXU

In unserem Arbeitskreis war es Clemens Grimm gelungen, das rekombinant in ( FRQ
produzierte QueA-Enzym von YDF@XV VXEMDY zu kristallisieren [Grimm, 2000b]. Mit Hilfe von
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Synchrotronstrahlung wurden MAD-Experimente mit Quecksilber-derivatisierten und
Selenomethioninylhaltigen-Kristallen der % VXEMDY QueA durchgef hrt. Aus den
kristallographischen Daten wurde ein erstes Modell der % VXEWY QueA mit einer Aufl sung
von 3,0 erstellt. Das monomere Enzym mit einer Gr QOe von etwa 39,4 kDa besteht aus
zwei, deutlich voneinander abgesetzten Dom nen (Abb. 41 und 42).

Die kleinere Dom ne faltet sich in eine fassartige Struktur aus sechs antiparallelen Q-
Str ngen. In diesem Strukturmotiv sind die Str nge 015 - U3; ber eine 3;p-Helix mit den
Str ngen (045 - 065 verbunden. Am C-Terminus befindet sich die Helix a2s und ein siebter
Strang (7, der antiparallel zum Strang 01s verl uft. Die beiden Helices als und a2,
verschlietien die beiden Offnungen der Fassstruktur. Die kleinere Dom ne ist im Hinblick auf
die Prim rstruktur des Enzyms in eine zweite, gr ere Dom ne inseriert.

Die gr Oere Dom ne enth It ein neuartiges, bisher unbekanntes Faltungsmuster. Ein
vierstr ngiges QO-Faltblatt bildet, zusammen mit einer 3,-Helix, die Kontaktfl che zur
kleineren Dom ne. Der vierte (-Strang ist ber seine C-terminale Seite mit dem Strang (015
der kleineren Dom ne verbunden. Die zweite Schleife zwischen den beiden Dom nen ist in
der Elektronendichte nicht geordnet. Das fassartige Strukturmotiv faltet vermutlich ber den
Strang 075 in Richtung der gr Geren Dom ne zur ck. Dort liegen die Str nge (03, und 04,
des vierstr ngigen Q-Faltblattes in direkter Verl ngerung der beiden Str nge 05, und 06y.
Diese formen zusammen mit den Str ngen 07, - 011, ein groles (-Faltblatt, in dem die
ersten vier G-Str nge parallel und die letzten vier G-Str nge antiparallel angeordnet sind. Das
G-Faltblatt ist von mehreren a-Helices umgeben. Die kristallographisch nicht aufgel sten N-

und C-Termini des QueA-Enzyms liegen sicherlich im Bereich der gr Geren Dom ne.

Abb. 41: Topologischer Aufbau der Sekund rstrukturelemente des QueA-Enzyms. a-Helices (Index S)
sind als Kreise oder Zylinder, 0-Str nge (Index B) als Dreiecke dargestellt (Abb. entnommen

aus der Dissertation von Dr. Clemens Grimm).
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Abb. 42: Bandmodell der Kristallstruktur der % VXEMLY QueA. Die kleinere Dom ne (links) ist in die
gr Gere Dom ne (rechts) integiert, die ein neuartiges Faltungsmuster aufweist (Abb.

entnommen aus der Dissertation von Dr. Clemens Grimm).

Das Modell bietet einen ersten Einblick in das Faltungsmuster der % VXEWY QueA. Die
Komplexstruktur mit den Substraten tRNA-preQ; und SAM ist noch nicht bekannt. Deshalb
besteht keine genaue Vorstellung dar ber, wie die tRNA an das QueA-Enzym bindet. RNA-
Footprinting-Experimente haben jedoch gezeigt, dass vorwiegend die Antikodonschleife und
Teile der Dihydrouridinschleife von der tRNA-preQ; spezifisch erkannt werden [M ller &
Slany, 1995].

Um eine Vorstellung ber die Bindestelle der tRNA-preQ; an das QueA-Enzym zu erhalten,
wurden die elektrostatischen Eigenschaften des Proteins analysiert. Dabei fiel der
ausgepr gte Dipolcharakter des Enzyms auf. Auf der Oberfl che der kleineren Dom ne im
Bereich der Str nge 01;- (35 und der Helix als befinden sich bevorzugt die Aminos urereste
Arginin und Lysin. Aus dem Sequenzalignment der % VXEMLY QueA mit ihren eubakteriellen
Orthologen ging hervor, dass diese Aminos urereste nicht strikt konserviert sind. In dieser
Region sind jedoch bevorzugt basische Reste vorhanden, die an der Kontaktfl che zwischen
den Dom nen liegen und der gr deren Dom ne zugewandt sind. Vermutlich wird das tRNA-
preQ, insbesondere das negativ geladene Phosphatr ckgrat des Antikodonstamms, dort an
das QueA-Enzym gebunden. Im brigen Teil der Fassstruktur (045 - 06s) der kleineren
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Dom ne sowie in den beiden (-Faltbl ttern der gr deren Dom ne sind berwiegend saure
Reste auf der Proteinoberfl che vorhanden. In der Kontaktfl che zwischen den beiden
Dom nen befinden sich viele konservierte Aminos urereste auf der Seite der gr Geren
Dom ne. Das His209 und das His303 sind in allen Orthologen streng konserviert. Aufgrund
ihrer Position im QueA-Enzym k nnte eines der beiden Histidine als katalytisches Nukleophil
fungieren. Diese Annahme lie(e sich durch Aufkl rung der Komplexstruktur aus tRNA-preQ,
und Substrat oder kinetische Studien mit mutierten QueA-Enzymen best tigen. In ersten
Kokristallisationsans tzen mit RNA-Substrat wurden bereits Kokristalle erhalten. Die Kristalle
sind jedoch sehr klein und f r R ntgenbeugungsexperimente noch nicht geeignet. Die
Bindung der modifizierten tRNA induziert wahrscheinlich strukturelle Umlagerungen im
QueA-Enzym. In kinetischen Studien wurde bereits gezeigt, dass vor der Bindung des SAM
an das aktive Zentrum die Anlagerung der tRNA-preQ; an das Enzym erfolgen muss.

3 IREGP WMIXQJ

Mit Hilfe der Elektronendichtekarte konnte ein erstes Modell der % VXEWY QueA erstellt
werden. Die beiden Dom nen sind deutlich voneinander getrennt und ber eine Art Gelenk
miteinander verbunden. Durch die langgestreckte Anordnung der Stuktur und den hohen
Anteil an Schleifenbereichen ist das QueA-Enzym sehr flexibel. Der mittlere B-Faktor des
Modells betr gt 90,4 2 und ist damit auiergew hnlich hoch. Durch die hohe Flexibilit t des
QueA-Enzyms ist in vielen Bereichen keine Elektronendichte vorhanden (Abb. 43). Dadurch
konnten mehr als 50 Seitenketten nicht gebaut werden. Im Modell fehlt insbesondere die
Schleife, die von der kleineren zur gr Geren Dom ne f hrt. Weiterhin sind die
Schleifenbereiche in der N he der 3,5-Helix sowie die N- und C-Termini des Proteins in der
gr Geren Dom ne nicht vorhanden. W hrend die Sekund rstrukturelemente relativ gut in der
Elektronendichtekarte lokalisiert werden konnten, bestehen grole Unsicherheiten in der
Anordnung der Aminos urereste in den Schleifenbereichen. Wegen der ausgepr gten
Flexibilit t der Struktur und der damit verbundenen schwachen Elektronendichte sind die R-
Faktoren der verfeinerten Kristallstruktur sehr hoch. Der kristallographische R-Faktor des
abschlieGenden Modells betr gt 38,9 %, der freie R-Faktor 46,1 %. Aufgrund der schlechten
kristallographischen Parameter der Verfeinerung wird das Modell der % VXEMLY QueA den
Anforderungen einer zuverl ssigen und vollst ndigen Kristallstruktur nicht gerecht und muss

als vorl ufiges Strukturmodell bezeichnet werden.
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Abb. 43: Elektronendichtekarte der Kristallstruktur des QueA-Enzyms bei einer Aufl sung von 3,0
konturiert auf ein s-Level von 1,8 (Abb. entnommen aus der Dissertation von Dr. Clemens

Grimm).

Um die Qualit t des Strukturmodells der % VXEWDY QueA zu verbessern, sollte die
Kristallstruktur zumindest in Teilbereichen verifiziert werden. Da die beiden Dom nen
deutlich voneinander abgegrenzt sind, wurden die beiden Dom nen des QueA-Enzyms

jeweils getrennt voneinander rekombinant in (  FRQproduziert und anschliedend gereinigt.
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( WHEQWH XQG' IWNXWIRQ

Das Kristallstrukturmodell der % VXEMQY QueA zeigt, dass das Enzym in zwei, voneinander
abgegrenzte Dom nen gegliedert ist [Grimm, 2000b]. Die kleinere Dom ne bildet eine
fassartige Struktur, die gr Gere Dom ne enth It ein neuartiges, bisher unbekanntes
Faltungsmuster. In das Strukturmodell der % VXEMIY QueA konnten jedoch nicht alle 342
Aminos urerreste des Proteins eingef gt werden. Aufgrund der hohen Flexibilit t des
Proteins sind einige Bereiche in der Elektronendichtekarte nicht definiert. Grole
Unsicherheiten bestehen vor allem in der Positionierung der Schleifenbereiche. Trotzdem
kann die Grundstruktur und die topologische Gliederung des Modells als gesichert
angesehen werden. Aufgrund der schlechten kristallographischen Daten aus der
Verfeinerung und dem hohen durchschnittlichen B-Faktor entspricht das Strukturmodell
jedoch gegenw rtig nicht den Anforderungen, die an eine verl ssliche Kristallstruktur gestellt
werden.

Um die Qualit t der Kristallstruktur der % VXEWMY QueA verbessern zu k nnen, sollte das
Strukturmodell zumindest in Teilbereichen verifiziert werden. Eine M glichkeit w re die
Aufkl rung der Kristallstruktur der % VXEM@Y QueA im Komplex mit RNA-Substrat. Bisher
erhaltene Kokristalle sind jedoch nur schwer reproduzierbar und noch nicht von
ausreichender Qualit t, um sie f r die R ntgenstrukturanalyse zu verwenden [Grimm,
2000b]. Deshalb wurde in dieser Arbeit mit den beiden voneinander getrennten Dom nen
der QueA Kristallisationsversuche durchgef hrt. Die deutlich voneinander abgegrenzten
Dom nen besitzen eine relativ kleine Kontaktfl che, in der sich nur wenige hydrophobe
Aminos urereste befinden. Aus diesem Grund sollte die Tendenz zur Bildung von
Aggregaten relativ gering sein. Um die Chance einer erfolgreichen Strukturaufkl rung zu
vergr Oern, wurde neben der % VXEMLY QueA auch mit der (  FRQQueA gearbeitet.

' IHNGLOHWH' RP | QHGHU4 XH$

Die kodierenden Gensequenzen der kleineren Dom ne der % VXEMY und ( FRQQueA mit
einem Molekulargewicht von 11,4 kDa wurden in den modifizierten Vektor pGEX-6P-1
(Anhang B und C) kloniert. Die entsprechenden GST-Fusionsproteine wurden rekombinant in
( FRQproduziert und waren im Rohextrakt sehr gut | slich. Nach der Reinigung ber die
Glutathion-Sepharose wurde der GST-\BJ durch Zugabe von PreScission-Protease™
abgespalten. Die kleineren Dom nen der QueA waren in der Pufferl sung sehr stabil. Die
anschliedende Reinigung ber Gelfiltration zeigte, dass sie keine Aggregate bildeten,
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sondern in L sung als Monomere vorlagen. Dieses Reinigungsverfahren lieferte sehr reines
Protein in hoher Ausbeute.

F r die kleineren Dom nen der % VXBEM®LY und ( FRQ QueA wurden verschiedene
Kristallisationsbedingungen getestet. Dabei wurden verschiedene . W von Hampton
Research verwendet. Die kleinere Dom ne der % VXEMAY QueA kristallisierte nach einer

Woche unter folgenden Bedingungen:

&W\ABGB FUHHQNT. 6 (4 C): 0,1 M Tris pH 8,5, 0,2 M MgCl,, 30 % PEG 4000
&W\ABGB FUHHOQNT. 17 (4 C): 0,1 M Tris pH 8,5, 0,2 M Li,SO4, 30 % PEG 4000
&W\ABGB FUHHQNT. 22 (4 C): 0,1 M Tris pH 8,5, 0,2 M NaAc, 30 % PEG 4000

Die erhaltenen Kristalle sind sehr gut reproduzierbar, jedoch stark miteinander verwachsen
(Abb. 44). Da das Wachstum der Kristalle nur in zwei Dimensionen erfolgt, sind sie sehr
zerbrechlich. Sie besitzen in den beiden messbaren Dimensionen eine Gr (e von 0,6 mm X
0,6 mm. Die geringe mechanische Stabilit t der Kristalle deutete darauf hin, dass es sich um
Proteinkristalle handelte. Diese Annahme konnte durch R ntgenbeugungsexperimente
best tigt werden. Reflexe wurden bis zu einer Aufl sung von etwa 6  beobachtet. Die
Kristalle konnten jedoch aufgrund des schlechten Beugungsmusters nicht f r die
Strukturaufkl rung verwendet werden. Durch Variation der Pr zipitanz- oder
Proteinkonzentration sowie des pH-Wertes wurde versucht, die Kristallqualit t zu
verbessern. Der Einfluss verschiedener Detergenzien und Additiva wurde systematisch
getestet. Allerdings gelang es nicht, Einkristalle zu z chten oder die Pl ttchen in der dritten

Dimension zu vergr Gdern.

Abb. 44: Kristalle der kleineren Dom ne (11,4 kDa) der % VXEWMY QueA.

Das Kristallwachstum erfolgte bei der kleineren Dom ne der % VXBEMLY QueA nur in zwei
Dimensionen. Es wurde vermutet, dass flexible Bereiche in der Dom ne die Ausbildung der

Kristallkontakte behindert. Bei der Betrachtung des Strukturmodells fiel auf, dass der C-
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Terminus der kleineren Dom ne eine hohe Flexibilit t aufweist. Der C-Terminus umfasst den
Schleifenbereich nach der Helix a2, sowie den Strang 07 (Abb. 42). Es sollte erw hnt
werden, dass die Aminos uren in dieser Region sehr schlecht in der experimentellen Dichte
definiert sind. Um zu testen, ob der flexible Schleifenbereich die Ausbildung der
Kristallkontakte behindert, wurden 14 Aminos uren am C-Terminus durch VWM QUHRMG
PXMBUHHMY  entfernt (Abb. 45). Diese kleinere Dom ne der QueA mit einem
Molekulargewicht von 9,7 kDa wurde nach dem gleichen Verfahren produziert. Nach der
Reinigung ber die Glutathion-Sepharose wurde die kleinere Dom ne (9,7 kDa) vom GST-
\BU entfernt. Das Protein war in L sung stabil. Bei der anschlielenden Reinigung ber die
Gelfiltrationss ule verblieben ber 80 % des Proteins auf der S ule und konnten nicht eluiert
werden. Beim Ankonzentrieren pr zipitierte ein groder Teil des Proteins. Aufgrund der
geringen Ausbeute konnten keine Kristallisationsbedingungen getestet werden. Ohne
Reinigung ber die Gelfiltrationss ule wurden zwar etwa 3 mg Protein erhalten, auf die
Kristallisation wurde jedoch verzichtet, da die Proteinl sung nicht von ausreichender Reinheit

war.

Abb. 45: Bandmodell der kleineren Dom ne der % VXEMLY QueA. Bei der kleineren Dom ne mit einem

Molekulargewicht von 9,7 kDa fehlt der C-Terminus, der in gelb dargestellt ist.

Die gute Stabilit t der kleineren Dom ne der QueA mit einer Gr e von 11,4 kDa zeigt, dass
das fassartige Strukturmotiv von der gr Geren Dom ne der QueA weitgehend unabh ngig
und strukturell isoliert ist. Bei der Entfernung der 14 Aminos uren am C-Terminus ist die
Dom ne jedoch nicht mehr stabil, obwohl im Schleifenbereich berwiegend hydrophile
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Aminos urereste vorhanden sind. Allerdings ist die Phe69-Seitenkette, die vor dem
Entfernen der C-terminalen Schleife in das Inneren des Proteins orientiert war, nun zum
Solvens exponiert. Eventuell bindet der Aromat an die im Schleifenbereich vorhandene
Tyrl53-Seitenkette (im Strukturmodell der % VXEWLY QueA als Alanin gebaut). Neben der
erh hten Hydrophobizit t k nnte durch das Entfernen des C-Terminus auch die Stabilit t der
kleineren Dom ne (9,7 kDa) beeinflusst worden sein. Am Ende der kleineren Dom ne bildet
der Strang (7s ber den Strang 01 ein antiparalleles G-Faltblatt mit der Fassstruktur aus.
Dadurch wird eventuell die Schleife stabilisiert, so dass dieser Bereich wenigstens teilweise
in der Elektronendichte lokalisiert werden konnte. Durch das Entfernen des C-Terminus
k nnte auch die Helix a2, die ber ihre Seitenketten an die Fassstruktur gebunden ist, zu

einer gr Ueren Beweglichkeit bef higt sein.

"IHIY %HH' RP I QHGHU4 XH$

Auch die gr Gere Dom ne der % VXEMAY QueA wurde rekombinant in ( FRQproduziert und
f r Kristallisationsexperimente eingesetzt. Dabei musste ber cksichtigt werden, dass die
kleinere Dom ne in die gr Oere Einheit der QueA inseriert ist. Durch Amplifikation der N- und
C-terminalen Teile der gr Oeren Dom ne mittels PCR w rden zwei DNA-Fragmente
entstehen. Um dies zu vermeiden, wurde die Methode des VW QUHRMG P XMW HCHVY
gew hlt. Durch Deletion wurde die kodierende Gensequenz der kleineren Dom ne der QueA
entfernt. Gleichzeitig wurde der N-Terminus mit dem C-Terminus der gr Geren Dom ne
verbunden.

Aus dem Strukturmodell der % VXEMLY QueA kann zwar das Ende der N-terminalen Region
der gr Geren Dom ne lokalisiert werden, jedoch nicht der Anfang der C-terminalen Region.
Im Modell fehlt die C-terminale Schleife zwischen der kleineren und der gr Geren Dom ne
(Aminos urereste 161 - 183). Die fehlenden 14 Aminos urenreste wurden mit dem
Programm MOLOC [Gerber & M ller, 1995] (mit Hilfe der Elektronendichtekarte) in das
Strukturmodell eingebaut und die beiden Dom nen miteinander verbunden. Die Struktur
wurde anschliedend mit dem MAB-Kraftfeld minimiert. Dadurch konnte eine Vorstellung
erhalten werden, wie die fehlenden Aminos urerreste in der QueA angeordnet sein k nnten.
Durch Mutagenese wurde das Pro66 am N-Terminus mit dem Glul68 am C-Terminus der
gr Geren Dom ne verbunden. Gleichzeitig wurde die Gensequenz von 97 Aminos ureresten
der kleineren Dom ne entfernt. Im gleichen Schritt erfolgte der Austausch des Glul68 gegen
ein Glycin, da diese Aminos ure bevorzugt in Schleifenregionen zu finden ist. Die gr Oere
Dom ne der QueA besteht aus einem N-terminalen (Aminos ure 1 - 66) und einem C-

terminalen Bereich (Aminos ure 168 - 342) und besitzt eine Gr (e von 28,1 kDa.
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1 7 5 9 / 3 *4 7 9 < 6
5A C AAT ACC CGG GTA CTG CCT GGG ACA GTG TAT TCA AAA G -3A

Abb. 46: Aminos ure- und Nukleotidsequenz des IRZDWGPrimers. Die Aminos urereste in grau
geh ren zum N-Terminus, die Reste in rot zum C-Terminus der gr Geren Dom ne. Das

Glul68 wurde gegen ein Glycin ausgetauscht.

Die Expression und die Aufreinigung ber die Glutathion-Sepharose erfolgte analog zu dem
beschriebenen Verfahren f r die kleinere Dom ne der QueA. Die gr Gere Dom ne war nach
dem Entfernen des GST-WWUJ in L sung stabil. Bei der Reinigung ber die Gelfiltrationss ule
verblieb der gr Gte Teil des Proteins jedoch auf der S ule, weshalb auf diesen
Reinigungsschritt verzichtet werden musste. Nach Dialyse pr zipitierte das Enzym teilweise
beim Ankonzentrieren der Proteinl sung. Aufgrund der geringen Ausbeute bzw. der geringen

Reinheit (ohne Gelfiltrationss ule) wurden keine Kristallisationsexperiment durchgef hrt.

Abb. 47: Modell der beiden Dom nen der % VXEMLY QueA. In die gr Gere Dom ne der QueA (gr n)
wurden die fehlenden Aminos urereste (rot) in das Strukturmodell eingef gt. Durch
Mutagenese wurde die kleinere Dom ne der QueA (blau) entfernt. Gleichzeitig wurde der N-
Terminus (grau) mit dem C-Terminus (rot) der gr Geren Dom ne verbunden. Die
hydrophoben Aminos uren in der Kontaktfl che zwischen den beiden Dom nen sind als
Stabmodell in gr n dargestellt.
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Die gr Oere Dom ne ist zwar w hrend der Reinigung sehr stabil, jedoch pr zipitiert das
Protein beim Ankonzentrieren. Vermutlich werden in der konzentrierten Proteinl sung
Aggregate gebildet. Durch die Trennung der Dom nen sind auf der Seite der gr Geren
Dom ne drei aromatische Aminos urereste an die Oberfl che exponiert. Die Phe201- und
Phe228-Seitenketten liegen in der Schleife zwischen dem Strang 02, und 03,, welche die
gr Ote Kontaktfl che mit der kleineren Dom ne der QueA ausbildet. Am C-Terminus des
Strangs 01, ist die Trp277-Seitenkette zur kleineren Dom ne orientiert. In der Kontaktfl che
zwischen den beiden Dom nen fehlen viele Aminos urereste im Strukturmodell, so dass
nicht genau analysiert werden kann, warum die gr Gere Dom ne sehr hydrophob ist. In der
Schleife zwischen den Str ngen G2, und 03, sind 14 Aminos urereste im Strukturmodell der
% VXEWMY QueA nicht vorhanden. Weiterhin fehlen 11 Aminos urereste im Schleifenbereich
zwischen dem Strang (7s und der Helix a4,. Die Prim rstrukturanalyse zeigt, dass diese
Regionen nicht sonderlich hydrophob sind. In dem Strukturmodell des QueA-Enzyms f It
auf, dass sich viele aromatische Seitenketten zur Oberfl che des Proteins orientieren. In der
kleineren Dom ne sind in der Helix a2 die Phel38- und Tyrl39-Seitenketten, sowie die

aromatische Seitenkette des Phe281 und des Tyr283 zum Solvens exponiert.
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=XVDP P HQIDWXQJ XQG $ XVEQEN

Durch R ntgenstrukturanalyse konnte ein erstes Kristallstrukturmodell der % VXEMLY QueA
erstellt werden [Grimm, 2000b]. Das Modell zeigt, dass das Enzym aus zwei Dom nen
besteht. Die gr Gere Dom ne weist ein neuartiges Faltungsmuster auf. Aufgrund der hohen
Flexibilit t des Proteins sind jedoch viele Bereiche in der Elektronendichte nur schlecht oder
nicht definiert. Zwangl ufig muss das Strukturmodell | ckenhaft bleiben. Weiterhin bestehen
Unsicherheiten in der exakten Positionierung der Schleifenbereiche.

Um die Qualit t des Strukturmodells zu verbessern, sollte in dieser Arbeit die Kristallstruktur
der beiden Dom nen separat voneinander bestimmt werden. Die Dom nen wurden durch
Mutageneseverfahren erfolgreich voneinander getrennt, die Proteinfragmente in | slicher
Form produziert und gereinigt. Aus einem breit angelegten 6 FUHHQQ) konnten gut
reproduzierbare Proteinkristalle von der kleineren Dom ne der % VXEWY QueA erhalten
werden. Es wurde bereits versucht, die Kristallisationsbedingungen zu optimieren. F r
R ntgenbeugungsexperimente sind die Kristalle jedoch noch nicht von ausreichender
Qualit t. Weiterhin k nnten die Kristalle durch die Methode des P IFIRVHHAQ] oder des
VWUWHDN VHHAQJ verbessert werden. Da die kleinere Dom ne sehr einfach zu reinigen ist,
k nnte diese auch aus anderen eubakteriellen Organismen f r Kristallisationsversuche
isoliert werden. Die gr Gere Dom ne dagegen ist sehr hydrophob und kaum in
ausreichender Reinheit f r die Kristallisation erh ltlich. Durch die Mutation der hydrophoben
Reste auf der Proteinoberfl che, insbesondere der aromatischen Aminos urereste in der
Kontaktfl che der beiden Dom nen, k nnte die Stabilit t des Proteins verbessert und die
Aggregatbildung vermindert werden.

Die Kristallstrukturbestimmung der beiden Dom nen k nnte einen bedeutenden Beitrag
leisten, das vorliegende Strukturmodell zu verifizieren. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass sich die Geometrie der Schleifenbereiche der Dom nen, beispielsweise durch
die Kristallpackung, strukturell von dem vorliegenden Modell unterscheidet. Neben der
Kristallisation der Dom nen wurden bereits Kokristallisationsexperimente mit RNA als
Substrat durchgef hrt. Da bei der Bindung der tRNA an das QueA-Enzym gr Qere
strukturelle Umlagerungen zu erwarten sind, wird die Komplexstruktur eine andere
Molek Igeometrie als die apo-Struktur aufweisen. Deshalb w re es lohnend, beide
Strukturbestimmungen parallel zu verfolgen. Durch ein verbessertes Strukturmodell k nnten
(nach Aufkl rung der Komplexstruktur) die strukturellen Unterschiede zwischen dem apo-
Enzym und der Komplexstruktur einfacher identifiziert werden und die vermutete
konformative Umlagerung bei der tRNA-Bindung genauer gefasst werden.

Die Aufkl rung der Kristallstruktur der QueA im Komplex mit tRNA und SAM ist auch in
Hinblick auf die Entwicklung von Inhibitoren von groter Bedeutung. Das QueA-Enzym ist ein
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attraktives 7DUHW r das Design von neuen Wirkstoffen zur Behandlung der Bakterienruhr,
da das QueA-Enzym im gleichen Biosyntheseweg wie die tRNA-Guanin Transglykosylase zu
finden ist. F r das rationale Wirkstoffdesign m sste jedoch der tern re Komplex der QueA im
Komplex mit tRNA und SAM aufgekl rt werden. Die kinetischen Studien haben gezeigt, dass
das Substrat SAM nur in Anwesenheit der tRNA gebunden wird [Kinzie et al., 2000]. Die
Kristallstruktur des tern ren Komplexes bietet nicht nur die M glichkeit, einen Einblicke in die
Lage des aktiven Zentrums zu bekommen, sondern auch eine strukturelle Interpretation des

Enzymmechanismus vorzunehmen.
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0 DMUDOXQG 0 HWRGHQ

F r alle verwendeten Reagenzien gelten die in Kapitel 2.4, 3.4 und 4.4 aufgef hrten
Angaben.

. RQHXQ

Die Klonierung erfolgte analog zu dem in Kapitel 4.4.1.1 beschriebenen Verfahren.

Die kodierende Region der kleineren Dom ne der QueA wurde aus den TXH5-Genen von %
VXEMLY und ( FRQ(Anhang B), die in den modifizierten pGEX-6P-1-Vektor kloniert wurden
(Anhang C), mittels PCR amplifiziert. F r die PCR wurden folgende Primer, die bereits vor

Beginn dieser Arbeit vorhanden waren, verwendet:

% VXEWLY QueA IRZ DU 5A GGC CAT ATG GCG CGG TTA TTC GGC ACA AAA
kleinere Dom ne 11,4kDa GAG GAT ACC -3A

% VXEWY QueA EDFNZDWG 5A GGC GGA TCC GTA GCG TTT GTC ATC AGG CTG
kleinere Dom ne 11,4 kDa TTC -3A

( FRQQueA IRZDG 5A GGC CAT ATG GCG CGC CTG TTT GGG CGT AAA
kleinere Dom ne 11,4 kDa Gcc AGC GGC -3A

( FRQQueA EDANZ D5 5A GGC GGA TCC ATA AAG TTC GCG GTC AGC GTC
kleinere Dom ne 11,4 kDa TTC GTC CGG -3A

Die unterstrichene Gensequenz kennzeichnet die palindrome Erkennungsequenz der
Restriktionsendonukleasen. Die doppelstr ngige DNA wird im Bereich des IRZ DWG-Primers
von der Endonuklease 1 GHI und im Bereich des EDFNZ DU5Primers von %DP + | gespalten.

Die konstruierten kleineren Dom nen der QueA aus % VXEMAY (Aminos urereste 67 - 166)

und (  FRQ(Aminos urereste 67 - 167) umfassen eine Gr (e von je 11,4 kDa.

0 XV HQHVH

Die Mutagenese erfolgte analog zu dem in Kapitel 4.4.1.2 beschriebenen Verfahren.

Nach der Klonierung der TXHb-Fragmente in den modifizierten pGEX-6P-1-Vektor wurde
festgestellt, dass die EDANZDWG-Primer nach der Erkennungssequenz %P+ | nicht die
kodierende Sequenz des Stoppkodons enthalten, um die Transkription der Gene zu
terminieren. Dies h tte zur Folge, dass sich nach der berexpression der kleineren QueA-
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Dom ne zus tzliche, unerw nschte Aminos urereste am C-Terminus des Proteins befinden,
welche die Kristallisation behindern k nnten. Das Stoppkodon wurde in die TXH5-Gene von
% VXEMDY und ( FRQmittels PCR nach dem Verfahren der ortsgerichteten Mutagenese
eingef hrt. Zus tzlich wurde am C-Terminus der kleineren Dom ne eine Aminos ure
hinzugef gt. Nach dem Vergleich der Gensequenzen der Primer mit den TXH5-Genen wurde
festgestellt, dass im verwendeten EDFNZ DUG-Primer der % VXBEWDY QueA die kodierende
Sequenz f r eine Aminos ure fehlt und eine zus tzliche Mutation eingef gt wurde. Dies
wurde bei der Konstruktion des EDANZ DWG-Primers ber cksichtigt und korrigiert. Um die
Anlagerung der Primer an die Zielsequenz zu erm glichen, wurde bei der PCR die
DQAHD@I - Temperatur von 55 C auf 45 C herabgesetzt.

% VXEWY QueA Stopp IREDWG ~ 5A CTC CCT CCA TAT ATC AAA GAA CAG CTT GAT
kleinere Dom ne 11,4 kDa GAC AAA GAG CGC TAC CAG TAA GGA TCC CCG
GAA TTC CCG GGT CGA CTC -3A

% VXEMDY QueA Stopp EDANZ D5 5A GAG TCG ACC CGG GAA TTC CGG GGA TCC
kleinere Dom ne 11,4 kDa TTA CTG GTA GCG CTC TTT GTC ATC AAG CTG
TTC TTT GAT ATA TGG AGG GAG -3A

( FROQueA Stopp IRZ DG 5A CGG GAC GAA GAC GCT GAC CGC GAA CTT
kleinere Dom ne 11,4 kDa TAT CAA TAA GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT
CGA CTC -3A

( FROQueA Stopp EDFNZ DG 5A GAG TCG ACC CGG GAA TTC CGG GGA TCC
kleinere Dom ne 11,4 kDa TTA TTG ATA AAG TTC GCG GTC AGC GTC TTC
GTC CCG -3A

Aus der kleineren Dom ne der % VXEMLY QueA (ohne Stoppkodon) wurde ein zweites
Konstrukt (Aminos urereste 67 - 153) mit einer Gr (e von 9,7 kDa angefertigt (Anhang B).
Mit Hilfe des VW QUHRMG P X\BJ HQHWY Verfahrens wurden 14 Aminos uren am C-Terminus
entfernt. Da die kodierende Sequenz der kleineren QueA-Dom ne kein Stoppkodon enthielt,
wurde in den EDFNZ DWG-Primer das Stoppkodon eingef gt.

% VXEWDY QueA Stopp IRZ DU 5A CTT GGA GAG ATG CCG CTC TGA GGA TCC
kleinere Dom ne 9,7 kDa CCG GAATTC CC -3A

% VXBEWDY QueA Stopp EDANZ DU 5A GG GAA TTC CGG GGA TCC TCA GAG CGG
kleinere Dom ne 9,7 kDa CAT CTC TCC AAG -3A

Die gr Gere Dom ne der % VXEMLY QueA wurde mittels VIV GUHRMG P X\ HQHWVY durch die
Verwendung folgender Primer erhalten (Anhang B):
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% VXEMDY QueA IRZ DG 5A C AAT ACC CGG GTA CTG CCT GGG ACA GTG TAT
gr Gere Dom ne TCA AAA G -3A

% VXEMDY QueA EDFNZDWG  5A C TTT TGA ATA CAC TGT CCC AGG CAG TAC CCG
gr Gere Dom ne GGT ATT G -3A

Da die kleinere Dom ne im Hinblick auf die Prim rstruktur in die gr dere Dom ne im QueA-
Enzym inseriert ist, wurde die Gensequenz von 97 Aminos ureresten, die zur Kkleineren
Dom ne der QueA geh ren, durch Deletion aus dem TXH5-Gen entfernt. Dadurch wurde das
Pro66 im N-Terminus mit dem Glul68 im C-Terminus der gr sseren Dom ne verbunden.
Gleichzeitig erfolgte der Austausch des Glul68 gegen ein Glycin. Die gr Gere Dom ne der
QueA besteht aus dem N-terminalen (Aminos ure 1 - 66) und dem C-terminalen Fragment
(Aminos ure 168 - 342) und hat eine Gr (e von 28,1 kDa. F r die PCR wurde das % VXBEWY
TXH$-Gen, das in den Vektor pGEX-6P-1 integriert wurde, verwendet. Dort ist das TXH5-Gen
zwischen der Erkennungsequenz der Restriktionsenzyme %P + | und ( FRS | eingef gt.

Nach der Klonierung wurde die Gensequenz der konstruierten TXH5-Fragmente sequenziert.
In den kleineren Dom nen der TXHP waren keine Mutationen vorhanden. Die gr Gere
Dom ne der TXH$ konnte noch nicht erfolgreich sequenziert werden. Das Protein weist
jedoch die korrekte Gr GOe auf, so dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um die

konstruierte gr dere Dom ne des QueA-Enzyms handelt.

( [ SHHWIRQ XQG 5 HQLI XQJ

Die Expression und Reinigung der Dom nen der QueA aus % VXBMY und ( FRQ(mit
Stoppkodon) erfolgte analog zu dem von Grimm beschriebenen Verfahren [Grimm et al.,
2000c].
Die Plasmid-DNA, die das TXHB-Fragment beinhaltete, wurde in den ( FRQ Stamm
BL21(DE3)pLysS transformiert. Die Zellen wurden auf Ampicillin- und Chloramphenicol-
haltigen Selektions-Agar-Platten ausplattiert und ber Nacht bei 37 C bebr tet. Die Bakterien
wurden in Kulturmedium, das die Antibiotika in gleicher Konzentration enthielt, berf hrt und
ber Nacht bei 37 C angezogen. Die entstandene Suspension wurde in einer 1:500-
Verd nnung zu 1,6 | des gleichen N hrmediums zugegeben und f r mehrere Stunden bei
37 C und 250 U/min gesch ttelt. Bei einer optischen Dichte von 0,6 bei 600 nm erfolgte die
Induktion der Expression durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM. Nach
einer Inkubationsperiode von 6 h bei 37 C wurden die Zellen durch Zentrifugation
(Beckmann JA-10-Rotor, 10 min, 4000 U/min, 4 C) geerntet und bei -20 C gelagert.

F r die Reinigung der Dom nen wurden folgende L sungen angesetzt:
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Protease-Inhibitor-Stamml sung: 1 Tablette Complete™ (EDTA-frei) in 2 ml Wasser gel st
Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT

Puffer B: 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 200 mM NaCl, 1 mM DTT

Puffer C: 10 mM Tris/HCI pH 8,5, 50 mM NaCl, 1 mM DTT

F r die Reinigung der kleineren QueA-Dom ne mit einem Molekulargewicht von 11,4 kDa
wurde folgendes Reinigungsverfahren verwendet:
Das Zellpellet wurde in 10 ml Puffer A und 400 | Protease-Inhibitor-Stamml sung
resuspendiert und mit Ultraschall (Branson Sonifier 250, 6 x 30 s, GX\W R F®I 70 %, R\SXW
FRQARO4) auf Eis aufgeschlossen. Die unl slichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation
(Beckmann JA-25,50-Rotor, 30 min, 25000 U/min, 4 C) entfernt. Die Dom ne wurde durch
Affinit tschromatographie gereinigt. Durch die Expression der f r die kleinere QueA-Dom ne
kodierenden Sequenz durch den modifizierten Vektor pGEX-6P-1 befindet sich am N-
Terminus des resultierenden Proteins ein GST-MJ, der spezifisch an die Glutathion-
Sepharose gebunden wird. In einem 50 ml grolen ) DBRQR hrchen wurden 15 ml
Glutathion-Sepharose 4B dreimal mit je 20 ml Puffer A gewaschen. Das Sepharose-Material
wurde durch Zentrifugation (Heraeus Minifuge 2, 5 min, 3000 U/min, 4 C) sedimentiert und
der berstand verworfen. AnschlieGlend wurde der Rohextrakt zur Glutathion-Sepharose
zugegeben und unter leichtem Sch tteln f r 2 h bei 20 C inkubiert. Der berstand wurde
nach Zentrifugation abgetrennt. Das Sepharose-Material wurde weitere f nfmal mit Puffer A
gewaschen. AnschlieGiend wurden 5 ml Puffer A und mit 80 | PreScission-Protease™ (2
U/ I) zugegeben. Die Suspension wurde unter leichtem Sch tteln f r mindestens 10 h bei
15 C inkubiert. Dabei erfolgte die Abtrennung des GST-\BJ von der QueA-Dom ne, die sich
danach in L sung befand. Mit Hilfe eines SDS-Proteingels wurde die Vollst ndigkeit der
Spaltung berpr ft. War auf dem Gel noch eine deutlich sichtbare Bande von dem
Fusionsprotein vorhanden, wurde weitere Protease zugesetzt und die Suspension ber 24 h
inkubiert. Die Glutathion-Sepharose wurde durch Zentrifugation sedimentiert und vom
berstand abgetrennt. Danach wurde die Glutathion-Sepharose weitere f nfmal mit jeweils
10 ml Puffer A gewaschen. Die berst nde wurden vereinigt und mit Centricon YM 10 auf
ein Volumen von 5 ml ankonzentriert. Die konzentrierte Proteinl sung wurde auf die mit
Puffer B quilibrierte Gelfiltrationss ule (HiLoad 26/60 Superdex 75 prep) aufgetragen. Die
Elution der kleineren QueA-Dom ne mit einer Gr Ge von 11,4 kDa erfolgte bei einem
Volumen von 240 ml Puffer B. Die Flussrate betrug dabei 0,8 ml/min. Die Reinheit der QueA-
Dom ne wurde mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese berpr ft. AnschlieGend
wurde die Proteinl sung im Dialyseschlauch mit einem FXWWI von 6000 Da (Roth) zweimal
gegen das 100-fache Volumen von Puffer C dialysiert. Die dialysierte L sung wurde

anschlieGend mit Centricon YM 10 auf eine Konzentration von 20 - 25 mg/ml ankonzentriert.
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Die Expression und die Reinigung der kleineren Dom ne mit einer Gr Qe von 9,1 kDa sowie
der gr Geren Dom ne der QueA erfolgte analog zu dem Verfahren f r die kleinere Dom ne
(11,4 kDa). Auf die Reinigung ber die Gelfiltrationss ule musste allerdings verzichtet
werden. Aufgrund der hohen Hydrophobizit t der beiden Dom nen verblieben nach diesem
Reinigungsschritt ber 80 % des Proteins auf der S ule. Deshalb wurde die Proteinl sung
nach der Reinigung ber die Gluthation-Sepharose zweimal gegen das 100-fache Volumen
des folgenden Puffers dialysiert: 50 mM Tris/HCI pH 8,5, 200 mM NaCl und 1 mM DTT. Die
Proteinl sung wurde anschlieGend mit Centricon YM 10 ankonzentriert.

* HKDOVEHWP P XQJ

Der Gehalt der QueA-Dom nen wurde photometrisch bei 595 nm nach der Methode von
Bradford bestimmt. Dabei wurde das kommerziell erh ltliche Bradford-Reagenz von Bio-Rad
(M nchen) verwendet. Um eine Korrelation zwischen der Absorption und dem Proteingehalt
zu ermitteln, wurde mit Hilfe von BSA-L sungen in einer Konzentration zwischen 30 und 180
g/ml eine Eichgerade erstellt.

Die Ausbeute f r die kleinere Dom ne der % VXEWY und ( FRQQueA mit einer Gr Qe von
11,4 kDa variierte zwischen 10 und 18 mg pro Liter Zellkultur.

Aus der Reinigung der kleineren Dom ne der % VXBEMLY QueA mit einer Gr e von 9,7 kDa
wurden etwa 3 mg Protein (ohne Reinigung ber die Gelfitrationss ule und vor dem
Ankonzentrieren) erhalten.

F rdie gr Gere Dom ne der % VXEMDY QueA betrug der Proteingehalt (ohne Reinigung ber

die Gelfitrationss ule und vor dem Ankonzentrieren) ungef hr 10 mg aus 1 | Zellkultur.

. WMBAVDARQ

F r die Kristallisation der kleineren Dom ne der % VXEWY und ( FRQQueA wurden jeweils
196 verschiedene Kristallisationsbedingungen aus den . W &Y \ABGS FUHHQ & W\WABGE FUHHQ,,,
&UMEQ M 6 FUHHQuUNnd 1 DM 6 FUHHQ (Hampton Research, USA) getestet. Dabei wurde die
Kristallisation nach der Technik des sitzenden Tropfens bei jeweils 4 C und 16 C angesetzt.
Die Vertiefungen der 24-ZHOKTristallisationsplatte wurden mit je 500 | Reservoirl sung
bef Ilt. Auf dem schalenf rmigen Einsatz ber dem Reservoir wurden 2 | Proteinl sung mit
einer Konzentration von 15 mg/ml mit 2 | Reservoirl sung vermischt. Die Platte wurde

anschlielend mit einem transparenten Klebeband verschlossen.
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Um die erhaltenen Kristalle der kleineren Dom ne der % VXBWY QueA verbessern zu
k nnen, wurden in den folgenden Kristallisationsans tzen verschiedene Parameter wie pH-
Wert, Salz- und PEG-Konzentration sowie Molekulargewicht des Pr zipitanz PEG variiert.
Als Ausgangsl sung f r die Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen dienten folgende

Reservoirl sungen:

&WWBG FHHQNr. 6 (4 C): 0,1 M Tris pH 8,5, 0,2 M MgCl,, 30 % PEG 4000
&WWIGB FHHONr. 17 (4 C): 0,1 M Tris pH 8,5, 0,2 M Li,SO,, 30 % PEG 4000
&WWIGB FHHOQNr. 22 (4 C): 0,1 M Tris pH 8,5, 0,2 M NaAc, 30 % PEG 4000

Weiterhin wurden die . IW des ' HMJHOMRHHQ 1 - 3 und des $CAWHG6RHHQ 1 - 3

(Hampton Research, USA) getestet. Dazu wurde folgende Reservoirl sung verwendet: 0,1 M

Tris pH 8,5, 0,2 M Na,SO,4 und 30 % PEG 4000. 4 | Proteinl sung mit einer Konzentration

von 15 mg/ml wurde mit 5 | Reservoirl sung und 1 | Detergenz bzw. Additiv vermischt. Die

Platte wurde luftdicht versiegelt und der Kristallisationstropfen gegen 500 | Reservoirl sung
quilibriert.

Die Kristallisation der kleineren Dom ne mit einer Gr Ge von 9,1 kDa sowie der gr Geren

Dom ne der QueA wurde nicht durchgef hrt.
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$ QKDQJ

$  6HTXHQ DO QP HQAGHUDUFKDHEDNWUHEBIQ 7* 7 ( J\P H

$ I XQILGXV TGT
3  KRULNRVKLL TGT

$ I XQAILGXV TGT
3 KRULNRVKLL TGT

$ I XQILGXV TGT
3 KRULNRVKLL TGT

$ I XQILGXV TGT
3  KRULNRVKLL TGT

$ I XQIL&XV TGT
3  KRULNRVKLL TGT

$ | XAIL&XV TGT
3  KRULNRVKLL TGT

$ I XQIL&XV TGT
3  KRULNRVKLL TGT

$ I XQAILGXV TGT
3  KRULNRVKLL TGT

$ I XQAILGXV TGT
3 KRULNRVKLL TGT

$ I XQILGXV TGT
3 KRULNRVKLL TGT

10 20 30 40 50 60
VR EKARDGAGR LV ETPA PN PREL SRS |
* * k% * * % % * *kk*k*k * k% %% * * %

70 80 90 100 110 120
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%k ** *x **k*x * * k kk k% * * % * * k%
360 370 380 390 400
ELPEEVLVSTDFG'Y
---------- ERF
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* *
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GVPRQVKVNGKRLATVRADDGL L TLG EGAKRLHRVL PYPRVRVWVNKEAEPFARKGKDV

* % * % * *
530 540 550 560 570 580

FAKFVI FADPA RPYDEVLVVNENDELLATGQALLSGREM VFQYCRAVKVRKGVE
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SHUQL[ TGT
KRULNRVKLL

SHUQL[ TGT
KRULNRVKLL

SHUQL[ TGT
KRULNRVKLL

SHUQL[ TGT
KRULNRVKLL

SHUQL[ TGT
KRULNRVKLL
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% 6HTXHQ DO QP HWGHU4 XHS (QJ\P H

%

%

%

%

%

%

VXEW.OLV QueA
FROL QueA

VXEW.OLV QueA
FROL QueA

VXEW.OLV QueA
FROL QueA

VXEW.OLV QueA
FROL QueA

VXEW.OLV QueA
FROL QueA

VXEW.OLV QueA
FROL QueA

10 20 30 40 50 60

MKVDLFDFELPERLI AQVPLEQRDASRL MVLDKHTGEL TDSSFKHI | SFFNEGDCLVLNN
NR\/TDFSFELPESLI AHYPMPERSSCRL L SLDGPTGALTHGTFTDLLDKLNPGDLLVFNN

* * kkkkk kk%x * * * % * % *k k% * * k% *%k k%

70 80 90 100 110 120

TRVI PARLFGRKA- SGGKI EVLVERM.DDKRI LAHI RASKAPKPGAEL LLGDDE- SI NAT

kk*k *kkhkkkkk %
130
'

EELEHGGR- KVEFQYDG FYEVLESLGEMPLPRYIKEQUDDKER: - YQTVYSKEI GSAAA
MTARHGAL FEVEFNDERSVLDI LNSI GHVPLPPY! DRPDEDADREL YQTVYSEKPGAVAA

* Kk * khkkkkk*k

140 150 160 170

180 190 200 210 220 230

PTAGLHFTEEI LQQLKDKGVQ EFI TLHVGL GTFRPVSADEVEEHNVHAEFYQVSEETAA
PTAGLHFDEPL L EKLRAKGVEVAFVTLHVGAGTFQPVRVDTI EDHI MHSEYAEVPQDVVD

kkkkkkkx % * * * k% * kkkkk kkk K%k * * k* k% *

240 250 260 270 280 290

ALNKVRENGGRI | SVGTTSTRTLET! A- GEHDGQFKASSGAMTSI FI YPGYEFKAI DGM T
AVLAAKARGNRVI AVGTTSVRSLESAAQAAKNDL | EPFFDDTQ FI YPGFQY KVVDALVT

* k% * kkkkk * k% * * kkkkk*k *

300 310 320 330 340

NFHLPKSSLI MLVSALAGRENI LRAYNHAVEEEYRFFSFGDAMLI | - - - - - -------
NFHLPESTLI MLVSAFAGYCQHTMNAYKAAVEEKYRFFSYGDAMFI TYNPQAI NERVGE

kkkkk *x K*hkkhkkkkk k% * % kkkk *kkhkkk kkk*k X

Die Aminos uresequenz, die in gelb hervorgehoben ist, kennzeichnet das Konstrukt der

gr Geren Dom ne der % VXEWY QueA, das durch Mutageneseverfahren erhalten wurde. Die

kleinere Dom ne mit einem Molekulargewicht von 11,4 kDa umfasst die Aminos ure-

sequenz, die in gr n und lila dargestellt ist. Die kleinere Dom ne der % VXBEWY QueA mit

einer Gr Ue von 9,7 kDa wurde nach dem Entfernen von 14 Aminos ureresten (lila)

erhalten.
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& hEHH SIHWIRQVYHNRUHQ

ORGIOIHWUS* (; 3 9HWRU
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S(7 DIHNWU



Sequenzalignment und Vektoren 144

S(7 E9HWRU
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