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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die WobblePosition und Queuosin alsmodifizierte Base

Die erstederdrei Basennnerhalb des Antiodors einer tRNA (Position 34Abbildung 1A)

wird auch alsNobbleBasebezeichnetBereits F. Crick postulierte, dass die zweite und dritte
BasedesAnticodors jeweils eine Basenpaarung eingehen, die strikt den Regeln einer Watson
Crick-Basenpaarung folgt. Die erste Base, welche sich awdbblePosition befindet, sém
Gegensatz zu den anderen beiden Basen flexibler im Hinblick auf die Basenpsjpeaziigat.
Diese WobbleHypothese stellte laut Cricldie Voraussetzungiir den degenerierten
genetischen Code ddRarunter versteht maulie Tatsache, dass die méglichen 64 Cedon
Tripletts lediglich fir 20 proteinogene Aminosauren kodierkriolgedessenkann eine
bestimmte tRNA mehrere synonyme Codons lesen, sodass wengyé4 ahntcodors
notwendig sindDie Art und Anzahl der dadurch eingesparten tRNAs variiert allerdings je nach

Organismus und zu dekodierender Aminos&tire.
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Abbildung 1. A: Schematische Darstellung der allgemeinen Struktur einer tRN&\.Basen des
Anticodors sindmit Nummern verseheand die WobblePositionist gekennzeichneDie Abbildung
wurde aus der Arbeit von Avcild€ucukgozetibernomme B: Darstellung der von Grosjeat al.

¢bernommenen Daten. Das A?f signalisi et dass

d
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Die nicht-kanonische Base Inosin (I), welche als erste Modifikation an\d#yblePosition
entdeckt wurde, schien die von Crick aufgestellte These zu bestatigen, da sie eine Basenpaarung
mit Adenosin (A), Cytosin (C) und Uridin (C) eingehen k&hn.

Neben Inosin wurden bis heute knap® Modifikationen der tRNA identifiziert, von denen
etwa 30% auf diewobblePosition beschrankt sidt! Die WobbleModifikationen sind
maf3geblich an der Translationseffizienz beteiligt. Diesen Einfluss Ubenesateri_inie Uber

eine Veranderung der Bindungspréaferenz#ds.

Die beobachteten Modifikationen kdnnen aus einfachen Methylierungen kanonischer Basen,
aber auch aus komplexeren Hypermodifikationen mit zusatzlichen Aminosauren, Zuckern oder
aromatischen Systemen bestehedur Veranschaulichung ed Vielfaltigkeit dieser
Modifikation wurden die Daten vorGrosjearet al. abgebildet(Abbildung1B). Das Diagramm

zeigt auBerdem, dass dM/obbleModifikation in verschiedene®ereichen des Lebens ganz

unterschiedlich ausgebildet siit.

Die modifizierte Bas&ueuin istin dieser Arbeivon zentraler Bedeutung. Daher soll zunachst
die Entdeckungsgeschichte dieser Base skizziert werden, bevor die &dlRNA-Guanin
Transglykosylasé¢kurz: TGT)als zentrale3hema dieser Dissertation in die Biosynthese von

Queuin eingeordnet wird.

Ende der 1960er Jahre entdecktenB@ndary! et al, Goodma*% et al.und Doctot!! et

al., dass tRNA" ausE. colian Position 34 ein modifiziertes Guanosinthét, welches in der
Folge alsQueuosinkurz Q)bezeichnet wirdln Hefe (Saccharomyces cerevis)agelche als
eukaryotischer Modellorganismus gilt, wurdan analoger Positionallerdings ein
herkémmliches Guanosin festgestéfit Harada & Nishimura isolierten 1972 18 spezifische
tRNAs ausE. coli, um in weiteren tRNAs das Vorkommen eines modifizierten Guanosins zu
untersuchenDazu verdautenis die tRNAs jeweils mit RNasg> und trennten das erhaltene
Nukleosid3’-phosphaiGemisch mittels zweidimensionaler Dunnschi€imromatographie
auf*? Sie entdeckten das-Rukleotid auch in tRNA'S, tRNA*P und tRNA". In allen vier
tRNAs besetzt Queuosidie WobblePositionl*?l AuRBerdem besitzen alle vier tRNAs die
AnticodonSequenzZ)34UssNse, wobei Q4 im Priméarskript zunéchst als G vorliegt und N fur
eines der vier kamaschen RNANukleoside steht. In allen vier Fallen befindet ssamUracil

an Positior83, welches in tRNAs generell nahezu invariantisés ist im Hinblick auf die
Substraterkennung der TGT von groRRer Bedeutimger mRNA erkennen tRNA', tRNAMS,
tRNAASP und tRNA" sowohl dasCodonNAC als auch NAU* Im Jahr 1972 veréffentlichten

Singer & Smithdie vollstandige Sequenz voRNAMS ausSalmonella typhimuriupwelches
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ebenfalls an PositioB4 einQ enthalt!® White et al. berichteten, dass auch Drosophila
melanogastedie vier genannten tRNAs mit Q modifiziert sidfl.Im Jahr1975 klarten Kasai

et al. mittels Massenspektrometrie und NMR sowie unter Zuhilfenahme des UV
Absorptionsspektrumsund der chemischen Eigenschaften desNuRleosids seine
grundsatzliche Struktur auf (Abbildung 2).'° Dabei zeigte sich, dass Q uber ein
Guaningrundgertst verfugivelches an der flnfgliedrigen Untereinheit modifiziert 1976
wurde dann vorOhgi et al. mittels NMR-Spektroskopieauch die korrekte Stereochemie
samtlicher Substituenten des Cyclopentenraggeklart'® Yokoyamaet al.verdffentlichten
1979schlielichdie Kristallstruktur von Queuosit’-monophosphat (pQ), welches aus einem

Nuklease PAerdau vorE. colitRNA isoliert worden walt”)

HO

OH OH

Abbildung 2: Strukturformel des Nukleosids Queuogp).

1.2. Biosynthese von Queuin

Obwohl Eukaryoten tRNgaufweisen, die mit Queuin modifiziert sirdinnen sie diesaicht
Uber eineneigenen Biosyntheseweg herstellen. Stattdessen muissen EukatieotBase
Queuinaus externen Quellen durch die Nahrgeyinner*® Im Gegensatz zu Eukaryoten
sind die meisten Bakteriermit Ausnahme von Myko Corvidoe und Bifidobakteren sowie

Streptomyceten in der Lag@ueuosin selbst zu synthetisiefEh.

Die Biosynthes¢Abbildung3) geht von Guanosib-triphosphat (GTP) aus, welches durch die
GTP-Cyclohydrolase umgesetzt wird.Letzterekatalysiertin Bakterien nicht nur den ersten
Schritt derQ-Biosynthese, sondern aucérd etrahydrofolatBiosyntheseDas Enzym ist auch
fur die Biosynthese von Archaeosin, @in 7-Deazaguanosiderivat in Archaeen,
erforderlich?”!
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Abbildung 3: Biosynthese der modifizierten Quetlase Das Schema basiert addr Publikatiorvon
Biela et al.?!! Die folgendenAbkirzungen wurden fiBSubstrate und Koenzyme verwendsffP =
Guanosirb driphosphat, AdoMet = SAdenosylmethionin, Vitamin B12, preQ = 7-Cyanc7-
deazaguaninpreQ = 7-Aminomethyt7-deazaguan, FolE = GTRCyclohydrolasd, QueD =6-
Carboxy5,6,7,8tetrahydropterirSynthase, QueE =-Carboxy7-deazaguanisynthase, QueC =
preQ-Synthetase, QueF preQ-Reduktase TGT = tRNA-GuaninTransglycosylase, QueA &
AdenosylmethionifRNA-Ribosyltransferasésomerase, QueG = Epoxiqueuoflirduktase P =
PhosphaRest

Die Zwischenstufe 7;®ihydroneopterir3’-triphosphat wird durch di&-Carboxy5,6,7,8
tetrahydropterirSynthase (QueDyeiter umgesetzDas QueDbProtein lasst sich anhand der
Aminosauresequenz gemeinsam mit @&FP-Cyclohydrolase I(FolE) und der NADPH
abhangigen pregReduktase (QueF) in die Superfamilie defold Proteine einordnet®! Die
7-Carboxy7-deazaguanibynthase (QueByandelt das TetrahydropterBrundgerist in ein
7-DeazaguanikGrundgeriist urf? QueE gehért zu den-Sdenosylmethionirabhangigen
[4Fe-4S}ClusterProteineri?? Die Carboxylgruppe wird zunéchst durch greQ-Synthetase
(QueC)zu einer Nitrilgruppe funktionalisiel?! Das so gebildete preQvird anschlieRend
NADPH/H"-abhangig durch die 7-Nitril-7-deazaguaniiReduktase (QueF)zu preQ
umgesetz®® Die tRNA-GuaninTransglycosylase (TGT)katalysiert schlieRlich den
Basenaustausch vors&lurch die QueuiVorstufe preQ.?*?51Die TGT erkennt dabei tRNAs
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mit der Seqanz WsGs4U3sNzs (N kann jede der vier Basen sein), weshalb nur tRNAs fir

Tyrosin, Asparagin, Aspartat und Histidin umgesetzt wekdén.

Die bakterielle TGT liegalsHomodimer vorDie Kristallstruktur des Enzyneaus Zymomonas
mobilis zeigt, dass das Monomer das Faltungsmuster ¢bds-Fases aufweist welches
jedoch tiber Extensionen und Insertionverfiigt, darunter eine Zhbindende Subdoméar!
Der Reaktionsmechanismus des irreversiblen Austauschs sate@RNASASPHSTY qyrch
die preQ-Baseentspricht einensogenannterping-pong Mechanismu&'?” Die Reaktion
beginnt mi der Ausbildung des kovalenten TGT-tRNomplexes durch den nukleophilen
Angriff der Carboxylgruppe des Asp280 an das C1 der Ribaswl fuhrt zurSpaltung der
glykosidischen Bindung zwischen Guanin und dem Zuddachdemdas zuvor protonierte
Guanin aus der Bindetasche freigesetzt worden ist und die-Bas@ darin gebunden hat,
greift letztere ber ihr N\tom am Ribosg-C1-Atom anund bildet das Produkt® Der
Reaktionsmechanismus der bakteriellen TGT ist identisch mit dem der eukaryotischen TGT,

welcher in KapiteB.5.3gezeigt ist.

Nach dem Basenaustausch durch die W& das in die tRNA eingebaute pre@eiter zu
Queuin weiter modifiziertDabei wird eine Ribosylgruppe durch dieAdenosylmethionin
tRNA-Ribosyitransferasdsomerase (Que/Agn die exozyklische Aminofunktion gebund&h.
Im letzten Schritt der Biosynthese wird das/or erhaltene Epoxid in einefon Vitamin B2
abhangigen Reaktion durch dEpoxiqueuosirReduktase (QueGin das finale Queuin

tberfihrt2®!

1.3. Die eukaryotische TGT

Im Gegensatz zur bakteriellen TGT bildet die eukaryotische TGT einddiateer bestehend

aus den Untereinheiten QTRT1 und QTRT2. Dieses Heterodimer &hnelt in seiner
Tertiarstruktur vermutlich dem Homodimer der bakteriellen TGT. Anhand der Priméarsequenz
der QTRT1 lasst sich ableiten, dass diese Untereinheit mit hoher Wahlistikeit analog zur
bakteriellen TGT ebenfalls eine modifizierteUfs-FassStruktur sowie eine Zi-bindende
Subdomane aufweist. Dabei verfugt nur die QTRT1 Uber alle Aminosauren, die nach aktuellem
Wissensstand fiir die Bindung und Katalyse des Substoatgendig sind®®3Y Die QTRT2

tragt hingegen zur hohen Affinitat und korrekten Bindung der tRNAFbH&. Die
Sequenzidentitat der QTRT2 zur QTRT1 betradgt moderate 23%. Wéahrend die QTRT2 in
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Abwesenheit von QTRT1 ein Homodimer bildet, liegt die QTRT1 in Abwesenheit von QTRT2
als Monomer vor. In Anwesenheit beider Untereitéreist das Heterodimer die bevorzugte
Spezies*

Eukaryoten besitzen abgesehen von der TGT keine Enzyme, die spezifisch an der Queuosin
Biosynthese beteiligt sind. Sie kdnnen Queousin daher demovoherstellen.Stattdessen
muissen Tiere und Menschen Queuin aus der Nahrung oder aus dem Mikrobiom des
Verdauungstrakisaufnehmer?!! Es istdemnacmachvollziehbar, dasfie eukaryotische TGT

die QueuinBase im Vergleich zur p@-Base als Substrat bevorzugtdie PositiorB4 der
tRNATYRAPASNHS ainhaut da ansonsten Intermediate entstiinden, die von Eukaryoten nicht

weiter umgesetzt werden konniéh

Zu Beginn der dieser Dissertation zugrundeliegenden Forschungsarbeit war die Struktur der
QTRT2,diein Abwesenheit von QTRT1 ein Homodimer bildet, bereits bekannt. Beérahs

war es gelungen, @iStruktur des QTRFRlomodimers mit einer Auflésung von 2,88bei
einemR-Wert von 16,6 rontgenkristallographischu I6sen. Die Phasierung erfolgte anhand
des gebundenen Zirkns. Die Symmetrie der Kristalle entsprach dabei der Raumgruppe
P2:2:2. Die Autoren konnten bestatigen, dass das QFR®ghodimer eine groRe Ahnlichkeit

mit dem bakteriellen TGHomodimer aufweist. So bildet die QTRT2 analog zur bakteriellen
TGT eine bU)s-FassStruktur. Dennoch sind die Aminosauren, welche bei der bakteriellen TGT
fur die Bindung der Substrate verantwortlich sind, in der eukaryotischen QTRT2 so verandert,
dass weder die Bindung einer Nukleinbase noch die BindunigiieodonSchleife der tRNA
maoglich sind. Dies unterstreicht die Rolle der QTRT2 als rkeltalytische Untereinheit der
TGTE

Auch die Quartarstruktur des QTR-Hbmodimers ist dem Homodimer der bakteriellen TGT
sehr ahnlich. Die Kontaktflache der beiden Peptidketten der QTRT2 ist mit einer Grél3e von
1682 A& praktisch identisctzu der der bakteriellen TGT. Analog zu den Resten von Tyr330,
His333 und Phe92" dé&r. mobilisTGT befinden sich in der Dimerkontaktflache des QTRT2
Homodimers die Seitenketten von Tyr363, His366 und Phe84’. Anstelle des Trp326 befindet
sich in der QTRTZn analoger Position das His359. So lasst sich die Affinitat der einzelnen
Monomere zueinander groftenteils auf die Wechselwirkung von aromatischen Resten
zurtckfihren. Aufgrund der C8ymmetrieachse des QTRT2 Homodimers besteht die gesamte

Dimerflache augwei identischen Bereiché#!

Anhand von PunikutationsStudien konnte gezeigt werden, dassder bakteriellen TGT

durch den Austausch von Val288rchGlycin eine erhdhte Affinitat zu Queuerzeugiwird.
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So entsteht eine grol3ere Bindetasche, die durch den Dihydroxycyeopdrest von Queuin
bestzt werden kanrAulRerdem scheint der Austausch von Cysd&8&hValin den Einbau

von preQ, welchesvon Eukaryotemicht weiter zu Queuin synthetisiert werden kann, in die
tRNA von Eukaryoten zu hemmemie bakterielle TGT ist zudem eidielmolektl der
strukturbasierten WirkstoffentwicklungForschungsergebnisseon Durand et al. haben
gezeigt, dass die TGT malfgeblich zur Virulenz 8imgellenim Rahmen der Shigellose
beitragt. Im Rahmen der akademischen Forschung konnten so einigetepadidrbitoren
identifiziert werden. Dabei wurden sowohl klassische kompetitive Inhibitoren entwickelt, die
im aktiven Zentrum die Bindung der natirlichen Substrate hemmen, als auch Verbindungen,
welche die Ausbildung eines aktiven Homodimers durch Storuley ProteirProtein

Wechselwirkunginterdriickerg’-34 3¢l

His366 | Phed4’

Abbildung 4: Dimerinterface des Homodimes der nichtkatalytischen Untereinheit QTRTDie

beiden QTRT2Molekile sind in Cartoon (griin und grau) dargestellt, wahrend wichtige Atniners

oder deren Seitenketten als Stabchen dargestellt sind. O: rot, N: blau. Gestrichelte Linien stellen
Wasserstoffbriickenbindungen dddie Zahlen neben den gestrichelten Linien entsprechen dem
jeweiligen Abstand der Wasserstoffbriickenpartngrigstrom(A )i

1.4. Die Rolle von @modifizierten tRNAs bei der Translation

Neben der einfachen-@odifikation gibt es auch einige weitere@grivate, die beispielsweise

durch Zucker erweitert sind. Bereits seit Jahrzehnten untersuchen Forscher die genaue Funktion
dieser QFamilie. So konnten bereits einige Funktionen aufgekléd teilweiseempirisch

belegt werde®® 41 Wie eingangs beschriebdmnnim Falle vontRNA™", tRNA™S, tRNAASP

und tRNA" das Antiodon GUN sowohl an die Codons NA&ls auch NA& binden.

PosttranskriptionaleModifikationen an Position 34 der Ardodorsequenz wie die Q
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Modifikation, kénnen daher auf verschiedene Arten einen Einfluss ausitfBrEin Auszug

Uber bereits bekannte Funktionen von Quevind im Folgenden vorgestellt

Die Q-Modifikation hat einen Einfluss auf d@mberSuppressoreigenschaften von tRNA

beim Durchlesen des entsprechenden SpgonsDie Translation der Tabakosaik-Virus-

RNA in TabakProtoplasten liefert ein 17,5 kBRrotein ein 126 kDaProtein und ein 183 kDa

Protein, wobei letzteres aus dem Durchlesen des -SfgppCodons auchamberStopp
Codonsgenannt des 126 kD&Proteingens resultiert. Beier et al. (1984) zeigten in einem

in vitro-System (ibereugend, dass tRNX( GQA) aus T a b a kin relative r We i
effizientes Uberlesen des StopgCodons ermdglicht, wahrend tRNA QQA) di ese
SuppresseAKktivitat nicht besitzt. Vorher war bereits von Johnson & Abelson (1983) gezeigt
worden, dass fir die Suppres#dtivitat der tRNA™Y" die Anwesenheit de@-Modifikation

( G Pseudouridinpn Position 35 des Anticodons erforderlich Ries zeigt die Auswirkung

von Queuin auf die alternative Translation von Proteffieti!

Meieret al konnten zeigen, dass tRNAGs4 das HisCodon CAC aufgrund der Watse@rick
Basenpaarung im Vergleich zum Hi®don CAJ deutlich bevorzug Die tRNAMS-Qss
dagegen zeigt keine signifikante Praferenz fiireeider beiden Codor$! Im Rahmen
ahnlicher Studien untersuchtdfulkarni et al. die Rolle von Qbei der Translationin
Trypanosoma bruceiDie Autoren nutzten eiaweifaches LuciferasRBeporterSystem bei
welchem dieRenillaFliegertLuciferase tber einen Linker mit der Gluhwirmchertiferase
fusioniert war. Da diese Enzyme unterschiedliche Substrate nutzen, ist es mdglich, die
unterschiedliche Expression der beiden Enzym# Hilfe eines LumineszenzAssays
gleichzeitig zu quantifizieren. Dafir erzeugten sie zwei Konstrukte, in deneRetidla
FliegenrLuciferase jeweils unverandert blieb. Dagegen waren im Gluhwurmrahaferase
Genabschnitt alle Codons, die von potentiell i@haltenden tRNAs erkannt werden, jeweils
vollstandig zu NAC oder zu NAU umgewandelt. Im Wildten der Glihwirmchen
Luciferasesind beideArten von Codons zu etwa gleichénteilen enthaltert*® Dieses
Konstrukt wurde anschlie3end in Aund Abwesenheit von Queuin ifirypanosoma brucei
Zellen exprimiert. Anhand der beidefluoreszengignale konnte der Einfbs auf die
Translation bestimmt werderWahrend fur die Translation des NAMnNstrukts keine
signifikante Abhangigkeit von Queuin festgestellt werden konnte, zeigte daskAktrukt

in Abwesenheit von Qeuin eine signifikante Abnahme der GluhwiurmcHarciferase
Fluoreszenz. Dieserdeutlichf dass mit U endende Codons, welche von tRIARNA®S",
tRNA™S und tRNAY" erkannt werden, in Abwesenheit von Q weniger effizient translatiert

werden als in dessen Anwesenli8it.
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Das mitochondriale Genom des Parasifelypanosoma bruceienthélt keireinzigestRNA-

Gen.Das heif3t, dass samtlickRNAs aus dem Zytoptana in das Mitochondrium importiert
werden mussenin Anwesenheit der @lodifikation werden tRNAs drei bis viermal
effizienter importiert als ohne die-Rlodifikation. Folglich ist die Modifikationsrate der
tRNAASP, tRNASY tRNATS und tRNA™Y" in den Mitochondrien im Vergleich zum Cytosol
groRer®®! Eine Hemmung der QTRTL1 filhrt zu einer um%5reduzierten Aktivitat des
Atmungskettenkomplex IVin den Mitochondrien da einige Gene, die Proteine dieses
Komplexes kodieren, einen besonders hohen Anteil an 48Atdons beinhaltefi® Eine
Hemmung der parasitaren QTRT1 stellt dennoch keine geeignete Therapiestrategie dar, da der

Parasit im Menschen Energie hauptsachlich durch anaerobe Stoffwechselwegteliereit

Zaborskeet al.zeigten anhand eines kinetischen Modells, dass tRhkeine hthere Affinitat

zum Ribosom hat als tRNG34. So kann auch tRN&"-Qs4 (Anticodon QUU) beide Ash
Codors schneller als &-haltige tRNA'"translatieren. Bei der Dekodigg des AAUCodors

am Ribosom stellt GUYRNA”S" also nur einen schwachen Kompetitor von QtRNA”S"

dar. Eine tRNA, welche das AAQodonfalschlicherweiserkennt, istdie IGU-tRNA™ (I =
Inosin). Sie stellt jedoch einen noch deutlich schwacheren Kompetitor destRQNASS" dar

als GUUtRNA®" sodass bei ausreichender Modifikation der tRNA mit Q kaum Falscheinbau
von Threonin erfolgt® Dieses Beispiel verdeutlicht, dass dieM@difikation zu einer

geringeren Fehlerrate bei der Translation beitragem.

Tuorto et al. zeigten mit Hilfe derRibosomeProfiling-Methode, dasslas Fehlen der Q
Modifikation in HeLaZellen zu einer reduzierten Translationsgeschwindigkeit fiiDiése
Methode ermdglicht es, mRNBereiche zu identifizieren, an denen gerddanslation
stattfindet. Dariiber hinaus macht siie Geschwindigkeit deProteinbiosynthese an der
sequenzierten mRN#ichtbarundzeigtan welchen Codons des Transkriptoms die Translation
verlangsamt stattfindet oder pausiftErwartungsgemaist die Translationsgeschwindigkeit
an potentiell QtRNA-dekodierten Codons, welche mit U enden/NebblePosition), starker
reduziert als an solchedie mit C endenlm Falle von AspCodons zeigt sich allerdings ein
anderes Bild. Hier fuhrt da&sehlen der @Modifikation zu einer deutlicheren Verlangsamung
der Translationsgeschwindigkeit d€AC-Codors im Vergleich zumGAU-Codon. Eine
Erklarung fur diese Ausnahme koardie weitgehend fehlende’@88-Modifikation Q-freier
tRNA”SP sein, welche offensichtlichesonders fiidie schnelle Translation des GATbdons
erforderlich ist. In Abwesenheit von Queuinst in HeLaZellen die Dnmt2vermittelte
m°C38-Modifikation von tRNAP deutlich reduziertwie es vorher irSchizosaccharomyces

pombeund Dictyostelium discoideurheobachtet worden wabas Enzym Dnmt2 Ubertragt
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eine Methylgruppe von -8denosylmethionin auf Position 5 von Cyto$inin der
Anticodonschleife von tRNAPH8 Die Q-Modifikation der tRNASP ist dabei die
Voraussetzunir die effizienteDnmt2-vermittelte Methylierung. Milleet al. haben gezeigt,
dass TGTdefiziente Schizosaccharomyces pomb#ellen neben einer fehlenden @
Modifikation auch eine sehr geringe®@B8-Modifikation von tRNA'P aufwdseni*® Die
Autoren konnten den gleichen Effekt auch in humarmetorectaen Karzinomzellen
nachweisen. Anhand dieses Beispiels zeigt sichs aie QModifikation wiederum einen
Einfluss auf weitere Modifikationen haben kann, beispielswaidem die Affinitat der tRNA

zum modifizierenden Enzytmeeinflusst wird.

Anhand der SILAGMethode Gtable isotope labeling by amino acids in cell culylkennten
Tuortoet al zeigen, dasgne Codons, die bei fehlenderNpdifikation verzdgert translatiert
werden, in herabregulierten Genangereichert sindEin starker Mangel an Queuin fihrt
aulRerdem zu einer Hochregulierung von Genen, welche an deBgir@gebung beteiligt

sind. Diese Signalkaskade bewirkt unter Stressbedingungen eine reduzierte Translation und
Zellproliferationund wird daher auctntegrated stress respongenannt*” In HeLaZellen,

die in Abwesenheit von Queumgewachsen sind, ist aul3erdem eileaitliche Dilatation des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) sowie eine unregelmafiige Vakuolisierung zu beobachten,
die auf einen ausgepragten E®ess hindeutetDaneben zeigen die Zellen ohne Q
Modifikation ein erhdhtesVorkommen von Proteinaggregationlie auf eine verstarkte

Fehlfaltung von Proteinen zuriickzufiihien*”]

Keimfreie Mause, welche 60 Tage lang mit synthetischénef@r Nahrung gefittert wurden,
zeigen besonders in hoginoliferaivem Gewebe einen starken Rickgang deé@glifikation,
welcherwiederum mit einem deutlich reduziert@mteil von m*C38tRNAP einhergeht*’]

Suzuki et al. bestatigten die von Tuorto beschriebenen Effekte auf die
Translationsgeschwindigkeit, die gesteigerte Stressreaktion des ER sowie den Anstieg von
Proteinfehlfaltung anhand vapTRT2KnockoutHEK293T-Zellen !
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1.5. Weitere Rollen von Queuin und der eukaryotischen TGT

1.5.1. Der Einfluss von Substraten der eukaryotischen TGT auf

Multiple Sklerose

Die chronisckentziindliche Autoimmunerkrankung Multiple Sklera®4S) geht mit einer
raschen Ausbreitung autoreaktiver-Z&llen einher, welche a$ Zentralnervensystem
infiltrieren, um dort die Myelinscheiden von Axonen zu zerstovamgheseet al. zeigtenbei
Wildtyp-T-Zellen aus Mausemlass 6T hioguanin einen poteahanti-proliferativen Effekt hat.
Dieser Effekt bleibt beT GT-defizientenT-Zellen ganzlich aus. Unauszuschlie3emass eine
Abhangigkeit dieser Wirkungvon dem Enzym HGPRT (HypoxanthifGuanin
Phosphoribosyltransferagegsteht, welches die Rickgewinnung von Rixamivaten tber den
SalvageBiosyntheseweg einleitet, wurden analdggsuche ebenfalls mit HGPRIefizienten
Zellen durchgefihrtDabei wurde eindeutig gezeigt, dass die-prniiferative Wirkung von
6-Thioguann unabh&ngig von der HGPRT I3t

Nachdem Mause die klinische Stufe 2 d&AE (= Experimentde Autoimmun
Encephalomyelitisein MausModell fur MS) erreicht hatten (schlaffe Schwanzhaltwnd
wackliger Gang) wurde ihnenintraperitoneal érhioguanin verabreichtDies brachte den
Krankheitsverlauf nicht nur zum Stillstand, sond&ehrte ihnvollstandigum, sodasgdie
behandelten Mausewdlf Tage nachTherapiebeginnnicht mehr von unbehandelten
Kontrolltieren zu unterscheidemaren®® QTRT1-defiziente Mése, bei denen EAE induziert
wurde, zeigten unter Gabe der gleichen DosEhi®guanin keien therapeutischen Effekt.
Demnactscheintdie Wirkung von éThioguanin von einem intakten T&nzym abhangigu
sein Die Autoren konnten zeigen, dass die therapele Wirkung von €rhioguanin auf der
Unterdrickung deAktivierung vonGewebsmakrophagen sowie der Infiltration veZdllen
beruht. 6Thioguanin zeigt allerdings in Anwesenheit eines intakten HGBRAyms eine
zytotoxische Wirkung. Daher kann es theraseh nicht bei MS angewendet werden. Aus
diesem Grund suchten Varghesel.nach einer Verbindung, welche von d&T als Substrat
umgesetzt, aber durch das HGRRiizym nicht erkannt wirdSie entwickelten dapreQ-
Derivat N-((2-Amino-4-oxo-4,7-dihydro-3H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-5-yl)methyl)-3-
phenylpropan (NPPDAGADbbildung 5), welchesvon der TGT irreversibel in die tRNA
eingebaut wird.Auch NPPDAG hat eine TGRbhangigeantiproliferative Wirkung auf
T-Zellen. Behandelte Mause zeidagreis nach finf Tagen bei einer taglichen NPPDBAGsis
von 30mg/kgKdrpergewichein vollstandiges Vachwinden samtlicher SymptomeAE geht
mit einer detlichen Hochregulierung der Transkription von oxidativeinessassoziierten
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Genen iNOS, Nox2 und Apoptosegenen Céaspl, Casp3, Fa3L sowie mit der
Herabregulierung der Transkription von Markergenen fir die neuronale EntwiclBigH,
NT-3) und Myelinieung Plpl, Mbp einher. Die Behandlung erkrankter Mause mit NPPDAG
fuhrt dazu, dass die Expressionsrate all dieser Markergene auf ein normalesduziBrt

wird.[®1

] NH, S O NH
N
HN HN HN
A A Ay KA
H,N N N H,N N H H,N N H
preQy 6-Thioguanin NPPDAG

Abbildung 5: Strukturformeln deff GT-SubstratgreQ, 6-Thioguanin und NPPDAG.

1.5.2. Die Notwendigkeit von Queuin in Eukaryoten bei der Oxidation

von Phenylalanin zu Tyrosin

Wird keimfreien Mausen ein®-freie Diatverabreicht, die jedoch die bekannten Vitamine,
essentielle Spurenelemente, Glukose und eine Lipidquelle enthalt, sind diese bei nahezu
unverandertem Phanotyp lebensfahiig. Abwesenheit derAminoséaure Tyrosinbei song
gleicherNahrung sind i@ M&use nicht Uberlebensfahigerkdmmliche, nichkeimfreie Mause

zeigen bei der gleichen Didagegerkeinalei Symptome. Dies beruht auf der Tatsache, dass
die Tiere die Aminosaure Phenylalandurch eineHydroxylierung des Phenylrings in
Position4 in Tyrosin umwandeln konnerkir diese Reaktiomst die Tetrahydrobiopterin
abh&ngige Monooxigenase Phenylalaninhydroxyasantwortlich®? TGT-defiziente Mause
weisen eine reduzierte Plasmakonzentration von Tetrahydrobiopterin auf. Stattdessen ist die
Konzentration von oxidierten Abbauprodukten in diesen Mausen erhoht. Ein langfristiger
Mangel an Tetrahydrobiopterinbknte sich negativ auf die Produktion von Serotamal
Dopaminauswirken, da Tetrahydrobiopterin zur Biosynthese von beiden Gewebshormonen

gebraucht wirdderen Fehleau Parkinsorithnlichen Symptomen fithren kafii.
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1.5.3. Die Bedeutung der QTRTZXAKktivitat fir das Wachstum und die
Migration von MCF -7-Brustkrebszellen und davon abgeleiteten

Tumoren

Zhang, Jet al. (2020)entwickelten eine stabil®TRTtknockoutVariante in MCF7-Zellen,
einer Zelllinie des Brustadenokarzinan®&e konnten zeigen, dass sleine Reduktion der
Q-Modifikationsrate von nahezu 100 auf 25% zur Folge hatteDie Autoren konnten dabei
nicht zwefelsfrei erklaren, warum die -®lodifikation nicht géanzlichunterbunderwar. Die
Zellproliferation derQTRTZXknockotMCF-7-Zellen war signifikant verlangsamt, was sich
auch in der reduzierte Produktion der Zellproliferationsmarker PCNA und Ki67
widerspieglte. Modifizierte Zellen wiesen aulRerdem eeduziertedMigrationsveralten auf
was wiederum mikiner erhéhten Produktion der Zelladhasionsprotéit@atenin und E
Cadherineinhegeht Das Ausschalten de@TRT1Gens bewirkt eine deutlich verminderte
Praduktion des Proteins Claudi welches ein wichtiger Bestandteil voight junctionsist.
Claudin5 tritt insbesondere bei BrustkreBstientinnen, bei denen ein erhdhtes Risiko fir

Metastasen und einer wiederkehrenden Erkrankung vorliegt, in hotregen auf>*l

Die Autoren transplantierten sowohl MGFWildtyp-Zellen als auchMCF-7-QTRTZ:
knockoutZellen in NacktméauseTiere denen die modifizierten Zellen transplantiert wurden,
zeigten dabei deutlich weniger Tumore, die auch in ihrer Gré3e deutlich reduziert waren. Dabei
konnte auch der bereits in denvitro Experimenten beobachtete Unterschatsichtlich der
Marker bestatigt werden. Tumore @3RT1knockoutZellen enthalteerhéhte Mengen &
Catenin und ECadherinwéahrend die Konzentration von Claudinind PCNAeweilsdeutlich
reduziert istZusammenfassend deutet die Studie ufdnan, das das Ausschalten dETRT:

Gens das WachstubestimmteBrustkrebsTumorehemmt(®#!

1.5.4. Der Einfluss von Queuin auf Resistenz gegen oxidativen Stress

und die Pathogenitat vonEntamoeba histolytica

Nagarajaet al. untersuchten den Einfluss von Queuin dtrtamoeba histolyticaden
Verursaher der Amébenruhr.Dazu liel3en sie TrophozoiteRrotisten in der vegetativen
Lebensphasen An- und Abwesenheit von Queuin wachsen. Die Autoren beobachteten einen
circa funffachen Anstieg der-@odifikation in Anwesenheit von Queuin, was analog zu bereits
beschriebenen Studien mit einer verstarkten Drratthittelten n¥C38-Modifikation von
tRNAASP einhergeht?®:5%]
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Um den Einfluss der ®odifikation auf die Resistenz gegen oxidativen Stress zu untersuchen,
ermitteltendie Autoren die LRo-Werte von HO: in Zellen, die in Ar und Abwesenheit von
Queuin kultiviert wurden In Anwesenheit gn Queuin zeigten die Zellegine signifikant

hohere Resistenz gegeniber oxidativem Stress.

Auch derEinfluss auf die Virulenz des Parasiten wurdgeusucht, indem die Autoren die
Fahigkeit von Parasitenzellen bestimmten, eine Einzellschicht ausZ&dlea zu zerstoren.
Dazu verwendeten sie Throphozoiten, welche inurd Abwesenheit von Queuin gewaehs
waren Eszeigte sich, dasdie cytopathogene Aktivitdéton Throphozoitenn Anwesenheit von
Queuin signifikanteduziert ist. Analoge Ergebnisse konnten mit Zellen ermittelt werden, deren
QTRT1Gen durch RNAusgeschaltetiar. Zur Bestéatigung dieses Befunds in einenvivo
Modell infizierten die Autoren den Blinddarm von Mausen mit Kontfiatbphozoiten und
solchen, die in Anwesenheit von Queulnltiviert wurden. Nach sieben Tagen konnten
signifikant weniger Parasitenzellenah@ewiesen werden, welche zuworAnwesenheit von
Queuin gewachsemvaren Demnach habefrophozoiten vonEntamoeba histolytican
Anwesenheit von Queugine erhdhte Stressresistenz, gleichzeitig jedoch auch eine verringerte
Pathogenitat.Die Autoren zeiten, dass die Anwesenheit von Queuin zu einem stark
verdnderten Transkriptom fihrt, welche diderabregulierung von 664 sowie die
Hochregulierung von 548 Genbginhaltet>®
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2. Zielsetzung

Die Motivation zu dieser Arbeit leitet sich aus dem dargelegten Kenntnisstand abs&sénds
biochemisches und strukturelles Verstandnis der eukaryotischen TGTzWeninenzur
effizienteren Vermeidung von Nebenwirkungen einer potentiellen Shigdllus@piegenutzt
werden. Zum anderen zeigen insbesondere die Arbeiten von Varghakedassdie TGT

beispielsweise zur Therapie der Multiplen Sklerose funktionalisiert werdert®ann.

Zu Beginn dieser Arbeit war die Struktur der katalytischen sowiendsat-katalytischen
Untereinheit der eukaryotischen TGT bereits bek&fllerdings ist insbesondere diereits
bekannte&ristallbedingung der katalytischen Untereinheit nur sehr schwierig zu reproduzieren.
Nicht zuletzt dahewar es Ziel der vorliegenden Arbeit, eine reproduzigrd optimierbare
Bedingung zur Kristallisation des nativen T&IEterodimers zu entwickeln. Dazu sollten
zunachst Expressionsstudien unter Verwendung verschiedener Expressionssysteme, darunter
kommerzielle Varianten voYfibrio natriegensdurchgefiihrt werden. Bei der Entkiang der
Praparationsmethode des Zielproteins ausgehend vom Rohextrakt sollte insbesondere auf die
Erhaltung des ausgeglichenen stéchiometrischen Verhaltnisses der beiden Untereinheiten
zueinandeWert gelegtverden. Nach der erfolgreichen Etablierungeeidraparationsmethode

und der Entdeckung initialer Kristallisationsbedingungen sollten letztere hinsichtlich des
Streuvermogens und der ReproduzierbardteitKristalleoptimiert werden. Zudem sollte eine
Methode entwickelt werden, um die systematische=igung von Protethigand-Kristallen

zu ermoglichen. Im Rahmen der kristallographischen Studie des Heterodimers sollte
insbesonderdie Quartarstruktur des Enzynue Kontaktflache zwischen den Untereinheiten

sowie die Bindung bereits bekannter Substrataektiven Zentrum aufgeklart werden.

Neben den kristallographischen Studien sollten auch enzymkinetische Versuche durchgefiihrt
werden. Dabei lag der Fokus auf der Charakterisierung bereits bekannter Substrate und
Inhibitoren. Die verwendeten Inhibitoremvurden im Rahmen der Kooperation der
Arbeitskreise von G. Klebe und F. Diederich zur Hemmung der bakteriellen TGT, einem
wichtigen Pathogenitatsfaktor der Shigelftéin entwickelt. Eine selektive Hemmung der

bakteriellen TGT ist dabei zur Vermeidung voadénwirkungen essentief.

SchlieYlich sollten die QTRT2Mutanten S41A, Y354F sowie eine Variante mit beiden
Mutationen erstellt werden. DiReste von Ser4l und Tyr354 sind an der Ausbildung von
Wasserstoffbriicken inmterfacedesQTRT2Homodimers sowie des QTR RtHeterodimers
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beteiligt. Durch enzymkinetische Studiend native Massenspektrometrie sollte die Funktion
dieser Reste im Hinblickuh die enzymatische Aktivitat des Enzyms sowie die Dimerstabilitat

untersucht werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Etablierung eines Expressionsund Reinigungsprotokolls

3.1.1. Konstruktion eines rekombinanten Expressionssystems fir die

Koexpression der beiden TGTFUntereinheiten aus der Maus

Als Grundlage fur diese Arbeit wurderedvarianten der beiden TGUntereinheiten aus der
Arbeit von Inna Biela aus dem Jahr 2013 verwefideDie Gene der katalytischen und nicht
katalytischen Untereinheit (UniProtkBatenbankeintrad® Q9IMA2 und B8ZXI1) sind hier
jeweils in den Expressionsvektor pASBA13plus (IBA, Géttingen, Deutschlan@pbildung

6) eingebracht. Das Zielgen ist in diesem Expressionsvektor gemde an eine Sequenz
fusioniert, die fir eine ThrombiBrkennungssequenz und elterminalesStrepTagIl®
kodiert. Die Gene wan jeweils Uber zweBsd-Erkennungssequenzen in den Zielvektor

kloniert worden.

Ndel

Xbal
Nhel

PshAl
Bsal
Sacll
BsmFl
EcoRl
Ssil
Kpnl
Smal MCS
BamHlI
Xhol
Sall
Pstl

1

Strep-tag / kinker / thrombin

pASK-IBA13plus

3291 bp

BsmFl
PshAl
Neol
Bsal
EcoRV /

f1 origin
Hindlll

Abbildung 6: Schematische Darstellung des pAS8®13plus Vektors, dein der Arbeit von |. Biel&”
alsExpressionsvektor genutzt wurde.

In den vorherigen Arbeiten wurde der Ansatz verfolgt, das funktionelle Heterodimer zu
kristallisieren, nachdem die beiden Untereinheiten im gleichen Stoffmengenverhaltnis
gemischt wurden. Diese Versuche waren allerdinglse erfolglos geblieben. Garom al.
(20105*Y hatten gezeigt, dass die humane TGT eine hohere enzymatische Aktivitt, besi
wenn beide Untereinheiten gemeinsam exprimiert und gereweigten Fur eine erfolgreiche
Kristallisation ist ein hohes Mal3 an Homogenitat bezogen auf die korrekte Faltung des Proteins
und der daraus resultierenden Aktivitat wichtig. Deshalb wurdkeiser Arbeit zunéchst die
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gemeinsame Expression und Reinigung ddausTGT-Untereinheiten etabliert. Als
Grundlage wurden die folgenden, bereits genannten Konstrukte verwendet.

MQTRT1-Gen in pASK-IBA13plus mTGT

Thrombin
L v P R G 8§ M A A V M L T *
5" -+ ‘CTGGTTCCGCGTGGCTCCATGGCAGCAGTT * - * ‘ATGCTGACCTAAGATATCTAA : * ‘- 3~
3°- - ‘GACCAAGGCGCACCGAGGTACCGTCGTCAA * - - 'TACGACTGGATTCTATAGATT * - - 5~
MQTRT2Gen in pASK-IBA13plus_mQv1
Thrombin
L V P R G S RDRMMZEK L Q M F G L *
5 - ‘CTGGTTCCGCGTGGCTCCCGAGACCGCATGATGAAACTG * « + 'CAGATGTTTGGTCTCTGATATCTAA « * -~ 3°
3°- "+ ‘GACCAAGGCGCACCGAGGGCTCTGGCGTACTACTTTGAC * - * ‘GTCTACAAACCAGAGACTATAGATT -+ - 57

Abbildung 7: Sequenz deQTRT1Gens (oben) und d€3TRT2Gens (unten) vor der KlonierunDie
Gene lagen in dem Expressionsvektor pABIR13plus vor. Der farbliche Ubergang markiert die
Stellen, die durch Klonierung mtsd entstanden sing’!

Der bisher verwendet¥ektor besitzt nur einenultiple Klonierungsstellenqultiple cloning

site= MCS) und ist daher fiur digleichzeitigeExpression von zwei Genen nicht geeignet.
Daher wurdein der vorliegenden Arbeitler Vektor pETDuetl von der FirmaNovagen
verwendet. Diesévektorenthalt ein AmpicillinResistenzgen sowie d&l-Gen, welches fur
denlac-Repressor kodiert/or allem verfugt er tiber zwei MCS, in die insgesamt zwei Zielgene
eingeflgt werden kdnnen. Die beiden Gene werden dann gemeinsam von eiReombier

aus transkribiert, welcher unter der Kontrolle das-Operators steht. Die Indtion der
Zielgene erfolgt durch die Zugabe von IPTG, welches anlatefepressor bindet und ihn
dadurch inaktiviert. Das fur die Transkription erforderliche Gen fur ddRWA-Polymerase
mussim Chromosom des Bakterienstamms enthalten sein, der flr die Expression eingesetzt

wird.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des pETDBlatektors, der fiir die Koexpression d@sRT1
und deRTRT2Gens verwendet wurde.

Da die Reinigung der beiden Untereinheiten mit®isepTactin®-Matrix bereits etabliert
worden way sollte diese Variante der Affintischromatogaphie auch bei @m neu zu
erzeugende Konstrukt angewendet werdeulRerdem wurde die bisherige Thrombin
Schnittstelledurch einéPreScissioR-Schnittstelle ausgetauscbias bisher zur Abspaltung des
StrepTag |l verwendeteThrombinCleavage Capture Kider Firma Novagen ist kostspieliger
als die PreScissiofi-Protease und war dariiber hinaus in der Vergangenheit nicht immer
verfugbar.Die fur die Schnittstelle und d&&trepTagll kodierende DNASequenz wurde
durch eine mierstufige PCRan das 5Ende de€QTRT2GensangehangtUm die Effizienz der
Expression zu erhdhen, wurde dabei das urspriingliche-&&@Gcodon de®QQTRT2Gens

entfernt. AuBerdem wurden flr die Insertion in die MCS2 des Expressionsvektorsemuies

des resultierendendseramens eineNdd-Erkennungssequenz und amBide einePad-

Erkennungssequenz eingefugbpildung9).
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MQTRT2Gen in der MCS2 von pETDuetl

Strep-tag Il PreScission W
M W S H P Q F E K 6 L E V L F Q G P K L
57 -+ - -ATACATATGTGGAGTCACCCCCAGTTTGAGAAAGGTCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCAAACTG - - *— 3~
3’ -+ ‘TATGTATACACCTCAGTGGGGGTCARACTCTTTCCAGACCTTCAAGACAAGGTCCCCGGGTTTGAC « * -~ 57
Ndel
Q M F *

5" -+ ‘CAGATGTTTTGATTAATTAAC - - -— 3~
3°-:: ‘GTCTACAAAACTAATTAATTG- - - 5°

Pacl

Abbildung 9: Sequenz nach erfolgreicher Klonierung d€FRT2Gens in die M2 des
Expressionsvektors pETRtl. Rot Sequenz deQTRT2Gens das flir die nichkatalytische
Untereinheit deMausTGT kodiert.Grurt Durchmehrstufige PCR eind@ighrte Sequenzlau: MCS2
des Vektors.

Es ist bekannt, dass die nidtatalytische und die katalytische UntereinheitausTGT eine
sehr hohe Affinitat zueinander hatjgh sodass eine Reinigung des kompletten Heterodimers
auch maoglich sein sollte, wenn nur die nightalytische Untereinheit mit eine8trepTagl|
ausgestattetst. Daher wurde bei der Klonierung d€¥TRT1Gens in das pEDuetl-
Konstrukt an dessen-kEnde mur die Sequenz fir diereScissiorSchnittstelle eingefihrEdr

die Insertion in die MCS1 des Expressionsvektomsdenam 5-Ende des so entstandenen
Leserimens eine BanHI-Erkennungssequenz und am -B3ide eine Hindlll-
Erkennungssequenz angebracht. iDieVektor enthalten&equenz fir das HéSTagam 5-
Ende der MCS1 des Expressionsvektors blieb bei der Klonierung erhalten und befindet sich im
Leserahmen mit de@TRTXGen. DasTagsollte bei der Reinigung jedoch nicht zum Einsatz
kommen. Naclerfolgter Aufreinigung des rekombinanten Heterodimensl eszusammen mit
dem StrepTagll der QTRT2Untereinheit durch Behandlung nder PreScissiofProtease

abgespalten.

Eine Sekundarstrukturvorhersage mittels PSIPREDatte gezeigt, dass die ersten zehn
N-terminalen Aminoséuren der QTRTFWUntereinheit mit hoher Wahrscheinlichkeit einen
flexiblen Bereich des Proteins darstellen. Sie sind in orthologen Proteinen nicht konserviert und
Uubendementsprechendit hoher Wahrsaokinlichkeitkeinerlei Funktion aus. Da das Entfernen
flexibler Bereiche eines Proteins die Chance auf erfolgreiche Kristallisation erhéhen kann,
wurde die entsprechend8equenzlesQTRT1Gens aus dem oben beschriebenen Konstrukt
durch Mutagenese nachtrégdlideletiert Die rekombinante Mau§GT, welche durch das

schlie3lich entstandene Expressionsplasmid pETDueTGT erzeugt wird, enthalt folglich
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nach vollstandiger Aufreinigung eine QTRUhtereinheitf welche N-terminal um zehn
Aminosauren verkurzt isgdochdie zwei zusatzlichen Aminoséauren Glycin und Preinthalt
Letztere stellen ean Uberrestder PreScissioSchnittstelle nach Verdau mit eben dieser
Protease dar. Danach schlief3t sich unmittelbar die Aminoséure Glutamat als urspringlich elfte
Aminosaure der QTRTUntereinheit anAbbildung 10).

Die mittels pETDuetl-mTGT produzierte QTRT-®ntereinheit enthalt nach vollstandiger
Reinigung anN-Terminus ebenfallsid der PreScissieRroteaseschnittstelle entstammean
zwei zuséatzlichen Aminosauren Glycin und Prolin. Daran schlief3t sich die Aminosaure Lysin

an, welche ursprunglich die zweite Aminosaure dieses Proteins darsiéiiiding 9).

MQTRT1-Gen in der MCS1 von pETDuetl

Hisg-tag PreScission

S S H HHHHHSOQD P LEUVTLTF QG UPE S A
57 -+ ‘AGCAGCCATCACCATCATCACCACAGCCAGGATCCGCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCGARAGCGCA + -~ 37
3" - - - 'TCGTCGGTAGTGGTAGTAGTGETGTCGGTCCTAGGCGACCTTCAAGACAAGGTCCCCGGECTTTCGCGT « - 57

BamHl|

M L T *
5"+ ‘ATGCTGACCTGAAAGCTTGCGGCC * * *— 3~
3°-: ‘TACGACTGGACTTTCGAACGCCGG * * *~ 5~

Hindlll

Abbildung 10: Sequenz nach erfolgreicher Klonierung d@§RT1Gens in die MCSL des
Expressionsvektors pETURt1. Rot Trunkierte Sequenz deQTRT1Gens das fur die katalytische
Untereinheit deMausTGT kodiert.Griin Durch mehrstufige PCR eingefiihrte Sequétiau: MCS1
des Vektors.

3.1.2. Uberexpression des TGTHeterodimers in Bakterienzellen

Nach erfolgreicheHerstellung des Expressionsvektors musste ein geeignetes Protokoll zur
rekombinanten Produktion des T&leterodimers etabliert werdeAls Ausgangspunkt fir
diese Aufgabe wurde der bereits fur die segaPabduktion der beiden TGT Untereinheiten
verwendeteE. colirStamm BL21 CodonPlus(DEBRIPL der Firma Agilent Technologies
verwendet. Der erste Ansatz zur rekombinanten HerstellungVides TGT-Heterodimers
wurde anhand der Vorschrift von BiBf durchgefiihrt. Hier wurde eine

Expressionstemperatur vd.5°C bei einer Expressionszeit von B£&ingestellt, da bei héheren
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Temperaturen das Zielprotein in Einschlusskdrpern vorlag und nicht mehr in Losung gebracht
werden konnte. Die Zellen waren vorher bei°87in 2L des 2 x YT Mediums, in dem eine
finale Ampicillin-Konzentration von 10QM vorlag, bis zu einer Of3ovon circa 0,6 vermehrt
worden. Die Expression wurde danach durch die Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration
von 1mM induziert. Die Zellen wurden schlie3lich durcterdrifugation geerntet nd

bei -80 °C eingefroren. Aufgrund der Erfahrungen mit den einzelnen Untereinheiten des
Proteins war nicht von einer sehr starken Uberexpression der Gene auszugehen. AuRRerdem
produzierenE. coliZellen natirlicherweise groRe Mengen des Elongatiaigors Tu,
welcher ein &hnliches Molekulargewicht (43,3 kDa) aufweist wie QTRT1 38y und
QTRT2 (48,6 kDal®® Dies eschwert bei der SDBAGE von Rohextrakten die Detektion

einer erfolgreichen Uberproduktion der beiden Zielproteiizbi{ldung 11, Spalte 1 und 2).

1 2 3 4 5

Abbildung 11: SDSPAGE des Expressionsversuchs ddausTGT mit demE. coliStamm BL21
CodonPlus(DE3RIPL. Spalte 1: Afgeschlossene Zellen, Spalte 2: Uberstand nach Zentrifugation des
Zellaufschlusses, Spalte 3: Marker (Gré®sgaben in kDa), Spalte 4 undPsoteinhaltige Fraktionen
nach Affinitatschromatographie mit eingtrep TactirP-Saule.

Um den Erfolg der Uberexpression zu bestimmen, musste das heterodimere Zielprotein mittels
Affinitditschromatographie aus dem Rohextraktrahiert werden. Hierzu wurde das Zeéllet

in Lysepuffer resuspendiert und die erhaltene Zellsuspensmittels Ultraschalls
aufgeschlossen. Das Abtrennen der unldslichen Bestandeile erfolgte anschlieRend per
Zentrifugation. Der Uberstand wurde akdetiert und auf eine mit Lysepuffer konditionierte
StrepTacti®-Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit Lysepuffer gewaschen und das
Zielprotein anschlieRend mit Biotimaltigem Elutionspuffer eluiert. Vor der Elution wurde die
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Saule an eine AKTAFPLC-Anlage angeschlossen, um disotpinhaltigen Fraktionen zu

identifizieren. Das entsprechende Chromatogramm ibbildung 12 gezeigt

mAu

160

20 Hauptpeak

A

. O durch SDS-Page analysierte
Fraktionen

60

!
1 ‘ 2 3
10 20 E1) ab 50 8N 70O 1] ab 1008 110 120 130 140 150 ml

Abbildung 12 Chromatogramm der Affinititschromatographie mitt&sepTactin®-Saule. Das
Chromatogramm zeigt die Elution mit Biotiraltigem Puffer. Die Saule wurde erst nach Waschen mit
Lysepuffer an die FPL@&nlage angeschlossen.

Im SDS-PAGE-Gel derproteirhaltigen Fraktionen sind deutlich zwei Banden zu erkennen, die
den beiden Untereinheiten des TGT Heterodimers entsprethearetische Massées
Konstruks der katalytischen QTRTFUntereinheit 46458Da; Konstrukt der nicht
katalytischen QTRT2Untereinheit 48613Da, Abbildung11, Spalte 4 und 5). Das Vorliegen
der beiden Untereinheiten in dem Eluat 8&epTactir®-Saule beweist, dass der konstruierte
Expressionsvektor grundsatzlich fur die gemeinsame Expressiobettlan Untereinheiten
geeignet ist. Es wurde aul3erdem gezeigt, dass die-kuehtenten Wechselwirkungen der
beiden Proteine stark gensod, um eine gemeinsame Reinigung zu erméglichen, da nur die
QTRT2 Uber eirbtrepTagll verfugt.

Die proteinhaltige Fraktionerwurdenvereinigt und die Probe wurde auf ein Volumen von
etwa 1,5mL konzentriertDie Proteinaisbeutenach der Affinitatschromatographietrugca.

1 mg pro Liter Bakterienkultur.

Weil das Zielprotein flir umfangreiche Kristallisationsversugierwendet werden solltest

diesdeutlichzu gering, insbesondere da wahrend der vollstandigen Reinigung mit weiteren
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Ausbeuteverlusten zu rechnen. iBtaher wurde versucht, die Effizienz der Expression zu
verbessern. Hierzu wurden verschiedene Nahmamedi Expressionszeiten,
Expressionstemperaturen und IPR@Gnzentrationergetestet AuRerdem wurde eine weitere
E. coli Variante verwendet. Die Versuche wurdere oben beschriebeausgewertet. Die

Ergebnisse sind ifabellel zusammengefasst

Tabelle 1: Ergebnisse der Expressionsversuche mit dem QTRT1/2 HeteroBiimé&xpression wurde
jeweils mit 2L Kultur in einem 5L Schikanekolberurchgefuhrt. Die Ausbeute bezieht sjelweils

auf einen Liter der Bakterienkultur. Nahere Angaben zu den Medien und Bakterienstammen befinden
sich in Kapitels.

Ausbeute nach

Bakterienstamm Medium [IPTG] T [°C] t [h] _
StrepTactin®-Saule

Codon + 2XTY 1,0mM 15 24 <1lmgL
Codon + LB 1,0mM 15 24 keine
Codon + LB 0,5mM 15 24 keine

BL21 Gold LB 1,0mM 15 24 <1lmgL

BL21 Gold 2XTY 1,0mM 15 48 1 mgL

BL21 Gold Enh. 2YT 1,0mM 15 24 1.5mg/L

BL21 Gold 2XTY 1,0mM 37 3 <1lmgL

BL21 Gold 2xXTY 1,0mM 37 8 1 mgL

Im Rahmen dieser Expressionsversuche konnte jedoch keine signifikante Steigerung der
Ausbeute erzielt werden. Daher wurde fir weitédeesuche der neuartige Expressionsstamm
VmaxE der Firma Synthetic Genomics verwendd@er auf Grundlage des Bakteriums
Vibrio natriegensentwickelte Stamm zeichnet sich durch seine schnelle Teilungsrate von
14 min und vergleichsweise hohen Proteinausbeateny Aul3erdem neigen diese Bakterien
laut Angaben des Herstelleirs geringem MaReur Bildung von Einschlusskorpeft! Die

Zellen verfiigen analog zu den vendetenE. coli Stammen in ihrem Genom Uber eine IRTG

induzierbare TIRNA-Polymerase Kassette.

Zunachst musste der Expressionsvektor in die chemisch kompetenten Zellen eingebracht
werden. Die genauen Schritte der Transformation sind in K&pitelbeschrieben. Dabei galt

es zu beachten, dass die ViiaxZellen im Vergleich zu den bisher verwendet@ncolr
Varianten eine hoéhere AmpiciliSensitivitdt aufweisen. Trotz der Verwendung von

Agarplatten mit angepasster Antibiotiktonzentration war die Transformationseffizienz der
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Bakterien gering. Die Transformation des Zielvektors musste bis zu dreimal wiederholt werden,
um mindestens eine Bakterienkolonie zu erhalten. Die weitere Handhdévignatriegens

Zellen gestaltete sich dagegen problemlos.

Die Expression wurde in dem fiir diese Zellen empfohlenen und besonders nahrstoffhaltigen
Wuchsmedium durchgefiihrt (siehe Kapite). Zu Beginn wurden zwei unterschiedliche
Bedingungen parallgjetestetNachdem der komplette Ansatz bei°87bis zu einer OEovon

1,0 vermehrtvorden war, wurde durch die Zugabe vomiM IPTG die Expression induziert.
Diese erfolgte dann bei einer Hélfte des Ansatzes fir2di 15°C, bei der anderen Halfte fur

6 h bei 37 °C. Die geernteten Zellen wurden im Anschiugsin denKapiteln 5.9 und 5.10
beschriebaufgeschlossen urgkreinigt. De proteinhaltigen Fraktionewurdenmittels SDS

PAGE analysiert. Das Chromatogramm zeigte dabei jeweils nur einen dominanten Hauptpeak

und keine Nebenpeaks.

37°C, 6h 15°C, 24h

[ p L FT  Strep! Istrep L p |

Abbildung 13 SDSPAGE der QTRT12-Koexpression durcV. natriegengVmax) bei 15°C und

37°C. P:Pdlet der geerntain Zellen. Liloslicher Uberstand nach dem Zellaufschluss und
anschlieBender Zentrifugation. Str&fereinigte proteihaltige Fraktionen der Affinititschromatogra

phie mit eineiStrepTactir®-Saule. FTflow through Wahrend des Auftragens der Probe aufStiep
Tactir®-Matrix entstandener Durchfluss. Marker: GroRenangaben in kDa. Der GroRenbereich des
QTRT1/2 Heterodimers ist durch einen roten Rahmen hervorgehoben.
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Es ist bei beiden Ansatzen bereits im Gesamtzellzhlisss eine deutlich sichtbare
Uberexpressioau erkennen. Der Ansatz, bei welchem die Expaessiei 37°C stattgefunden

hat, zeigt besonders ausgepragte Banden der beiden TGT Untereinheiten im Pellet. Allerdings
sind diese Banden im loslichen Uberstaret dufgeschlossenen Zellen deutlich weniger
vorhanden, was darauf hindeutet, dass die Zielproteine in Einschlusskdrpern vorliegen. Dieser
Effekt tritt bei der Expression bei 2& nicht auf,worandeutlich wird dass eine Absenkung

der Expressionstemperatzur Vermeidung von Einschlusskdrpern flul@elbiges wirdeider
Expression de TRT1Gens inE. colibeobachtét’..

Auf eine genaue Konzentrationsbestimmung wurde aufgrund der vorhandenen
Verunreinigungen in diesem Fall verzichtet. Allerdings kann aitgtrHilfe des SDSPAGE-
Gels beurteilt werden, dass die Effizienz der Expression der Zielgene im Vergleich zu den
Versuchen mik. colium ein Vielfaches hoher ist. Udie Bildung vonEinschlusskorperzu

vermeiden, wurde die Expression in allen weiterensvchen bei 18C fur 24h durchgefihrt.
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3.1.3. Reinigung des Heterodimers deMaus-TGT

Die Reinigung deMaus TGT begann, wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erlautert, mit
dem Aufschluss der Zellen und der anschliel3enden Affinitdtschromatographie Ulsiregne
Tactir®-Matrix. Nach diesem Schritt sollte die Abspaltung &epTag !l an der QTRT2
sowie dedHiss-Tags an der QTRT1 erfolgen, indem die Proteinprobe mit PreScis¥iotease
inkubiert wurde Letztere lag in Aliquots zu jeweils Ing vor. Zundchst musste eine
Arbeitsvorschrift etabliert werdemnlie eine vollstandige Abspaltung d&ags gewahrleiste
wobei gleichzeitig die Dauer der Inkubation begrerst. Hierzu wurde zunéchst ein Aliquot
der PreScissiofrotease zu der Proteinprobe gegeben und tgiidkubiert nach 24h wurde
dannein weiteres Aliquot hinzudiégt. Der Fortschritt der Reaktiomurde mittels SDFPAGE
analysier{Abbildung14). Die Proben wurden direkt nadbr Zugabe des ersten Aliqustsvie

nach einenundnach zwei Tageennommen.

Abbildung 14: SDSPAGEder Inkubation des TGHeterodimers mit PreScissidtrotease bei 2C.
P: Bande der reinen PreScissi@roteaseReaktionsansatz nadid: einem Tag2 h: zwei Stundenind
2 d: zwei Tagen. K: Kontrollprobdes Heterodimers vor Zugater PreScissiofProtease.

Der erwartete Massenunterschied liegt im Falle der katalydQA®T1 bei ca. 2,8Da (mit
Tag 45718Da, ohne Tag 43376Da), wahrend der Massenterschied bei der nicht
katalytischen QTRT2 bei ca,@kDa liegen sollte (miTag 48269Da, ohneTag 46311Da).

Es ist deutlich zu erkennen, dass bereits nach zwei Stunden ein geringer Teil des Proteins
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umgesetzt wurde. Besonders die untere der beiden Banden, welche Wergleich zur

QTRT2 leichteren QRT1 entspricht, spaltet sich in zwei kleinere Banden auf. Dies lasst
vermuten, dass die Erkennungssequenz der PreScission Protease bei der QTRT2 weniger gut
zuganglich ist. Auch nach 2#war die Reaktion noch nicht vollstandig abgeschlossen, da noch
einleichter Schatten der QTRT2 Bande zu erkerman Erst nach zwei Tagdtonntemit der

weiteren Reinigung des Heterodimers fortgefahren werden.

Die verwendete Protease ist mit einem G20 ausgestattet. Aus diesem Grund wurde eine
GSTraft FF Saule der Fina GE Healthcare verwendet, um die PreScisBimtease aus der
Proteinldsung zu entfernen. Nach der Konditionierung der S&ule mit Lysepuffer wurde die
Proteinlésung langsam aufgetragen. Das Zielprotein sollte sich dabei im Durchfluss befinden.
Dieser wude anschlieBend ein weiteres Mal Uber die Saule gepumpt, um eine mdglichst
quantitative Bindung der PreScissiBrotease an die Saulenmatrix zu gewahrleisten.
Abschlie3end wurde die Saule mit Lysepuffer nachgespult, um samtliches Zielprotein von der

stationaren Phase zu entfernen.

Der proteinhaltige Durchfluss wurde auf ein Volumen von eaL&onzentriert. Anschlief3end
wurde die Probe auf eine mit Austauschpufferfid HEPESpH 7.5, 150nM NaCl, 2mM
DTT) konditionierte GréRenausschluSsromatographiesile (HiLoadE 26/60 Superdex
200 prep grade) aufgetragen und elujatibildung 15).
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Abbildung 15: Chromatogramnaler GréRenausschlusschromatographitels Superdex208 -Saule.
DasChromatogramm zeigt die Elution des Zielprotainitels Austauschpuffer undeist dabei einen
einzigen Peak auf.

Durch die Verwendung des Austauschpuffers in Kombination mit dem grof3en Saulenvolumen

der Superdek 200 (320mL Bettvolumen) konnte gleichziéig eine Uberfilhrung des

Zielproteins in den spatereAufbewahrungspuffererzielt werden. Die proteinhaltigen
Fraktionen wurden per SDIBAGE analysieri{Abbildung 16).

21 22 23 24 25 M 26 27

< QTRT2
4+—QTRT1

Abbildung 16: SDSPAGE der proteinhaltigen Fraktionen nach der GréRenaussehluss
chromatographieDie Banden entsprechen den Zielproteinen QTRT1 und QTRIT Marker[kDa].
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Anhand des SD®AGE-Gelskonntekeine sichtbare Verunreinigung mehr beobachtet werden.
Zur Bestatigung der Identitat und Reinheit wurde eine Probe der gereinigten Charge mittels
ESFMS (Elektrospraylonisation gekoppelt mit Massenspektrometrie) analysiert. Dabei wurde
fur die katalytisbe Untereinheit QTRT1 ohne das bereits abgespafrepTad® Il ein
Molekulargewicht von 4337Ba ermittelt (Abbildung 17). Die Ubereinstimmung mit dem
theoretischeWert von 4337 Da ist sehr gut, da eine Abweichung von ledigkefei Da im

Rahmen der Megenauigkeit liegt. Die ermittelte Masse der nikhtalytischen QTRT?2
entspricht mit 4631Ma ebenfallssehr genauler theoretischen Masse von 46314. Neben

den b&den Hauptpeaks zeigt das Massenspektrum auch jeweils die halben Massen der beiden
Untereinheiten.

Neben derPeaks die klardengesuchten Spezies zuzuordnen sind, zeigt das Spektrum auch
einige kleinere Nebenpeaks. Dabei kann es sich sowohl um Verunreinigungen als auch um
Artefakte handeln, die durch die Dekonvolution der Rohdaten entstehen. Auf dem

entsprechenden SBAGE-Gel sird allerdings keine Verunreinigungen zu erkennen.

Die beiden Hauptpeaks haben nicht die gleiche Signalstarke, was auf eine unterschiedliche
lonisierbarkeit der beiden Spezies zurtckgefiuihrt werden kdnnte. Auf derPBOEGel ist

diesbeziglich kein Untersigd zu erkennen.

[QTRT1]
43375.0039
100+ [QTRT2]
46310.0039
# [QTRT1]/2 [QTRT2]/2
21687.0020 /
14458 00:3436 e Fien 29362 002043350 . (463410039
1l J J { | I’ | N ~47566.0039 65583.0000
0 Ml Ly UJ it l 1 | . L i mass
T 1 T 1 1 T I 1 I 1 T T 1 1 1 1
10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000

Abbildung 17: ESFMassenpektrum (dekonvultiert)des TGTFHeterodimers nach Abspaltung der
beidenTags
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3.1.4. Versuche zur Entfernung der Nukleinsaureverunreinigung

Nach der abschlieBenden photometrischentetdochung der Probe wurde ein
Absorptionsverhi@nis bei den Wellenlangen 26@n und 280hm (Aced/A2s0) von 1,42
festgestellt Proteinbestandteile und Nukleinsduren weisen bei unterschiedlicher Wellenlange
ihr spezifisches Absorptionsmaximum auf. Daherrkdas Absorptionsverhtais (A260/A2s0)
verwendet werden, um den Gehalt an Nukleinsauren abzuscK&teer ermittelteWert
deutetklar auf die Anwesenheit von Nukleinsduren in Form von DNA oder RNA Eime
Proteinprobe ohne Nukleinsaureverunreinigung weist ein Absorptionsverh@taisA 2g0)

von 0,57 auf®? Dies hatte fir die spatere Verwendung der Proteinchargen zwei bedeutende
Nachteile. Zum einen kdnnte die VWareinigung die Bindung von tRNA stdren, wodurch eine
genaue enzymkinetische @&fakterisierung unmdglich ist. Auf3erdebehindern solche
Verunreinigungen eine erfolgreiche Kristallisation. Daher wurden verschiedene Methoden

untersucht, um diese Verunreiniggen zu entfernen.

Zunachst wurde die Probe mit Polyethylenimin (P&ibildung 18) in Konzentrationen von
0,01% bis 3% versetzt. Diese Verbindung &ifgrund zahkicherAminogruppen stark positiv
geladen, was zu einer ionischen Wechselwirkung mit dem ZiRtkesphatriayrat der

Nukleinsaure und zur Fallung des resultierenden Komplexes fiihren soll.

HoN NH
NH2 2 \/\N/\/ 2

s

H,N
Abbildung 18 Ausschnitt der Molekulstruktur von Polyethylenin{iREI), das zur Entfernung von
Nukleinsdure eingesetzt wurde.

Die Versuche mit PEI fuhrten allerdings nicht zum Erfolg, da entweder die Nukleinsaure nicht
aus der Lésung extrahiert werden konnte oddse2hoheren PEKonzentrationerzu einer

Denaturierung des Zielproteins kam.
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3.1.5. Entfernung der Nukleinsaure mittels Anionenaustausch

chromatographie

Als nachstes wurde diglethode derAnionenaustauschchromatographie verwendet, um die
Nukleinsduren aus der Probe zu entfernen. Bei dieser Methdeversucht analog zu
Verwendung von PEI die negative Ladung des Zuékeysphatriajrats der Nukleinsdure zu
adressieren. Theoretisch sollten Nukleinsduren deutlich starker an die positiv geladene
Saulenmatrix binden und so von den beiden Untereinheiten des Zielproteins separiert werden

kdnnen.

Hierzu wurden die vereinigtgoroteirhaltigen Fraktionen nach der Affinitatschromatographie
mittels derStrepTactirn®-Saule (sieh&apitel 5.10 verwendet. Das Protein musste zundchst in
einen satarmen Puffer Gberfihrt werden, um eine quantitative Bindungegosditiv geladene
Saulenmatrix zu erzieleannwurde die Probe auf ca.rbL konzentriert und anschliel3end
mit DEAE-Bindepuffer (15mM Tris pH 7.5, 25mM NaCl) bis zu einem Volumen von 2GL
aufgefullt. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal wiederbaét.umgepufferte Probe wurde

bei niedriger Flussrate auf eine HiTEapDEAE Sepharose Fast Fle8&ule aufgetragen
woraufhinder Anteil des DEAEE|utionspuffers (135nM TrispH 7.5 1 M NaCl) im FlieRmittel
innerhalb von 9GnL von O auf 1006 gesteigert wurde @Abbildung 19). Die
FlieRgeschwinigikeit betrug 2,dnL/min. Sowohl wahrend des Entstehens des ersten als auch
des zweiten Peaks wurde die Konzentration des DERHonspuffers jeweils konstant
gehalten, um eine Uberlagerung der verschiedenen Peaks und so ein Vermischen der

entsprechendellomponenten zu verhindern.
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Abbildung 19: Chromatogrammder Anionenaustauschchromatographisttels HiTrapE DEAE

Sepharose Fast Flow SaulgasChromatogramm zeigt die Elutionittels DEAEEIutionspuffer und
weist dabei zwei dminante Peaks auf.

Erwartungsgemal®luierten insgesamt zwei dominant&pezies welche theoretisch der
Nukleinsédureverunreinigung und dem T®&E€terodimer zuzuordnen sind. Dabei sollte der

spater eluierendélauptpeakder Nukleinsdure entsprechen, da diesee deutlich starkere
ionische Wechselwirkung mit der Saulenmatrix eingehen sollte.

Die beiden Peaks wurden anschlieRend durch-BBSE analysier{Abbildung20). Dabei fel

auf, dass die beiden Untereinheiten der TGT wéahrend der Chromatographie getnetamt. w

Im Vergleich zur IFaktion14, in der beide Untereinheiten in einem nahezu ausgeglichenen
Verhéltnis vorliegen, zeigt Fraktidt6 einen deutlichen Uberschusser leichteren

katalytischen Untereinheit. Zudem beinhalten die Fraktionen 20 und 21, die idealerweise nur
Nukleinsdure enthalten sollten, in geringen Mengen Zielprotein.
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Protein Nukleinsaure
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|

Abbildung 20 SDSPAGE der proteinhaltigen Frakti@m nach derAnionenaustauschchromato
graphie Die Banden entsprechen den Zielproteinen QTRT1 und QTRT2.

Die Fraktionen 14 bis 16 des ersten Peaks wurden vereinigt und photometrisch analysiert. Dabei
wurde ein Absorptionsverhaltnis .&/A2s0 von 0,82 erntielt. Dieser Wert lasst darauf
schlieBen, dass die Nukleinsaureverunreinigung nicht vollstandig von dem Zielprotein separiert
werden konnte. Aufgrund dieser Beobachtung und der Tatsache, dass sie zu einer Trennung der
beiden Untereinheiten fuhrte, wurdiese Methode verworfen.

3.1.6. Entfernung der Nukleinsaure mittels Lithiumchlorid

Aufgrund der unzureichenden Effektivitat d&nionenaustauschchromatograpkarde ein
weiterer Reinigungsschritt wahrend der Affinitatschromatographie eingefiihrt. Hierbei wurde
die Saule nach dem Entfernen der groben unspezifischen Verunreinigungen mittels Lysepuffer
zusatzlich mit Lithiumchloriehaltigem Puffer {0O0mM Tris pH 80, 150mM NaCl, 1 mM

EDTA, 750mM LiCl) gewascherfAbbildung 21). Lithiumionen interagieren besonders stark

mit RNA-Molekilen weshalb Lithiumchlorid zur Fallung von RNA eingesetzt wird. Der
Vorteil dieser Methode ist, dass es in der Regel nicht zu eieaatDrierung des Proteins
kommt53l DNA-Fragmente sollten ebenfalls mit dieser Methode entfernt werden kénnen, da
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die hohe Salzkonzentrati@uchdie ionischen Wechselwirkungen der DNA und des Proteins

stort.
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Abbildung 21: Chromatogramm der Affinititschromatographie mittels Stragtif®-Saule. Das
Chromatogramm zeiglas Waschen der Matrix mit Lithiumchlo+ithltigem (750mM) Puffer. Nach
dem Waschen und der anschliel3enden Kondigrang mit Lysepuffer erfolgtdie Elution mit Biotin

haltigem Puffer. Die Saule wurde erst naddm Waschen mit Lysepuffer an die FPiARlage
angeschlossen.

Die LithiumchloridKonzentration wurde ohne Gradienten direkt von 0 aufriiBDerhoht
wodurcheszur Elutionder Nukleinsdura kam Nachdem der erste Peak vollstéandig auf die
Basislinie zurlickgekehrt war, wurde die Saule erneut mit Lysepuffer gewaschen, um
uberschussigeithiumionenzu entfernen. Anschlie3end erfolgte die Elution des Zielproteins

mit Biotin-haltigem Pulffer.

Die gesammelten Fraktionen wurden photometrisch und mittelsPHEE=-Gel analysiert.
Anhand des AbsorptionsverhaltnisefA2s0 von 0,89 lasst sich wiederum ableiten, dass auch
mit diesem Verfahren die Nukleinsaureverunreinigung nicht vollstandig entfernt wurde. Da
zumindest ein Teil der Verunreinigung entfernt wurde das Verfahremur eiren geringen
Mehraufwand darstellf wurde es wahrend des weiteren Vorgehens im Rahmen der

Affinitatschromatographie beibehalten.
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3.1.7. Entfernung der Nukleinsaure mittels Prenyl-Sepharos&

Bei den bisherigen chromatographischen Experimenten wurde versucht, eine moglichst starke
Bindung des ZuckePhosphatricgrats der Nukleinsdaur€erunreinigungen mit der
Agarosematrix bzw. dem Fallungsreagenz zu erreichen. Einen komplementaren Ansatz stellt
die Verwendung einer Pher@kepharode -Matrix dar. Hiebei kommt es zur Ausbildung
hydrophober Wechselwirkueg der Saulenmatrix mit den Probenbestandteilen. Aufgrund der
hohen Anzahl an Ladungstragern und polaren Gruppen der Nukleinsaure sollte diese in deutlich

geringerem Mal3e an die Oberflache der Sdulenmatrix binden.

Dazu wurde die Probe in einen Puffer mhem Salzgehalt (1'8M Tris pH 7.5, 1.5M NacCl)
umgepuffert. Die hohe Polaritat des Puffers verstéarkt die Wechselwirkung der Probe mit der
hydrophoben Saulenmatrix. Anschlie3end wurde die awnif @ingeengte Probe mit Hilfe einer
FPLG-Anlage auf eine miPhenytSepharosé -Bindepuffer konditionierte HiPrép-Saule
(Phenyl High Performance 16/10, GE Healthcare) bei geringer Flussrate aufgetragen.

o \__/ \ Protein
Nukleinsdure )

140 \

20 durch SDS-Page analysierte \
Fraktionen \

50 ‘ ‘ ‘ ; : , ! | , I " ' i :\\ll‘l—l_—l—l‘ -
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Abbildung 22. Chromatogramm dehydrophoben Interaktionschromatographigttels Phayl-
Sepharosé -Saule Das Chromatogrammveist einen Peak zum Zeitpunkt der Beladinsjg hoher
Salzkonzentration undie Bildungeineszweiten Peaks bei kontinuierlich sinkender Salzkonzentration
auf. Die Linie zeigt den Anteil des salzarmdglutionspuffers an, dieote Linie dagegerdie
Leitfahigkeit des Puffergemischs nach dem Durchlaufen der Saule.
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Bereits wahrend des Beladungsprozesses konnte im Chromatogramm ein Peak beobachtet
werden,der als Nukleinsaurefrékbn angenommen wurdépbildung 22). Erst nachdem die
Absorption wieder die urspriingliche Basislinie erreicht hatte, wurde der Salzgehalt des
Laufmittels graduell veringert um die verbliebenen Probenbestandteile zu eluieren. Dazu
wurde der Anteil des Phenflepharodé -Elutionspuffers (15nM Tris pH 7.5, 25nM NaCl)
innerhalb von5 Séaulenvolumewon 0 auf 10®%6 gesteigert. Erst nachdem die Leitfahigkeit

(rote Linie imChromatogramm) um etwa 40 gesunkenvar, wurdeim Chromatogramm ein

zweiter Peak beobachtet. Die einzelnen Fraktionen wurden photometrisch und mittels SDS
PAGE analysier{Abbildung 23).

Abbildung 23 SDSPAGE der proteinhaltigen Fraktionen nach der hydrophoben
Interaktionschromatographie. Das Gel zeigt nur die Fraktionen des zweiten Peaks, da die Fraktionen des
ersten Peaks kein Protein erhielten. Die Banden entsprétbiekilmassen deZielproteineQTRT1
undQTRT?2. Die GréRenangabeles Makerssindin kDaangegeben

Neben den erwiinschten Banden der beiden Untereinheiten weisen lediglich die Fraktionen 17
und 18 geringflgige Verunreinigungen auf, weshalb sie verworfen wurden. Die verbleibenden
Fraktionen wuden vereinigt und es wurde ein Absorptionsverhéltnisd/Azso von 0,57
ermittelt. Dieser Wert entspricht einer Proteinpraparation ohne Nukleinsaureverunrelfigung.
AuRRerdem kommt es wahrend der Chromatographie nicht zu einer Trennung von katalytischer
und nichtkatalytischer Wtereinheit und somit bleibt das Verhéltnis dieser beiden Proteine
ausgeglichen. AbschlieRend kann festgestellt werden, dass mit Hilfe der hydrophoben

Interaktionschromatographie die Nukleinsdureverunreinigung effizient entfernt werden konnte.



Ergebnisse und Diskussion

Aus diesem @ind wurde diese Methode bei allen weiteren Praparationen der eukaryotischen

TGT angewandt.

3.1.8. Untersuchung der Stabilitdt des TGTHeterodimers mittels
Thermal Shift Assay

Nach der erfolgreichen Etablierung des Expressionad Reinigungsprotokolls wurde der
Einfluss verschiedener Pufferzusammensetzungen und Additive auf die StabiliiaGtes
Heterodimers untersucht. Diese Art der Pufferoptimierung empfiehlt sich insbesondene vor de
nachfolgenden Kristallisationsversuchen. Die Ergebnisse aus der Arbeit von Innst@&lefa
hierbei den Ausgangspunkt der Optimierung [farAls optimale Bedingung war sowohl fiir

die katalytische als auch fur die nidtatalytische Untereinheit der eugatischen TGT eine
Pufferzusammensetzung bestehend ausil9OHEPESpH 7.5, 1M NaCl und 2mM DTT
beschrieben wordd®] Da in der vorangegangen Arbeit die Stabilitit der beiden
Untereinheiten separat voneinander untersucht worden war, konnte davon ausgegangen
werden, dass vor allem die zur Stabilisierung notwendige Natriumctdondentration fur

das native Heterodimer deutlich abweicht. Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen des
pH-Werts und der Salzkonzentration zuersttels Thermal Shift Assayntersubt. Mit Hilfe

dieser Methode kann die Stabilitdt von Proteinen anhand ihrer Schmelztempergtur (T
ermittelt werden Dabei wird die Temperatur der Probe in Anwdsst einesFluoreszenz
Farbstoffes beispielsweiseSYPROOrange, konstant erhdoht. Durch die Denaturierung des
Proteins werden hydrophobe Aminosauren, welche bei korrekt gefalteten Proteinen zum
Grof3teil im Proteidnneren liegen, zum Losungsmittel exponiert. Dadurch kann sich der
hydrophobe Farbstoff anlagern, was zoneeiErhéhung deBluoreszengignals fiihrt®* Die
Schmelztemperatur entspnicdem steilsten Anstieg déduoreszengignals einer Prob®ie
genaue Zusammensetzung und die Einstellung des verwendeten Geréts werden iB.Kapitel

naher bescleben.
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Abbildung 24: Thermal Shift Assamit demHeterodimer der eukaryotischen T(Die obere Grafik
stelltdie ermittelten Schmelzkurvetar. Die untere Grafikzeigt die jeweiligen Ableitungen der oberen
Graphen, welche eine bessere Ablesbarkeit der Schmelztemperatur ermddhiEhearmittelten
Schmelztemperaturen siimdder Tabelleechs aufgefihrt.

Analog zu den Ergebnissedie mit denbeiden einzeln vokgenden Untereinheiteerzielt
wurden,fuhrt eine Erhohung der Natriumchlofi<bnzentration ebenfalls zu einer Erhdhung

der ermittelten Schmelztemperatébbildung 24). Allerdings betragt hier die Differenz der
Schmelztemperatur bei einem Anstieg der Natriumchiadzentration von 106hM auf 1M

nur 2.6°C. Die separat analysierten Untereinheiten zeigten bei ghaicAestieg der
Salzkonzentration eine Differenz dern8welztemperatur von ca.°€ " Diese Beobachtung

zeigt, dass das Heterodimer ebenfalls durch eine hohe Salzkonzentration stabilisiert werden
kann, allerdings ist dieser Effekt im Vergleich zu den einzelnen Untereinheiten deutlich
geringer ausgepradtin Vergleich derSchmelztemperatur der katalytischen QTRT1 mit der

des Heterodimers bei einer NatriumchleKdnzentration von 15hM zeigt eine Differenz
voncirca 105 °C (QTRT1: 490 °C, QTRTL/QTRT2: 59,8C).*"1 Das Heterodimer alnative

Form der eukaryotischen TGT ist demnach erwartungsgemal deutlich stabiler als die einzelnen
UntereinheitenFir die weiteren Experimente wurde die Salzkonzentration von urspriinglich
1M auf 19 mM gesenkt.Bei einer Salzkonzentration von M kommt es zu einer
Volumenzunahme des Kristallisationstropfens Rahmenvon Kristallisationsexperimenten

durch den hohen osmotischen Drudkeser Nachteiliberwiegt gegentber degeringe

Gewinn anStabilitatdurch eine hohere Salzkonzentration

Dartber hinas wurde der optimale pBereich des Heterodimers ermittelt. Ausgehend vom
ursprunglichen Puffer (5¢M HEPESpH 7.5, IM NaCl, 2mM DTT) wurden verschiedene
Alternativenuntersuch{Abbildung 25).
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Abbildung 25: Thermal Shift Assamit demHeterodimer der eukaryotischen T(Die obere Grafik

zeigt die ermittelten Schmelzkurven. Die untere Grafik zeigt die jeweiligen Ableitungen der oberen
Graphen, welche eine bessere Ablesbarkeit der Schmelztemperatur ermdéglichen. Die ermittelten
Schmelztemperaturen sind der Tabedlehtsaufgefthrt.

Die ermittelten Ergebnisse bestatigten den urspringlichewpH als optimal, weshalb hier

keine weiteren Anderungen vorgenommen wurden.

Neben dem pHWert und der Salzkonzentration wurde auch die Auswirkung verschiedener
Additive auf die Stalitéat des Heterodimers untersuchierzu wurde ér Additiv-Screerder
Firma Hampton Research verwend&e Messungen wurden jeweils dreimal durefidprt und

die Werte gemittelt. Die Ausgangsldsung enthielt das Protein in einer Konzentrationpgn 10

in 50mM HEPESpH 7.5, 150nM NaCl und 2nM DTT. Die Ausgangsschmelztemperatur
(Tm) betrug zunachst 59%.

Tabelle 2: Stabilitatsstudie dedausTGT-Heterodimers anhand des AddiBcreensder Firma
Hampton Research. Die angegebenéonzentratioen bezieten sich jeweils auf die finale
Probenldsung.Grurt Erhéhung der Schmelztemperatw, Rot Verringerungder Schmelztemperatur
Tm, k. E.: Keinen Effekt, nm.: Nicht messbar durch Denatutigig oder Stérung der Messung durch
dasAdditiv.

Additive Konzentration | Tm-Verdnderung
Multivalente lonen BaCk 10mM k. E.
CdCh 10mM -15°C
CaCb 10mM k. E.
CoCb 10mM n. m.
CuCb 10mM n. m.
MgCl, 10mM k. E.
MnCl, 10mM -3°C
SrCh 10mM k. E.
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Additive Konzentration | Tm-Veradnderung
YCl3 10mM -7°C
ZnCl, 10mM -10°C
FeCk 10mM n. m.
NiCl, 10mM n. m.
CrCl; 10mM n. m.
Pr(CHCOO)s 10mM k. E.
Salze (NH4) SO 100mM +3°C
KCI 100mM +2°C
LiCl 100mM k. E.
NacCl 200mM +1,5°C
NaF 50mM +1,5°C
Nal 100mM -3°C
NaSCN 200mM -2°C
KNaCsH4Os 100mM +3°C
NasCsHsO7 100mM +4°C
CsCl 100mM +1,5°C
CHy(COONa) 100mM +3°C
Aminosauren L-Prolin 10mM k. E
DissoziierendeMittel Phenol 10mM k. E
Dimethylsulfoxid 3,0% wiv k. E.
NaBr 10mM +1,5°C
Linker 6-Aminohexansaure 3,0% wiv +1,5°C
1,5Diaminopentan
dihydrochl?orid 3.0% wiv k-E.
1,6-Diaminohexan 3,0% wiv -7°C
1,8-Diaminooctan 3,0% wiv n. m.
Glycin 100mM +1,5°C
Glycyl-Glycyl-Glycin 30mM k. E.
Taurin 10mM +15°C
Betain 10mM -14°C
Polyamine Spermidin 10mM k. E.
Spermin 10mM k. E.
Hexaammincobalt(lIBchlorid 10mM +1,5°C
Sarkosin 10mM +1,5°C
Chaotrope Stoffe Trimethylamin 10mM +1,5°C
Guanidin 100mM k. E.
Harnstoff 10mM k. E.
Nicotinsaureamidddenin o
Cofaktoren Dinukleotid 10mM -16°C
Adenosintriphosphat 10mM -14°C
Reduzierungsmittel TCEP 10mM k. E.
L-Glutathion, reduziert o
L-Glutathion, oxidiert 1 mM +2°C
Chelatbildner Ethylendiamintetraessigsaure 10mM -3°C
Polymere Polyvinylpyrrolidon K15 0,5% w/v k. E.
Dextransulfat 3,0% wiv +2°C
Pentaerythritolethoxylat (3/4) 4,0% wiv k. E.
Polyethylenglycol 3.350 1,0% wiv +2°C
Kohlenhydrate D-Glucose 3,0% wiv +2°C
Saccharose 3,0% wiv +2°C
Xylitol 3,0% wiv +2°C
D-Sorbitol 3,0% wiv +2°C
Myo-Inositol 1,2% wilv +2°C




Ergebnisse und Diskussion

Additive Konzentration | Tm-Veradnderung
D-Trehalose 3,0% wiv +2°C
D-Galactose 3,0% wiv +2°C
Polyole Ethylenglycol 3,0% wiv k. E.
Glycerol 3,0% wiv +2°C
Nicht-Detergenzien NDSB-195 300mM +2°C
NDSB-201 200mM -14°C
NDSB-211 200mM k. E.
NDSB-221 200mM k. E.
NDSB-256 100mM -3°C
Amphiphile 1,2,3Heptantriol 0,05% w/v k. E.
Benzamidin 2,0% wlv -8°C
Detergenzien Dodecyldimethylaminoxid 0,5% wlv n. m.
Octylglucosid 0,5% wlv -10°C
Dodecytb-D-maltosid 0,5% wlv n. m.
Osmolyt TrimethylamirN-oxid 3,0% wiv +3°C
Organische Stoffe, 1,6-Hexandiol 3,0% wiv -10°C
nicht fllichtig (+/-)-2-Methyl-2,4-pentandiol 3,0% wiv -6°C
Polyethylenglycol 400 5,0% wl/v -2°C
Jeffaminé@ M-600° pH 7.0 5,0% w/v -10°C
2,5Hexandiol 4,0% wiv -6°C
(+)-1,3-Butandiol 4,0% wiv -2°C
Polypropylenglycol P400 4,0% wiv -8°C
Organische Stoffe, 1,4-Dioxan 3,0% wiv -4°C
flichtig Ethanol 3,0% wiv -3°C
2-Propanol 3,0% wiv -3°C
Methanol 3,0% wiv -2°C
1,2-Butandiol 1,0% wiv k. E.
tert-Butanol 4,0% wiv -6°C
1,3-Propandiol 4,0% wiv -2°C
Acetonitril 4,0% wiv -2°C
Formamid 4,0% wiv -3°C
1-Propanol 4,0% wiv -8°C
Ethylacetat 0,5% wlv k. E.
Aceton 4,0% wiv k. E.
Dichlormethan 0,025% wi/v +1,5°C
1-Butanol 0,7% wliv -2°C
2,2, 2Trifluorethanol 4,0% wiv -10°C
1,1,1,3,3,3Hexafluor2-propanol 4,0% wiv n. m.

Die Stabilitatsstudie zeigt, dass die Schmelztemperatur und die damit verbundene Stabilitat des
Proteins insbesondere bei zunehmender lonenstiidteigen. Dieser Effekt ish Vergleich

zu den Experimenten mit verschiedener NatriumchiEodzentrationin gleichem Mal3e
ausgepragt.Auch die Zugabe verschiedener Zucker fuhrt zu einer Verschiebung der
Schmelztemperaturon bis zu +2°C. Organische Losungsmittel dagegen zeigen grof3tenteils
einen negativen Effekt auf die Schmelztemperdbar.keires der untenschten Additive zu

einer drastischen Erh6hung der Stabilitat féhwurde der urspringliche Puffer beibehalten.
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Es bleibt allerdings festzuhalten, dass insbesonthet@fach negativ geladene Spezies wie
Citrat, Tartrat oder Malonat dateterodimeistabilisieren.

In vorangegangerrbeitert®”! wurden bereits Kristallisationsversuche mit dem Heterodimer
der eukaryotischen TGT durchgefihrt, die allerdings erfolglos blieben. Um die Chancen einer
erfolgreichen Kristallisationzu erhdéhen, wurde in dieser Arbeitas AndersonrEvans
Polyoxowolframat ([TeWO24 x 22 HO, TEW) der Firma Jena Bioscieneds Additiv
verwendet. Dieses ist in einem breitenPereich sowohl gut 16slié#?! als auch stahiwas fiir

die spatere Verwendung in rgehiedenen Kristallisatiossreensvon grofRer Bedeutung
ist.%667] AuRerdem kénnen die Wolframatome genutzt werdendasnPhasenproblem durch
ananale Streuung zu 16séft:681 Durch die Verteilung der negativen Ladung auf einen gro3en
Bereich kann das Additiv mit mehrere exponierten Aminosauren gleichzeitig interagiasen,

die Wahrscheinlichkeit und Starke von Addifivotein Kontakte erhoht®!

Um zu bestatigen, dass ein stabilisierender Effekt auch durch das mehrfach negativ geladene
TEW vermittelt werden kann, wurde eentsprechende$hermal Shift Assa¥xperiment
durchgefuihrt. Die Konzentration de&dditivs wurde mit ImM analog zu der flrdie
Kristallisation empfohlen@Konzentration gewah(iAbbildung 26).6°!
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Abbildung 26: Thermal Shift Assagxperiment anhand des Heterodimers der eukaryotischen TGT. Die
obere Grafik zeigt die ermittelten Schmelzkurven. Die untere Grafik zeigt die jeweiligen Apdgitun
der oberen Graphen, welche eine bessere Ablesbarkeit der SchmetateimermdaglichenBlau:
QTRT1/2Kontrolle. Griin QTRT1/2 mit ImM TEW.



Ergebnisse und iBkussion

Obwohl die verwendete TEM{onzentration mit InM um den Faktor 100 niedriger gewéahlt
wurde als dieAdditive Citrat, Sulfat und Tartrat konnte eine signifikante Erh6hung der
Schmelztemperatur um°Z beobachtet werden. Diese Stabilisierung kann dazu fltass,

das Protein im Rahmen de€ristallisationsscreenis héhereiKonzentration eingesetzt werden
kann. AuRerdem konnte das Protein fur Kristallisationspuffer zuganglich sein, in denen es ohne
TEW denaturieren wirde. Diese Hypothesen wurden durentsprebende

Kristallisationsversuche Uberprift (siehe Kapie).
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3.2. Kiristallisationsversuche mit dem Heterodimer derMaus-TGT

Um eine geeignete Proteinkonzentrationdi&r kiinftigen Kristallisatiorscreenszu ermitteln,
wurden zunéchst einige Platten mit d&reenslBScreen Wizard der Firma Jena Bioscience
und Crystal Scre¢h der Firma Hampton Research mit jeweils unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen und der Methadky Dampfdiffusion (sitzender Tropfen) angesetzt.
Bei einer TGFKonzentration von ™g/mL flhrte die Halfte der Bedingungen zu einer Bildung
von Prazipitat, wahrend die andere Halfte als klare Tropfen verblieb. Fir weitere initiale
Kristallisationscreensvurde diese Konzentration verwendet, um eine gesteigerte Ausbeute an

moglichen Initialbedingungen zu erzielen.

Als Proteinpuffer wurde der durch TS¥#ersuche als am meisten stabilisierende gegentber der
eukaryotischen TGT ermittelte Puffer mit reduziertdNatriumchloridGehalt verwendet
(15mM HEPES pH 7.5, 156M NaCl, 2mM DTT). Lediglich die HEPESonzentration
wurde von 50nM auf 15mM angepasst. Die verwendeten Kristallisatgmmeendeinhalteten
teilweise Bedingungen, deren pMert deutlich von 7,5abweicht. Durch die reduzierte
HEPESKonzentratiorwird die Pufferkapazitat ebenfalls reduziert.iStioes moglich, dass der

in den jeweiligen Bedingungen angestrebte\Wkrt besserealisiertwerden kann.

Die nachfolgenden Kristallisatiossreens wurden mit dem Pipettierroboter Cartesian
MicrosysE SQ 4000 durch das Servicelabor MarXtal der Synmicro in Marburg durchgefiihrt.
Es wurden zu jeder Bedingung zwei Tropfen bestehend augl0 Bfibteinprobe und 0,30L
Kristallbedingung und einem Reservoirvolumemn 80uL pipettiert. Die Verwendung von

zwei Tropfen ermdglichte die gleichage Verwendung des Additivs TEW.

Tabelle 3: Durch das Servicelabor MarXtaler Synmicro in MarburglurchgefiihrteScreens Die
Kristallisationsplatten wurden mit Hilfe eines Pipettierroboters angesetzt. Es wurden kommerziell
erhaltlicheScreensler Firmen Molecular Dimensions*, Jena Biosciéno®l Qiagefiverwendet.

Kristall screen Temperatur Additiv Bemerkung
JCSGCore | Suité
JCSG Core Il Suite Eigene Initialbedingungen
JCSG Core Il Suife . Viele Tropfen mit Prazipitat
_ . mit und ohne . e
JCSG Core IV Suife 18°C TEW Viele Tropfen mit Prazipitat
Cryos Suité
2 Bildung vonKristallkeimen
B Pent .
JB Penta Suite durch Pentaerythritolethoxylai
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Kristall screen Temperatur

Additiv

Bemerkung

JCSG plus*
Mem Gold Suite*
Midas plus Suite*
Morpheus Suite*

PACT Suite*

PGA Suite*

Pro Plex Suite*

JCSG Core | Suite*
JCSG Core Il Suite*
JCSGCore lll Suite*
JCSG Core IV Suite*
Cryos Suité

JB Penta Suife
4°C

JCSG plus*
Mem Gold Suite*
Midas plus Suite*
Morpheus Suite*

PACT Suite*

PGA Suite*

Pro Plex Suite*

mit und ohne
TEW

Viele Tropfen mit Prazipitat

Viele Tropfen mit Prazipitat

Bildung von Kristallkeimen
durch Pentaerythritolethoxylai

Die angesetzten Kristallplatten wurden in immer groRer werdenden Abstanden optisch

kontrolliert. Der Beobachtungszeitraum umfasste regular vier Wochen. Ausgehend von den in

Tabelle3 aufgefuhrterScreenkonnten insgesamt funf Initialbedingungen gefunden werden.
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Tabelle 4: Im Rahmen von MarXtabcreengiefundene Initialbedingungewelche nach der Methode
der Dampfdiffusion (sitzender Tropfen) angesetzt wurden. Die angegebenen Zusammensetzungen der
Kristallisationsldsungen entsprechen den Originalbedingungen der Hersteller.

Kristall (e)

Bedingung

inhouse
Reproduktion

JBPenta H5:
100mM MES pH 6,5
200mM (NH4)2SQu

35% w/v
Pentaerythritolethoxylat
(15/4 EO/OH)

4°C
Mit 1 mM TEW

Nur mit
alternativer
Morphologie

-~

e

JCSGCore Il E1:
100mM
Natriumkaliumphosphat
pH 6,2
200mM NacCl
20% w/v PEG1000
18°C
Mit 1 mM TEW

Madglich

JCSG Core Il E4:
100mM MES pH 6,0
1M LiCl
10% w/v PEG 6000
18°C
Mit 1 mM TEW

Mdglich

Midas plus EG6:
100mM MES pH 6,0
200mM Kaliumacetat

15% wiv
Pentaerythritolethoxylat

(15/4 EO/OH)

18°C

Mit 1 mM TEW

Maoglich
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inhouse

Kristall (e) Bedingung Reproduktion

JBPenta C7:
100mM HEPESpH 7,5
25% wiv
ke Pentaerythritgdropoxylat Moglich
" (17/8 PO/OH)
18°C
Ohne TEW

JBPenta H5

Der Kristall der Bedingung JBPenta H5 konnte mit Hilfe einesops aus dem
Kristallisationstropfen isoliert werden. Die Behandlung des Kristalls mit einem Kryoprotektor
haltigem Puffer war aufgrund der hohen Konzentration von Pentaerythritolethoxylat (15/4
EO/OH, 35% wi/v) nicht notwendig. Durch das hauseigene Rontgallibmeter, welches

mit einem Mar34®@etektor ausgestattet ist, konnten Reflexe bis zu einer Auflésung von ca.
3 beobachtet wer den. Das Beugungsmuster
hexagonalen Symmetrie sowie die Zellkonstanten (a = b = 19%5 89,4 ,U=b=90°,
0=120°). Zudem wurde an ddéBeamline14.1 des Synchrotrons BESSY Il (Helmholz

Zentrum, Berlin) ein Datensatz mit einer Auflésungvon 2,6 auf gen o mme n ..

Insgesamt konnten alle in Tabelladfgefiihrten Bedingungen durch eineverdimensionalen
Screen bei dem jeweils der pMVert sowie die Konzentration des verwendeten Préazipitans

variiert wurden, reproduziert werden.

Die dabei reproduzierten Kristalle wurden fast alle in der jeweils urspriinglichen Morphologie
erhalten. Lediglib die reproduzierten Kristalle aus der Bedingung JBPenta H5 wiesen eine

abweichende Morphologie auf.
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Abbildung 27. Kristalle des TGTHeterodimers bei folgender Zusammemsag der
Kristallisationslésung: 1000M MES pH 6,4, 80 mM (NH.).SQ,, 36 % w/v Pentaerythritolethoxylat
(15/4 EO/OH) 1mM TEW.

Obwohl die Kristalle keine optischen UnregelmaRigkeiten und im Vergleich zu der
ursprunglichen Morphologie glattere, definierte Kanten aufwiesen, kanimbeisenur eine

Diffraktion bis 4,0 beobachtet wer den.

Um die Streufahigkeit der Kristalle aus der JBPenta H5 Bedingung zu verbessern, wurden

folgende Methoden angewandt.

pH- und Komponentestreen

Der pHWert des eingesetzten MERuffers wurde zwischen 6,0 und 6,75 variiert. Dabei
wurden Kristalle im Bereich von pH 6,25 bis 6,50 erhalten. Die Ammoniumsulfat
Konzentration wurde in einem Bereich zwischen & und 500mM getestet. Aul3erdem
wurde ein Prazipitassreerewischen 20 und 4% w/v Pentaerythritolethoxylat (15/4 EO/OH)
durchgefiuhrt. Die Kompanten wurden sowohl einzeln variiert als auch in zweidimensionalen
Screensgetestet.Es konnten zwar Kristalle in unterschiedlicher Gré3e und geringfiigig
abgewandelter Morphologie erhalten werden, allerdings konnte keine signifikante

Verbesserung der Stri@higkeit erzielt werden.

TropfengréRe undzusammensetzung

Neben der Zusammensetzung der Kristallisationslésung wurde auch die Grol3e des pipettierten
Tropfens variiert. Durch die Verwendung grof3erer Tropfen konnten allerdings keine groReren
Kristalle erfalten werden. Zudem wurde das Mischverhéltnis von Proteinlésung und
Kristallisationslosung bei der Erstellung der Tropfen von 20/80 bis 80/20 variiert. Es wurde

sowohl die Methode des sitzenden als auch die des hangenden Tropfens verwendet.
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Seeding

Durch Seedingwurde zum einen versucht die Qualitat der Kristalle zu verbessern und zum
anderen sollten so Kristalle in Tropfen erzeugt werden, bei denen eine spontane
Kristallkeimbildung ausblieb. Es kamen dabei sowdlalcroseedingals auchMicroseeding

zum Hnsatz. Durch Macroseeding wurden kleine Kristalle in einen neuen
Kristallisationstropfen tberfuhrt. Mitteldicroseedingvurden grol3ere Kristalle zerstof3en und

die Kristallsplitter mit Hilfe eines Pferdehaars in einen neuen Kristallisationstropfen ttherfih
Microseedingvurde insbesondere im Rahmen des iterat&eedingingesetzt. Dabei wurden
Kristalle mit gleichm&RigerMorphologie zerkleinert und zurSeedenvon Kristallen der
nachsten Generation verwendet. Durch das gezielte Auswahlen von Kristdllerss eine
kontinuierliche Verbesserung der Morphologie erzielt werden. Auf diese Weise konnte
allerdings keine Verbesserung der Morphologie oder der Streufahigkeit der Kristalle erreicht

werden.

Liganden

Durch die Bindung eines Substrats kann esizeregeduzierten Flexibilitat des Enzyms oder
einer Konformationsdnderung kommen, die die Kristallisation und damit die Streufahigkeit
beeinflussen kénnen. Hierfur wurden die Liganden der eukaryotieh&rGuanin, preQund
Queuin in verschiedenen Konzeattonen den Kristallisationstropfen hinzugegeben. Auch auf
diese Weise konnte allerdings keine Verbesserung der Streufahigkeit erreicht &&rden.

Teilweise wurde die Kristallbildung sogar negativ beeinflusst.

Hampton Additiscreen

Um den Einfluss von Additiven auf digistallisation zu untersuchen, wurde der Additixeen

der Firma Hampton Research eingesetzt. Die insgesamt 96 Additive wurden in der vom
Hersteller empfohlenen Konzentration eingesetzt. Dabei kamen die Methoden des hangenden
und die des sitzenden Tropterum Einsatz. Auf3erdem wurden die Kristallisationstropfen
jeweils mit und ohndlicroseedingangesetzt. Durch einige Additive konnte eine geringfiigige
Veranderung der Morphologie herbeigefiihrt werden. Andere Additive fuhrten zur
Denaturierung des Proteinssgesamt konnte keine neue Bedingung gefunden werden, welche
die Streufahigkeit der Kristalle signifikant verbessed.durch keine der genannten Methoden

eine deutliche Verbesserung der Streufahigkeit erzielt werden konnte, wurde die Bedingung

JBPenteH5 nicht weiterverfolgt.
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JCSG Core Il E4

Parallelzur Bedingung JBPenta H#urden auch Optimierungsversuche Bedingung JCSG
Core Il E4 durchgefihrt Diese zeigten bereits nach der Reproduzierummpuse eine
vielversprechende Morphologie. Die Kristalléesen glatte definierte Kanten auf und hatten

keinerlei Einschliisse.

Abbildung 28 Kristalle des TGTHeterodimers bei folgender Zusammensetzung der
Kristallisationslosung: 100 mM MES pHE 600mM LiCl, 10% w/v PEG 60001 mM TEW.

Die Optimierungsmethoden entsprachen dabei exakt denen der Bedingung JBPenta H5. Die
Morphologie der Kristalle blieb bei allen Optimierungsversuchen nahezu identisch. Auch die
Streufahigkeit verblieb auf einem geringen Niveamtdd Verwendung erschiedener
Kryoprotektantien konntean derBeamlinel4.1 des Synchrotrons BESSY Il (Helmholz
Zentrum, Berlin)lediglich eine Diffraktion bis 3,5 beobachtet werden, so dass adase

Bedingung verworfen wurde.

Midas plus E6

Die Bedingung Midas plus E6 fuhrt bei derhouse Reproduktion zu Kristallen, die
morphologisch mit denen der JBPenta H5 Bedingung identisch sind. Dieser Befund konnte
aufgrund der Ahnlichkeit der beiden Kristallisationsldsungen erwartet werden. Eine
aufwandige Optimierung der Bedingung wurde daher nicht durchgefihrt.
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JBPenta C7

Die Bedingung JBPenta C7 lieferte auch nach uérouse Reproduktion sehr flache
rautenformige Kristalle. Bemerkenswert ist, dass diese Bedingung zunachst die einzige war,
anhandderer Kristalleohne das Additiv TEW erhalten wurdeAus diesem Grund bestand ein
grol3es Interesse an der Optimierung. Aufgrund der extrem flachen Form konnten die Kristalle
nur sehr schwemit einer Nylonschleifeaufgenommen werden. Auch wenn dies ohne
Beschadigung der Kristalle gelang, konnte keine Diffraktion am hauseigenen
Rontgendiffraktometer festgestellt werden. Die Versuche zur Optimierung der Bedingung
verliefen dabei vollig analog zu denen der Bedingung JBPenta H5. Es konnte aber keine
Bedingunggefunden werden, die zu einer dreidimensionalen Morphologie fuhrt. Daher wurde

auch diese Bedingung aufgegeben.

JCSG Core Il E1

Als letzte der oben aufgefuhrten Initialbedingungen wurde die Bedingung JCSG Core Il E1
reproduziert. Hier konntebereits nach dem ersten ReproduktgmneenKristalle erhalten
werden, dieinhousebis 3,5A streuten, obwohl diese eine sehr unregelmaRige Morphologie

aufwiesen.

Abbildung 29 Kristalle des TGTHeterodimers bei folgender Zaramensetzung der
Kristallisationslésung: 100 mM Natriumkaliumphosphat pH 8@)mM NacCl, 14 % w/v PEG1000,
1 mM TEW.
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Die Optimierung der Bedingung wurde auch hier wieder analog zu der beschriebenen Methode
fur die JBPenta H5 Bedingung durchgefiihrt. Der grof3te Einfluss konnte dabei durch

Veranderung der Natriumchlorilonzentration der Kristallisationslosung festgesteétden.

Abbildung 30: Kristalle des TGTHeterodimers bei folgender Zusammensetzung der
Kristallisationsldsung: 100 mM Natriumkaliumphosphat pH &@&schiedene Nad{onzentration
18% w/v PEG 1000a= O0mM NaCl, b = 100mM NaCl, c= 200mM NacCl, d =400mM NacCl,
e=500mM NacCl.

Je hoher diese Konzentration gewahlt wird, desto glatter sind die Kanten der K{isédlée
Abbildung 30). Es wurde erwartet, dass die Kristalle bei hoher NatriumchKuwitzentration
aufgrund der regelmalRligen hexagonalen Erscheinung ein Diffraktionsmuster mit hoherer
Auflosung liefern. Allerdings war das Gegenteil der Fall. Die hochste Auflosung md 3,0
wurdeinhousebei Kristallen mit 200mM NacCl ( in Abbildung 30) gemessen, wahrend die
Kristalle mit 500mM NaCl ( in Abbildung 30) lediglich bis zu einer Auflésung von/%
streuten. Fur dieses uUberraschende Ergebnis konnte keine plausible Erklarung gefunden
werden. An deBeamlinel4.1 des BESSY Il in Berlin wurde ein Datensatz mit einer Auflésung
von 2,6A aufgenommenDie korrespondierende Struktur stellt die bisher beste Lésung in

Anwesenheit von TEW dar.

Ko-Kristallisation mit bekannten Substraten

Neben der Apestruktur sdten auch Strukturen mit bekannten Substraten bzw. Inhibitoren
gelost werden. AulRerdem kann die Streuféhigkeit der Kristalle durch die Bindung eines
Liganden erhdht werden. Aus diesem Grund wurden der Kristallisationslésung der Bedingung
JCSG Core Il Eldie Substrate Queuin, preQund Guanin jeweils in verschiedenen
Konzentrationen beigefugt, um die jeweiligen Komp&trukturen zu erhalten. Dabei konnten

die Substrate Queuin und pregufgrund der guten Ldslichkeit in Wasser in Konzentrationen
bis 10mM eingesetzt werden. Guanin dagegen konnte in einer O§OCI-Losung lediglich
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in einer Konzentration von 1QfM gel6st werden. Daher wurde Guanin in DMSO gel6st,
wobei eine Lésung mit einer Konzentration vonmBl erhalten werden konnte. Es wurden
zunachstKristallisationstropfen mit unterschiedlicher DMS®@nzentration erstellt, um die
hochstmdgliche DMS&Xonzentration zu ermitteln, bei desnochzur Kristallbildung kommt

Bei einer Kristallisationslosung mit mehr al®3DMSO konnte keine Kristallisatiomehr
beobachtet werden, was die maximale Gudfonzentration auf 0,80M limitierte. Die
hdochstmdgliche GuaniKonzentration hatte keinen Einfluss auf Gré3e und Morphologie der
Kristalle, wahrend bei der Konzentration voorm# bei preQ und 1mM bei Queun die
Kristallisation vollstandig ausblieb. Obwohl Datenséatze mit allen drei Substraten aufgenommen
wurden, konnte nur im Falle von Queuin die entsprechéiteletronendchte nachgewiesen

werden.

JCSG Core I E9

In der Zwischenzeit wurden die oben aufdetén Screensdurch MarXtal wiederholt, um
weitere Initialbedingungen zu erhalten. Auch hier konnten wéhrend des standardmafigen
vierwdchigen Beobachtungszeitraums keine neuen Bedingungen beobachtet werden.
Allerdings wurden nach vier Monaten weitere Aufimen sé&mtlicher Tropfen erstellt, auf
welchen stabformige Kristalle in dem Tropfen der Bedingung JCSG Corel &hen waren

L

Abbildung 31 Kristalle des TGTHeterodimers bei folgender Zusammensetzung der
Kristallisation$dsung: 100 mMNatriumcitratpH 5,6, 500mM (NH4)2SQ, 1M Li SO

Aufgrund der hohen Konzentration von Ammoniumsulfat und Lithiumsulfat wurde zunéchst

vermutet, dass es sich hierbei um Salzkristalle handelt. Im RahmerhdeseReproduktion
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der Bedingung wurden Kristalle bereits nach drei Tagen erhalten. Ihr Beugstgszaigte
klar, dass es sich um Proteinkristalle handelte. Anhand der Testbilder, welohsebis zu
einer Aufldsung von 2,8 streuten, wurden die Dimensionen der Einheitszelle bestimmt (a =
b=1006 , ¢ = ,Z025=20°.

Die Optimierungder Bedingung wurde analog zu der Bedingung JBPenta H5 durchgefihrt. Die
besten Kristalle wurden schlief3lich bei A8 durch eine Kristallisationslésung bestehend aus
100mM Natriumcitrat pH 5,9, M Lithiumsulfat und 700mM Ammoniumsulfat erhalten. Die

Kristalle weisen glatte, definierte Kanten auf und deuten auf eine tetragonale Symmetrie hin.

\.
Abbildung 32 Kristalle des TGTHeterodimers bei folgender Zusammensetzung der

Kristallisationslésungli00 mM Natriumcitrat pH 5,900 mM (NH:).SQ4, 1 M Li2SQ,.

Optimierung der KryeBedingung

Neben der Zusammensetzung der Kristallisationslosung wurde der Einfluss verschiedener
Kryoprotektantien auf das Diffraktionsmuster der Kristalle untersucht. Es wurden die
Protektantien Glycerol, Propylenglykol, MPD, PEG 200, PEG 400 und PEG 600 in
verschielenen Konzentrationen eingesetzt. Das beste Ergebnis wurde dabei %nitvR5
PEG200 erzielt.

Von einem so erzeugten und behandelten Kristall wurde aBedenlinel4.1 des BESSY i
in Berlin ein Datensatz mit einer Aufldsung von 1468ufgenommen (siehKapitel5.15. Die

Struktur weist im aktiven Zentrum ein gebundenes Chfalekul auf.



Ergebnisse und Diskussion

Vermeidung des CitreRuffers

Es wurden Versuche unternommen, den zwmgesetzten CitredRuffer zu ersetzen, um die
Bildung von KomplexStrukturen mit bekannten Bindern nicht zu stéren. Anstelle des-Citrat
Puffers wurden sowohl ME&ls auch Phosphdtuffer eingesetzt. In beiden Fallen wurden
trotz Variierung der ubrigen Ferbestandteile keine Kristalle erhalteBaher ist Citrat

vermutlich essentiell fir die Kristallbildung.

Ko-Kristallisation mit bekannten Substraten

Im Falle von Queuin wurde bereits ab einer Konzentration vom®Mlkeine Kristallisation

mehr beobachte Vermutlich verdrangt das Quetiolekil das im aktiven Zentrum
gebundene Citrat, was zu einer geringfigigen Konformationsanderung fuhrt. Die
Substratkonzentration, bei der keine Kristallisation mehr stattfand, lag im Falle vonnpiteQ

1 mM deutlich héver, was vermutlich an der geringeren Affinitat im Vergleich zu Queuin liegt.
Insgesamt muss davon ausgegangen werden, dass die Verwendung einBsifntsafir die
Ausbildung des Kiristallgitters im Rahmen dieser Bedingung essentiell ist. Diese Beolgacht
deckt sich mit dem stabilisierenden Effekt mehrfach negativ geladener Spezies im Zuge der
TSA-Experimente. KeKristallisationsversuche mit Liganden, die im aktiven Zentrum binden,

sind demnach hdchstwahrscheinlich nicht erfolgreich.

Etablierung eineSoakingProbkolls

Neben der KeKristallisation ist dasSoakingeine der am haufigsten verwendedethode

zur Erzeugung von ProteinigandKomplexen. BeimSoakingwerden Liganefreie Kristalle

in einen Tropfen Uberfuhrt, der eine hohe KonzentrationLdgenden enthalt, fur den die
Bindungspose aufgeklart werden soll. Zun&chst wurde die maximale EXb68Zentration
ermittelt, die im Rahmen deSoaking eingesetzt werden kann. Dafur wurden Kristalle mit
Kristallisationslosungen mit unterschiedlicher DM8Onzentration exponiert. Bei mehr als
8% DMSO ist ein deutlicher Abfall des Streuvermdgens zu beobachten. Bevor die Kristalle
allerdings mit der Liganthaltigen Losung versetzt werden kdnnen, musste das gebundene
CitratMolekul aus der Bindetasche entfemwerden. Hierzu wurden die Kristalle in eine
Kristallisationslosung Uberfiihrt, bei der das Citrat durch MES ersetzt wurde, und fir wenige
Minuten inkubiert. Es wurde ein Datensatz (PDB Cd@@%/9) eines so behandelten Kristalls

aufgenommen, welcher an deelie, an der zuvor das Citrtolekll gebunden hatte, keinerlei
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Dichte mehr aufwies. So konnte gezeigt werden, dass dasi@dlekul vollstandig aus dem
aktiven Zentrum gewaschen werden konnte und es so nicht zu einer Uberlagerung von zwei
Liganden in @r spateren Elektronendichtekarte kommen kann. Anschlieend wurden die
Kristalle in einen Tropfen bestehend aus der Kristallisationslosung, @eei@er DMSQ

Losung mit jeweils sattigender Ligaibnzentration hinzugefiigt wurden, dberfuhrt. Die
Kristalle wurden fur unterschiedlich lange Zeit der jeweiligéoakingL6sung ausgesetzt.
Wahrend die Kristalle in der Ligarfideien SoakingLdsung auch nach einer Einwirkzeit von

funf Stunden noch nahezu unverandert streuten, konnte bei Kristallen, die irhpteger

Losung inkubiert wurden, bereits nach einer Stunde keine Diffraktion mehr festgestellt werden.
Queuin und Guanin hatten dagegen keinen negativen Einfluss auf das Streuvermégen der
Kristalle. Es wurdenSoakingExperimente mit den Verbindungdbuann, Queuin preQ,

preQ, entQueuin,Hypoxanthin 6-Thioguanin 8-Azaguanin NPPDAG, H-Queuin,I8 und

9 (sieheTabelle 7 und Abbildung 48) durchgefiihrt. Insgesamt wurde nur fir Queuin ein
Datensatz mit ausreichender Elektronendichte erhalten. Fir die anderen Substrate und
Inhibitoren konnten keine Kompleltrukturen erhalten weet. Mdgliche Ursachen sind zum

einen die vergleichsweise niedrige Affinitat in Kombination mit der geringen Ldslichkeit der
Verbindungen und zum anderen konnte zur Bindung der Liganden eine
Konformationsénderung notig sein, die sich in der Kristallpackoicht realisieren l&asst.
Letzteres koénnte auch eine Erklarung sein, warum die Kristalle wahrend®adsng

Experiments in Anwesenheit von z.B. piegghen schnelleren Qualitatsverlust aufweisen.
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3.3. Untersuchung der Kristallstrukturen der eukaryotischen TGT

3.3.1. Einleitende Bemerkung

Di eses Kapitel b a s iSteuctdral andi Biocheraical IlViestigatisnkof thep t A
Heterodimeric Murine tRNAGuanine TransglycosylaSe wel ches f ¢ ei ne V
in der wissenschaftlichen FachzeitschAfES Chemical Biologydientel’® Mein Anteil an

dieser Arbeit waren alle nachfolgend beschrieberiergebnisse mit Ausnahme der
Massenspektrometrie, welche zur Untersuchung der QTRiFianten durchgefihrt wurden.

Die massenspektrometrischen Studien wurden durch Rania Benazza und Oscar Hernandez

Alba im Arbeitskreis vorgarah Cianféraran der Universét StralRburg durchgefuhrt.

3.3.2. Strukturldsung der Datensétze

Im Falle der TEWhaltigen Kristalle wurde durch Prozessierung und Skalierung der Daten
gezeigt, dass diese dem hexagonalen primitiven Bravaisgitter mit der Symmeétaie
angehoren (a=b=9% , c¢ =,0U980=9®,0=120°. Anhand der Dimensionen der
Einheitszelle lasst sich ein Mattheseffizient von 2,883%Da berechnen. Dies entspricht je
einem Molekll der QTRT1 sowie der QTRT2 bei einem Wasseranteil vo¥bB@&i einem
Volumen der Einheitszelle vor8.1228033 A% wurde fiir das Vorhandensein von zwei
Untereinheiten eine Wahrscheinlichkeit von%&erechnet, wahrend fur das Vorhandensein
von drei Untereinheiten bei einem Wasseranteil von &6l@diglich eine Wahrscheinlichkeit

von 30% berechnet wurde.

3.3.3. Strukturlésung  mit  molekularem  Ersatz  (Molecular

Replacement

Da die Strukturen der beiden separaten Untereinheiten bereits bekannt waren, wurde zunachst
versucht, die Struktur des vermeintlichen Heterodimers mit der Methaendkekularen
ErsatzesNlolecular Replacementzu bestimmen. Hier ist exemplarisch die Bestimmung der
Struktur 70WZ dargestellt, welche neben dem Heterodimer das Additiv TEW sowie das
Substrat Queuin im Komplex enthielt. Als Modell dienten die Strukturen lzkiden
Untereinheiten, QTRT1 (PDBode6H62) und QTRT®® (PDB-Code 6FV5), welche von
Christina Behrens im Rahmehrer Doktorarbeit bestimmt wdenwaren Pro Struktur wurde
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jeweils eine Proteinkette verwendet. Die jeweils zweite Proteinkette pro asymmetrischer

Einheit sowie enthaltene Wassermoliekivurden nicht berticksichtigt.

Mit Hilfe des Programms PHASER! wurde nach jeweils einem Molekil der beiden
Untereinheiten gesucht, da laut Matthekuseffizient das Vorhandensein eines Heterodimers

am wahrscheinlichsten ist. Die Rotationsfunktion wurde enmtem RFZWert von 13,7
ermittelt. FUr alle sechs moglichen hexagonalen Raumgruppen wurde nach
Translationsfunktionen gesucht. Die beste Losung mit einemWE#Z von 43,1 wurde fur die
Raumgruppé 62 2 2 gefunden. Diese-Werte beschreiben das SigiiéduschVerhaltnis der
Losung, die durch Translation oder Rotation des Modells erzielt wird. Laut den Autoren des
Programms gilt eine Lésung als definitiv richtig, wenn der jeweilig&/ett Uber 8 liegt, was

hier der Fall ist. Nach der initialen Verfeinerungr &truktur unter der Berilicksichtigung der
Auflosungsschalen bis & wurde ein RWert von 44,06 ermittelt. Hier gilt ein RWert unter

50 % als fundierter Hinweis fur eine richtige Bestimmung. Um sicherzustellen, dass es sich bei
der Struktur tatsachlichnu das gewiinschte Heterodimer handelt und nicht um ein Homodimer
der QTRT1 oder QTRT2, wurde mit dem Programm PHASER auch nach diesen Homodimeren
gesucht. Aul3erdem wurde nach Strukturen bestehend aus drei Untereinheiten gesucht. Dabei
wurden alle vier Komlmationen berilcksichtigt, die es theoretisch mit den beiden
Untereinheiten, QTRT1 und QTRT2 geben kann. Allerdings konnte keine weitere Losung als
das Heterodimer gefunden werden. So konnte diese Struktur als abschlieRend bestimmt
angesehen werden. Die S¢twr wurde dennoch auf Moddlias Uberpruft, indem séamtliche
aromatischen Aminosauren innerhalb der Suchmodelle in Alanine Uberfuhrt wurden.
AnschlieRend wurde der Molekulare Ersatz mittels Phaser bei sonst gleichen Einstellungen
wiederholt. Hier konnteanz klar gezeigt werden, dass an diesen Positiogéiz Bichte von

den entsprechenden aromatischen Seitenketten zu sehen war.

Die Strukturbestimmung der Datensatze der tetragonalen Kristalle, welche anhand der TEW
freien Bedingung erhalten wurden, erfieigebenso durch die Methode des molekularen
Ersatzes anhand der verfeinerten THR#ltigen Struktur. Diese Strukturldsungen ergaben
ebenfalls jeweils nur eine mdgliche Losung bei vergleichbaren Qualitdtsparametern.

3.3.4. SAD-Experiment anhand der TEW -Strukturen

Zusatzlich wurde versucht die Datensatze, die in Anwesenheit des Polyoxometallats TEW

erhalten wurden, durch die SAllethode ¢inglewavelength anomalous diffractipreu
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phasieren. Durch das Friedelsche Gesetz ist definiert, dass Reflakia&lurch Inversion

durch den Ursprung des reziproken Raums erhalten werden, die gleiche
Strukturfaktoramplitude bei genau gegenlaufiger Phase aufweisen. Im Falle von anomalen
Streuern wie Wolfram, welche in dem TEW enthalten sind, gilt diese Regelingihesondere

bei Strahlung, deren Wellenlange nahe am Absorptionsmaximum des jeweiligen anomalen
Streuers liegt, ist dieser Effekt besonders ausgepragt. Aus der Differenz beider
Strukturfaktoramplituden kann eine anomale Patterson Karte berechnet W&rmase dient

zur Lokalisierung deanomalen Strahler sowie zur anschlieRenden Phasierung des Datensatzes
und Berechnung der Elektronendichtekarte. Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Strukturlésung
ist, dass die anomalen Streuer an definierten Stellen gebundéfilsind.

Im Falle der oben beschriebenen THYdtensatze konnte mit Hilfe der Programme
SHE.XC/D/E"*™! der Suite HKL2Maf®! keine interpretierbare Elektronendichte erzeugt
werden”®! Im vorliegenden Fall war das SigrRhuschVerhéltnis der anomalen Signale zu

gering. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit darauf zuriickzufihren, dass die Datenétze nicht

bei der optimalen Wellenlange aufgenoemworden waren. Die verwendete Wellenlange von

0.9184 |l i egt zu weit von der n2chstgelegenen A
Absorptionskante(1.2 1 5 ) entfernt. Auf eine erneute
Wellenlange wurde verzichtet, dhe Struktur bereits durch die Methode des molekularen

Ersatzes eindeutig bestimmt worden Wélr.
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3.3.5. Strukturanalyse des QTRT1/QTRTZHeterodimers

Die Anordnung deUntereinheiten im QTRT1/QTRTReterodimer ahnelt wie erwartet stark
dem Homodimer der bakteriellen TGAlbildung33). Bemerkenswerterweise sind innerhalb
des Heterodimers digHelices 2a und 2b von QTRT1, die Kontakte zu dételices C und E
von QTRT2 bilden, nahezu deckungsgleich mit bethelices 2a und 2b der bakteriellen TGT.
Im Vergleich dazu bilden die korrespondierend®aste in der Kristallstruktwler separaten
humanenQTRTY, welche in der Arbeitsgruppe von Prof. Feen(Universitat Gottingen)
bestimmt worden wd?? eine durbgehende Schleife, wahrend in der Strulder Maus
QTRTY, welche von Christina Behrens aus unserer Arbeitsgruppe bestimmt word€#l war,

dieses Segment kollabiert und in der Elektronendichtekarte sichtbarst.

Abbildung 33 CartoonDarstellung desZ. mobilis TGT Haomodimers (links) und des MalsGT
Heterodimers (rechts). Die Untereinheiten demobilisTGT sind in grau und griin dargestellt. Die
QTRT21-Untereinheit der Mau3GT ist in blau dargestellt, wahrend die QTRUBAtereinheit in gelb
gezeigt ist. Die Zfi-lonen sind als hellblaue Kugeln abgebildet. Ausgewahlte Seitenketten, die an der
Ausbildung der Dimerkontaktflache beteiligt sind, sind als Stabchen abgebildet.

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass vier aromatische Aminosauren
innerhalb de Dimerkontaktflache fur die Dimerstabilitat der bakteriellen TGT essentiell
sind"""8m FallederZ. mobilisTGT sind das die Aminosaurdip326, Tyr33QHis333und

Phe92 (sieheAbbildung 34; A und B) Dabei bilden die Seitenketten von Trp326, Tyr330,
His333 s DonatorenWassestoffbriicken mit den Carbonylsauerstoffatomen von Met93’",

Ala49” und Ala48" ausDaruber hinaus tragt ein nahe gelegenes und hoch konserviertes
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Lysin/GlutamatPaar, das beide Untereinheiten uberspannZ(imobilis TGT Lys52 und
Glu339; sieheAbbildung 35), wesentlich zuBtabilititdes Homodimers bei.

Abbildung 34: Cartoon Darstellung des aromatischen Clusters innerhalb der Dimerkontaktflache der
bakteriellen TGT(PDB-Code 1POD)und MausTGT. Besonders relevante Reste sind als Stéabchen
hervorgehobenZur besseren Ubersicht sind im jeweils ersten Bild nur Reste dimtereinheit als
Stabchemyezeigt Die H-Brucken sind durch gepunktete Linien dargestellt. Wassermolekiile sind durch
rote Kugeln dargestellA undB: Aromatisches Cluster der bakteriellen TGT, wobei eine Untereinheit
grin und die andere grau gefarbt iBie Reste und Sekundarstrukturelemente der griin gefarbten
Untereinheit sind durch ein ~ gekennzeichr@tund D: Aromatisches Cluster im Hotspot A der
eukaryotischen TGT (QTRTL1 in blau und QTRT2 in gelb). Die Reste und Sekundarstrukturelemente



Ergebnisse und Diskussion

von QTRTL1sind durch ein ‘gekennzeichnete und F: Aromatisches Cluster im Hotspot B der
eukaryotischen TGT (QTRTL1 in blau und QTRT2 in gelb). Die Reste und Sekundarstrukturelemente
von QTRT1 sind durch ein ~ dargesteld. Anderer Blickwinkel auf Hotspot B, deride-"- -
Wechselwirkungen der aromatischen Reste verdeutlicht. Die hellblaueéqugpticheinemzn?*-lon.

Die meisten Kristallstrukturen vod. mobilis TGT mit einer intakten DimeGrenzflache
zeigendie genannte Salzbriicke zwischeys52 und Glu339". ImanchenZ. mobilisTGT-
Strukturen wird diese ionische Interaktion jedoch durch eine alternative Konformation der
Lys52-Seitenkette verhinderApbildung 35; B). Da de Strukturen der bakteriellen TGT Uber

eine zweizéahlige Rotationssymmetrie verflgen, sind sowohl die vier aromatischen Seitenketten

als auch das Lysin/GlutamBiar zweimal in der Dimerkontaktflache des Enzyms vorhanden.

Die eukaryotische TGT, die aus ewunterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut ist, verfugt

im Gegensatz dazu nicht Uber eine Rotationssymmetrie. Deshalb teilt sich die Kontaktflache
hier i n zwei unterschiedliche Teile ein, di
bezeichnet werde Hotspot A enthdkin zurZ. mobilisTGT korrespondierelsysin/Glutamat

Paar (Lys55 von QTRT1 und Glu372 von QTRT2) sowie ein aromatisches Cluster, das dem
der bakteriellen TGT stark ahnelt. Hier ersetzen His359, Tyr363 und His366 aus QTRT2 die
Aminosauen Trp326, Tyr330 und His333 dér mobilisTGT, wahrend Phe95 aus QTRT1
dem Phe92' det. mobilisTGT entsprichtAbbildung34; C). Dieses aromatische Cluster wird
durch Tyr354 der QTRTRntereinheit erweitert, das Uber seine phenolische Hydroxylgruppe
eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Hauptkettenamid von Gle6@QTRT1 bildet
(Abbildung34; D).

Wahrend sich in dez. mobilisTGT fir Tyr354 kein Pendant finden lasst, weist die TGT aus
Thermotoga maritimadie einzig weiteg bakterielleTGT mit bekannter Struktur (PDB
Eintrag: 2ASH), Tyr302 an entsprechender Position auf. Dieses bildet eine mit Tyr354 der
QTRT2 vergleichbare Wasserstoffbriickenbindung. Die Aminosauren His359, Tyr363 und
His366 von QTRT2 sind nicht in der Lag#asserstoffbriickenbindungen zu den Hauptketten
Carbonylgruppen von Met96, Ala52 und GIn51 von QTRTL1 zu bilden, die iZ.d@obilis
Struktur den Aminoséauren Met93, Ala49 und Ala48 entsprechen. Vielmehr rwerdse
Kontakte durch mehrere &gseivermittdte polare Wechselwirkungen zwischen den
Untereinheiten ersetzAbbildung 34; D).

Im Heterodimer der Mau$GT bilden die Aminosauren Gly49 bis Lys55 der QTRIdein
keiner ander en JHEIX aus,m? rkloihetieonDieeBilding dieser Helix
l&sst eine Salzbriicke zwischieys55 von QTRT1 und Glu372 der QTR HotspotA nicht

zu (Abbildung35; C). Uber die Carbonylsauerstoffatome der Hauptkette von Thr53 und Met54
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bildet dieU-Helix 0 Wasserstoffbriickenbindungen zu den Hauptkettenamiden von Leu374 und
Leu373 der QTRT2. Die letztgenannten Reste bildenNiderminus derJ-Helix F dieser
Untereinheit Abbildung 35; C). DieOrientierung von Lys5%st in dhnlicher Fom auch in der
Kristallstruktur der separaten Mau®TRT1 a1 beobachten, in der die entsprechende
Seitenkette von Lys55ut in der Elektronendichtekarte definierst. Dort bildet die
Ammoniumgruppe eine #indung (2,8 A) zu einem nalgelegenen Wassermolek(f¥ In der

Z. mobilisTGT bilden die zutJ-Helix 0 analogen Aminoséuren einen Teil @&ki1-Schleife
(sieheAbbildung 35; A). Das darin enthalterieys52 (aquivalent zu Lys55 in QTRT1) dér
mobilis TGT tragt nicht nur zur Dimerstabilitébei, sondernist auch an der tRNAindung
beteiligt Die von Xie et al. bestimmteKristallstruktur derZ. mobilisTGT im Komplex mit
einem RNAMolekll zeigt eine Katiofi -Wechselwirkung, die durch das Ammonium der
Seitenkette von Lys52 und der UrdeiBase des tRNASubstrats gebildet wird?! In dervon

der Arbeitsgruppe Ficner (Universitat Gottingen) veroffentlict8emlktur der humanen TGT
im Komplex mit eben diesem RNKolekil bilden die Reste 49 bis 55 der QTRT1 ebenfalls
keine U-Helixstruktur aus’® Stattdessen sind sie wie in d&r mobilisTGT Teil einer im
Vergleich zur bakteriellen TGT sehr &hnlichéf@Ul-Schleife. Dies ermdoglicht die oben
erwdhnten Untereinheiteiiberspannenden-Briicken von His359, Tyr363 und His3@&r
QTRT2 zu den Hauptkette@arbonylgruppen von Met96, Ala52 und GIn51 der QTRTL1, die
sich in der Kristallstruktur der TGT aus der Maus nicht ausbilden kénnen. Darlber hinaus
nimmt Lys55 der QTRT1 im Komplex mit einem RNMolekil eine ahnliche Konformatn

an wie Lys52 deZ. mobilisTGT und bildet eine Kation-Wechselwirkung mit UraciP. Es ist
anzunehmendass die Bindung des tRNBubstratsauch in der Mau3GT zu einer

signifikanten Konformationsdnderung in dieser Region fuhrt.
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Abbildung 35 Untereinheien die das Lysin/Glutamd&aar in TGFTEnzymen bilden Die
Farbkodieung und Beschriftung entsprechdanjenigen inder vorhergehenden Abbildungy: In etwa

zwei Dritteln der Kristallstruktureder Z. mobilisTGT mit intakter Dimekontakstelle bilden Lys52'

und Glu339 eine SalzbrickeDB-Code2Z7K). Zusatzlich zu den Seitenketten von Lys52' und Glu339
sind die Seitenketten des aromatischen Clusters als Stabchen dargestellt, wobei die letzteren nicht
beschriftetsind. B: In etwa einem Drittel der TGKristallstrukturen vonZ. mobilismit ungestorter
Dimerkontakstelle liegt die Seitenkette von Lys52' in einer alternativen Konformation vor, die zu einer
ladungsunterstitzten-Bricke an den Carbonylsauerstoff der Heégite von Thr285' fiihrt, die als
Stébchen dargestellt ist (PEBNtrag 1PUD)C: Im Hotspot A deMausTGT lasstdie Bildung der’-

Helix 0 in QTRT1eine SalzbrickewischenLys55 von QTRTIund Glu372der QTRT2 nichtzu. D:

Im Hotspot Bist das Lysin/GlutanatPaar durch ein Prolin (Pro43 von QTRT2) und durch ein Asparagin
(Asn338 von QTRT1) ersetatjasdie Bildung einer Salzbriickeon vornhereirausschel3t

\

-

Hotspot B in der Kristallstruktur der MaldsST enthdalt kein Lysin/Glutamd®aar analog zu
Lys52 und Glu339' de£. mobilisTGT. Die entsprechenden Positionen werden von Pro43 der
QTRT2 und Asn338 der QTRTL1 besetzt, die keine ionische Wechselwirkung eingehen kdnnen
(Abbildung 35; D). Dariber hinaus fehlt im aromatischen Cluster von Hotspot B ein
aromatischer Rest, der His333 dér moblis TGT entspricht Abbildung 34; E und F).
Stattdessen wird dieg®sition von Ala332 der QTRT1 eingenommen. Im Gegensatz dazu gibt
es analoge Reste zu Trp326, Tyr330 und Phe92Zdemobilis TGT, namlich His325 und
Phe329 der QTRT1 sowie Phe84 der QTRT2. miel-Schleifeder QTRT2 nimmt einen
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Verlauf, der dem deslUL-Schleife in den Kristallstrukturen der bakteriellen TGT mit intakter
Dimerkontaktflache sehr &hnlich ist. Dennoch konnen keinBritken zwischen den
Carbonylsauerstoffatomen der Hauptkette innerhalb dieser Schleife und den aromatischen
Resten des Cluste gebildet werden. Wie bereits erwahnt, gibt es weder ein Gegenstick zu
His333 derZ. mobilis TGT noch weist die Seitenkette von Phe329 aus QTRT1 eine H
BrickendonoiFunktion auf. His325 der QTRT1 ist jedoch in der Lage, eiiBrlitke mit dem
Carbonylsauestoff der Hauptkette von 11e85 der QTRT2 zu bilden, welche analog zu-der H
Briicke zwischen Trp326 und Met93' in @&mobilisTGT ist. Das Fehlen eines His3&&stes

im Hotspot B wird am entgegengesetzten Ende des Clusters durch zwei zuséatzlichecr®matis
Reste, namlich Tyr77 der QTRT2 und Phe310 der QTRT1, kompensiert. Der Phenylrest von
Tyr77 der QTRT2 bildet sowohl mit der Phenylgruppe von Phe84 aus derselben Untereinheit
als auch mit der Phenyl ¢g-4WechselwirkuongengdgBttrfacd 1 0 der
aus Abbildung34; G). Daruiber hinaus steuert didHelix F der QTRT1 mit His343 und His344

zwei weitere aromatische Reste zu dem Cluster bei. Das Imiazblis344 bildet dabei das
Bindeglied zwischen His325 und His343, indem €sWechselwirkungengdgeto-face mit

denlmidazolkesten beider Aminosauren ausbildet.

Die Seitenkette von His325 liegt in zwei unterschiedlichen Konformationen vor. Dabei ist die
Seitenkette so orientiert, dass sie entweder déihBricke zu einem nahegelegenen
Wassermolekil oder mit de@arbonylSauerstoffatom der Hauptkette von lle@&sbiden
kann(Abbildung34; F).

3.3.6. Das aktive Zentrum der MausTGT

In der Kristallstruktur(PDB-Code: 7B2l) der MausTGT, die in Abwesenheit von TEW
erhalten wurde, ist di&uanirf¥/QueuinBindetasche der QTRT1 durch ein Citratmolekiil
besetzt, das wahrend der Kristallisation als Pufferkomponente diente. Das gebundene Citrat
bildet zahlreiche polare Wechselwirkungen mit Resten, die bekanntermal3en an der
Substratbindung betéit sind!” Eine der Carboxylgruppen bildet-Briicken mit dem
SeitenketterAmid von GIn202 sowie mit defeitenketterCarboxylgruppe von Aspl59
(Abbildung 36; A). Die letztgenannte Wechselwirkung deutet darauf hin, dass diese
Carboxylgruppe des gebundenen Citrats pretbonivorliegt. Die Carboxylgruppe des
Citratmolekuls imitiert dabei Teile des Grundgerusts einer Substratbase. Die Hydroxylgruppe
des Citrats bildet HBriicken zum Hauptkettenamid von Gly229 und zu einem gut definierten

Wassermolekul, wahrend die an dasselehlenstoffatom gebundene Carboxylgruppe
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l6sungsmittelexponiert und an keinen offensichtlichen Wechselwirkungen beteiligt ist. Obwohl
die dritte Carboxylgruppe des gebundenen Citrats in der Elektronendichtekarte schlecht
definiert ist @bbildung 37, A), bildet sie eindeutig HBricken mit der Hydroxylgruppe der
Seitenkette und dem Amid der Hauptkette von Ser231. Bemerkenswerterweise erfordert die
letztgenannte Wechselikung, dass das Amid der Leu230/SerE&ptidbindung in Richtung

der Substratbindungstasche orientiert ist, wahrend der zugehotrige Carbonylsauerstoff dem
Proteininneren zugewandt ist, wa eine HBricke mit der protonierten Seitenketten
Carboxylgruppe voslu234 bildetAbbildung36; A). Nicht nur in den QTRT-Untereinheiten

der eukaryotischen TGTs, sondern auch in bakteriellen TGTs ist Glu234 streng konserviert, da
es eine indirekte, aber wesentliche Rolle bei der Bigdeerschiedener Substratbasen spielt.
Aus Untersuchungen an der bakteriellen TGT ist bekannt, dass die beobachtete Konformation
der Leu230/Ser23Peptidbindung, die durch das protonierte Glu234 stabilisiert wird, fur das
Binden von Guanittf in der Substrindetasche erforderlich i8St}
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Abbildung 36: Die SubstratbaseBindeascheder MausQTRT1 (grau) im Vergleich zuBindetasche
derZ. mobilisTGT (griin). HBriickensind durch gepunktete hiendargestelltA: Die Guanin/Qeuin
BindungstaschderMausQTRT1im Komplex mit Citrat(dargestellt als StabcheKohlenstoffatome
gelb). Zwei Wassermolekiile, die-Btiickenzum gebundenen Citrat bilden, sind als rote Kugeln
dargestellt. Die Schleif66Us sowie die Seitenketten der Reste, die bekanntermaRen @indiemg
von Substratbasen oder déatalysebeteiligt sind, sindils Stabchen dargestelDer Rest des Proteins
innerhalb dieses Ausschnittsiistder CartoorDarstellunggezeigt B: Die gldche Ansicht der Guanin
Quauin-Bindetasche in deMausQTRT1 wie in A), jedoch mit gebundenem Quie. C: Eine andere
Ansicht der Guanin/QueuirBindetasche der Mat@TRT1 in Komplex mit Queuin D: Die
Guanin/pre@Bindetasche deZ. mobilis TGT mit gebundeer pre@-Base, dargestellt aus einer
Perspektivedie der in C) entspricht.

Um die Bindungseigenschaften von Queuin im aktiven Zentrum der eukaryotischen TGT zu
charakterisieren, musste eine Komplexstruktur mit der Substratbase erzeugt werden. Die
Methade der KeKristallisation ist anhand der Citragltigen Bedingung nicht geeignet. Die
Anwesenheit von Queuin in der Kristallisationslésung verhindert die Bildung von Kristallen.
Auch bei Verwendung von MES anstelle von Citrat bleibt die Bildung von Kestaus.
Offensichtlich ist die Bindung von Citrat im aktiven Zentrum der QTRT1 Voraussetzung fur
die Kristallbildung bei dieser Bedingung (100 mM Natriumcitrat pH B0® mM (NHs)2SQs,

1 M Li2SQy). Daher musste zunachst wie in KapBe2 beschriebereine geeignete Methode
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etabliert werden. Dabei werden Kristalle in der regularen chimliigen Kristallisationslosung
gebildet und anschlieRend eine Losung tberfuhrt, die MES anstelle von Citrat entbDédt.
Uberprifung auf Eignung dieser Methode wurde bereits in Ka@t2l beschrieben.
Anschlie3end kamte das Substrat Queuin erfolgreich durch Soaking in den Kristall eingefiihrt
werden. Diese Methode beeintrachtigt das Streuvermdgen der Kristalle geringfiigig. Es konnte
eine Komplexstruktur mit einer Auflésung von A1geldst werden. Die Elektronendichten

Queuin Abbildung 37, B) ist dabei ausreichend, um die Position und Konformation des

Substrats eindeutig zu definieren.

Abbildung 37: A: Die Guanid¥/QueuinBindetasche deMausQTRT1im Komplex mit Citrat(in
Stdbchendrstellung; Kohlenstoffatome gelb). -Bticken sind durch gestrichelte Linien
gekennzeichnet. Die6Us-Schleife sowie die Seitenketten der Reste, von deekannt ist, dass sie an

der Bindung von Substratbasen oder an der Katalyse beteiligt sind, sind in Strichdarstellung gezeigt.
Zwei Wassermolekile, die -Briicken mit dem gebundenen Citrat bilden, sind als rote Kugeln
dargesellt. Der Rest des Proteiirsdiesem Ausschniist in der CartoofDarstellung abgebildeB: Die
Guanirt/QueuinBindetasche deMausQTRT1im Komplex mit QueuinDie dargestelén 2Fo-Fc-
Elektronendichtesindjeweilsb e i 1,5 0 konturiert.

Erwartungsgemaist die Bindungspose dé&sDeazaguaniGrundgeris von Queuinandas
aktive Zentrunder Maus TGT der Bindung von pre€an die bakterielle TGEehr &hnlich.

Die 1-NH-Gruppe sowie i@ 2-Aminogruppe bilden Wasserstoffbricken mit den
Carboxylgruppen der Seitenketten von AspI&i8.Carbonygruppe an Position 6 bildet zudem
Wasserstoffbriicken zu deeinkette von GIn202 und der Hauptkette von GlyZdsh{ldung

36, B und C) Das aromatische Gestibefindet sich zwischen den Seitenketten vet299 und
Phel09Met259 entspricht dabei Met260derZ. mobilisTGT (Abbildung 36, D).



Ergebnisse und Diskussion

Das GJ}Atom von Phe(9 zeig im Vergleich mit dem aquivalenten Tyr106 in drmobilis
TGTeinen un®,3 A groRBeren Abstand zur Substratbdies fiihrt zur Rotation der Seitenkette

von Phel09 und zur Ausbildung eirgelgeto-f a c-'e anstelle einefaceto-face Interakion

mit dem 7DeazagauniGrundgeristDie Verschiebung von Phel09 ist das Resultat der
Konformation der Aminosauren 108 bis 114.der vorliegenden Struktur dé8ausTGT-
Heterodimers formen diese Reste eine Schleifenstruktur, wéhrend die analogen Ammnoséaure
in der humanen sowidlausQTRT1-Struktur eire U-Helix (U-Helix A) bilden.

In der Kristallstruktur deZ. mobilisTGT im Komplexmit preQ, die durch Kristallisation bei

pH 5,5 erhalten wurddormt die Seitenkette von Asp102 eine Salzbriickdeaavermulich
protoniertenN3 sowiezur 2-Aminogruppe der Substbase (siehébbildung 36, D). Die
Kristallstrukiur derMausTGT in Komplex mit Queuin wist keine aquivalente Salzbricke,auf

da sich die Seitenkette von GIn110 zwischen die Substratbase und Aspl05 schiebt (siehe
Abbildung 36, C). Die Platzierung von GInllQesultiert ausder bereits ®vahnten
Schleifenstruktur der Aminosauren 108 und 1Dfese Schleife wirde einen sterischen
Konflikt mit dem Uridin35-Nukleotid eines potentiell gebundenen tRMNWolekiils
hervorrufen Es handelt sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit um estakographische
Artefakt oder es kommt vor der tRNBindung zur Bildung eine-Helix A.

In der vorliegenden Struktur deMausTGT ist die Seitenkette von Aspl05 in die
entgegengesetzte Ricimg des Substrats orientiert und bildet eine Wasserstoffbriicke mit der
Hauptkette von Thr74. In der Agdtruktur derZ. mobilisTGT lasst sich eine aquivalente

Orientierung des korrespondierenden Aspl102 beobachten.

Der Austausch von Citrat durch Queuirerursacht die Drehung der Leu230/Ser231
Peptidbindung. In Anwesenheit von Queuin ist der CarbonylsauelistoRichtung der
Bindetasche orientiert und bildet eine Wasserstoffbriicke mit dem sekundaren Amin der
Substratbase (siehAbbildung 36, B). Die gedreht Leu230/Ser23XKonformation wird
zusatzlich durch eine Wasserstoffbricke mit der Seitenkette von Glu234 stabilsse.
Wechselwirkung geht vermutlich mit dBeprotonierung der Seitenkette von Glu234 einher.

Ein &hnliches Phanomen lasst sich beidlenobilisTGT beobachten. Die Bindung von preQ
fuhrt hierzur Deprotonierung von Glu235, welches dadurch eine Wasserstoffbriicke mit dem
Amid der Leu231/Ala23Peptidbindung eingeht. Auch hier kommt es zur Ausbildung einer

Wasserstoffbriicke zwischen derarBGonylsauerstoff und der Substratbase.
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Die Apo-TGT der Mausderen Struktudurch Transfer eines initial unter der CitBedingung
gewachsenen Kristalls in einen MEPsffer bei pH 5,9 erhalten wurde, weist beide
Konformationen de Leu230/Ser23Peptidbndung in einem 1:Verhdaltnis auf.
Dementsprechenkiegt Glu234in gleichem Verhaltnis vermutlich sowohigtoniert als auch

deprotoniert vor.

Der DihydroxycyclopentefRestvon Queuin ist zwischen den Schleife#l4 undb6Us der
QTRT1 eingebettet{Abbildung 36, C). Die Hauptkette der Schleife6Us in der QTRT1
Strukturim Komplex mit Queuinasst sichnahezu perfekt mit der gleichen Schleife in der
Kristallstruktur der pre@gebundenenZ. mobilis TGT (Abbildung 36, D) Uberlagen.
Zusatzlich zu den erwahnt&esten_eu230, Ser231 und Glu234 enthdik QTRTZStruktur
der Mauden Rest Gly232, der in den QTRUhtereinheitefkonserviert istaber in weit mehr
als 90 % der bakteriellen TGEnzyme,welchedie preQ-Base als physiologisches Substrat
aufweisendurch ein Valin ersetzt igEsist offensichtlich dass @& Seitenkette eines VaBan
dieser Stelle einen sterischen Konflikt mitndeihydroxycyclopenterRest von Queuin

verursachen wurde.

Um sich bestmoglich an die gebundene Substratbase Queuin anzupasseindie Schleife
b4 teilweise einen deutlich daren Verlauf alslie entsprechende Schleifa bakteriellen
Enzym. Wahrend Asp15@rQTRT1 und das aquivalente Aspl1&&rZ. mobilisTGT nahezu
deckungsgleich sindeigensowohl His160 als auch Vall@ierQTRT1 im Vergleich zu den
entsprechendeResten deZ. mobilisTGT, namlichGlu157 und Cys158ine Verschiebung
umca. 2 Aentgegerer Substratb@sDadurch kann die Isopropeitenkette von Vall161, die

in der QTRT1 konserviertist, sowohl mit dem aroatischen Gerist als auch mit dem
funfgliedrigen Ring von Queuian-derWaalsKontaktebilden Abbildung36, C). In ca. 90%

der bakteriellen TGIEnzyme ist Vall6l dufc Cystein ersetzt. Tatsachlich gibt es
experimentelle Hinweise darauf, dass die Mutation von Vall161 zu Cystein nicht nur zu einer
reduzierten Affinitader QTRT1 zu Queuifuihrt, sondern insbesondere zu einer stark erh6hten
Affinitat zur preQ-Basel’®?! Die Erkennung der pre€Base durch QTRTIst jedochzu
vermeiden, dahr Einbauin die tRNA irreversibel ist und Eukaryatenicht Uber die fur ihre

Umwandlung in Queuosin erforderlichen Enzyme verfiigen.

Das GJ}Atom von Serl64 ist im Vergleich zieoh des entsprechenden Tyridsr Z. mobilis
TGT um mehr als 2,5 A in Richtung der Bindungstasche verschoben. Dies ermdglicht die
Bildung einer HBricke zwischen dem Haukéttenamid von Serl64 und der

4-HydroxylgruppedesDihydroxycyclopentenyRestes von Queuosin. Eine weiteréBHicke
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wird zwischen der 4Hydroxylgruppe des DihydroxycyclopentenyRestes und der
Hydroxylgruppeder Seitenkette von Serl64 gebildet. Sie scheint jedoch nicht sehr stabil zu
sein, da in der Kristallstruktur eine zweite, alternative Konformation fur die Hydroxylgruppe
von Srl64zubeobachtrist, die diese Wechselwirkung nichilasst Bemerkenswert ist, dass
sowohl Serl64 als auch der nachfolgende Rest Thrl65, die in der Elektronendichtekarte der
QTRT1-Strukturim Komplex mit Queuirgut definert sind, im Strukturmodell d&TRT1im
Komplex mit Citrat sowie der ApdGT nicht eingebaut werden konntddort gibt es jeweils

keine eindeutige Elektronendichte, die diesen Resten zugeordnet weaden Die 5
Hydroxylgruppe des DilgroxycyclopentenyRestesst in derStruktur |6singsmittelexponiert

und an keinen spezifischen Wechselwirkungen beteiligt.

Auch unter Verwendung des Additivs TEW konnten Kristalle der Maa$ im Komplex mit

Queuin hergestellt werderMithilfe der TEWhaltigen Bedingung war es mdglich, die
Komplexstrukar (PDB-Code: 70W2) mit Queuin durch KeKristallisation zu erhalten. Die
entsprechende Struktur wurde mit einer moderaten Aufloésun@ &@hA bei einem Rwert

von 21,1% sowie einem freien MVert von 23,8 % bestimmt. Im Vergleich zu der bereits
beschriebeen Struktur, welche durcBoakingerhalten wurde, lassen sich praktisch keine
Unterschiede bezuglich der Konformation des Queuins sowie der umgebenden Bindetasche
beobachtelisieheAbbildung 38).

Abbildung 38 Uberlagerungzweier Komplexgrukturenmit Queuinin Ab- und Anwesenheit von
TEW. Die Struktur mit tetragonaler Symmetrie ohne TEW wurde durctdshout/SoakingMethode
hergestellt (Grau, PDEode:70V0Q). Die Struktur mit hexagonaler Symmetrie in Anwesenheit von
TEW wurde durch di#ethode deKo-Kristallisation(magenta, PDECode:7OW2) erhalten. Es lassen
sich unter Beriicksichtigung der Auflésung von &, bzw. 2,6A keine signifikanten Unterschiede
erkennen.
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Somit konnte die Bindungspose von Queuin durch zwei unterschiedliche Bedingungen bestatigt
werden. Dies stellt ein starkendiz dar, dass die gezeigte Struktur die nativen Bedingungen
reprasentiertAufgrund der geringen Qualitdt der Elektronendichtekarte der -haltigen
Struktur kdnnen die Interaktionen zwischen Serl164 der QTRT1 undHigirdxylgruppe von

Queuin nicht endeutig charakterisiert werden. Bemerkenswert ist allerdings, dass fur Ser164
sowie die angrenzenden Thr165 und Vall66 ausreichend Elektronendichte vorhanden war, um
die Reste eindeutig zu positionieren, wahrend diese in derStqpitur nicht definierbar

waren.

Die diskutierten Kristallstrukturen liefern keine offensichtliche Erklarung fir die Bedeutung
der Doppelbindung innerhalb dBshydroxycyclopentenyRess von Queuin.

In der von Sievers et al. veroffentlichten und bereits erwahfistallstruktur der humanen

TGT im Komplex mit einem RNASubstraist die U-Helix A, die in den Kristallstrukturen der
MausTGT eine SchleifeiKonformation annimmt, deutlich in Richtung d8ubstratbasen
Bindungstasche verschobéfl. Die Uberlagerung der Kristallstruktur der Mat&T im
Komplex mit Queuin und der Kristallstruktur der menschlichen TGT im Komplex mit einem
RNA-Molekuil deutet darauf hin, dass das Quesiubstrat in Gegenwart der tRNA tief in einer
Tasche vergraben ist, welche die Substratbase eng umschlief3t. In dieser Konforeration d
UHelix A geht die Seitenkette von Vall12, die in den QTRJftereinheiten konserviert ist,
offensichtlich VarderWaalsWechselwirkungen mit dem DihydroxycyclopenteRgst von
Queuin ein. Infolgedessen scheint die Substratbase abgesehen von derylgigpen des
DihydroxycyclopentenyRestes fast vollstandig vom umgebenden Lésungsmittel abgeschirmt
zu sein.Bemerkenswert ist, dass Valll2 in der katalytischen Untereinheit der eukaryotischen
TGT keine Rolle zu spielen scheint. In allen bakteriellen $@iit bekannter Sequenz ist es
durch einen sperrigeren Rest ersetzt, die vermutlich ungiinstige Wechselwirkungen mit dem
Substituenten eines potenziell gebundenen Quidwoilekiils erzeugen. Vall12 kdnnte also ein
bisher unbemerktes Spezifitdtsmerkmal desldalkasensubstrats sein.
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3.4. Polyoxometallate in den Strukturen des MausIGT Heterodimers

Im Rahmen dieser Arbeivurden verschieden&ristallbedingungenidentifiziert, die das
AndersoREv ans Pol yoxometallat (im Fol gecdehen ATE\
enthielten.Lediglich zwei unterschiedliche Kristallbedingungen fiihrten zu Datensatzen mit

einer Auflésung von mindestens 3. Anhand der Bedi nnguMES JBPer
pH 6,4, 200mM (NH4)2SQy, 35 % w/v Pentaerythritolethoxylgi5/4 EO/OH))wurde der
streufahigsteKristall im Rahmen des MarXté&creenggewonnen. Diese Bedingung konnte
inhousenicht in vergleichbarer oder besserer Qualitat reproduziert werden (siehe Ra#itel
Stattdessen war es moglich, die Bedingung JCSG Core 11In¢M Natriumkaliumphosphat

pH 6,8,200 MM NaCl, 14 % w/v PEG1000 1 mM TEW) reproduzierbar zu etablierdm

Rahmen dieser Arbeit wurde je dxatenstzdieser beiden Bedingungen néher untersucht.

Das Additiv TEW ist eirPolyoxowolframat ([TeWO24]*) und wurde ausfihrlich voRompel
et al. beschriebeff&-67]

Abbildung 39: Stabchendarstellung des PolyoxometalfEWES! [TeWsO.4]%. Te: ocker, W: blau, O:
rot.

Das zentrale Telluratom bildet dabei eine oktaedrische Geometrie mit den sechs benachbarten
Sauerstoffatomen. Die sechs Wolframatome sind mit jeweils sechs Sauerstoffatomen
verbunden und liegen ebenfalls in einer nahezu oktaedrischen Geometrie ver Wiles

Oktaeder sind so um das zentrale Telluratom angeordnet, dass eine flache Gesamtstruktur
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entsteht®® Insgesamt wurden vier Bindestellen der Polyoxometallate innerhalb der
asymmetrischen Einheit beobach{feDB 70VS), die hier einzeln vorgestellt werden.

Die erste Bindestelle befindeick auf einer Drehachse zwischen zwei Molekilen der hicht
katalytischen Untereinheit QTRT2.

Lys162° /
N
/ I/
\

Abbildung 40: Stabchendarstellung des PolyoxometallBEW [TeWsO24]% (Nr. 1), Te: ocker, W:

turkis, O: rot. CartoonDarstellung der QTRT2 (grin) und Stabchendarstellung der relevanten
Aminosauren (grin), O: rot, N: blad: Darstellungder F&c (30, bl au) un d-Fad@&ir, anoma
gelb) Elektronendichte vor dem EinbaB:. Darstellung der Interaktionen (Wasserdtaficken als

schwarze gestrichelte Linien) zwischen Additiv und Prot@irMit Hilfe der Software APB%? wurde

das elektrostatische Oberflachenpotential des Proteins berechnet (positiv: blau, negativ: rot).
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Sowohl die Differenzelektronendichte als auch die anomale Dichte weisen eine sechsfache
Symmetrie auf, die sehr gut mit der Struktur des TEMIekils Ubereinstimmt. Die
Wolframatome liegen aul3erdem ziemlich genau in der Mitte der jeweiligen anomalen Dichte
Fir das zentrale Telluratom konnte keine anomale Dichte beobachtet werden, was mit einem
im Vergleich zu Wolfram geringeh &Mert von 2,82 (12,52e fur Wolfram) bei der fir die
Messung verwendeten Wellenlange von 0,918400z u er k|l 2ren 1 st .

Die sechsnegativen Ladungen sind tber die zwolf exozyklischen Sauerstoffe delokalisiert.

Aufgrund der hohen negativen Gesamtladung bindet das Additiv erwartungsgeman an einen
Bereich, der eine hohe Dichte an basischen Aminoséuren aufweist. In diesem Fall liegt das
TEW an einer besonderen Position, da direkt durch das Molekil eine Drehachse verlauft. So
Uberlappt das TEW mit seinem eigenen Symmetriedaquivalent. Auch die umgebenden

Aminosauren entsprechen dem QTRNWIalekil sowie dessen Symmetrieaquivalent.

Die exozykischen Sauerstoffe des TEWolekils bilden Wasserstoffbriicken mit den
Seitenkettenstickstoffatomen der beiden Argl66 (3)2 und den Amidsti ckst
beiden Ser110(30) . Di e endstandigen Stickstoffe von
des Vefeinerungsprozesses aufgrund zu geringer Elektronendichte nicht eingebaut werden,
allerdings ist davon auszugehen, dass sie ebenfalls mit demMd®&®¥ul interagieren und
Wasserstoffbriicken ausbilden. In diesem Fall wirden sechs positiv geladene Refstim mit

Additiv wechselwirken, was die hohe Besetzung des I@¥lekils von nahezu 10% (50%

pro asymmetrischer Einheit) erklart.

Mit Hilfe des Programms APB%! wurde das elektrostatische Potential der Oberflache der
Bindestelle berechnet (C Abbildung40). Anhand dieser Darstellung kann einerseits das hohe
positive Potential, welches durch die basischen Aminoséauren an dieser Stelle verursacht wird,
und andeneseits die relativ grofe Kontaktflache zwischen Additiv und Proteinoberflache
erkannt werden. Beide Aspekte unterstreichen ebenfalls, warum die Besetzung des Additivs

hier so hoch ist.
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Das zweite TEWMolekil bindet ebenfalls an einer Kontaktstelle neer asymmetrischer
Einheiten. Die Differenzelektronendichte sowie die anomale Dichte stimmen sehr gut mit der
Struktur des Additivs Uberein. Die Wolframatome besetzen wie im Fall des ersten TEW

Molekils die lokalen Maxima der anomalen DichAdl§ildung41, A).

An der Bindung sind zwei Molekile der QTRT2 sowie ein Molekil der QTRT1 beteiligt.
Insbesondere Arg121 der QTRT2 interagiert sehr stark mit dem TEW. bBber
Stickstoffatome der Seitenkette werden insgesamt drei Wasserstoffbricken, (2,93,, 0

3,1 ) mi t Sauerstoffen des Addi ti vsMoleidlsgebil
Wasserstoffbricken zu den Hauptkettenstickstoffatomen vagi2A (2,4 ) unb7 11 el
35 ) des benachbarten Symmetrie2quivalents d
Beispiel des Tyrl07 (2,4) g e z e imi tnichtdbasischen Aminosaw$eitenketten
ausgebildet werden. Das QTRT1 Molekil koordiniert Uber das Lys241 (2,9 asrdddiva
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Abbildung 41: Stabchendarstellung des PolyoxometallBEW [TeWsO24]% (Nr. 2), Te: ocker, W:

turkis, O: rot. CartoonDarstellung der QTRT1 (grau), QTRT2 (griin) und Stabchendarstellung der
relevanten Aminosauref: rot, N: blauA: Darstellungder F6c (30, bl au) und-Fder ano
56, gel b) EI ekt r on énbDarsteling ader Inevaktiontre(Wassgeistoftbraclen als
schwarze gestrichelte Linien) zwischen Additiv und Prot@irMit Hilfe der Software APB$? wurde

das elektrostatische Oberflachenpotential des Proteins berechnet (positiv: blau, negativ: rot).

Ein Vergleich des elektrostatischen Oberflachenpotentials der Bindestellen des zweiten und des
ersten TEWMolekuls zeigt, dass eerseits die Oberflache des Proteins im Falle des zweiten
TEW-Molekuls weniger stark positipolarisiertist und zum anderen ist die Kontaktflache
deutlich kleiner. Diese Aspekte erklaren auch die im Vergleich zu TEWL1 geringere Besetzung
von TEW2von 42%.





























































































































































































































































































