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1. Zusammenfassung

1.1. Teil I: Ferredoxin-NADP" Reduktase aus Paprika

Die Ferredoxin-NADP" Reduktase (FNR) spielt eine wichtige Rolle in der Photosynthese von

Pflanzen und photosynthetischen Bakterien. Sie dstellt das letzte Enzym  der
Elektronentransportkette der linearen Photosynthese dar und katalysiert die Reduktion von

NADP* zu NADPH. Um die dreidimensionale Struktur der Ferredoxin-NADP" Reduktase aus

Paprika (pFNR) aufzuklaren und einen Einblick in den molekularen Reaktionsmechanismus der
katalysierten Elektronenibertragung zu treffen, wurde zunachgtrdaSen (codiert fir pFNR)
identifiziert und sequenziert. Aus den Blattern der Paprikapflaegsicum annuum Yolo

Wonder wurde die zellulare Gesamt-RNA isoliert und komplementare DNA (Paprika-cDNA)
synthetisiert. Mittels PCR mit degenerierten Oligonukleotiden konntgfdessen identifiziert

und die codierende Region sequenziert werden.fasGen codiert fir ein 362 Aminoséaure
langes Praprotein, das mit einem aminoterminalen Signalpeptid (aal-aa54) synthetisiert wird.
Dieses ermoglicht den Import des Proteins in das Mitochondrium und wird dort vom
nascierenden Polypeptid spezifisch abgespalten. Dadurch entsteht die prozessierte aktive pFNR,
die sich aus den Aminoséaureresten 55 bis 362 zusammensetzt und ein Molekulargewicht von
33177 Da besitzt.

Zu Beginn der Arbeit wurde die pFNR nativ aus den Bléattern der PaprikapiGapsecum

annuum Yolo Wonder gereinigt und kristallisiert. Das entwickelte Praparationsprotokoll umfal3te
drei Chromatographieschritte (Affinitats-, Anionenaustausch- und Hydrophobe Interaktions-
chromatographie) und lieferte 5 mg homogenes Protein pro Kilogramm Pflanzenmaterial. Da die
Proteinausbeute der nativen Prdparation nur gering und das Pflanzenmaterial nicht in
ausreichender Menge vorhanden war, wurde die cDNA der prozessierten pFNR kloniert und
rekombinant inE. coli exprimiert. Die rekombinante pFNR wurde entsprechend dem bereits
entwickelten Praparationsprotokoll gereinigt. Die Ausbeute an homogenem Protein betrug ca. 1,3
mg pro Liter Expressionskultur.

Die Struktur der pFNR konnte durch die Patterson-Suchmethode — mit einem Poly-Ala-Modell
der Kristallstruktur der FNR aus Spinat als Suchmodell - bei einer Aufldsung von 2,5 A gelost
werden. Das pFNR-Strukturmodell wurde bis zu einem kristallographischen R-Faktor von 19,8
% bzw. einem freien R-Faktor von 26,5 % verfeinert. pFNR setzt sich aus zwei unterschiedlichen

Domanen zusammen — der N-terminalen FAD-bindenden Domane und der C-terminaleix NADP
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bindenden Domé&néwo domain Motiv). Die Gesamtstruktur der pFNR ist &hnlich zu der anderer
Mitglieder der Ferredoxin-NADP Reduktase Familie, weicht jedoch in einigen Regionen
deutlich ab. Die Hauptunterschiede betreffen einige variable Loops an der Proteinoberflache
sowie den langen FAD-bindenden Loop (aal67-aal77), der einen Teil der Bindungsstelle der
prosthetischen Gruppe FAD bildet. Die neuartige Orientierung des FAD-bindenden Loops fihrt
zu einer starkeren Wechselwirkung zwischen pFNR und dem Adeninanteil der prosthetischen
Gruppe FAD.

Um einen Einblick in den Reaktionsmechanismus der pFNR-katalysierten Elektronentbertragung
zu erhalten, sollte der Elektronentransferkomplex zwischen pFNR und seinem Redoxpartner
[2Fe-2S]-Ferredoxin | aus Paprika (pFd) kristallisiert werden. [passen (codiert fur pFd)
wurde mittels PCR auf die praparierte Paprika-cDNA identifiziert und sequenziert. Es codiert fur
ein 144 Aminosaure langes Praprotein mit einem aminoterminalen Signalpeptid (aal-aa47), das
nach dem Import ins Mitochondrium von der nascierenden Polypeptidkette abgespalten wird. Die
cDNA des prozessierten pFd (aa48-aal44) wurde Kklonierk. ioli exprimiert und das
rekombinante pFd mittels Affinitats-, Anionenaustausch- und Hydrophober Interaktions-
chromatographie gereinigt. Versuche, den Elektronentransferkomplex zwischen pFNR und pFd
zu kristallisieren, blieben bislang erfolglos. Durbholecular Modeling konnte jedoch das
Strukturmodell des potentiellen Elektronentransferkomplexes zwischen pFNR und dem
Redoxpartner [2Fe-2S]-Ferredoxin | eé§mrulina platensis (sFd) erzeugt werden. Diolecular
Modeling Experimente offenbaren die Bindungsstelle der pFNR fur den Redoxpartner Fd und
zeigen Protein-Protein-Wechselwirkungen im Kompiexface zwischen pFNR und sFd auf.
Anhand des Strukturmodells degemodelten pFNR-sFd-Komplexes lassen sich mdégliche
Orientierungen fir die Seitenkette des C-terminalen Restes Tyr362 ableiten, die in Folge
produktiver Bindung des Substrates NADBurch dessen Nicotinamidring verdrangt wird.
Desweiteren wurden durcMolecular Modeling Strukturmodelle verschiedener produktiver
Gesamtelektronentransferkomplexe zwischen pFNR und den Substraten sFd sowié NADP
erzeugt, wobei unterschiedliche Neuorientierungen der Seitenkette des C-terminalen Tyr362
bertcksichtigt wurden. Basierend auf déalecular Modeling Untersuchungen und vorliegenden
biochemischen Ergebnissen wurde ein Modell fir die Komplexbildung zwischen FNR und den
Substraten Fd und NADP vorgeschlagen und ein Elektroneniibertragungsweg fiir die

Elektronenuibertragung zwischen Fd und FNR abgeleitet.



1. Zusammenfassung — Teil II: Untereinheiten der 19S-Kappe 3

1.2. Telll: Untereinheiten der 19S-K appe

Das 26S-Proteasom ist ein hochmolekularer Protease-Komplex, der aus dem 20S-Proteasom als

zentraler Einheit und zwel 19S-Kappen besteht. Die 19S-Kappen setzen sich aus mindestens 18
verschiedenen Untereinheiten zusammen und dienen dem 26S-Proteasom als Regulatoreinheit.

Sie sind fur die Erkennung Ubiquitin-markierter Proteine, fir deren Entfaltung und
anschlielendes Einschleusen ins proteolytisch aktive Zentrum verantwortlich. Verschiedene
regulatorische Untereinheiten der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms wurden in dieser Arbeit
kloniert, exprimiert und biochemisch charakterisiert. Die ATPase-Untereinheiten YTAL, YTA2,
YTA3, YTAS und SUGL1 der 19S-Kappe a8accharomyces cerevisiae wurden in verschiedene
prokaryontische und eukaryontische Expressionsvektoren einkloniert uriel ooli bzw.
Saccharomyces cerevisiae exprimiert. Die erstellten 19S-ATPase-Expressionssysteme fihrten zu
einer Proteinexpression in Form von Einschluf3koérperchen. Im Cytoplasma der Zellen konnte
keine aktive Form der 19S-ATPasen festgestellt werden. Die denaturierten Proteine wurden aus
den EinschluBkérperchen isoliert und Protokolle zur Proteinrtickfaltung erstellt. Die
rickgefalteten 19S-ATPasen wurden aufgereinigt und biochemisch charakterisiert. Die
spezifische Aktivitat der 19S-ATPasen wurde zu gam®|-mg*-h* bestimmt und ist &hnlich zur
spezifischen Aktivitat der N#&'-ATPase aus Schweineniere. In Losung liegen die 19S-
ATPasen in Form hexamerer Ringe vor. Kristallisationsexperimente, die mit den 19S-ATPasen
durchgefuihrt wurden, ergaben bislang keine Proteinkristalle.

Die humane nicht-ATPase Untereinheit S2 der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms wurde als
Fusionsprotein mit aminoterminaler Glutathion-S-Transferase-Markierung kloniert &doh
exprimiert. Das Enzym wurde durch Affinitdts-, lonenaustausch- und Gelpermeations-
chromatographie gereinigt. Die Ausbeute an homogenem Protein lag bei etwa 1 mg pro Liter
Expressionskultur. Das GST-markierte S2 wurde durch N-terminale Sequenzierung,
Gelpermeationschromatographie und limitierte Proteolyse biochemisch charakterisiert. In Losung
lag das Enzym in monomerer als auch hexamerer Form vor. Beide Enzymformen stehen
miteinander im Gleichgewicht und konnen durch den Einflu3 bestimmter Faktoren - wie Protein-
oder Salzkonzentration - stabilisiert werden. Kristallisationsexperimente mit dem GST-
markierten S2 lieferten verschiedene Bedingungen, unter denen Mikrokristalle sehr geringer
GroRRe erhalten wurde. Eine rontgenkristallographische Charakterisierung der Kristalle war

aufgrund der kleinen Kristallgrof3e bislang nicht moglich.
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2. Einleitung

2.1. Teil I: Ferredoxin-NADP" Reduktase aus Paprika

2.1.1. Photosynthese

Eine charakteristische Eigenschaft von Pflanzen und Cyanobakterien ist ihre Fahigkeit zur
Photosynthese. Bei diesem lichtabhangigen Prozel3 wird i@OKohlenhydraten fixiert
(Gleichung 2-1).

CO, + H,0 U HE - (CH,0) + O (2-1)

Die Photosynthese findet bei Pflanzen in Organellen statt, die man als Chloroplasten bezeichnet.
Sie besitzen eine Innen- und eine Aul3enmembran. Der Innenraum der Chloroplasten enthalt eine
konzentrierte Enzymlésung - das Stoma - in die ein drittes Membransystem eingebaut ist. Dieses
wird als Thylakoidmembransystem bezeichnet und enthalt das lichtabsorbierende Photosynthese-
pigment Chlorophyll (Voet D. & Voet J. G., 1994).

Die Photosynthese findet in zwei Schritten statt. In den sogenannten Lichtreaktionen wird
Lichtenergie durch Chlorophyll eingefangen, um ATP und NADPH zu produzieren. Diese
Produkte werden in den Dunkelreaktionen verwendet, um die Synthese von Kohlenhydraten und
anderen biologischen Molekilen aus £0nd HO anzutreiben. Die Lichtreaktionen der

r Photosynthese finden an zwei
1ol Pill‘h Reaktionszentren der Thylakoid-

membran statt: Photosystem |
= jL‘\Ph Cytochrome

E. (V) Yy, Bsfcomplex TR (PSI) und Photosystem 1l (PSII)
u (Clayton, 1980). Es sind Protein-

komplexe, die zahlreiche lichtab-

HO sorbierende Chlorophyll-Moleku-
ol "My
ps le und weitere Pigmente enthal-
Abb. 2-1: Das Z-Schema der linearen Photosynthese. PS1 und PS2 ten. PSI und PSII treiben Elektro-
stellen die Reaktionszentren der Thylakoidmembran dar. Durch .
Absorption von Lichtenergie werden sie in den angeregten nen von HO zu NADPH. Dies
Singletzustand Uberfuhrt, der durch * reprasentiert wird. Weitere .

Abkiirzungen: Ph, Pheophytina@nd @, die beiden Quinone des Wird im sogenannten Z-Schema
Photosystems; Pc, Plastocyanin; ¢ Aund A, zwei

Elektronenakzeptoren des PS1; Fd, Ferredoxin (Prince R. C., 1996).der Photosynthese = veranschau-
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licht (Abb. 2-1). Beide Reaktionszentren sind elektrisch in Serie geschaltet, wodurch gentigend
elektromotorische Kraft entwickelt wird, um die Elektronen stufenweise von einem
Redoxzentrum zum né&chsten weiterzugeben. Es entsteht eine Elektronentransportkette, bei der
dem Wasser unter Energieaufwand Elektronen entzogen und auf'NA@Rragen werden. An

den Reaktionszentren PSI und PSIlI wird der Elektronentransport durch Absorption von
Lichtenergie angeregt (Ort D. R. & Yocum C. F., 1996). Die gesamte Elektronentransportkette
der Lichtreaktionen besteht neben PSI und PSIlI noch aus weiteren Bestandteilen: Dem
Cytochrom b/f-Komplex, einem Aggregat aus integralen Membranproteinen, welches die beiden
Cytochrome k3 und f enthélt, sowie mehreren mobilen Elektronentubertrdgern wie Plastochinon,
Plastocyanin und Ferredoxin (Prince R. C., 1996).

Die photosynthetischen Dunkelreaktionen der Pflanzen und Cyanobakterien werden von
Enzymen im Stoma katalysiert. @@ird unter Verwendung des erzeugten NADPH (Endprodukt
der Lichtreaktionen) durch die Reaktionen des Calvin-Zyklus fixiert. Aus einem Zyklus geht
effektiv ein Molekil GAP (Glycerinaldehyd-3-Phosphat) als Produkt hervor, welches zur
Synthese von Kohlenhydraten, Aminoséuren und Fettsauren verbraucht wird (Voet D. & Voet J.
G., 1994).

2.1.2. DasEnzym Ferredoxin-NADP" Reduktase

Das Enzym Ferredoxin-NADPReduktase (FNR) gehort zu einer Familie von Flavoproteinen,

die in hoheren Pflanzenarten, eukaryontischen Algen und photosynthetischen Bakterien
vorgefunden wird (Carrillo N. & Vallejos R. H., 1987). Dieses Flavoprotein ist eine
membrangebundene Komponente des photosynthetischen Elektronentransportsystems und stellt
das letzte Enzym der Elektronentransportkette dar (Abb. 2-1). Es katalysiert die Reduktion von
NADP"* zu NADPH entsprechend folgender Gesamtreaktionsgleichung (Gleichung 2-2):

2 Fde+ NADP + H* OEYF 5 g+ NADPH (2-2)

Bei dieser Reaktion Ubertragen aufeinanderfolgend zwei Molekiile des Einelektronenibertragers
[2Fe-2S]-Ferredoxin | (Fd) jeweils ein Elektron auf ein Molekil NADRur Katalyse der
Reaktion, die in zwei Teilreaktionen unterteilt werden kann, verwendet FNR die redoxaktive

prosthetische Gruppe FAD (Flavin-adenin-dinukleotid, oxidierte Form).

Teilreaktion 1: Fde+ FAD 0D~ Fq + FADH (2-33)
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Fde + FADH 0P~ Fq + FADH, (2-30)
Teilreaktion2:  FADH,+NADP* OB~ FAp+ NADPH + H* (2-4)

Teilreaktion 1 setzt sich aus zwei aufeinanderfolgenden Einelektronenibertragungsreaktionen
zusammen (Gleichungen 2-3a und 2-3b). Zunachst Ubertragt das erste Molekul Fd ein Elektron
auf das FNR-gebundene FAD, wobei die radikalische oder Semichinon-Form ‘Fehi3téht.

Durch die Ubertragung eines weiteren Elektrons durch das zweite Molekil Fd wird das
entstandene FADHzum FADH, reduziert. In Teilreaktion 2 (Gleichung 2-4) werden nun die

beiden Elektronen des FADH; in einem Schritt auf NADP" (bertragen. Durch Hydridtransfer
zwischen N5 des FADHund C4 des NADP entsteht NADPH. Am Ende der durch FNR-
katalysierten Reaktion liegt das gebundene FAD wieder in der oxidierten Form vor und steht fur
einen neuen Kkatalytischen Zyklus zur Verfigung. Die Details der Kkatalytischen
Reaktionsmechanismen der einzelnen Elektronen-ubertragungsreaktionen sind bisher
weitestgehend unverstanden (Karplus P. A. & Bruns C. M., 1994).

Das Enzym Ferredoxin-NADFReduktase existiert nicht nur in den Chloroplasten von Pflanzen
oder in Cyanobakterien. In verschiedenen Geweben und Organismen, die nicht zur Photosynthese
fahig sind, ist die Ferredoxin-NADPReduktase in Stoffwechselwege - wie Stickstoffixierung

oder Steroidhydroxylierung - involviert (Arakadtial., 1997).

2.1.3. DieProteinfamilie der Ferredoxin-NADP" Reduktasen

Die erste Kristallstruktur einer Ferredoxin-NADReduktase wurde 1991 von Karplus und
Mitarbeitern (Karpluset al., 1991) aus dem Organismus Spinat bei 2,2 A Auflésung aufgeklart.
Vier Jahre spater konnte die Struktur der oxidierten und reduzierten Form der FNR aus Spinat bis
zu einer Aufldsung von 1,7 A verfeinert und der Komplex mit dem kompetitiven Inhibitor 2'-
Phospho-5'-AMP aufgeklart werden (Bruetsal., 1995).

Die Kristallstruktur der FNR aus Spinat setzt sich aus zwei Domanen zusammen, wobei eine fir
die Bindung der redoxaktiven prosthetischen Gruppe FAD und die andere fiir die"NADP
Bindung verantwortlich ist. Die FAD-bindende Doméne besteht aus einem sechsstrangigen
antiparallelenp-Barrel, das an einer der Offnungen von eimeHelix verschlossen ist. Die
NADP*-bindende Doméne wird aus einem fiinfstrangigen paralffeaitblatt gebildet, welches

auf beiden Seiten von mehrer@rHelices umgeben ist (Brumsal., 1995; Karplust al., 1997).
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Dieses charakteristische Strukturmotiv der FNR wird als two-domain Motiv bezeichnet (Abb. 2-

2). Es qilt als struktureller Prototyp fir eine groRe Familie von Flavoproteinen (@bwak)
1993). Zu den strukturell charakterisierten Mitgliedern dieser Proteinfamilie z&hlen die
Phthalatdioxygenase Reduktase (PDR) (Catral., 1992), das FAD-beinhaltende Fragment der
NADPH-abhangigen Nitrat Reduktase (&ual., 1994), die CytochromstReduktase (Nishidet

al., 1995), die NADP-Cytochromsg Reduktase
(Wang et al., 1997) und die Flavodoxin
Reduktase (Ingelmamt al., 1997). All diese
Proteine weisen das charakteristischeo-
domain Strukturmotiv auf. Einige Mitglieder der

Proteinfamilie, wie zum Beispiel die PDR,

besitzen jedoch zusatzliche Domanen, um ihr
FAD-domain NADP-domain katalytisches Spektrum zu erweitern (Coretl
Abb.'2—2: Darstellung des pharakteri+stischen two al., 1992)'
8‘:}?;‘;3'\:']‘2;‘;??95%Tedox'”'NADp Reduktasen 1996 konnten Serre und Mitarbeiter die
Kristallstruktur der FNR ausAnabaena PCC
7119 im Komplex mit dem nativen Redoxpartner NAOfstimmen (Serret al., 1996). Die
Gesamtstruktur desnabaena FNR weist das charakteristische Strukturmotiv der Proteinfamilie
auf. GroRRere strukturelle Unterschiede — im Vergleich mit der Struktur der FNR aus Spinat —
existieren nur in exponierten Bereichen an der Proteinoberflache und in einigen variablen Loops.
Der Redoxpartner NADPist in der vorliegenden Kristallstruktur tiber den 2‘-5‘-Adeninanteil an
das Protein gebunden. Der Nicotinamidanteil, welcher an der Hydridubertragung zwischen FAD
und NADP beteiligt ist, weist nicht ins aktive Zentrum der FNR, sondern ragt in das umgebende
Losungsmittel (Serret al., 1996). In einem Komplex mit katalytisch aktiver Geometrie der
Flavin-Nicotinamid-Wechselwirkung sollte hingegen der Nicotinamidanteil des NARRllel
zum Isoalloxazinring des FAD angeordnet sein, um den Hydridtransfer zwischen beiden
Ringsystemen zu ermoglichen. Folglich spiegelt das vorliegende Strukturmodell lediglich die
Bindungsverhaltnisse des 2'-5‘-Adeninanteils von NADRieder, erlaubt jedoch keine
mechanistischen Aussagen beziiglich des katalytischen Hydridtransfers.
1999 konnten Deng und Mitarbeiter die Struktur der FNR-Mutanten Y308S und Y308W aus dem
Organismus Erbse im Komplex mit dem Redoxpartner NADBBen (Denget al., 1999). Bei
beiden untersuchten FNR-Mutanten war die C-terminale Aminosaure Tyrosin mutiert worden.

Die Strukturmodelle weisen eine produktive Geometrie fiir die NABIRdung auf (Abb. 2-3).



2. Einleitung — Teil I: Ferredoxin-NADPReduktase aus Paprika 8

Der Nicotinamidring des NADP" ist in den
untersuchten Komplexen nahezu paralel zum
Isoalloxazinring des FAD angeordnet. Vergleiche
mit den Strukturen der nativen FNRs aus Spinat und
Anabaena PCC 7119 zeigen, dal3 der
Nicotinamidanteil des NADP den gleichen Platz
einnimmt, wie das C-terminale Tyrosin im nativen

Enzym. Es ist daher wahrscheinlich, dal3 einer

Nicotinamidbindung an das Wildtyp-Enzym die

Abb. 2-3: Ribbon-Darstellung der Struktur _ o )

der FNR-Mutante Y308S im Komplex mit energetisch unglnstige Verdrdangung des C-
NADP*. Die prosthetische Gruppe FAD ist in . .

gelb dargestellt, das Substrat NADP" in griin terminalen Tyrosinrestes vorausgehen muf3 (Deéng

(Denget al., 1999). al., 1999).

2.1.4. Der Redoxpartner [2Fe-2S]-Ferredoxin |

Ferredoxine sind eisenschwefelhaltige Metalloproteine mit einem relativ kleinen
Molekulargewicht (ca. 6-14 kDa). Sie fungieren in einer Vielzahl von unterschiedlichen
biologischen Redoxprozessen, wie Photosynthese, Nitratreduktion und Kohlenstoff- bzw.
Schwefelmetabolismus, als mobile Elektronenlibertrager. Typischerweise enthalten Ferredoxine
ein oder mehrere redoxaktive Eisen-Schwefel-Cluster als prosthetische Gruppe. Die Eisenatome
des Clusters sind Uuber anorganische Schwefelatome verbrickt und werden durch die
Thiolatseitenketten von Cysteinresten des Proteins koordiniert. Bis heute konnten drei
unterschiedliche Arten von Eisen-Schwefel-Clustern kristallographisch charakterisiert werden:
[2Fe-2S]- (Tsukiharat al., 1978), [3Fe-4S]- (Kissingeaat al., 1991) und [4Fe-4S]-Cluster (Freer

et al.,, 1975). Innerhalb dieser Klassen konnen die Ferredoxine abhangig von ihrer
Aminosauresequenz, ihres Reduktionspotentials, ihrer biologischen Herkunft und ihrer
spektroskopischen Eigenschaften in Familien unterteilt werden.

In der Elektronentransportkette der Photosynthese fungieren [2Fe-2S]-Ferredoxine als mobile
Elektronenibertrager. Sie lassen sich in drei Familien unterteilen: Pflanzen-, Vertebraten-, und
Bakterien-Ferredoxine. In pflanzlichen [2Fe-2S]-Ferredoxinen (Abb. 2-4) sind die beiden
Eisenatome des Clusters tetraedrisch koordiniert, wobei der [2Fe-2S]-Anteil nahezu planar ist.
Die koordinierenden Cysteinreste des Proteins zeigen das charakteristische @s»%-Cys-

X20-Cys-Sequenzmotiv (Holdemt al., 1994). Die pflanzlichen [2Fe-2S]-Ferredoxine sind
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Einelektronentubertrdger. Sie kdnnen nur ein Elektron Ubertragen bzw. aufnehmen. Bei der
Reduktion des Di-Eisen(lll)-Clusters (Abb. 2-4) wird das angenommene Elektron in einem der
beiden Eisenzentren lokalisiert, wodurch ein [Fe(ll)-Fe(lll)]-Cluster mit gemischter Valenz
entsteht (Holdest al., 1994).

2.1.5. Die Elektronentibertragung zwischen Ferredoxin-NADP Reduktase

Cys-S -
g //" / S\ .\‘\\\S-Cys e v S//’« / S\ \\\\S'Cys
7 Fe3*\ - Fe3*\ - > ‘Fe3*\ P Fe?
Cys-S s S-Cys cyss? s s s
|:dox Fdred

Abb. 2-4: Koordination des Eisen-Schwefel-Clusters in [2Fe-2S]-Ferredoxinen. S stellt die Sulphide (S*) des
Clusters dar und S-Cys die Schwefelatome der vier koordinierenden Cysteinseitenketten.

und [2Fe-2S]-Ferredoxin |

Intermolekulare  Elektronenibertragungsreaktionen  erfordern  die  Bildung  eines
Ubergangskomplexes, bei dem die beiden Redoxzentren eine optimale Anordnung fiir die
Elektroneniibertragung einnehmen. Obwohl bisher noch nicht viel Gber den Reaktionskomplex
der FNR-katalysierten Elektronenibertragung bekannt ist, konnten umfassende biochemische
Studien (Foustt al., 1969; Medinaet al., 1992; Jelesarowt al., 1993; Schmitzt al., 1998;

Hurley et al., 1999) zeigen, dal3 elektrostatische Wechselwirkungen an der Komplexbildung
zwischen FNR und seinem Redoxpartner Fd beteiligt sind. Daraus wurde ein hypothetisches
Modell fur die FNR-Fd-Komplexbildung abgeleitet (De Pascadisal., 1993): In dem
vorgeschlagenen Reaktionskomplex ist FNR entlang der Kontaktflache der beiden Proteine
Uberwiegend positiv und Fd Uberwiegend negativ geladen. Durch die Wechselwirkung der daraus
entstehenden komplementéren molekularen Dipolmomente werden die beiden Molekile anfangs
aufeinander zugelenkt. Durch anschlieBende Wechselwirkungen zwischen basischen
Aminosaureresten an der Oberflache der FNR und sauren Aminosaureresten an der Oberflache
des Fd wird eine optimale Orientierung der Reaktionspartner erzielt. Krafte mit kurzer
Reichweite, wie hydrophobe Wechselwirkungen, van-der-Waals Kontakte und Wasserstoff-
briickenbindungen, bewirken eine feine strukturelle Anpassung der Redoxpartner, um die

intermolekulare Elektronenibertragung zu optimieren. Dieses hypothetische Modell beruht rein
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auf biochemischen Forschungsergebnissen. Nur eine Kristallstrukturanalyse des Elektronen-

Ubertragungskomplexes kann letztlich detaillierte mechanistische Aussagen liefern.

2.1.6. Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Enzym Ferredoxin-NAR&duktase aus dem Organismus
Capsicum annuum Yolo Wonder (Paprika) untersucht und einen Einblick in den molekularen
Reaktionsmechanismus erhalten werden.

Hierzu sollte zunéchst das Gen, welches firr die Ferredoxin-NAf¥duktase au€apsicum
annuum Yolo Wonder (pFNR) codiert, identifiziert und sequenziert werden. Das Enzym sollte
kloniert, in E. coli exprimiert, prapariert und kristallisiert werden. Die kristallographische
Analyse der pFNR und der Vergleich mit den Ferredoxin-NARRduktasen aus Spinat und
Anabaena PCC 7119 sollte zum Verstandnis dieser Enzyme hinsichtlich Struktur und Katalyse

beitragen.
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2.2. Tdlll: Untereinheten des26S-Proteasoms

2.2.1. Der proteolytische Proteinabbau

Proteine, die z. B. als Biokatalysatoren, Signaltbermittler, kontraktile Fasern oder Gerustsub-
stanzen eine grundlegende Rolle fur die Zellfunktion spielen, unterliegen innerhalb der Zelle
einem standigen Auf- und Abbau. Weitergehende Untersuchungen konnten zeigen, dal3
Proteolyse nicht nur fir die Rickgewinnung von Aminosaurebestandteilen oder den Abbau
abnormaler, d. h. durch Umwelteinflisse, Strahlung oder Hitze geschadigte Proteine wichtig ist,
sondern auch in essentielle Steuervorgdnge der Zelle eingreift. Proteolyse ist beteiligt an der
Regulation der Proteinexpression, der Steuerung metabolischer Wege und spielt eine zentrale
Rolle in der Zellzykluskontrolle. Damit der intrazellulare Proteinabbau keine Gefahr fiir die Zelle
darstellt, muf3 er mit hoher Selektivitat ablaufen. Dies wird von der Zelle in unterschiedlicher
Weise erreicht (Baumeisteral., 1998).

Zum einen wurden im Laufe der Evolution hochaktive, aber unspezifisch agierende Proteasen in
ein spezielles Zellorganell - das Lysosom - eingeschlossen und somit durch eine Membran von
den restlichen Bestandteilen der Zelle getrennt. Selektiver Proteinabbau kann durch Aufnahme
der abzubauenden Proteine in dieses Kompartiment erreicht werden (Bainton, 1981).
Andererseits wurden komplexe proteolytische Systeme entwickelt, die ihre Substratproteine nach
Markierung spezifisch erkennen kénnen. Diese Proteasen, die im Cytoplasma und Zellkern
agieren, bauen reguliert unterschiedlichste Proteine ab und greifen so in essentielle
Regulationsmechanismen der Zelle ein. Proteasomen stellen das wahrscheinlich wichtigste
proteolytische System dieser Art dar (Baumeistel., 1998; Ciechanovest al., 1998). Es sind
Proteinkomplexe aus mehreren Untereinheiten, die eine zylinderformige Architektur aufweisen.
Im Innenraum des zylinderférmigen Proteinkomplexes befindet sich eine proteolytische Kammer
mit unspezifischer Aktivitat. Durch die Offnungen an der Ober- und Unterseite des Proteasoms
kbnnen bereits entfaltete Proteine in die proteolytische Kammer eingeschleust und dort
unspezifisch verdaut werden. Man unterscheidet nach ihrer Gro3e zwei Komplexe, die
entsprechend ihrer Sedimentationskonstanten als 20S- und 26S-Proteasomen bezeichnet werden
(Hilt W. & Wolf D. H., 1995 und 1996).
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2.2.2. Das20S-Proteasom

Beim 20S-Proteasom handelt es sich um ein zylindrisch
geformtes Partikel mit einem Molekulargewicht von ca. 700
kDa, das im Cytoplasma und im Kern der Eukaryontenzelle zu
finden ist (Arrigo et al., 1987). Sowohl in Prokaryonten als
auch in Eukaryonten besteht das 20S-Proteasom aus 28
Untereinheiten (Dahlmann et al., 1989). Prokaryontische

Proteasomen bestehen aus je 14 Kopien zweier

AbD. 2.5 Do Aufbe des 20S. unterschiedlicher, jedoch verwandter Polypeptide o und
Proteasoms (Ferrell et al., 2000). B (Grziwa et al., 1991; Lowe et al., 1995, wahrend
eukaryontische Proteasomen aus je zwei Kopien von 7
verschiedener- und 7 verschiedenef-Untereinheiten bestehen (Zwickt al., 1992). Der
zylinderférmige Proteinkomplex setzt sich aus vier Lagen Uubereinanderliegender Ringe
zusammen, von denen jeder aus sieben Untereinheiten aufgebaut ist (Abb. 2-5). Die beiden
aulleren Ringe bestehen aus dedntereinheiten und die beiden inneren aus den proteolytisch
aktiven 3-Untereinheiten €;3-3-a7). Im Innern des zylinderférmigen 20S-Proteasoms, an der
Grenzflache der beidef-Ringe, befindet sich die katalytische Kammer. Der Zugang zur
Kammer erfolgt durch die Offnung derRinge an der Ober- bzw. Unterseite des Zylinders. Im
20S-Proteasom werden die beiden Offnungen durch Aminosauren der N-Termini der sieben
Untereinheiten dera-Ringe teilweise verschlossen. Dadurch wird gewahrleistet, dafld nur
entfaltete Proteine ins katalytisch aktive Zentrum des 20S-Proteasoms gelangen und abgebaut
werden (Grollet al., 1997; Baumeistest al., 1998).
20S-Proteasome zeigen bis zu funf unterscheidbare Peptid-spaltende Aktivitaten. Sie kénnen
artifizielle Peptidsubstrate an der Carboxyseite von hydrophoben (chymotryptische Aktivitat),
basischen (tryptische Aktivitat) und sauren Aminosauren (PGPH-Aktivitat) spalten. Zwei weitere
unabhangige Peptid-spaltende Aktivitaten schneiden an verzweigten bzw. kleinen hydrophoben
Aminosauren (Cougt al., 1996).

2.2.3. Das26S-Proteasom

Die fehlende proteolytische Substratspezifitdt des 20S-Proteasoms erfordert einen zusatzlichen

Regulationsmechanismus, um selektiv nur markierte Proteine zu entfalten und in Fragmente zu
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zerlegen. Die fur den Abbau vorgesehenen Proteine werden von einem Erkennungssystem durch
eine kovalente Verknipfung mit dem Polypeptid Ubiquitin (76 Aminosauren) markiert. Diese
Ubiquitin-markierten Substrate kdnnen vom 26S-Proteasom erkannt und unter ATP-Verbrauch
abgebaut werden (Hershkbal., 1986; Cowset al., 1996).

Das 26S-Proteasom ist ein hochmolekularer Protease-Komplex mit einer Masse von ca. 1700
kDa. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, daR das 20S-Proteasom als integraler
Bestandteil des 26S-Proteasomkomplexes fungiert (dkaal., 1991). Das 26S-Proteasom
entsteht durch Anfligen von zwei sogenannten 19S-Kappen an beiden Enden des 20S-Zylinders
(Abb. 2-6). Diese zeigen in grober N&herung eine V-formige Struktur und sind um 180°
gegeneinander verdreht assoziiert (Arriggoal., 1988; Vogeset al., 1999). Die 19S-Kappen

setzen sich aus mindestens 18 verschiedenen Untereinheiten zusammen und dienen dem 26S-
Proteasom als Regulatoreinheit. Sie sind fur die Erkennung der Ubiquitin-markierten Proteine,

fur deren Entfaltung und anschlielendes Einschleusen ins proteolytisch aktive Zentrum

195 mS 195 verantwortlich (Tanaka K. & Tsurumi C.,
B kD F20 kL B4 kDb |

1997). Uber das Zusammenwirken und die
einzelnen Aufgaben der Regulatorproteine der
19S-Kappe ist bislang jedoch wenig bekannt.
Nur acht Untereinheiten konnten bisher
ausreichend charakterisiert werden, darunter

sechs ATPasen, die eine Untergruppe der

AAA-Proteinfamilie (ATPases ssociated with

Abb. 2-6: Modell der dreidimensionalen Struktur . oL . .
des  26S-Proteasoms  —  basierend f au & variety of cellular activities) bilden (Rubéb

elektronenmikros-kopischen Aufnahmen und der al., 1997)
Kristallstruktur des 20S-Proteasoms aus v '

Thermoplasma (Voges et al., 1999). Die regulatorische 19S-Kappe ist aus zwei
Unterkomplexen aufgebaut, dem sogenannten
Base-Komplex und dem Lid-Komplex (Glickmasnhal., 1999; Gorbeat al., 1999). Der Base-
Komplex bildet den Teil der 19S-Kappe, der an die beadtinge des zylinderférmigen 20S-
Proteasoms bindet. Er setzt sich aus den sechs ATPasen — SUG1, SUG2, YTAL, YTA2, YTA3
und YTAS — und den zwei gréf3ten Untereinheiten der 19S-Kappe — S1 (Rpn2) und S2 (Rpnl) —
sowie der Untereinheit Rpn10 zusammen. Der Base-Komplex ist fir den ATP-abhangigen Abbau
von nicht Ubiquitin-markierten Zielproteinen verantwortlich. Die Base-Untereinheiten sind
demnach an der Proteinentfaltung und dem anschlieBenden Einschleusen der entfalteten

Polypeptidkette in die katalytisch aktive Kammer des zentralen 20S-Proteasoms beteiligt. Der
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Lid-Komplex bildet den Teil der 19S-Kappe, welcher auf dem Base-Komplex distal zum 20S-
Proteasom angeordnet ist. Er setzt sich aus acht Untereinheiten zusammen — Rpn3, Rpn5, Rpn6,
Rpn7, Rpn8, Rpn9, Rpnll und Rpnl2 - und ist fur die Erkennung und den Abbau der Ubiquitin-
markierten Zielproteine verantwortlich. Base- und Lid-Komplex der 19S-Kappe sind Uber die
Proteine Rpn12 und S1 bzw. Rpnl1l und S2 miteinander verbunden (Gobabe2000; Ferrell

et al., 2000).

2.2.4. Untereinheiten des Base-K omplexes des 26S-Proteasoms

2.2.4.1. Die ATPasen der AAA-Proteinfamilie

Die sechs ATPasen des Base-Komplexes - SUG1, SUG2, YTAL, YTA2, YTA3 und YTAS5 —
bilden eine Untergruppe der AAA-Proteinfamilie (ATPasssoaiated with a variety of cellular
activities). Alle Mitglieder dieser Proteinfamilie weisen ein einzigartiges, gemeinsames
Sequenzmerkmal auf, welches als AAA-Motiv bezeichnet wird (Confalonieri F. & Dugnet M.,
1995). Es besteht aus einer hoch konservierten Sequenz von 230 bis 250 Aminosauren und
beinhaltet die Walker-Motive A und B der sogenannten P-Loop-ATPasen (Patel S. & Latterich
M., 1998). AAA-Proteine besitzen entweder ein AAA-Motiv (Typ 1) oder zwei AAA-Motive
(Typ 11). Aus der Anzahl der Motive IRt sich jedoch die zellulare Funktion der Proteine nicht
ableiten. Allerdings zahlen viele der AAA-Proteine, die an der Organellenbiogenese beteiligt
sind, zu den Typ Il Proteinen, wohingegen alle ATPasen des 26S-Proteasoms nur ein Motiv
aufweisen. Evolutiondr verwandte AAA-Proteine, die an der Katalyse &hnlicher
Stoffwechselwege beteiligt sind, zeigen gewohnlich auch aufl3erhalb des konservierten AAA-
Motivs eine hohe Sequenzhomologie (Beyer A., 1997).

Das charakteristische AAA-Motiv der ATPasen des Base-Komplexes ist an der C-terminalen
Seite der Polypeptidkette lokalisiert. Der N-terminale Bereich der Proteine ist weniger stark
konserviert und beinhaltet ei@oiled Coil Strukturmotiv. Dieses ist fur die Bindung von
Substratproteinen durch das 26S-Proteasom verantwortlich und vermittelt die Wechselwirkung
zwischen den einzelnen ATPasen (Rudial., 1997).

Uber die Funktion der einzelnen ATPasen des 26S-Proteasoms und deren Anordnung im Base-
Komplex ist bisher nur sehr wenig bekannt. Es wird vermutet, dal} die sechs ATPasen einen
heterooligomeren Sechsring bilden, der oberhalb und unterhalb des zylinderférmigen 20S-
Proteasoms mit den beidenRingen wechselwirkt und so die Komplexbildung zwischen den

19S-Kappen und dem 20S-Proteasom zum 26S-Proteasom vermittelt. Verschiedene Funktionen
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wurden fur die ATPasen vorgeschlagen. Durch Hydrolyse von ATP stellen sie die Energie bereit,
die fiur die Assemblierung des 26S-Proteasoms bendétigt wird. Desweiteren sollen sie fir das
Offnen des zylindrisch geformten 20S-Proteasoms verantwortlich sein, welches im freien Partikel
an beiden Enden vollig verschlossen ist. Substratproteine konnten durch die ATPasen gebunden,
entfaltet und ins katalytisch aktive Zentrum eingeschleust werden (Tanaka K. & Tsurumi C. ,
1997).

2.2.4.2. Das Protein S2 (Rpn1l)

Das Protein S2 ist die zweitgro3te Untereinheit der 19S-Kappe und eine Komponente des Base-
Komplexes. Durch Wechselwirkung mit der ATPase YTA5 bindet es auf den hexameren
ATPase-Ring und vermittelt die Wechselwirkung mit dem distal angeordneten Lid-Komplex
(Gorbeaet al., 2000). Genaue Aussagen Uber die regulatorische Funktion des Proteins S2 kénnen

bislang nicht getroffen werden.

2.2.5. Aufgabenstellung

Mit den Kristallstrukturen aud. acidophilum und Saccharomyces cerevisiae lagen bereits
Strukturmodelle fir ein prokaryontisches und ein eukaryontisches 20S-Proteasom vor. Versuche,
die Kristallstruktur eines 26S-Proteasoms aufzuklaren, scheiterten bisher, da die Beweglichkeit
der V-formigen 19S-Kappen offensichtlich zu grof3 ist und somit eine Kristallisation verhindert.
Da bisher nur sehr wenig tber die Funktion und die Struktur der einzelnen Untereinheiten der
19S-Kappe bekannt ist, war das Ziel dieser Arbeit die Klonierung, Expression, Reinigung und

Kristallisation ausgewahlter 19S-Untereinheiten.
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3. Materialien und Gerate

3.1. Oligonukleotide

Oligonukleotide fur die Klonierung der 19S-ATPasen aus Hefe

Die folgenden Oligonukleotide wurden zur Amplifizierung der cDNA der ATPase
Untereinheiten YTAL, YTA2, YTA3, YTAS und SUGL der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms aus

Saccharomyces cerevisiae verwendet. Die eingebauten Restriktionsschnittstellen  sind

eingezeichnet.

YTAL

ytal bamhl_5'
ytal sall 3
ytal(t)_ndel_5*

ytal ndel_5*
ytal hindlll_3'

YTAZ2:
yta2(t)_ndel_5*

yta2_ndel_5*
yta2_xhol_3'

YTA3:
yta3_ndel_5*
yta3_xhol_3'
yta3_bamhl_5'
yta3_ecorl_3"

YTAS:
yta5_bamhl_5'
yta5_sall_3'
yta5 ndel_5*
yta5_xhol_3'

SUG1:

sugl_ecorl_5'
sugl bamhl_3'
sugl ndel_5'

5-CCGCCGCCEGATCCATGGCCACCTTGGAAGAATTGGATGCTCAA-3
5-CCGCCGETCGACTTATTATGCATAAAAGGATACCGATTTCGATTT-3'

5-CCCCATCATCATCATATGCATCACCATCACCATCACATGGCCACCTTG
GAAGAATTGGATGCTCAA-3

5-CCGCCGCCGCCGATATGGCCACCTTGGAAGAATTGGATGCTCAA-3!
5-CCGCCAAGCTTTTATTATGCATAAAAGGATACCGATTTCGATTT-3*

5-CCGCCGCCGCCGATATGCATCACCATCACCATCACATGGAGGAACT
AGG-3'

5-CCACCACCACCACATATGGAGGAACTAGGTATTGTGACACCTGTCGAA-3
5-CCACCACCACTCGAGTTATCATTTGTAGAAGTCGAATTTATCGAC-3'

5-CCGCCGCCGCCGATATGCCACCAAAAGAAGACTGGGAAAAATAC-3!
5'-CCACCACCACTCGAGTTATCAATTATATTGCATATAACGCGATGT-3'
5-CCGCCGCCGCCGGATCCCCACCAAAAGAAGACTGGGAAAAATAC-3!
5-CCACCACCAGAATCCTTATCAATTATATTGCATATAACGCGATGT-3

5-CCGCCGCCEGATCCATGGGACAAGGTGTATCATCTGGACAAGAC-3'
5-CCGCCGGTCGACTCATCACAAGTATAAACCTTCTAAATTTTCCTC-3
5-CCGCCGCCGCCGATATGGGACAAGGTGTATCATCTGGACAAGAC-3!
5-CCACCACCACTCGAGTTATCACAAGTATAAACCTTCTAAATTTTC-3

5-CCGCCGCCEAATTCATGACAGCTGCTGTAACATCCTCC-3
5-CCGCCGCCE&GATCCTCATCACTTGAACAGCTTGGCGAC-3!
5-CCACCACCACCACATATGACAGCTGCTGTAACATCCTCCAATATAGTA-3
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sugl_xhol_3* 5:-CCACCACCACTCGAGTTATCACTTGAACGACTTGGCGACAGAAAT-3"
Oligonukleotide fur die Sequenzierung der 19S-ATPasen aus Hefe

Die folgenden Oligonukleotide wurden flir die Sequenzierung der in entsprechende
Expressionsvektoren klonierten ATPase-Untereinheiten YTAL, YTA2, YTA3, YTAS5 und SUG1

der 19S-Kappe des 26S-ProteasomsSaasharomyces cerevisiae verwendet.

YTAL:

ytal 1 5 5'-CTATGAAACGTGCAGATAAATTCA-3"
ytal 2 3 5-CTTTGAATTTATCTGCACGTTTCA-3"
YTA2:

yta2_1 5 5-ATCGGTATTGACCCTCCTAGGGGT-3"
yta2_2_3' 5-CGTCTTACCGGTACCTGGTGGACC-3'
YTA3:

yta3_1_5' 5-GCTACTCTTGGTATTGATCCACCA-3'
yta3 2 3 5'-CCCATATAATAAGATACCCTTTGG-3"
YTAS:

yta5_1_5' 5'-CCCAAGGGTGTGAATCTTTATGGT-3'
yta5_2_3' 5-CGGGTGCACCATAAAGAATCACAC-3'
SUGL:

sugl 1 5 5-GCTGTCGCACATCACACTGATTGT-3'
sugl 2 3 5-TTGTACCAGTTCCGCACCACTGAC-3"

Oligonukleotide fur die Sequenzierung des pfnr-Gens und des pfd-Gens

Die folgenden Oligonukleotide wurden flur die Identifizierung und Sequenzierung des
codierenden Bereichs dg#nr-Gens und depfd-Gens verwendet. Die degenerierten Primer
dienten zur ldentifizierung des Gens mittels PCR auf préparierter Paprika-cDNA und zur
Einleitung erster Sequenzierungsreaktionen. Die nicht-degenerierten Primer dienten zur
vollstandigen Sequenzierung dpir-Gens sowie depfd-Gens und wurden von den bereits

sequenzierten Regionen des Gens abgeleitet.

degenerierte pFNR-Primer:

fnr_1_5' 5-ATGACNACNGCNGTNACNGCNGCNGTNTC-3'
fnr_2_5' 5'-ATGGCNGCNGCNGTNACNGCNGCNGTNTC-3'
fnr_3_3' 5-TTARTAGACYTCMACGTKCCAYTG-3*

fnr_4_5' 5-TGYCTYCTYAACACMAARATYACYGGNGAYGAYGAYGC-3'
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Erklarungen: R = A/G; Y =CI/T; K=G/T, M= AIC, N = A/IG/CIT

nicht-degenerierte pFNR-Primer:

far 5 5°

far_6_3°

far 7 _5°

fnr_8_3'

far 9 5°

far_10_5°
far_11 5°
fnr_12_5°
far_13 5°
far_14 3
far_15 3
fnr_16_3'
far_17 5
far_18 5°
far_19 3
fnr_20_5°
far_ 21 3
far_22 3
far_23 5°

5-ATGACCACCGCTGTCACCGCCGCTGTT-3'
5-AGCAATTCCAGTTCCAGTACCAAGCATTAT-3*
5-ATTGGTGTGATTGCTGATGGTGTTGATGCC-3'
S-TTCCTCCTTGTAAAGTAGGGAGCTGCTGGT-3
5-AAAAGGCTTGTGTACACCAATGACAAAGGG-3
5-ATGACTACTGCCGTTACTGCCGCCGTT-3'
5-ATGGCCGCCGCTGTTACTGCCGCCGTT-3!
5-ATGACCACCGCTGTGACCGCTGCTGTG-3!
5-ATGGCCGCTGCTGTGACCGCTGCTGTG-3
5-TGTGCCAAGCTTCACCAGGTGCATCAT-3'
5-TTCAGTGCTAAAGACCATGTGCCAAGTTTC-3'
5'-GTATAATCGAAGCTTGTGAGGCTTCCCATT-3'
5-AACTTCCGATTGGACTTTGCTGTGAGCAGA-3*
5-GAAGAACTATGGACTTTGCTCAAGAAA-3'
5-GTGGACTTGGATGAAGGAA-3'
5'-GAGGGAGAGATCCCTTACAGAGAAGGGCAATC-3
5-GATTGCCCTTCTCTGTAAGGGATCTCTCCCTC-3'
5-TTAGTAGACTTCAACGTTCCATTG-3
5-TCAAAGAAAATGGAGGAAGGCGTCACAGTGAACAAGTTTAAGCCTAAG-3

degenerierte pFd-Primer:

fd_1_3"
fd_2_3"
fd_3_5"
fd_4 5

5“TTARGCRGTRAGMTCYTCYTCCTTGTGRGTCTCRAT-3'
5“TTARGCRGTRAGMTCYTCYTCCTTGTG-3*
5-“ATGGCMGCAACCACCACAACA-3'
5-“ATGGCMACCACA-3'

Erklarungen: R = A/G; Y =C/T, M = AIC

nicht-degenerierte pFd-Primer:

fd_5_3"
fd_6_5"
fd_7_3"
fd_8_5'
fd_9_3"
fd_10_5°
fd_11_3'
fd_12_5'
fd_13_5'

5-GCAGTAGGCTCCTCCTCCTTGTGAGTCTCAAT-3*
5-GATCTTCCTTATTCGTGCAGGGCAGGTTCT-3'
5'-ATCAAGAATGTACACATCATCTGGGCA-3'
5-GAGGGATGGGTGCTAACT-3'
5-AGTTAGCACCCATCCCTC-3
5-TGCATGGCTTCATACAAAGTG-3*
5-CACTTTGTATGAAGCCATGCA-3*
5-CCAGATGATGTTTACAT-3
5-TCCAACACCGGCCGCTCTTTGTTCGGACTCAAG-3'
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Oligonukleotide fur die Klonierung der pFNR und der pFd

Die folgenden Oligonukleotide wurden zur Amplifizierung der cDNA der prozessierten FNR und
des prozessierten Fd aus Capsicum annuum Yolo Wonder (ohne precursor) verwendet. Die fur
das Klonierungsvorhaben in die Oligonukleotide eingebauten Restriktionsschnittstellen sind

eingezeichnet.

pENR:

fnr_ndel_5* 5'-CCGCCGCCE&ATATGCAAGTGACCACAGAGGCTCCTGCTAAAGT-3
far_bamhl_3* 5-CCGCCGCCGGATCCTTATTAGTAGACTTCAACGTTCCATTGCTC-3"
pFd:

fd_ndel_5' 5'-CCGCCGCCE&ATATGGCTTCATACAAAGTGAAACTTATCACACC-3
fd_bamhl_3' 5-CCGCCGCCGGATCCTTATTAAGCAGTAAGCTCCTCCTCCTTGTG-3¢
3.2. Plasmide

Fur die Proteinexpression i coli wurden folgende Plasmide verwendet:

pRSET6C, pPRSET6d Invitrogen, Niederlande

pPMAL-c2 New England Biolabs, Schwalbach
PET22b(+), pET26b(+), pET28a(+) Novagen, Inc., Madison, WI, USA
pQE9 Qiagen, Hilden

PGEX-2T, pGEX-5X-1, pGEX-4T-2, amersham pharmacia biotech, Freiburg
PGEX-6P-2

PALTER-1, pALTER-EX2 Promega Corp., WI, USA

Fur die Proteinexpression 8accharomyces cerevisiae wurde folgendes Plasmid verwendet:

PYEX-4T-1 CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA, USA

3.3. Bakterien

Folgende Bakterienstamme wurden bei den molekularbiologischen Arbeiten und bei der

Proteinexpression verwendet:

E. coli DH5a

(CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA, USA)
Genotyp: F, ®80, lacZAM15, recAl, endA1l, gyrA96, thil, hsdR17(r,my"), SupE44, relAl, deoR, A(lacZY A-
argF), U169

E. coli JM 109
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(Invitrogen, Holland)
Genotyp: endAl, recAl, hsdR17(r,m."), SupE44, thil, gyrA, relAl, A(lac-proAB), F‘{traD36, proAB,
lacl9ZAM15}
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E. coli BL21(DE3)

(Novagen, Inc., Madison, WI, USA)
Genotyp: F, ompT, hsdSg, (rsmg*), gal, dem, (DE3)

3.4. Hefen

Der folgende Bakterienstamm wurde bei der Proteinexpression verwendet:

Saccharomyces cerevisiae DY 150

(CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA, USA)
Genotyp: MATa, ura3-52, leu2-3, 112, trpl-1, ade2-1, his3-11, can1-100

3.5. Enzyme, Isolierungskits, Saulenmaterialien und Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Enzyme, Isolierungskits, Séulenmaterialien und

Chemikalien von den Firmen amersham pharmacia biotech (Freiburg), Applied Biosystems
(Weiterstadt), Fluka (Neu-Ulm), Genomed (Bad Oeynhausen), Merck (Darmstadt), New England
Biolabs (Schwalbach), Qiagen (Hilden), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe),

Serva (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

3.6. sonstige Materialien

Amicon, Beverley, MA, USA:
Ultrafiltrationsmembranen, Centricon- und Centriprep-Ultrafiltrationsréhrchen

Biozym, Hessisch Oldendorf:
Eppendorf ReaktionsgefalRe (Fassungsvermogen: 0,5 ml)

Charles Supper Co., Nattrick, MA, USA:
MVD/24 Kristallisationsplatte

Eppendorf Geratebau, Netheler und Hinz GmbH, Hamburg:
Original Eppendorf Reaktionsgeféaf3e 3810 (Fassungsvermégen: 1,5 ml und 2,0 ml)

Grainer und S6hne GmbH und Co. KG, Frickenhausen:
Petrischalen

Harvard-Dental-GmbH, Berlin:
Dentalwachs

ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA:
Linbro tissue culture plates

Millipore GmbH, Eschborn:
PVDF-Membran, Sterilfilter als Spritzenaufséatze, Millex-HA Sterilfilter

W. Muller, Berlin:
Mark-Rohrchen fir réntgenographische Aufgaben

Pall GmbH Filtrationstechnik, Dreieich:
Fluorotrans Transfermembran

Renner GmbH, Dannstadt:
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Einwegspritzen und Einwegkanilen

Roth, Karlsruhe:

Spektropor Dialyseschlauche, Glaskugé=(,5 mm), Silikon6l Rotitherm H250
Sarstedt, Nurnberg:

Halb-Mikro-Kivetten

Whatman Limited, Maidstone, GB:
1MM- und 3MM-Chromatographiepapiere

3.7. Gerate

amersham pharmacia biotech, Freiburg:
FPLC-Chromatographiesystem, SMART-Chromatographiesystem, AKTA-Chromatographiesystem, Flachbrett-
schreiber REC 10

Amicon, Beverley, MA, USA:
Ultrafiltrationszelle
Abimed, Langenfeld:
Pipetten, diverse Schlauchpumpen
Beckmann, Minchen:

Kuhlzentrifuge J2-21 mit den Rotoren JA-10, JA-20 und HB-4, Ultrazentrifuge L7-55 mit den Rotoren 45-Ti und
55,2-Ti

Biomatik GmbH, Miinchen:
Desintegrator S
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen:
Spannungsquelle 1420A, Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell

Eppendorf Geratebau, Netheler und Hinz GmbH, Hamburg:
Zentrifuge 5415C

Evans & Sutherland, Salt Lake City, USA:
ESV-30 Workstation

Fa. G. Heinemann, Schwéabisch-Gmiind:
Branson Sonifier Modell 250
Heraeus Christ, Osterrode:
Biofuge A

Infors AG, Bottmingen, Schweiz:
Schiittelinkubator RKF-125

MARresearch, Hamburg:
Imageplate Detektor
Perkin-Elmer, Weiterstadt:
Spektralphotometer Lambda 17 UV/VIS
Radiometer Copenhagen, Kopenhagen, Danemark:
PHM 82 Standard pH-Meter
Rigaku RU200, Tokyo, Japan:
Drehanodengenerator
Sartorius AG, Gottingen:
Laborwaage LC 2200 S

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterrode:
Kuhlzentrifuge 2K15

Stratagene, Heidelberg:
Robocycler Gradient 96, Elektroporator 1000
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4. Methoden

4.1. Arbeiten mit RNA

Ribonukleasen (RNasen) sind extrem stabile und aktive Enzyme, die nur schwer inaktiviert

werden kénnen. Geringe Mengen an RNase sind bereits ausreichend, um RNA vollstdndig zu
zerstoren. Daher muld beim Umgang mit RNA sehr vorsichtig gearbeitet werden, um die Proben
nicht unabsichtlich mit RNasen zu kontaminieren. Alle im Folgenden zur Isolierung der RNA
verwendeten Gerate wurden bei 260°C fur mehrere Stunden ausgebacken. Falls dies nicht
maoglich war, wurden diese wie auch die verwendeten Lésungen, mindestens 45 min bei 120°C
autoklaviert, um eventuell vorhandene RNasen zu inaktivieren. Nicht-autoklavierbare Losungen

wurden mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandelt und steril filtriert.

4.1.1. Isolierung von RNA aus Blattern der Paprikapflanze

41.1.1. I solierung der zellularen Gesamt-RNA

Die RNA (rRNA, tRNA und mRNA) wurde mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aus frisch
geernteten Blattern der PaprikapflanZ8apsicum annuum Yolo Wonder isoliert. Die
Pflanzenblatter wurden unmittelbar nach dem Ernten in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei —80°C gelagert. 3,5 g des gefrorenen Pflanzenmaterials wurde mit Mdrser und Pistill unter
permanenter Zugabe von flissigem Stickstoff zu einem feinen Puder verarbeitet, in 10 ml Puffer
A Uberfuhrt und mit einem Ultraturrax grindlich homogenisiert. Das Gemisch wurde in ein 50 ml
Falcon-Gefal Uberfihrt, mit 1 ml Puffer B versetzt und kréftig geschittelt. Nun wurde zunachst
10 ml wassergesattigtes Phenol zugegeben, kraftig geschuttelt, mit 2 ml Chloroform versetzt und
nochmals geschittelt. Das Gemisch wurde in Zentrifugenbecher Uberfihrt und zentrifugiert
(Ausschwingrotor (HB-4); 10000 rpm, 30 min, 4°C). Die obere Phase wurde vorsichtig
abgenommen, mit 1 Volumen Isopropanol vermischt und fur 45 min auf —20°C abgekihlt. Nun
wurde das Gemisch zentrifugiert (Ausschwingrotor (HB-4); 10000 rpm, 15 min, 4°C) und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet und in 2 ml Wasser resuspendiert.
Nach Zugabe von 2 ml Chloroform wurde das Gemisch grundlich gevortext und zentrifugiert
(Ausschwingrotor (HB-4); 10000 rpm, 15 min, 4°C). Die obere Phase wurde in ein frisches
Gefal3 uberfihrt und die isolierte zellulare Gesamt-RNA mit 0,1 Volumen einer 3 M

Natriumacetatlosung (pH 6,0) und 3 Volumen Ethanol in einem Ethanol/Trockeneis-Bad gefallt.
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Die geféllte RNA wurde abzentrifugiert (Ausschwingrotor (HB-4); 10000 rpm, 15 min, 4°C), das
Pellet an der Luft getrocknet und in 100 pul Wasser resuspendiert. Die Konzentration der
zellularen Gesamt-RNA wurde durch Absorptionsmessunger\3260 nm bestimmt (Kap.
4.1.2.2.) und die Reinheit durch Formaldehyd-Gelelektrophorese tberprift (Kap. 4.1.2.1.).
Puffer A: 4 M Guanidiniumthiocyanat

25mM Natriumacetat

10mM EDTA (pH 8,0)

0,1M B-Mercaptoethanol
0,5 % (v/v) N-Lauroylsarcosin

Puffer B: 2 M Natriumacetat
pH 4,2

41.1.2. | solierung von mRNA

Viele der eukaryontischen mRNAs enden mit einem Poly-A Schwanz von 20-250
Adenosinnukleotiden, der im Zellkern nach der Transkription an die RNA angehangt wird.
rRNAs und tRNAs, die tUber 95 % der zellularen RNA ausmachen, werden hingegen nicht
polyadenyliert. Diese Tatsache wird bei der Isolierung und Reinigung der mRNA ausgenutzt.
Durch Hybridisierung an Oligo(dT)-Cellulose kann die Poly(MRNA aus der zellularen
Gesamt-RNA isoliert werden. rRNA und tRNA binden nicht und kdnnen leicht von der Matrix
gewaschen werden. In dieser Arbeit wurde mRNA mit Hilfe des Oligotex mRNA Kits aus der
praparierten zellularen Gesamt-RNA (Kap. 4.1.1.1.) isoliert. Die Pr&aparation der mRNA erfolgte
entsprechend den Angaben des Herstellers im BATCH-Verfahren. Die gereinigte mRNA wurde
mit 50 pl Elutionspuffer von der Oligo(dT)-Cellulose eluiert und die Reinheit durch
Formaldehyd-Gelelektrophorese (Kap. 4.1.2.1.) Uberprift. Die Konzentration wurde durch
Absorptionsmessung be+260 nm (Kap. 4.1.2.2.) bestimmit.

4.1.2. Charakterisierungvon RNA

4.1.2.1. Formaldehyd-Gelelektrophor ese

Die Reinheit von RNA-Proben wurde mittels Formaldehyd-Gelelektrophorese Uberprift, die in
Vertikalgelapparaturen durchgefuihrt wurde. Die vertikalen Gele der Grof3e 20 cm x 12 cm x 0,2
cm wurden unmittelbar vor dem Lauf gegossen, wobei darauf geachtet wurde, dafl3 moglichst
RNase-frei gearbeitet wurde. Unter Kochen wurde 1,2 % (w/v) Agarose in Natriumacetatpuffer

geloést und der durch Sieden entstandene Flussigkeitsverlust ausgeglichen. Nachdem die
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Agaroseldsung auf etwa 70°C abgekuhlt war, wurde Formaldehyd bis zu einer Endkonzentration
von 2,2 M zugegeben und das Gel so schnell wie mdglich gegossen. Nachdem das Gel erstarrt
war, wurde es in eine vertikale Elektrophoreseapparatur eingesetzt und diese mit Laufpuffer
versehen. Die zu untersuchenden RNA-Proben wurden mit Ladepuffer versetzt, 10 min bei 75°C
denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Formaldehydgele wurden zunéchst bei einer
Spannung von 100 V betrieben, bis die Proben aus den Auftragstaschen vollstéandig in das Gel
eingelaufen waren. Danach wurde die Spannung auf 150 V erhéht. Nach Beendigung des Laufes
wurden die Gele zunéchst fur 15 min in Ethidiumbromidlédsung und anschliel3end fir 10 min in
Laufpuffer geschwenkt. Durch Bestrahlung mit UV-Lic=254 nm) konnte die Lage der
Banden im Gel durch ihre Fluoreszenz aufgrund der in die RNA interkalierten
Ethidiumbromidmolekile festgestellt werden.
Natriumacetatpuffer: 40 mM  Natriumacetat

2mM EDTA

(2,2 M Formadehyd; wird erst nach dem Schmelzen
der Agarose zugegeben)

pH 4,8

Laufpuffer: 40 mM  Natriumacetat
2mM EDTA

pH 4,8
L adepuffer: 50 % (v/v) Formamid
20 % (v/v) Glycerin
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
0,2 % (w/v) Xylencyanol
2,2M Formaldehyd
40 mM  Natriumacetat

pH 4,8

Ethidiumbromidlésung: 0,5 pg/ml  Ethidiumbromid in Laufpuffer

4.1.2.2. Bestimmung der RNA-K onzentration

Die RNA-Konzentration kann durch Absorptionsmessung bel A=260 nm bestimmt werden. Die
Absorption von 1 AU bei A=260 nm entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Daraus
laRt sich folgende Formel ableiten (Gleichung 4-1):

Crna [Hg/MI] = 40 - Ago (4-1)

Diese Beziehung kann nur angewandt werden, wenn die Konzentrationsbestimmung in Wasser
durchgefiihrt wird. Au3erdem sollten die gemessenen Absorptionswerte groR3er als 0,15 AU sein,

um die Aussagekraft des Mel3wertes zu gewahrleisten.
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4.1.3. cDNA Synthese

Bei der cDNA-Synthese werden die isolierten mMRNASs durch Einsatz von reverser Transkriptase
(RNA-gesteuerte DNA-Polymerase) in Strange komplementarer DNA (cDNA) transkribiert. Das
Enzym benutzt dabei eine RNA-Matrize, ahnelt aber ansonsten der DNA-Polymerase |. Die
cDNA-Synthese wurde in dieser Arbeit mittels AMV-Reverser-Transcriptase durchgefuhrt. Als
Primer wurden Oligo(dT)-Primer und sogenannte Random-Primer verwendet, die eine
Erststrang-cDNA-Synthese der 3'-Enden der Transkripte erlauben. Oligo(dT)-Primer sind
Oligonukleotide mit einer Nukleotidabfolge von 12-18 dTs, die spezifisch an den Poly(A)-
Schwanz von eukaryon-tischer mRNA binden. Der Random-Primer setzt sich aus einem
Hexanukleotidgemisch unter-schiedlicher Sequenz zusammen. Sie binden “zufallig” an die RNA
und fhren zu einem Pool unterschiedlich langer cDNAs. Im Anschlul? an die Erststrang-cDNA-
Synthese wurde die RNA des entstandenen Hybrides mit RNase H verdaut. Die dadurch
entstehenden RNA-OIligo-nukleotide dienen als Primer fur die Gegenstrangsynthese durch DNA-
Polymerase |. Die cDNA-Synthese aus Paprika-mRNA wurde typischerweise nach folgender

Vorschrift durchgefuhrt:

Primer-Hybridisierung: 2,0 ug Poly(A)"-mRNA aus Capsicum annuum Yolo Wonder
1,0 ug Oligo(dT)-Primer
1,0 pg Random-Primer
H,0 ad 13,5 pl

- 2 min bei 68°C, danach 5 min bei RT

Erststrang-Synthese: 13,5ul Primer-Hybridisierungsmix (siehe oben)
0,5ul RNase-Inhibitor (40 Uil)
4,0ul First=Second Strand Buffer [150 mM TRIS, pH 8,0;
50 mM MgClh; 25 mM DTT; 500 mM KCI]
1,0u dNTPs (10 mM)
1,0ul AMV-Reverse-Transcriptase (25 W)

- 5 min auf Eis, danach 1 h bei 42°C

Zweitstrang-Synthese: 20,0ul Erststrang-Synthesemix (siehe oben)
27,5u H,0
8,0ul First=Second Strand Buffer [150 mM TRIS, pH 8,0;
50 mM MgClh; 25 mM DTT; 500 mM KCI]
2,0ul dNTPs (10 mM)
1,2l RNase H (1 Udl)
1,3pl DNA-Polymerase | (5 Yil)

— 1 h bei 15°C, danach 1 h bei 22°C
Zur Reinigung der synthetisierten cDNA wurde der Zweitstrang-Synthesemix mit 90 pl Wasser

verdunnt, zunéchst mit 150 pl Phenol/Chloroform und schlief3lich mit 1 Volumen Chloroform
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extrahiert. Die obere Phase wurde abgenommen und die cDNA unter Zugabe von 10 ug
Glycogen mit 0,1 Volumen 3M Natriumacetatlosung (pH 9,0) und 3 Volumen Ethanol im
Ethanol/Trockeneis-Bad gefallt. Das cDNA-Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, an
der Luft getrocknet, in 2@l Wasser resuspendiert und bei -20°C gelagert. Die Qualitat der
synthetisierten cDNA wurde mittels vertikaler Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 4.1.4.1))
Uberpruft und die Konzentration durch Absorptionsmessunged4#260 nm (Kap. 4.1.4.2.)

bestimmt.

4.1.4. Charakterisierung von cDNA

4.14.1. Vertikale Agarose-Gelelektrophorese

Durch vertikale Agarose-Gelelektrophorese konnen die DNA-Fragmente der synthetisierten
cDNA (konstantes Masse-Ladungsverhéltnis) nach ihrer Grof3e aufgetrennt und so die Qualitat
der cDNA abgeschéatzt werden. Als Gelmatrix wurde ein 1,2 % (w/v) Agarose-Gel verwendet.
Dazu wurde eine entsprechende Menge Agarose in TBE aufgekocht, bis sie sich vollstandig
geldst hatte. Nach Abkuhlen auf etwa 70°C wurden die vertikalen Gele der GréRe 20 cm x 12 cm
x 0,2 cm gegossen und am oberen Ende des Gels mit Hilfe eines Kammes Taschen fir den
Probenauftrag erzeugt. Nach Erstarren des Gels wurde es in eine Vertikalgelapparatur eingesetzt
und am oberen und unteren Ende mit TBE uberschichtet. Die zu untersuchenden cDNA-Proben
wurden mit einem entsprechenden Volumen Probenauftragspuffer versetzt und in die
vorbereiteten Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde zunachst bei einer konstanten
Spannung von 100 V durchgefuhrt, bis die Proben vollstandig in das Gel eingewandert waren.
Danach wurde die Spannung auf 150 V erhoht. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur 15
min in ein Ethidiumbromid-Farbebad eingelegt und anschieRend mit TBE gewaschen. Bei
Bestrahlung mit UV-Licht X=254 nm) konnte nun die Lage der Banden im Gel durch ihre

Fluoreszenz aufgrund der in die DNA interkalierten Ethidiumbromidmolekile festgestellt

werden.
TBE: 90mM TRIS/HCI
90 mM Borséaure
2mM EDTA
pH 8,0
Probenauftragspuffer (6x): 30 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Xylencyanol
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
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Ethidiumbromid-Farbebad: 0,5 pg/ml - Ethidiumbromid in TBE

4.1.4.2. Bestimmung der cDNA-K onzentration

Die Konzentration der cDNA kann entsprechend der in Kapitel 4.1.4.2. beschriebenen DNA-

K onzentrationsbestimmung ermittelt werden.

4.2. Arbeiten mit DNA

Desoxyribonukleasen (DNasen) sind Enzyme, welche die Phosphodiesterbindungen der

Polynukleotidstrange der DNA spalten. Bereits geringe Mengen des Enzyms sind ausreichend,
um DNA-Strange abzubauen. Daher sollte beim Umgang mit DNA vorsichtig gearbeitet werden.
Alle verwendeten Gerate und Losungen wurden 20 min bei 120°C autoklaviert, um eventuell

vorhandene DNasen zu inaktivieren. Nicht-autoklavierbare Losungen wurden steril filtriert.

4.2.1. Renigungund Charakterisierung von DNA

4.2.1.1. Agar ose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente (konstantes Masse-Ladungsverhaltnis) kdnnen mittels Gelelektrophorese nach
ihrer Grof3e aufgetrennt werden. Als Gelmatrix wird dabei abhéngig von der Grol3e der zu
untersuchenden Fragmente ein 0,8 % (w/v) bis 1,2 % (w/v) Agarose-Gel verwendet. Durch
Vergleich mit Fragmenten bekannter Lange (Marker-DNA) kann eine GréRenbestimmung
durchgeftuhrt werden. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in Horizontalgelapparaturen
durchgefiihrt (Sambrooket al., 1989). Zur Herstellung des Agarose-Gels wurde eine
entsprechende Menge Agarose in TAE aufgekocht. Nach Abkuhlen auf etwa 60°C wurde die
Loésung mit Ethidiumbromid (Endkonzentration: Opg/ml) versetzt, in die vorbereitete
Gelapparatur gegossen und mit Hilfe eines Kammes Geltaschen fur den Probenauftrag erzeugt.
Das erstarrte Gel wurde mit TAE Uberschichtet, die DNA-Proben mit einer entsprechenden
Menge Probenauftragspuffer (Kap. 4.1.4.1.) versetzt und in die vorbereiteten Geltaschen
pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 70 V durchgefuhrt. Bei
Bestrahlung mit UV-Licht X=254 nm) konnte die Lage der Banden im Gel durch ihre
Fluoreszenz aufgrund der in die DNA interkalierten Ethidiumbromidmolekile festgestellt

werden.
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TAE: 40mM TRIS/HCI
20mM Essigsaure
1mM EDTA

pH 8,0

4.2.1.2. Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des JETsorb-Kits aus Agarose-Gelen isoliert. Dazu wurde die
DNA-Bande unter UV-Licht (A=254 nm) aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppendorfgefaf}
Uberfahrt und entsprechend den Angaben des Herstellers extrahiert. Die Qualitat der isolierten
DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 4.2.1.1.) Uberprift.

TE-Puffer: 10mM TRISHCI
1mM EDTA

pH 8.0

4.2.1.3. Bestimmung der DNA-K onzentration

DNA absorbiert im ultravioletten Spektralbereich mit einem Absorptionsmaximum=2§0
nm. Die Konzentration doppelstrangiger DNA |a13t sich dabei nach folgender Formel (Gleichung

4-2) berechnen:
\Y,
c[ug/ul] = AzsonmE-lz—o (4-2)

wobei ¢ die gesuchte DNA-Konzentration, V den Verdinnungsfaktor der zu messenden Probe
und Agsonm die Anzahl der beh=260 nm gemessenen Absorptionseinheiten darstellt. Die Probe

wurde in einer UV-durchlassigen Quarzkivette der Dicke 1 cm vermessen.

4.2.1.4. DNA-Sequenzierung

Alle DNA-Sequenzierungen wurden mit der Kettenabbruchmethode (Sahgar, 1977)

durchgefihrt. Ein Sequenzieransatz hatte typischerweise folgende Zusammensetzung:
1,0yl DNA (0,5 pg/ul)
1,0yl Sequenzierprimer (10 pmol/ul)

4,0 ul Big Dye Terminator-Mix
40u H,O

Der Big Dye Terminator-Mix enthielt optimierte Konzentrationen an dNTPs und an den mit

unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Dideoxynukleotiden, sowie eine
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thermostabile DNA-Polymerase. Die Sequenzieransatze wurden in ein 0,2 ml Reaktionsgefald
pipettiert, mit 30ul Mineraldl Gberschichtet und in einefhermocycler 30 Zyklen des folgenden
PCR-Programms unterzogen: 96°C fur 30 s, 50°C fur 15 s und 60°C fur 4 min. Die weitere
Aufreinigung der Sequenzierproben, die Gelelektrophorese mit gekoppelter Detektion der
Fluoreszenzsignale sowie die Auswertung der Fluoreszenzpeaks wurden durch Dr. Marius Boicu

am Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried durchgefthrt.

4.2.2. Vermehrung und Praparation von DNA und DNA-Fragmenten

4.2.2.1. Polymer asekettenr eaktion

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aus genomischer DNA, cDNA oder Plasmiden und zur
Mutagenese von Plasmid-DNA wurde die Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt. Eine PCR
wurde Ublicherweise mit Deep Vent DNA-Polymerase durchgefiihrt und hatte folgende

Zusammensetzung:

15,0yl Primer (5'-Ende, 2 pmall)
15,0ul Primer (3'-Ende, 2 pmagll)
1,0ul DNA-Template (5ug/ul)
1,0pl dNTPs (25 mM von jedem Nukleotid)
4,0 MgSQO, (100 mM)
5,0ul Thermopolpuffer (10x)
1,5ul Deep Vent DNA-Polymerase (2000Wy
7,5ul HO
30,0l Mineraltl zum Uberschichten des Reaktionsansatzes

Der Reaktionsansatz wurde in ein 0,2 ml Reaktionsgefal pipettiert und in Eieemocycler
folgendem PCR-Programm unterzogen:
1) 5 min bei 95°C
2) 30 Zyklen: a) 1 min bei 95°C (Schmelzen der DNA)
b) 1,5 min bei Tanneal (Annealing)
¢) 3,0 min bei 72°C (Elongation)

3) 5 min bei 72°C
4) Reaktionsansatz bei 4°C halten

- Tanneal berechnet sich tiber den A:T und G:C Gehalt der Primer

Die PCR-Ansatze wurden anschlieBend einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen, um
Uberschussige Deoxynukleotide, Primer und Polymerase abzutrennen und das gewiinschte DNA-

Fragment zu isolieren.
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4.2.2.2. Praparation von Plasmid-DNA ausE. coli

Plasmide wurden mit Hilfe der Qiagen Plasmid Kits aus Bakterienzellen isoliert. Das Prinzip

dieser Plasmidisolierung beruht auf alkalischer Lyse der Zellen und Anionenaustausch-
chromatographie, wobei die an das S&aulenmaterial gebundene DNA durch hohe NaCl-
Konzentrationen eluiert wird. Um das Uberschissige Salz zu entfernen und die DNA zu
konzentrieren, wurde diese zunadchst mit Isopropanol im Ethanol/Trockeneis-Bad gefallt, das
Pellet mit eisgekihltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in einem geringen Volumen TE-
Puffer (Kap. 4.2.1.2.) aufgenommen. Abh&angig von der Menge des zu isolierenden Plasmids
wurden unterschiedliche Kits verwendet: Qiagen Plasmid Mini Kit (5 ml Ubernachtkultur),
Qiagen Plasmid Midi Kit (50 ml Ubernachtkultur) und QIlAprep Spin Miniprep Kit (2 ml
Ubernachtkultur). Die mit einer Einzelbakterienkolonie angeimpften Ubernachtkulturen wurden
abzentrifugiert (4000 x g, 5 min, 4°C) und das Bakterienpellet nach Angaben des Herstellers
aufgearbeitet. Die Konzentration der praparierten Plasmid-DNA wurde wie in Kapitel 4.2.1.3.
beschrieben photometrisch bestimmt und der Reinheitsgrad anhand gg#\ A

Absorptionsverhéaltnisses abgeschatzt.

4.2.3. Enzymatische Reaktionen an DNA

423.1. Verdau von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Zur Charakterisierung von DNA oder zur Konstruktion von Plasmiden wurden
Restriktionsverdaus durchgefihrt. Ein Restriktionsansatz wurde meist wie folgt pipettiert:
X il Plasmid (1 pug bis 15 pg DNA)
1,5l Restriktionsenzym (= 1-3 U)
2,0 ul  Restriktionspuffer (10x)

0,5ul BSA (10 mg/ml)
ddH,0 ad 20 pl

- Inkubation bei 37°C fur 1,5-3 h

Die verwendeten Enzyme wurden vom Hersteller mit den dazugehdrigen Restriktionspuffern
bezogen. Fiur analytische Zwecke wurden etwa DNA, fir praparative Zwecke bis zu 1

DNA verdaut. Zur Analyse des Restriktionsverdaus wurde dieser mittels Agarose-

Gelelektrophorese (Kap. 4.2.1.1.) elektrophoretisch aufgetrennt. Bei praparativen Verdaus wurde
das gewilnschte DNA-Fragment aus dem Agarose-Gel isoliert (Kap. 4.2.1.2.). Sollte ein

Doppelverdau durchgefuhrt werden, wurden beide Restriktionsenzyme gleichzeitig in den Ansatz
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pipettiert und ein geeigneter Restriktionspuffer flir den Doppelverdau entsprechend den Angaben
des Herstellers ausgewahlt. Wiesen die beiden Enzyme komplett unterschiedliche

Pufferanforderungen auf, wurde zunéachst ein Einzelverdau mit einem Enzym durchgefihrt, das
Produkt Gber ein Agarose-Gel gereinigt, aus dem Gel isoliert und anschlieend mit dem zweiten

Restriktionsenzym verdaut.

4.2.3.2. Ligation von DNA-Fragmenten

Um zwei DNA-Fragmente kovalent zu verbinden, missen mit Hilfe des Enzyms Ligase aus dem
Bakteriophagen T4 Phosphodiesterbindungen geknipft werden. Dazu ist es nétig, da? mindestens
ein DNA-Ende eine 5-Phosphatgruppe tragt. Ein Ligationsansatz wurde in der Regel wie folgt

pipettiert:

150-300 ng linearisierte Vektor-DNA
x ng Insert-DNA (molares Verhéltnis Insert:Vektor = 4:1)
1,5yl T4-Ligase Puffer (10x)
1,5ul T4-Ligase
ddH,0 ad 154
Der Ansatz wurde wahlweise 3 h bei RT oder 16 h bei 16°C inkubiert. Ein Teil des
Ligationsansatzes wurde dann zum Transformieren kompetenter Bakterien verwendet (Kap.

4.3.2.2.).

4.3. Arbeten mit Bakterien

Bei allen Arbeiten mit Bakterien wurde sorgfaltig auf die Sterilitdt der Arbeitsgerate und Medien
und somit auf die Vermeidung von Kontaminationen durch andere Bakterienstdmme, Phagen
oder Pilze geachtet. Medien, Losungen und Arbeitsgerate wurden 20 min bei 120°C autoklaviert.

Nicht-autoklavierbare Losungen wurden steril filtriert.

4.3.1. Anzucht von Bakterien

43.1.1. Platten- und Glycerinkulturen

Zur Herstellung von Plattenkulturen wurde LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) mit 15 g/l
Bacto-Agar versetzt und autoklaviert. Die Lésung wurde auf ca. 55°C abgekihlt, je nach

Selektionsanforderung entweder mit 1Q8/ml Ampicillin, 12,5 ug/ml Tetracyklin oder 25
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pg/ml Kanamycin versetzt und ca. 5 mm hoch in sterile Petrischalen gegossen. Nach dem
Erstarren wurden die Agar-Platten offen flr 20-30 min zum Trocknen in der Sterilbank gelassen
und steril verpackt bei 4°C bis zu einem Monat gelagert. Zum Ausplattieren von Bakterien aus
Flassigkulturen wurde 10-5001 der Bakterienkultur auf eine Platte pipettiert und mit einem
sterilen Drygalski-Spatel ausgestrichen. Zum Animpfen aus Glycerinkulturen wurde eine sterile
Impfése verwendet. Die Platten wurden zum Austrocknen etwa 15 min bei RT gelagert und dann
umgedreht fur 10-16 h bei 37°C inkubiert. Die bakterienkolonietragenden Platten konnten bei
4°C gelagert noch fir 4-6 Wochen verwendet werden.
Eine langerfristige Aufbewahrung von Bakterien erfolgte mittels Glycerinkulturen. Dazu wurde 1
ml einer stationdren Flissigkultur (Kap. 4.3.1.2.) in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefald
gegeben, mit 0,5 ml Glycerin vermischt und 20 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Kultur
in fliussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
LB-Medium: 10g Trypton

59 Hefeextrakt

10g NaCl
ddH,O ad 11

- autoklavieren (20 min, 121 °C)

4.3.1.2. Flassigkulturen

Zur Herstellung von Flussigkulturen wurde LB-Medium in Ansatzen zu 100 ml, 250 ml, 500 ml
und 1 | in Schittelkolben mit Schikanen - zur besseren Sauerstoffaufnahme der Bakterien -
autoklaviert. Nach dem Abkihlen wurde das LB-Medium je nach Selektionsanforderung mit dem
entsprechenden Antibiotikum versetzt (10@¢/ml Ampicillin, 12,5 ug/ml Tetracyklin oder 25

pg/ml Kanamycin) und mit Bakterien einer Platten- oder Glycerinkultur angeimpft. Die
Flassigkulturen wurden bei RT oder 37°C in einem Bakterienschittler bei einer

Schittelgeschwindigkeit von 140 rpm inkubiert.

431.3. Fermentation von E. coli

a) Expression von pFNR iR. cali

Die cDNA der prozessierten pFNR wurde in den Expressionsvpkib22b(+) (rekombinantes
Produkt: pFNR) kloniert. Transformationskompetente BL21(DE3)-Zellen wurden mit dem
ExpressionsplasmidpET22b(+)-pFNR transformiert. Zwei Schuttelkolben mit je 100 ml

ampicillinhaltigem LB-Medium (10Qug/ml Ampicillin) wurden mit dem Transformationsansatz



4. Methoden 34

angeimpft und fur 12-16 h bei 37°C geschittelt. Fir die Fermentation wurden zwolf
Schittelkolben mit je 1 | ampicillinhaltigem LB-Medium (128/ml Ampicillin) vorbereitet, mit

je 10 ml der Vorkultur angeimpft und bei RT kultiviert. Die Bakterienkulturen wurden bei einer
ODgoo von ca. 0,8 mit 20Qg/ml Ampicillin versetzt und die Proteinexpression durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration: 1 mM) induziert. Nach 5 h Induktionszeit wurden die Zellen durch
Zentrifugation geerntet (4200 x g, 25 min, 4°C), in pFNR-Aufschlu3puffer aufgenommen und bis

zur weiteren Aufarbeitung bei —20°C gelagert.

25mM
150 mM
10 mM
2mM
1mM
5mM

pFNR-AufschluRpuffer:

b) Expression von pFdin E. coli

TRIS/HCI

NaCl

EDTA
[3-Mercaptoethanol
PMSF
Benzamidinhydrochlorid

pH 8,0

Fur die Expression des prozessierten pFdEincoli wurde die codierende cDNA in den

ExpressionsvektopET-22b(+) (rekombinantes Produkt: pFd) kloniert. Transformationskom-

petente BL21(DE3)-Zellen wurden mit dem Expressionsplagii2b(+)-pFd transformiert.

Der Transformationsansatz wurde in einen Schittelkolben mit 200 ml ampicillinhaltigem LB-

Medium (100ug/ml Ampicillin) Gberfuhrt und bei 37°C kultiviert. Fir die Fermentation wurden

zwolf Kolben mit je 1 | ampicillinhaltigem LB-Medium (1Q8g/ml Ampicillin) vorbereitet, mit

je 10 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37°C kultiviert. Betrug diesfpDer Bakterienkulturen

etwa 2,5, wurde 10Qg/ml Ampicillin zugegeben und die Proteinexpression durch Zugabe von

IPTG (Endkonzentration: 0,2 mM) induziert. Die Zellen wurden nach 2 h Induktionszeit geerntet

(4200 x g, 25 min, 4°C), in pFd-Aufschluf3puffer aufgenommen und bei —20°C gelagert.

pFd-Aufschlu3puffer: 50 mM
1 mM
1mM

1mM

Kaliumphosphat
EDTA
[3-Mercaptoethanol
PMSF

pH 7,4

C) Expressionder 19S-ATPasen YTAL YTA2, YTA3, YTA5und SUG1 in E. coli

Zunachst wurden die cDNAs der einzelnen ATPasen in verschiedene Expressionsvektoren

kloniert (Tabelle 4-1). Fur die ProteinexpressiorkEincoli wurden transformationskompetente

BL21(DES3)-Zellen mit dem entsprechenden Expressionsplasmid transformiert (Kap. 4.3.2.2.).
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Tabelle 4-1

Konstruierte prokaryontische 19S-ATPase-Expressionsplasmide und Kultivierungsbedingungen der E. coli
BL 21(DE3)-Expressionssysteme.

ATPase| Expressionsvektor |T[°C] Induktion |Induktions-| rekomb.
(ODGO()) zeit [h] Produkt
pRSET6C-YTA1L 37°C 0,5 6 YTAL
YTAL pRSET6C-Y TAL1(6xHisTag) | 37°C 0,5 6 6xHisYTAL
pGEX-4T-2-YTA1 37°C 0,8 14 GST-YTAL
PQE9-YTAL 37°C 0,8 4,5 YTAL
YTA2: pRSET6C-YTA2 37°C 0,6 16 YTA2
PRSET6C-YTA2(6xHisTag) | 37°C 0,8 6 6xHisYTA2
YTA3: PRSET6C-YTA3 37°C 0,8 6 YTA3
pET22b(+)-YTA3 37°C 0,8 4,5 YTA3
pRSET6C-YTAS 37°C 0,8 6 YTA5
YTAS: PGEX-4T-2-YTA5 37°C 0,6 5 GST-YTA5
pQE9- YTA5 37°C 0,6 4,5 YTAS
SUGL pRSET6C-SUG1 37°C 0,8 6 SUG1
PMAL-c2-SUG1 37°C 0,8 4,5 MBP-SUG1

Ein Schittelkolben mit 200 ml ampicillinhaltigem LB-Medium (1@§/ml Ampicillin) wurde

mit dem Transformationsansatz angeimpft und die Vorkultur Gber Nacht bei 37°C geschiittelt.
Fur die Fermentation wurden zwo6lf Schittelkolben mit je 1 | ampicillinhaltigem LB-Medium
(100 pg/ml Ampicillin) vorbereitet, mit je 5 ml der Vorkultur angeimpft und unter den in Tabelle
4-1 beschriebenen Kultivierungsbedingungen bis zum Induktionszeitpunkt kultiviert. Die
Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration: 1 mM).
Nach der entsprechenden Induktionszeit wurden die Zellen abzentrifugiert (4200 x g, 25 min,
4°C) und das Bakterienpellet in einer entsprechenden Menge Aufschlu3puffer resuspendiert. Die

Zellen wurden, sofern sie nicht sofort im Anschluf3 aufgearbeitet wurden, bei —20°C gelagert.

Aufschlul3puffer: 20mM TRIS/HCI
150 mM NaCl
5mM MgCl,
0,01 % (v/v) Triton X-100
1uM PMSF
5uM Benzamidin
1mM DTT

pH 7,5
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d) Expressionvon S2in E. coli

Zunachst wurde die cDNA der humanen 19S-Untereinheit S2 in die Expressionsvpiairen
2T (rekombinantes Produkt: GST-S2) un@EX-5X-1 (rekombinate Produkt: GST-S2) kloniert.
Fir die Proteinexpression B coli wurden transformationskompetente BL21(DE3)-Zellen mit
dem jeweiligen Expressionsplasmid transformiert (Kap. 4.3.2.2.). Der Transformationsansatz
wurde in einen Schuttelkolben mit 100 ml ampicillinhaltigem LB-Medium (389ml
Ampicillin) Uberfihrt und die Vorkultur 16-20 h bei 37°C inkubiert. Fir die Fermentation
wurden zwolf Schittelkolben mit je 1 | antibiotikahaltigem LB-Medium (fu@dml Ampicillin)
vorbereitet. Diese wurden mit je 2 ml der Vorkultur angeimpft, mitu@/nl ATP versetzt und
bei RT kultiviert. Bei einer OE von 2,0 wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration: 1 mM) induziert. Zusatzlich wurde p@dml Ampicillin und 0,5ug/ml ATP
zugegeben. Die Zellen wurden nach 4 h Induktionszeit abzentrifugiert (4200 x g, 25 min, 4°C), in
S2-AufschluBpuffer resuspendiert und bis zur weiteren Aufarbeitung bei —20°C gelagert.
S2-Aufschlupuffer: 25mM TRIS/HCI

150 mM NaCl

1% (v/v) Triton X-100

100 UM PMSF

2 Tabletten Proteaseinhibitor-Cocktail
1 Spatelspitze Lysozym

1 Spatelspitze DNase
pH 7,5

4.3.2. Arbeiten mit transformationskompetenten Zellen

4.3.2.1. Her stellung transfor mationskompetenter Zellen

a) Kompetente Zellen fur die Hitzeschock-Methode

Zur Herstellung von transformationskompetenten Bakterien fur die Hitzeschock-Methode wurden
50 ml LB-Medium mit 500ul einer entsprechenden Vorkultur (Kap. 4.3.1.2.) angeimpft. Die
Bakterien wurden bei 37°C unter Schutteln bis zu einegpODn 0,5 kultiviert, 5 min auf Eis
inkubiert und abzentrifugiert (4000 x g, 5 min, 4°C). Das Bakterienpellet wurde vorsichtig in 20
ml eisgekihltem TFB | resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert und erneut abzentrifugiert (4000 x
g, 5 min, 4°C). Nun wurde das Pellet in 2 ml TFB |l resuspendiert und die Bakteriensuspension
aliquotiert (Aliquot: 160pl). Die Aliquots wurden 20 min auf Eis inkubiert, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.
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TFBI: 30mM Kaliumacetat

100 MM RbCl

10mM CaCl,

50 mM MnCl,

15 % (v/v) Glycerin

pH 5,8
- Der pH 5,8 wurde mit 0,2 M Essigsaure eingestellt, die Losung
steril filtriert und bei —20°C aufbewahrt.

TFBII: 10 mM PIPES
10 mM RbCI
75 mM CaC}
15 % (v/v) Glycerin
pH 6,5
— Der pH 6,5 wurde mit 1 M KOH eingestellt, die Losung steril
filtriert und bei —20°C aufbewabhrt.

b) Kompetente Zellen fiir die Elektroporation

Die hochsten Transformationsraten werden mit elektrokompetenten Zellen erzielt. Zu ihrer
Herstellung wurde 1 | SOB-Medium mit 1 ml einer entsprechenden Bakterienvorkultur angeimpft
und bei 37°C bis zu einer Q von 0,8 kultiviert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4000 x g,
10 min, 4°C), zweimal mit je 500 ml eiskaltem WB-Puffer gewaschen und schlief3lich in 2 ml
eiskaltem WB-Puffer resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde pd-2iguots unterteilt,
in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewabhrt.
SOB-Medium: 20g Bacto Trypton

59 Hefeextrakt

0,584 g NaCl
0,186g KCl

ddH,Oad 1l

WB-Puffer: 10 % (v/v) Glycerin (steril)

4.3.2.2. Transformation kompetenter E. coli

a) Hitzeschock-Methode

Die transformationskompetent&ncoli Zellen (Kap. 4.3.2.1.) wurden auf Eis aufgetaut, mit 0,1-

1 pg Plasmid-DNA oder 7,pl eines Ligationsansatzes (Kap. 4.2.3.2.) versetzt und 45 min auf
Eis inkubiert. Nun wurde der Ansatz fir 2 min bei 42°C erhitzt (Hitzeschock), kurz auf Eis
abgekdihlt, mit 40Qul LB-Medium versetzt und unter Schuitteln bei 37°C fur 30 min inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen auf LB-Agar-Platten (Kap. 4.3.1.1.) ausplattiert, welche das zur
Selektion erforderliche Antibiotikum enthielten. Die Platten wurden fir 14-20 Stunden bei 37°C

inkubiert.
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b) Elektroporation

Die fUr die Elektroporation vorbereiteten transformationskompetenten Zellen (Kap. 4.3.2.2.)
wurden auf Eis aufgetaut. 40 der Zellen wurden mit 0,01-0jig Plasmid-DNA oder 2l eines
Ligationsansatzes (Kap. 4.2.3.2.) versetzt und auf den Boden einer Elektroporationskivette (1
mm Spaltbreite) pipettiert. Um die Leitfahigkeit der zu transformierenden DNA herabzusetzen,
wurden die DNA Proben zuvor auf Nitrozellulosemembranen gegen steriles, bidestilliertes
Wasser dialysiert. Die Elektroporation wurde in einem Elektroporator bei einer Spannung von
1650 V durchgeflihrt. AnschlieBend wurden die Zellen in @#00B-Medium aufgenommen, bei

37°C unter Schutteln fir 30 min inkubiert und ein Teil des Ansatzegl{(3@O0 pl und 200pl)

auf antibiotikahaltigen LB-Agar-Platten (Kap. 4.3.1.1.) ausplattiert. Die Platten wurden fur 8-16
h bei 37°C inkubiert.

4.4. Arbeten mit Hefen

44.1. Anzucht von Hefen

In der Hefegenetik werden Stamme verwendet, die die Fahigkeit zur Synthese einer bestimmten
Aminosdure oder von Adenin bzw. Uracil verloren haben. In solchen Zellen besteht ein
Selektionsdruck fur Plasmide, die den Stoffwechseldefekt ausgleichen. Die verwendeten
Saccharomyces cerevisiae DY150-Zellen weisen einen defekten Uracil-Stoffwechselweg auf.
Daher muissen alle Kulturen auf synthetischen Medien gezogen werden, bei denen der
Selektionsmarker Uracil fehlt. Die verwendeten Schiittelkolben wiesen zur besseren
Sauerstoffzufuhr Schikanen auf und waren nur zu einem Viertel ihres Fassungsvermogens mit

SC-ura-Medium befullt. Das Medium wurde 20 min bei 121°C autoklaviert.

4.4.1.1. Platten- bzw. Flussigkulturen

a) Medien ohne Selektionsdruck

Fur die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae DY150 (ohne transformiertes

Expressionsplasmid) wurde YEPD-Medium verwendet. Die Flussigkulturen wurden bei 30°C in
einem Schittler bei einer Geschwindigkeit von 200 rpm inkubiert. Zur Herstellung von
Plattenkulturen wurde YEPD-Medium mit Bacto-Agar (34,3 g/l) versetzt und 20 min bei 121°C
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autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der Losung auf etwa 60°C wurden 8 mm dicke Platten

gegossen. Diese konnten bei 4°C fur etwa einen Monat gelagert werden.

YEPD-Medium: 1% (w/v) Bacto Yeast Extract
2% (w/v) Bactopeptone

- autoklavieren und vor Gebrauch folgende
steril filtrierte L6ésung zugeben:
2 % (w/v) Glucose (40 % (w/v) Glucose-Stammldsung)

YEPD-Platten: 350 ml YEPD-Medium
12 g Bacto-Agar

b) Medien mit Selektionsdruck

Zur Proteinexpression in Saccharomyces cerevisiae DY 150-Zellen wurde der eukaryontische
Expressionsvektor pYEX-4T-1 verwendet. Nach Transformation in kompetente DY 150-Z€llen

wurden diese in SC-ura-Medium bei 30°C unter Schutteln kultiviert. Zur langerfristigen
Lagerung der plasmidtragenden Zellen wurden diese auf SC-ura-Platten ausgestrichen und
konnten bei 4°C fur etwa vier Wochen gelagert werden. Zur Herstellung von SC-ura-Platten
wurde SC-ura-Medium mit 40 g/l Bacto-Agar versetzt und 20 min bei 121°C autoklaviert. Nach

dem Abkuhlen der Lésung auf etwa 60°C wurden 8 mm dicke Platten gegossen.

SC-ura-Medium: 40,29 YNB (30,0 g (NH,),SO4; 10,2 g YND)
12,0g DO-6AA
ddH,O ad 6|

- autoklavieren und vor Gebrauch folgende steril filtrierte
Lésungen zugeben:
300 ml 40 % (w/v) Glucoselésung
90 ml 5,6 g/l Adeninlésung
38 ml 12,5 g/l Histidinlésung
62 ml 13,2 g/l Leucinlésung
28 ml 17,9 g/l Lysinlésung
40 ml 8,0 g/l Tryptophanlésung

SC-ura-Platten: 4,09 YNB (3,0 g (NH),SOy,; 1,02 g YND)
1,2g DO-6AA
12,0 g Bacto-Agar
ddH,O ad 300 ml

- autoklavieren und vor Gebrauch folgende steril filtrierte
Lésungen zugeben:
30 ml 40 % (w/v) Glucoselésung
1,2ml 5,6 g/l Adeninlésung
1,2ml 12,5 g/l Histidinldsung
3,6 ml 13,2 g/l Leucinlésung
1,8ml 17,9 g/l Lysinldsung
2,4ml 8,0 g/l Tryptophanlésung
- gut mischen und 8 Platten giel3en
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DO-6AA: 2,0g L-Alanin 2,09 L-Isoleucin
2,0g L-Arginin 2,0g L-Phenylaanin
2,0g L-Asparagin 2,0g L-Prolin
2,09 L-Asparaginsaure 2,0g L-Serin
2,09 L-Cystein 2,0g L-Threonin
2,0g L-Glutamin 2,0g L-Tyrosin
2,0 g L-Glutaminsaure 2,0g L-Valin
2,0g L-Glycin 2,0 g myo-Inositol
2,0g L-Methionin 0,29 PABA

- sehr gut mérsern und in Flasche aufbewahren

4.4.1.2. Fermentation von Saccharomyces cerevisiae

Fir die Proteinexpression in Hefe wurde die YTA3-cDNA in den eukaryontischen
ExpressionsvektopYEX-4T-1 kloniert. Das ExpressionsplasmmiEX-4T-1-YTA3 wurde in
transformationskompetente DY 150-Zellen transformiert (Kap. 4.3.2.2.), der Ansatz auf einer SC-
ura-Platte ausgestrichen und 2-3 d bei 30°C inkubiert. Zwei Schiittelkolben mit je 50 ml SC-ura-
Medium wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft, wobei die Zellen durch kurzes Vortexen der
Schittelkolben vereinzelt wurden. Die Vorkulturen wurden bei 30°C und kréaftigem Schitteln far
24-36 h kultiviert. Fur die Fermentation wurden zwolf Schittelkolben mit je 500 ml SC-ura-
Medium vorbereitet, mit je 5 ml der Vorkultur angeimpft und 24 h bei 30°C unter Schiitteln
inkubiert. Die Zellen wurden kolbenweise abzentrifugiert (500 x g, 20 min, 4°C), das
Uberstehende Medium fast vollstandig verworfen und die pelletierten Zellen im verbleibenden
Medium resuspendiert. Zwolf frische Schuttelkolben mit je 500 ml SC-ura-Medium wurden
vorbereitet. Mit den resuspendierten Zellen eines Kolbens wurde jeweils wieder ein neuer
Schittelkolben angeimpft und die Zellen 2 h bei 30°C unter Schiitteln inkubiert. Nun erfolgte die
Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von Gu@&ddkonzentration: 0,5 mM). Nach
einer Induktionszeit von 3 h wurden die Zellen durch Zentrifugation (500 x g, 20 min, 4°C)
geerntet, noch ein- bis zweimal in-Buffer gewaschen und bis zur weiteren Aufarbeitung
bei —20°C gelagert.
D;-Puffer: 25mM TRIS/HCI
150 MM NaCl
5mM MgCl,
20 % (w/v) Glycerin
100 UM ATP

1uM PMSF
5uM Benzamidin
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4.4.2. Arbeten mit transfor mationskompetenten Hefen

4.4.2.1. Herstellung transfor mationskompetenter Hefezellen

Zur Herstellung transformationskompetenter Hefezellen wurden 20 ml Y EPD-Medium mit einer

DY 150 Kolonie angeimpft, die Zellen durch Vortexen des Schittelkolbens vereinzelt und 16h bei
30°C unter Schiitteln inkubiert. Ein Kolben mit 20 ml YEPD-Medium wurde nun mit 1 ml der
Vorkultur angeimpft und bei 30°C bis zu einer von 0,2-0,4 kultiviert. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (500 x g, 15 min, 4°C), das Zellpellet in 2 ml LiAc-TE resuspendiert und erneut
abzentrifugiert (500 x g, 15 min, 4°C). Nun wurde das Pellet in 1 ml LiAc-TE resuspendiert und
wieder abzentrifugiert (500 x g, 15 min, 4°C). Das Zellpellet wurde schlielich in 1 ml
Sorbitol/LiAc-TE resuspendiert, in ein Eppendorfgefal? tberfihrt und 1,5 h bei 30°C unter
Schutteln inkubiert. Die transformationskompetenten Zellen wurden in flussigem Stickstoff
schockgefroren und konnten bei —80°C gelagert werden.

LiAC-TE: 0,1M LiAc

10mM TRISHCI
1mM EDTA

pH 7,5 (steril filtriert)

Sorbitol/LiAc-TE: 1 Volumeneinheit 3M Sorbit
2 Volumeneinheiten LiAc-TE

- steril filtriert

4.4.2.2. Transformation kompetenter Saccharomyces cerevisiae

Die transformationskompetenten YD150 Zellen wurden im Eisbad aufgetaut, abzentrifugiert
(3500 rpm, 1 min, 4°C) und in 150 Transformationslosung resuspendiert. b Plasmid-
DNA wurde zum Ansatz pipettiert und dieser bei 30°C fir 1 h inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml
PEGI/LiAc-TE wurde 1 h bei 30°C sowie 5 min bei 42°C inkubiert. Die Zellen wurden
abzentrifu-giert (3500 rpm, 30 sec, 4°C), das Zellpellet mit 1 ml Sorbitol/YNB gewaschen, in 200
pl Sorbitol/YNB resuspendiert und auf SC-ura-Platten (Kap. 4.4.1.1.) ausgestrichen. Die
Kulturplat-ten wurden 2-3 d bei 30°C inkubiert und konnten bei 4°C bis zu sechs Wochen
gelagert werden.
PEG/LIAC-TE: 40 % (w/v) PEG 3000

0,1M LiAc

10mM TRIS/HCI
1mM EDTA

pH 7,5
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- steril filtriert
Sorbitol/YNB: 1M Sorbit
0,5% (W/V) (NH4)2$O4
0,17 % (w/v) YNB
2% (w/v) Glucose

- steril filtriert

Transformationslosung: 70yl LiAc-TE
30 ul 3M Sorhitol
50 Il denatured salmon testes DNA

45. Arbeten mit Protaeinen

45.1. Charakterisierungvon Proteinen

45.1.1. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sollte die Reinheit eines Proteinkomplexes bzw. dessen Molekulargewicht abgeschatzt werden,
wurde eine native Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefihrt. Das Polyacrylamid-Gel wurde
aus einem 8 %igen Trenngel und einem 3 %igen Sammelgel gegossen. Die Zusammensetzung
der Gelldésungen fur ein natives Gel sah folgendermalien aus:
Trenngel: 8,0ml H,O

2,8ml 2M TRIS/HCI (pH 8,8)

4,0ml Acrylamidlésung (30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v)

Bisacrylamid)

40,0pl Ammoniumperoxodisulfatiésung (10% (w/v) APS in®)
10,0l TEMED

Sammelgel: 3,8ml HO
0,625 ml 1 M TRIS/HCI (pH 6,8)
0,5 ml Acrylamidlésung (30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v)
Bisacrylamid)
50,0ul Ammoniumperoxodisulfatlésung (10% (w/v) APS in®)
15,0ul TEMED

Die Proteinproben wurden mit einem Volumenaquivalent Probenauftragspuffer vermischt und in
die Probenauftragstaschen des mit Laufpuffer dberschichteten Gels aufgetragen. Zur
Molekulargewichtsbestimmung wurde ein Proteinlangenstandard auf das Gel aufgetragen. Der
Gellauf wurde bei einer konstanten Stromstérke von 25 mA durchgefiihrt. Nach Beendigung des
Laufes wurden die Gele entweder mit Coomassie Brilliant Blue (Kap. 4.5.1.4.) oder Silbernitrat

gefarbt (Kap. 4.5.1.4.).

Laufpuffer: 200mM TRIS/HCI
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200mM Glycin

Probenauftragspuffer (2x): 200mM TRIS/HCI (pH 6,8)
200mM Tricin
0,2 % (w/v) Bromphenolblau
20 % (w/v) Glycerin

45.1.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

Zur Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde die diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefihrt. Je
nach Molekulargewichtsbereich der zu trennenden Proteine wurden Minigele bestehend aus 10-
16 %igen Trenngelen und 5-3 %igen Sammelgelen in einer Apparatur zu je acht Gelen gegossen.
Die Zusammensetzung der Gellésungen (12 % Trenngel, 5 % Sammelgel) fur acht Gele sah

folgendermal3en aus:

Trenngel (12 %): 17ml 2M TRIS/HCI (pH 8,8)
36 ml Acrylamidldsung (30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v)
Bisacrylamid)
26 ml H0
0,9 ml SDS-L6sung (10 % (w/v) SDS in®l)
200pl Ammoniumperoxodisulfatlésung (10% (w/v) APS in®)
70ul TEMED

Sammelgel (5 %): 56 ml 1M TRIS/HCI (pH 6,8)
7,5 ml Acrylamidldésung (30 % (w/v) Acrylamid und 0,8 % (w/v)
Bisacrylamid)
31,2ml HO
0,45 ml SDS-L6sung (10 % (w/v) SDS in®)
200l Ammoniumperoxodisulfatiésung (10% (w/v) APS in®)
704l TEMED

Die Proteinproben wurden mit einem Volumenaquivalent Probenauftragspuffer vermischt, 3 min
bei 96°C inkubiert und auf das mit Laufpuffer Gberschichtete Gel aufgetragen. Der Gellauf wurde
bei einer konstanten Stromstarke von 35 mA durchgefuhrt. Nach Beendigung des Laufes wurden
die Gele entweder mit Coomassie Brilliant Blue (Kap. 4.5.1.4.) oder Silbernitrat gefarbt
(Kap.4.5.1.4.).

Laufpuffer: 25mM TRIS/HCI
250 mM  Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Probenauftragspuffer (2x): 100mM TRIS/HCI (pH 6,8)

200mM DTT
4% (wlv) SDS
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0,2 % (w/v) Bromphenolblau
20 % (w/v) Glycerin

45.1.3. Western Blotting

Zur immunspezifischen Charakterisierung oder zur N-terminalen Sequenzierung von Proteinen
missen diese aus dem Polyacrylamid-Gel auf eine zugangliche Matrix Uberfihrt werden. Dieser
Vorgang wird als Blotten bezeichnet. Wie bei der Gelelektrophorese wird auch hier die
Bewegung negativ geladener Molekiile (Protein assembliert mit SDS-Molekilen) zur Anode in
einem elektrischen Feld ausgenutzt. Der sog. Semi-Dry-Blot erlaubt einen sehr schnellen
Transfer der Proteine bei sehr geringen Puffermengen. Der Blotvorgang findet in einer
Blotkammer statt. Die PVDF-Blotmembran (Gro3e entspricht der Grol3e des zu blottenden
Gelstiickes) wurde vor Gebrauch zunadchst kurz in Methanol und dann in Transferpuffer
eingelegt. Ein Stapel 3MM-Papier wurde mit Transferpuffer durchtrénkt und auf die Anode der
Blotkammer gelegt. Darauf wurde die Blotmembran, das Polyacrylamid-Gel und abschlieRend
ein zweiter Stapel aus pufferdurchtrénkten 3MM-Papier angeordnet. Vorhandene Luftblasen
zwischen den einzelnen Schichten des Stapels wurden vor dem Start des Blotvorgangs mit Hilfe
einer Walze oder eines Glasstabes entfernt. Der Blot wurde bei konstanter Stromstarke von 60
mA fur 3 h durchgefihrt. Nach Beendigung des Blotvorgangs wurde die Membran mit
Coomassie Brilliant Blue (Kap. 4.5.1.4.) gefarbt und an der Luft getrocknet.
Transfer puffer: 39mM Glycin

0,0037 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Methanol
48 mM TRIS/HCI

pH 8,3

45.1.4. Proteinfarbung

a) Silberfarbung von Polyacrylamid-Gelen

Sollten sehr geringe Proteinmengen auf dem Polyacrylamid-Gel nachgewiesen werden, wurde
eine Silberfarbung des Gels durchgefihrt. Dazu wurde das Polyacrylamid-Gel 1 h in Fixierlésung
sowie 1-12 h in Inkubationslésung inkubiert, dreimal je 10 min mit.@digewaschen und
anschlieBend 30 min in Silbernitratibsung gefarbt. Die Entwicklung erfolgte mit Carbonatlésung,
bis die gewlnschte Farbintensitat der Gelbanden erreicht war und wurde mit EDTA-L6sung
(18,6 g/l) abgestoppt. Alle Inkubationen wurden auf einem Schuttler durchgefthrt.

Fixierlésung: 300 ml  Ethanol
150 ml Eisessig
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ddH0 ad 1000 ml

Inkubationslésung: 41 g Natriumacetat
2 g Natriumthiosulfat
250 ml Ethanol
5ml Glutardialdehyd (25 %)
ddH,0O ad 1000 ml

Silbernitratlésung: 1g Silbernitrat
300 uI Formaldehydlésung
ddH,O ad 1000 ml

Carbonatlésung: 259 Natriumcarbonat
300 pI Formaldehydldsung
ddH,O ad 1000 ml

pH 11,5 (Natriumcarbonat/Natriumhydrogencarbonat)

b) Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Das Polyacrylamid-Gel wurde in Farbelésung eingelegt, kurz in der Mikrowelle erhitzt (auf ca.
90°C) und fur 30 min auf einem Schittler inkubiert. Danach wurde das Gel einige MalgOmit H
gespdult, in Entfarber eingelegt und unter Schitteln so lange inkubiert, bis der Gelhintergrund
nahezu entfarbt war und die Proteinbanden gut sichtbar wurden.
Farbelésung: 2,5g Coomassie Brilliant Blue R-250

250 ml  Ethanol

80 ml Eisessig
ddH,O ad 1000 ml

- Féarbeldsung durch groben Cellulose-Filter filtrieren
Entfarber: 250 ml  Ethanol

80ml Eisessig
670ml H,O

c) Coomassie-Farbung von Western Blots

Die PVDF-Membran wurde fir 1 min in Farbelosung (Kap. 4.5.1.4.) eingelegt, anschlie3end gut
mit H,O gewaschen und so lange in Entfarber eingelegt, bis der Hintergrund der Membran nur
noch schwach blau gefarbt war und die Proteinbanden gut sichtbar wurden.

45.1.5. Bestimmung der Proteinkonzentration

a) Proteinbestimmung durch Absorptionsmessung

Die Proteinkonzentration einer reinen und konzentrierten Proteinlosung laRt sich Uber ihre
Absorption beA=280 nm bestimmen. Voraussetzung hierfir ist die genaue Kenntnis der Amino-

saurezusammensetzung des Proteins. Aus der Anzahl der28f) nm absorbierenden Amino-
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sauren Tryptophan, Tyrosin und Cystein laf3t sich der theoretische molare Absorptionskoeffizient
nach der Methode von Gill & Hippel (Gill & Hippel, 1989) berechnen (Gleichung 4-3):

€280 = Nrp * E1p + Nryr * Eryr T Noys * Ecys (4'3)

wobei n die Anzahl der jeweiligen Aminosaure im Protein urgd der molare
Absorptionskoeffizient der jeweiligen Aminosdure bei280 nm ist §7,=5690 M'cm’,
ery=1280 M'cm?, ec,s=120 M'cm™). Uber das Lambert-Beersche-Gesetz kann nun die

Konzentration der Proteinlosung nach Gleichung 4-4 berechnet werden:

Aczso M+
E2s0 [dl

c[mg/mli] = (4-4)

wobei d die Schichtdicke der Kivette in cm ist. Exakte Werte kénnen nur fir vollstandig

gereinigte Proteine bestimmt werden.

b) Proteinbestimmung nach Bradford

Der Gesamtproteingehalt wurde alternativ mit der Methode von Bradford ermittelt (Bradford,
1976). Dazu wurde 200l Bradfordreagenz mit 1-2l Proteinlésung versetzt und das Gemisch

auf 1 ml mit ddHO aufgefillt. Die Probe wurde 5 min bei RT inkubiert und ihre Extinktion bei
A=595 nm gegen eine Blindprobe gemessen. Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration
wurde eine Eichreihe mit BSA in den Konzentrationen von 0,1 bis Quganl

(Absorptionsbereich 0 bis 1,2) gemessen und daraus eine Eichgerade bestimmt.

4.5.1.6. M olekular gewichtsbestimmung dur ch Gelper meationschromatogr aphie

Mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) kdnnen Molekile nach ihrer Grof3e aufgetrennt
werden. Analytische Messungen wurden an einer SMART-Chromatographiestation, praparative
Messungen an einer FPLC- oder AKTA-Chromatographiestation durchgefiihrt. Je nach
Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins wurden S&ulenmaterialien mit unterschied-
lichen Trennbereichen verwendet: Superose 12 (Trennbereich: 1-300 kDa), Superose 6
(Trennbereich: 5-5000 kDa), Superdex 75 (Trennbereich: 3-70 kDa) und Superdex 200
(Trennbereich: 10-600 kDa). Der Laufpuffer wurde speziell auf die Anforderungen des zu

untersuchenden Proteins abgestimmt, enthielt jedoch mindestens 150 mM NaCl, um

unspezifische Wechselwirkungen zwischen Protein und S&aulenmaterial zu verhindern. Fur die
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Bestimmung des Molekulargewichts des zu untersuchenden Proteins wurden GPC-Laufe mit
Kalibrierungsproteinen bekannter Molekularmasse durchgefiihrt und deren Elutionszeit
bestimmt. Eine Eichgerade wurde erstellt, indem der Logarithmus des Molekulargewichts der
Kalibrierungsproteine gegen ihre Elutionszeit aufgetragen wurde. Als Kalibrierungsproteine
wurden Blue Dextran (M2000 kDa), Thyroglobulin (M669 kDa), Apoferritin (M=443 kDa),
B-Amylase (M=200 kDa), Alkoholdehydrogenase 150 kDa), BSA (M=66 kDa) und
Carbonic Anhydrase (M29 kDa) verwendet.

45.1.7. M assenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Technik fur die Charakterisierung von Peptiden und Proteinen
und wird zur Molekulargewichtsbestimmung herangezogen. Grundsatzlich unterscheidet man
zwei verschiedene Techniken: Die Elektrospraymassenspektrometrie (ESI-MS, electrospray
ionisation mass spectrometry) ist eine sehr genaue Methode (MeRRfdhiza). Sie wird jedoch

durch Salze und Detergenzien leicht gestort. Die zu untersuchenden Proben missen daher gegen
Wasser dialysiert oder durch einen HPLC-Lauf vom Salz befreit werden. Die
Laserdesorptionsmassenspektrometrie (MALDI-MS, matrix assisted laser desorption/ionisation
mass spectrometry) ist wesentlich ungenauer. Sie eignet sich jedoch gut zur Massenbestimmung
grolRer Proteine und ist relativ unempfindlich gegenliber Salzen und Detergenzien. In dieser
Arbeit wurde meist die ESI-MS zur Molekulargewichtsbestimmung von Proteinen herangezogen.
Dazu wurden 2Qul Proteinlésung (1 mg/ml) gegen Wasser oder einen niedrig konzentrierten,
madglichst salzfreien Puffer dialysiert. Die Analyse der Probe wurde von der Abteilung fir

Proteinanalytik des Max-Planck-Institutes fiir Biochemie in Martinsried durchgefuhrt.

45.1.8. N-terminale Proteinsequenzier ung

Proteine kdénnen lber den automatisierten Edman-Abbau sequenziert werden. Die jeweils N-
terminale Aminosaure wird dabei nach Reaktion mit Phenylisothiocyanat (PITC) als
Phenylthiohydantoin-Derivat (PTH-Derivat) abgespalten und kann nach einer HPLC-
Auftrennung durch den Vergleich mit einem Standard-Aminosauregemisch identifiziert werden.
Die N-terminale Proteinsequenzierung wurde durch Dr. Karl-Heinz Mann und Josef Kellermann
am Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried auf einem Applied Biosystems
Sequenzierer 470A durchgefuhrt. Sollte ein bestimmtes Enzym in einem Gemisch von Proteinen

ansequenziert werden, so wurde die Probe mittels SDS-PAGE (Kap. 4.5.1.2.) elektrophoretisch
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aufgetrennt und durch Western Blotting (Kap. 4.5.1.3.) auf einer PVDF-Membran fixiert. Die zu
sequenzierende Proteinbande wurde aus dem gefarbten Blot (Kap. 4.5.1.4.) ausgeschnitten und
N-terminal ansequenziert. Sollten homogene Proteinldsungen ansequenziert werden, so wurde
die Proteinlésung (ca. 1 mg/ml) zuvor gegen einen Niedrigsalzpuffer dialysiert und ohne

vorherige PVDF-Membranfixierung sequenziert.

451.9. Aktivitatstest fir die 19S-ATPasen

Die AAA-ATPasen katalysieren die Umsetzung von ATP in AMP und P. Das durch diese

Reaktion freigesetzte Phosphat kann mit Hilfe unterschiedlicher Methoden nachgewiesen und
quantifiziert werden. In dieser Arbeit wurde der Phosphat-Assay nach Ames (Ames, 1966)
durchgefiihrt, um das wahrend der Katalyse entstehende Phosphat zu bestimmen und die
Aktivitat der ATPasen zu berechnen. Das freigesetzte Phosphat wurde durch Bildung eines
Molybdan-Phosphat-Komplexes fixiert, welcher durch Absorptionsmessungeh=820 nm
guantifiziert werden kann. Ein typischer Ansatz zur Bestimmung der ATPase Aktivitat setzte sich

folgendermal3en zusammen:

Sample: 12yl 50 mM MgCl,
ou 1MKC
10l 100 mM MES (pH 6,0)
10 ug Protein

ddH,0 ad 188 pl
-~ 5 min Inkubation bei RT

Start der Reaktion: 188 pul  Sample (siehe oben)
12yl 50 mM Na,ATP

— 60 min Inkubation bei RT

Abstoppen der Reaktion: 200yl Sample (siehe oben; 60 min nach Start der Reaktion)
0,6 ml Farbelésung (10 mM (NBEM0o7O,4 in 0,5 M HSO,,
500 mM Ascorbinséure)

— 30 min Inkubation bei RT
- vermessen der Proben Bei820 nm

Nachdem das Protein zum Reaktionsansatz (Sample) pipettiert wurde, wurde 5 min bei RT
inkubiert. Nun wurde die katalytische Reaktion durch Zugabe von Na,ATP gestartet. Nach einer
Inkubation von 60 min bei RT wurde die Katalyse durch Zugabe der Farbelésung abgestoppt.
Der Ansatz wurde 30 min bei RT inkubiert, um die Ausbildung des Molybdéan-Phosphat-
Komplexes zu gewahrleisten und b&F820 nm vermessen. Fir die Bestimmung der

Proteinaktivitdt wurde eine Kalibrierung des Assays durch Kaliumdihydrogenphosphat im
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Konzentrationsbereich zwischen 0-100 uM durchgefiihrt. Eine Eichgerade wurde erstellt, indem
die Absorption der Proben be820 nm gegen deren molare Phosphatkonzentration aufgetragen
wurden. Die spezifische ATPase-Aktivitat wird in Stoffmenge des entstandenen Phosphats pro

mg Enzym und Zeit angegeben.

4.5.2. Enzymatische Reaktionen an Proteinen

45.2.1. Proteolyse von Fusionsproteinen

Die Proteine S2, YTALl, YTA3 und YTAS5 wurden als GST-markierte Fusionsproteine, das
Protein SUG1 als MBP-markiertes FusionsproteinEincoli exprimiert. Die verwendeten
Expressionsvektoren enthielten auf der 5'-Seite des Polylinkers eine Sequenz, welche fir die
Erkennungssequenz einer spezifischen Protease wie Thrombin oder Faktor Xa codiert. Dadurch
kann das Fusionsprotein nach erfolgreicher Aufreinigung durch spezifische Proteolyse gespalten
werden. Zur analytischen Spaltung der beiden fusionierten Proteine wurde das Fusionsprotein
gegen einen fur die jeweilige Protease geeigneten Puffer (siehe Angabe des Herstellers)
dialysiert, mit Protease im Verhaltnis Protein:Protease von 10:1 versetzt und vergleichsweise bei
37°C, RT und 4°C inkubiert. Nach 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 10 h und 24 h wurden
Proben von je 1@ entnommen, mit SDS-Auftragspuffer (Kap. 4.5.1.2.) versetzt und 3 min bei
96°C inkubiert, um die Proteolyse vollstandig abzustoppen. Die Proben wurden mittels SDS-
PAGE untersucht. So konnten geeignete Proteolysebedingungen ermittelt werden, um eine

praparative Spaltung des Fusionsproteins durchzufthren.

45.2.2. Limitierte Proteolyse

Proteine werden in Gegenwart von Proteasen mafiger Spezifitdt weitgehend verdaut. Bei
geringen Proteasekonzentrationen und kurzen Inkubationszeiten werden bevorzugt flexible,
leichter zugangliche Bereiche auf der Oberflache von Proteinen angegriffen, wahrend das
Proteircore oft wesentlich resistenter gegen die Protease ist. So kénnen durch limitierte
Proteolyse stabile Fragmente des Proteins identifiziert werden. Die GST-fusionierte S2 wurde
durch Proteasen unterschiedlicher Spezifitat verdaut.pl@roteinlésung (1 mg/ml) wurden
gegen einen fur die jeweilige Protease geeigneten Puffer (siehe Angaben des Herstellers)
dialysiert, mit 2ul Protease (1 mg/ml) versetzt und vergleichsweise bei 37°C, RT und 4°C

inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Proben vopl Ehthommen, mit einem
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Volumenaquivalent SDS-Probenauftragspuffer (Kap. 4.5.1.2.) versetzt und 3 min bei 95°C
inkubiert, um die Proteolyse vollstandig abzustoppen. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE

(Kap. 4.5.1.2.) analysiert.

45.3. Konzentrierung von Proteinldsungen

a) Konzentrierung von Proteinldsungen durch Ultrafiltration

Proteinlosungen wurden mittels Ultrafiltration umgepuffert und ankonzentriert. Zum
Ankonzentrieren gréf3erer Volumina wurde eine Amicon Druckzelle mit Membranen geeigneter
Ausschluf3grenze (3 kDa, 10 kDa, 30 kDa, 50 kDa und 100 kDa) verwendet. Ein Stickstoffdruck
von etwa 2,5 bar wurde an die Zelle angelegt, wodurch der Puffer durch die Poren der Membran
geprel3t wurde, wahrend die Proteinmolekile von der Membran zuriickgehalten wurden. War das
Volumen der Proteinldsung kleiner als 15 ml bzw. 3 ml, wurde durch Zentrifugation mit
Centriprep- bzw. Centricon-Konzentratoren entsprechender Ausschluf3grenze (3 kDa, 10 kDa, 30
kDa, 50 kDa und 100 kDa) ankonzentriert.

b) Konzentrierung von Proteinlésungen durch Dialyse

Die Konzentrierung von Proteinlésungen durch Dialyse ist eine sehr schonende Methode. Sie
wurde angewandt, wenn grof3e Volumina (>1 I) ankonzentriert werden sollten oder wenn es bei
der Konzentrierung durch Ultrafiltration zur Proteinaggregation an der Membranoberflache kam.
Zur Konzentrierung wurde die Proteinldsung in einen Dialyseschlauch (PorengroRe: 12-16 kDa)
Uberfuhrt und dieser vollstandig mit PEG 40000 umhdallt. Durch die eintretende Osmose wurde
ein Volumenverlust im Dialyseschlauch hervorgerufen, der ein Ankonzentrieren der

Proteinlésung bewirkte.

4.5.4. Renaturierung von Proteinen aus Einschluf3kdrperchen

Manche Proteine werden bel der Expression in E. coli nicht in aktiver Form ins Cytoplasma
Uberexprimiert, sondern von der Zelle in denaturierter Form in sogenannten Einschlul3kérperchen
(inclusion bodies) gelagert. Nach Zellernte und Aufschlul3 der Zellen kénnen diese
Einschlu3kdrperchen als schwerste Bestandteile zusammen mit den Zelltrimmern abzentrifugiert
werden. Sie bilden am Boden des Zentrifugenbechers ein weil3es Pellet. Zur Isolierung und

Reinigung der Einschlul3korperchen wurden diese so gut wie maoglich von den ebenfalls
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pelletierten Zelltrimmern abgetrennt, in 0,5 % (v/v) LDAO aufgenommen und durch Pottern
resuspendiert. Die EinschluBkérperchen wurden abzentrifugiert (JA-10 Rotor; 10000 rpm, 10
min, 4°C), erneut in 0,5 % (v/v) LDAO aufgenommen und resuspendiert. Dieser Vorgang wurde
dreimal wiederholt, um alle Verunreinigungen restlos abzutrennen. Die isolierten
Einschlu3kdrperchen wurden in Denaturierungspuffer aufgenommen, diese aufgelost und die
denaturierten Proteine freigesetzt wurden. Die Proteinkonzentration der Lésung wurde auf 12
mg/ml eingestellt. Fur eine erfolgreiche Renaturierung des isolierten Proteins muf3ten zunachst
geeignete Rickfaltungsbedingungen erarbeitet werden. Je 5 mg Protein wurden bei 4°C unter
vorsichtigem Ruhren in kleine Volumina verschiedener Rickfaltungspuffer mit unterschiedlicher
Zusammensetzung eingetropft (Tropfgeschwindigkeit: ABmin). Nach vollstandigem
Eintropfen wurde der Ansatz fir 16 h bei 4°C inkubiert und eventuell aggregiertes Protein
abzentrifugiert. Die riickgefaltete Proteinlésung wurde eingeengt und mittels CD-Spektroskopie
auf ihren Faltungsgrad untersucht (Abteilung Bioorganische Chemie am Max-Planck-Institut fur
Biochemie in Martinsried). Waren geeignete Ruckfaltungsbedingungen gefunden worden,
wurden fur préparative Proteinrickfaltungen 50 mg Protein in 200 ml des entsprechenden
Ruckfaltungspuffers eingetropft (Tropfgeschwindigkeit: | #4min). Der Ansatz wurde bei 4°C

fir 16 h unter vorsichtigem Rihren inkubiert, eventuell aggregiertes Protein abzentrifugiert und
die renaturierte Proteinlésung ankonzentriert. Im folgenden sind die fur die Renaturierung der

einzelnen 19S-ATPasen entwickelten Ruckfaltungspuffer aufgelistet:

Denaturierungspuffer: 20mM TRIS/HCI
6 M (bzw. 8 M) GnHCI (bzw. Harnstoff)
2mM MgCl,
0,5% (viv) LDAO
pH 7,5
YTAL-Ruckfaltungspuffer: 20mM TRIS/HCI
(PGEX-4T-2-YTAL/ 75mM NaCl
PRSET6C-YTA1L) 5mM MgCl,

500 mM L-Arginin
10 mM B-Mercaptoethanol

100 uM  ATP
pH 7,5
YTA2-Ruckfaltungspuffer: 20mM TRIS/HCI
(PRSET6C-YTA2) 120 mM NaCl
5mM MgCl,

20 % (v/v) Glycerin
500 mM L-Arginin
100 uM  ATP

pH 7,5
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YTAS3-Ruckfaltungspuffer: 20 mM
(PET22b(+)-YTA3) 100 mM
5mM

500 mM

20 % (viv)

10 mM

100 uM

1uM

5uM

YTAS5-RUckfaltungspuffer: 20 mM
(PGEX-4T-2-YTAB) 75 mM
5mM

500 mM

10 mM

100 uM

SUG1-Ruckfaltungspuffer: 20 mM
(PMAL-c2-SUG1) 75 mM
5mM

500 mM

10 mM

100 uM

TRIS/HCI

NaCl

M gC|2

L-Arginin
Glycerin
[3-Mercaptoethanol
ATP

PMSF
Benzamidin

pH 7,5

TRIS/HCI

NaCl

MgCl,

L-Arginin
[3-Mercaptoethanol
ATP

pH 7,5

TRIS/HCI

NaCl

M gC|2

L-Arginin
[3-Mercaptoethanol
ATP

pH 7.5

45.5. Proteinpraparation

455.1. Reinigung der nativen und rekombinanten pFNR

a) ZellaufschluR aus Blattern der Paprikapflanze

Die frisch geernteten Blatter der Paprikapflar@agpsicum annuum Yolo Wonder wurden in
kleinere Sticke zerteilt und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Fur den Zellaufschlul
wurden 1 kg der zerkleinerten und bei —20°C gelagerten Blatter mit 100 g Glasperlen und 600-
1000 ml Puffer A in einem Warring Blender aufgeschlossen. Das homogenisierte Material wurde
mit einer Spatelspitze DNase und RNase versetzt und durch eine dicke Schicht Glaswolle und ein
Nylonnetz filtriert. Verbliebene feste Bestandteile wurden abzentrifugiert (10000 x g, 60 min,
4°C) und der Uberstand auf eine Reactive Red 120-Sepharose-S&ule aufgetragen.
Puffer A: 25mM TRIS-HCI

150 mM NaCl

10mM EDTA

2mM B-Mercaptoethanol

1mM PMSF
5mM Benzamidinhydrochlorid

pH 8,0
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b) ZellaufschlulR aug. coli

Die in pFNR-Aufschlu3puffer aufgenommen und bei —20°C gelagerten Zellen wurden auf Eis
aufgetaut, mit je einer Spatelspitze DNase und Lysozym versetzt und durch
Ultraschallbehandlung (14 min, 4°C) aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden durch

Ultrazentrifugation (35000 x g, 60 min, 4°C) abgetrennt.

c) Affinitatschromatographie

Die Reactive Red 120-Sepharose-Saule (100ml2,3 cm, Lange= 12 cm) wurde mit Puffer B
aquilibriert und mit dem Proteinrohextrakt beladen. Durch Waschen mit Puffer B wurden
unspezifisch gebundene Proteine entfernt, bevor die Proteinelution mittels eines linearen NaCl-
Gradienten (500 ml; 50-1000 mM NaCl) gestartet wurde. Die pFNR-enthaltenden Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE bzw. durch das fir pFNR charakteristische/Afo-
Absorptionsverhaltnis ermittelt. Die Fraktionen wurden gepoolt und gegen Puffer B dialysiert.

Puffer B: 25mM TRIS-HCI
50mM NaCl

pH 8,0

d) Anionenaustauschchromatographie

Die pFNR-enthaltende Proteinlésung wurde auf eine mit Puffer B aquilibrierte DEAE-Sepharose-
Saule (100 mlfZ= 2,3 cm, Lange= 12 cm) aufgetragen. Mit Puffer B wurde solange gewaschen,
bis keine Proteinabsorption beF280 nm mehr detektiert werden konnte. Die Proteine wurden
nun in einem linearen NaCl-Gradienten (500 ml; 50-1000 mM) von der Saule eluiert. Die pFNR-
enthaltenden Fraktionen wurden identifiziert, vereinigt und gegen Puffer C dialysiert.

Puffer C: 25mM TRIS-HCI
15M (NH,),S0,

pH 8,0

e) Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die Phenyl-Sepharose-Saule (60 mk 2,3 cm, Lange= 7,2 cm) wurde zunachst mit Puffer C
aquilibriert und anschlieBend mit dem dialysierten, pFNR-enthaltenden Proteineluat der IEC
beladen. Die Saule wurde durch Waschen mit Puffer C von unspezifisch gebundenem Protein

befreit und die Elution mittels eines linearen, absteigenden)§S&;-Gradienten (500 ml; 1,5-0
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M (NH.)2SO4) gestartet. Die pFNR-enthatenden Fraktionen wurden identifiziert, gepoolt,
ankonzentriert und durch Dialyse gegen Puffer B vom (NH,4)2SO, befreit.

455.2. Reinigung desrekombinanten pFd

a) Zellaufschluld

Die nach der Zellernte bei —20°C gelagerten Zellen wurden im Eisbad aufgetaut, mit je einer
Spatelspitze Lysozym und DNase versetzt und durch Ultraschallbehandlung (14 min, 4°C)

aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (40000 x g, 60 min, 4°C).

b) Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die Proteinkonzentration des Rohextraktes wurde auf etwa 15 mg/ml eingestellt und eine
fraktionierte  Ammoniumsulfatfallung durchgefiihrt. Zunachst wurde Ammoniumsulfat unter
Ruhren schrittweise bis zu einem Sattigungsgrad von 50 % (ca. 2,05 Nb$) zugegeben,

2h bei 4°C inkubiert und das prézipitierte Material durch Zentrifugation abgetrennt (10000 rpm,
30 min, 4°C). Der Uberstand wurde auf eine Ammoniumsulfatsattigung von 70 % (ca. 3,56 M
(NH.)2SQy) eingestellt und das Prazipitat nach zweistiindiger Inkubation bei 4°C abzentrifugiert.
Das Pellet wurde verworfen, der Uberstand auf eine mit Phosphatpuffer aquilibrierte Phenyl-
Sepharose-Saule (100 nill= 2,3 cm, Lange= 12 cm) aufgetragen und diese so lange mit
Phosphatpuffer gewaschen, bis keine ProteinabsorptiohA=4280 nm mehr detektiert werden
konnte. Die Proteinelution erfolgte durch einen linearen, absteigenden Ammoniumsulfat-
gradienten (500 ml; 70-30 % (w/v) Ammoniumsulfatséttigung). Die pFd-enthaltenden
Fraktionen, die sich durch ein hdheregohf 2g-Absorptionsverhaltnis auszeichneten, wurden
gepoolt und gegen TRIS-Puffer-1 dialysiert.

Phosphatpuffer: 50 MM Kaliumphosphat
356 M (NH,),SO,

pH 7,4

¢) Anionenaustauschchromatographie

Das dialysierte Protein wurde auf eine mit TRIS-Puffer-1 &quilibrierte Q-Sepharose-Saule (50
ml; 0= 2,3 cm, Lange= 6 cm) aufgetragen. Nach intensivem Waschen wurde ein linearer
Gradient (500 ml) von 50-500 mM NaCl in TRIS-Puffer-1 angelegt. Die pFd-enthaltenden

Fraktionen wurden identifiziert, vereinigt und auf ein Endvolumen von 4-5 ml eingeengt.
TRIS-Puffer-1: 25mM TRISHCI
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50 mM NaCl
pH 7,4

d) Gelpermeationschromatographie

Als letzten Reinigungsschritt wurde eine GPC an Superdex-75 (120 ml; 0= 1,6 cm, Lange= 30

cm) durchgefiihrt. Dabei wurde das ankonzentrierte Protein auf die mit TRIS-Puffer-2
aquilibrierte Superdex-75-Saule aufgetragen. Die FlulRgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min. Die
pFd-enthaltenden Fraktionen wurden identifiziert und ankonzentriert.

TRIS-Puffer-2: 25mM TRIS/HCI
150 mM NaCl

pH 7,4

4.5.5.3. Reinigung desrekombinanten GST-markierten S2 aus M ensch

a) Zellaufschlufd

Die nach der Zellernte in S2-AufschluRpuffer resuspendierten Zellen (Kap. 4.3.1.3.) wurden auf
Eis aufgetaut. Pro 50 ml Zellsuspension wurde eine Tablette Proteaseinhibitor-Cocktail, sowie je
eine Spatelspitze Lysozym und DNase zugegeben. Der Zellaufschlul® wurde durch Ultraschall-
behandlung (14 min, 4°C) durchgefihrt und die Zelltrimmer entfernt (35000 x g, 60 min, 4°C).

b) AffinitAtschromatographie

Die Affinitatschromatographie wurde mittels Glutathion-Sepharose 4b im BATCH-Verfahren
durchgefuhrt. Das Chromatographiematerial wurde gegen Puffer A &quilibriert, mit dem
Proteinrohextrakt vermischt und fir 120 min unter leichtem Rudhren inkubiert. Unspezifisch
gebundene Proteine wurden durch Waschen entfernt (Puffer A) und die Proteine durch
StoRRelution mit Puffer B von der Chromatographiematrix eluiert. Das Eluat wurde gegen Puffer

C dialysiert.

Puffer A: 25mM TRIS/HCI
150 mM NaCl
0,1 % (w/v) Triton X-100

pH 7,5

Puffer B: 25mM TRIS/HCI
100 mM NaCl
30 mM reduziertes Glutathion
pH 7,5
Puffer C: 25mM TRIS/HCI
150 mM NaCl



4. Methoden 56

pH 7,5

¢) Anionenaustauschchromatographie

Die IEC wurde an einer AKTA-Chromatographiestation durchgefiihrt. Die Mono Q-S&ule (1 ml;
0= 0,5 cm, Lange= 2,8 cm) wurde vor Auftrag des dialysierten Proteineluats mit Puffer C
aquilibriert. Unspezifisch gebundene Proteine wurden von der Saule gewaschen und ein linearer
NaCl-Gradient von 100-300 mM NaCl angelegt. Die eigentliche Proteinelution erfolgte
anschlieend in einem linearem Gradienten zwischen 300 mM und 450 mM NacCl. Die GST-S2-

enthaltenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE identifiziert, vereinigt und ankonzentriert.

d) Gelpermeationschromatographie

Die ankonzentrierte GST-S2-haltige Probe wurde auf eine mit Puffer C &quilibrierte Superose 6-
Saule (24 ml;00= 1,0 cm, Lange= 15 cm) aufgetragen. Die FluRgeschwindigkeit variierte
innerhalb der unterschiedlichen Laufe zwischen 0.3 und 0.6 ml/min. Die GST-S2-haltigen

Fraktionen der GPC wurden identifiziert, gepoolt und ankonzentriert.

4.6. Kristallographische Arbeiten

Die Rontgenstrukturanalyse von Proteinen und DNA hat die Biologie und Medizin revolutioniert.
Wahrend das erste Diffraktionsbild eines Proteins bereits im Jahre 1934 aufgenommen wurde,
konnte die erste Struktur eines Proteins (Myoglobin) erst 1960 bestimmt werden. Seither wurden
bis Ende 1990 600 und bis Mai 2000 12204 Strukturen inRietein Data Bank (PDB)
hinterlegt. Diese exponentielle Zunahme an gelésten Strukturen ist auf neue
molekularbiologische Methoden sowie auf den technischen Fortschritt in Form immer
leistungsfahigerer Rechner zurtickzufiihren. Die Rontgenstrukturanalyse erlaubt einen Einblick in
den Aufbau von Molekilen und stellt damit die Basis fiur ein Verstandnis der biologischen
Vorgange auf atomarem Niveau dar.

Die Rontgenstrukturanalyse erfordert im allgemeinen folgende Schritte:

Isolierung und Reinigung des zu untersuchenden Proteins
Kristallisation des homogenen Materials

Datensammlung

w0 Dd P

Bestimmung der Phasen der Reflexe
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5. Berechnung der Elektronendichteverteilung
6.  Erstellung eines Strukturmodells
7.  Verfeinerung der Modellparameter

Im Folgenden soll eine kurze Einfuhrung in die wichtigsten Grundprinzipien der
Rontgenstrukturanalyse gegeben werden. Fir eine detaillierte Einfihrung in die Thematik wird
auf die folgenden Lehrbtcher verwiesen: Blundell & Johnson, (1976); Strout und Jensen, (1989);
Drenth, (1994) und Glusket al., (1994).

46.1. Kristallisation

Grundvoraussetzung fir die Rontgenstrukturanalyse sind Proteineinkristalle. Es sind
verschiedene Techniken zur Kristallisation von Proteinen bekannt (McPherson, 1990), wobei im
allgemeinen der Dampfdiffusionsmethode die gréRte Bedeutung zukommt. Dazu wird die
Proteinldsung mit einem Fallungsmittel versetzt und in einem abgeschlossenen System oberhalb
einer Losung hoherer Fallungsmittelkonzentration angebracht. Durch Diffusion Uber die
Gasphase kommt es zu einer langsamen Zunahme der Fallungsmittelkonzentration in der
Proteinlosung bis in den Bereich der Ubersattigung. Sind bestimmte Fallungsmittel- und
Proteinkonzentrationen  erreicht, erzwingen diese intermolekulare  Protein-Protein-
Wechselwirkungen, die im Idealfall die Anordnung zum Proteinkristall bewirken. Geeignete
Fallungsmittel sind anorganische Salze, organische Losungsmittel oder Polyethylenglykole
unterschiedlicher Molekularmasse. Neben der Art des Fallungsmittels, seiner Konzentration und
der Proteinkonzentration haben auch andere Faktoren wie die Temperatur, der pH-Wert und die
lonenstarke einen entscheidenden Einflu3 auf die Kristallisation von Proteinen. Dadurch stellt die
Kristallisation ein vieldimensionales Problem dar, das nicht analytisch gelost werden kann. Fur
jedes Protein miussen die Kristallisations-bedingungen individuell ausgearbeitet werden. Zum
Austesten einer grofReren Anzahl von Bedingungen folgt man in der Regel den Prinzipien des
sparse matrix sampling (Carter und Carter, 1979; Jancarik und Kim, 1991). Sind anfangliche
Bedingungen gefunden, kdnnen diese systematisch verfeinert werden.

In dieser Arbeit erfolgten die Kristallisationsansatze nach der Dampfdiffusionsmethode mit
hangendem oder sitzendem Tropfdmanging drop Methode odersitting drop Methode;
McPherson, 1990). Bei desitting drop Methode wurden 2-4ul Proteinlésung und 2-4ul
Fallungspuffer in die Vertiefung des Stempels einer MVD/24 Kristallisationsplatte pipettiert, 500
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pl Fallungspuffer in die Reservoirkammer gegeben und die Kammer mit durchsichtiger
Klebefolie abgedichtet. Alternativ wurde bei denging drop Methode ein Tropfen aus 28
Proteinlésung und 2-fl Fallungspuffer auf die Unterseite eines Deckglaschens pipettiert und
dieses auf den mit Silikondl belegten Rand einer mit $00F&llungspuffer gefullten
Reservoirkammer einer Linbro-Platte gelegt. Die Kristallisationsansatze wurden wahlweise bei
20°C und 4°C gelagert.

4.6.2. Kristallaufbau

Kristalle sind anisotrope, homogene Korper, die aus einer regelmafligen dreidimensionalen

Anordnung gleicher Bausteine bestehen. Die Bausteine des Kristalls lassen sich durch

Translation um die Einheitsvektoren, b und ¢ ineinander tiberfihren. Die Einheitsvektoren
spannen die Elementarzelle als kleinste Untereinheit des Kristallgitters auf. Die Achsen der
Elementarzelle werden mit a, b und c, die Winkel mif3 undy bezeichnet. Zusétzlich zur
Translation kénnen Kristalle noch weitere Symmetrieelemente wie Spiegelebenen, Drehachsen,
Inversionszentren, Gleitspiegelebenen und Schraubenachsen aufweisen. Die asymmetrische
Einheit ist der kleinste Teil der Elementarzelle, aus dem durch Anwendung der
Symmetrieoperationen Drehung, Spiegelung und Inversion die ganze Elementarzelle entsteht.
Aus den mdglichen Kombinationen der Symmetrieoperationen ergeben sich 32 Punktgruppen.
Durch die zusatzliche Translationssymmetrie in Kristallen (14 Bravaisgitter) entstehen aus den
32 Punktgruppen die 230 kristallographischen Raumgruppen in 7 Kristallsystemen (triklin,
monoklin, orthorhombisch, tetragonal, trigonal, hexagonal und kubisch). Da Spiegelebenen und
Inversionszentren in Biomakromolekilen aufgrund der Chiralitat der Bausteine nicht moglich
sind, reduziert sich die Anzahl der mdoglichen Raumgruppen fur Proteinkristalle auf 65

"biologische™ Raumgruppen.

4.6.3. Rontgenbeugung an Proteinkristallen

Trifft Rontgenstrahlung auf einen Kiristall, regt ihr oszillierendes elektrisches Feld die Elektronen
der einzelnen Atomhdillen zu Schwingungen an, die in fester Phasenbeziehung zur anregenden
Welle stehen. Als oszillierende Dipole emittieren die Elektronen eine Streustrahlung mit gleicher
Frequenz wie die einfallende Strahlung, die aber um 180° phasenverschoben ist (elastische

Streuung oder Thomson-Streuung). Die einzelnen Streustrahlen interferieren miteinander,



4. Methoden 59

wodurch es in Abhangigkeit inrer Phasendifferenz zu Ausléschung (destruktive Interferenz) oder
Verstarkung (konstruktive Interferenz) einzelner Wellenziige kommt. Trifft Rontgenstrahlung auf
ein geordnetes, kristallines System, ergibt sich somit ein charakteristisches Interferenzbild. Das
Reflexmuster wird dabei durch die Gittersymmetrie, die Intensitat der einzelnen Reflexe durch
die Anordnung der Streuzentren in der Elementarzelle bestimmt. Dadurch erhalt man die
Information Uber die Elektronendichteverteilung im Kristall und somit die Struktur.

Bragg zeigte 1913, daf3 die Streuung von Rontgenstrahlen an Kristallen als Reflektion an
Netzebenen beschrieben werden kann: Ein unter dem GlanzWwirkedallender Rontgenstrahl

der WellenlangeA wird an Netzebenen im Abstand d zueinander gestreut. Erfullt der
Glanzwinkel 8 die Bragg'sche Gleichung (Gleichung 4-5), so ist der Gangunterschied ein
ganzzahliges Vielfaches der Wellenlange. Es tritt konstruktive Interferenz auf, die als Reflex

detektiert werden kann.
nC\ =21CkIN6 (4-5)

dabei ist n die Reflexordnung (n=1, 2, 3, A.)lie Wellenlange, d der Netzebenenabstand in A
und 6 der Glanzwinkel. Die Ewald-Konstruktion (Ewald, 1921) Ubertragt die Bragg'schen
Reflektionsbedingungen in den reziproken Raum (Abb. 4-1). Um den Kristall an der Stelle M
wird eine Kugel mit dem Radius Al/gelegt. Auf den Durchsto3punkt O des ungestreuten
Rontgenstrahls durch die Ewald-Kugel wird der Nullpunkt des reziproken Gitters gesetzt. Die
Reflexe des Kristallgitters bilden ein dreidimensionales Gitter. Dieses fiktive Gitter steht zu dem

realen Kristallgitter in fester Orientierungsbeziehung und wird reziprokes Gitter genannt. Jedem

Abb. 4-1: Die Ewad-Konstruktion: Um den Kristall M wird ein Kreis mit dem Radius /A gelegt. Im
dreidimensionalen Raum wird dieser zu einer Kugel. Der Primarstrahl wird durch den \iglder sinter dem
Winkel 20 gebeugte Strahl durch den Vektor s reprasentiert. Der Ursprung des reziproken Gitters liegt in O. Ein
reziproker Gittervektor wird durch S bezeichnet.

periodischen Ebenenscharabstand im realen Gitter (Gitterabstande) entspricht ein senkrecht zur
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Ebenenschar gerichteter Vektor im reziproken Gitter. Die Betrage des Abstands und dieses
Vektors verhalten sich reziprok zueinander. Kommt ein Gitterpunkt des reziproken Gitters auf
der Oberflache der Ewald-Kugel zu liegen, so ist die Bragg'sche Reflexionsbedingung erfullt und
ein Reflex kann detektiert werden.

Die diskreten Reflexe werden mit den Millerschen Indizes h, k und | bezeichnet. Die
Netzebenenschar mit den Millerschen Indizes hkl und dem Netzebenenabhgtawdddim
reziproken Raum durch den Gitterpunkfy Preprasentiert. Jedem Gitterpunkiy Pist ein
StreuvektorS zugeordnet. Mit den Basisvektoren des reziproken Ra@neb” und ¢ kann

der Streuvektor nach Gleichung 4-6 beschrieben werden. Die Beziehung zwischen den

Basisvektoren des reziproken Raumes und des realen Raumes wird durch die Gleichungen 4-7
ausgedruckt.

S=h@ +kb +I& (4-6)
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Ein Rontgenstrahl wird an der Elektronenwolke eines Atoms in Abhangigkeit von der Anzahl der
Elektronen und ihrer Position in der Elektronenwolke gestreut. Die an einem Atom gestreute
Gesamtwelle errechnet sich somit durch Aufsummieren aller individuellen Betréage innerhalb des

Atomvolumens zum atomaren Formfakfo{Gleichung 4-8):

f=[ p(?)exp[ZniF [E]dr (4-8)

wobei p(f) die Elektronendichte am Ort r der Elektronenwolke ist. Die GroRe der
Elektronenwolke eines Atoms ist temperaturunabhangig - allerdings schwingen die Atome
statistisch um eine Gleichgewichtsposition. Daher mul3 der atomare Formfaktor der Atome mit
einem temperaturabhangigen KorrekturfakiQy (Gleichung 4-9) multipliziert werden.

sin?60
T. =ex B—— R
is0 IOEI' 3 % (4-9)

Der TemperaturfaktoB (Gleichung 4-10) ist mit der mittleren quadratischen Auslenkung der

Atomschwingung verknupft:
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B =8’ [’ (4-10)
Die atomaren Formfaktoren f innerhalb einer Elementarzelle mit n Atomen auf den Positionen
r (=1, 2, ..., n) bezlglich des Ursprungs der Einheitszelle summieren sich unter Multiplikation

mit ihrem jeweiligen Phasenwinkel zum Strukturfakﬁﬂ%) (Gleichung 4-11) auf:
Iz(é): Zfi eXp[ZT[i?i [é] (4-11)

Um die Diffraktion eines Kristalls zu erhalten, missen die Strukturfaktoren jeder einzelnen

Einheitszelle des Kristalls bezlglich eines einzigen Ursprungs aufsummiert werden. Die
Amplitude der gestreuten Gesamtwelle des Kiristalls ist proportional zum Struktur‘ﬁs{ﬁi}mnd

der Anzahl der Einheitszellen.

Die Elektronendichteverteilung in einem Kristall am Ort (x, y, z) lalt sich durch

Fouriersummation errechnen (Gleichung 4-12):

: > 3. % [Fulel-2ri(c+ky +iz)via, (4-12)

plxyz)=
Zéelle

Die Elektronendichte ist also die inverse “Fouriertransformierte” der Strukturfaktoren, wahrend
umgekehrt die Strukturfaktoren die “Fouriertransformierte” der Elektronendichte darstellen. Ist

einmal ein Modell gebaut, werden meist Differenz-Elektronendichteverteilungen gerechnet,

oder 45?'25

obs

wobei die Fourierkoeffizientef,, verwendet werden.

calc
I:hkl

calc
‘ I:hkl

4.6.4. Datensammlung und Datenreduktion

Die zu untersuchenden Kristalle wurden direkt aus dem Kiristallisationstropfen in eine
silikonisierte Glaskapillare (@=0,7 mm bzw. @=1,0 mm) montiert und die den Kiristall
umgebende Mutterlauge vorsichtig entfernt. Um ein Austrocknen des Kristalls zu verhindern,
wurde oberhalb und unterhalb des Kristalls etwas Kristallisationslosung in der Kapillare plaziert
und diese von beiden Seiten mit Dentalwachs verschlossen. Der montierte Kristall wurde auf das
Goniometersystem aufgebracht, zentriert und der Abstand zwischen Kristdinageplate je

nach Auflésungsgrenze des Kristalls bestimmt. Die Datensatze wurden mit Graphit-gefilterter
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Cu-Kg-Strahlung (L — K Ubergang\=1,5418 A) eines Drehanodengenerators (betrieben bei 50
kV und 100 mA) aufgenommen. Die Kristalle wurden in Winkelinkrementen von 1° bei
Belichtungszeiten von 900-1800 s und einer Temperatur von 20°C vermessen. Die
Beugungsbilder wurden mit eindmageplate Detektor aufgenommen.

Die Bestimmung der Kristallorientierung, der Raumgruppe und der Elementarzellparameter
erfolgte wahlweise mit den Programmen IMSTILLS und REFIX (Kabsch, 1988) oder mit dem
Programm MOSFLM Version 5.50 (Leslie, 1991). Die Reflexintensitaten wurden mit MOSFLM
integriert und die Datenreduktion mit den Programmen ROTAVATA, AGROVATA und
TRUNCATE aus der CCP4 Programmsuite (Collaborative Computational Projekt Number 4,
1994) durchgeflhrt. Als Hauptkriterium fir die Qualitat eines Datensatzes giltRdgr

(Gleichung 4-13):

AL
Rym = Z Z 1CH) (4-13)

dabei istl(h,i) die Intensitét des Reflexes (hkl) einer einzelnen Messungl{in}i die mittlere

Intensitat eines Reflexes (hkl)s,R-Werte kleiner als 10 % gelten allgemein als akzeptabel.

4.6.5. Bestimmung der Anzahl der Proteinmolekiile in der Elementarzelle

Nach Matthews (Matthews, 1968 & 1977) kann die Bestimmung der Anzahl der Molekdle in der
asymmetrischen Einheit ohne Kenntnis der Kristalldichte vorgenommen werden. Dabei wird die
statistische Beziehung zwischen der Molmasse eines Proteins und dem Elementarzellvolumen
ausgenutzt. Der Packungsparametq Weschreibt das Kiristallvolumen pro Proteinmasse
(Gleichung 4-14) und liegt im allgemeinen zwischen Werten von ¥Bafund 4.5 A/Da. Das
Maximum der Verteilung liegt bei etwa 2.4%Ba. Proteine mit hoherer Molmasse, sowie
Membranproteine besitzen haufig aufgrund ihrer weniger dichten Packung einen gréRReren

Packungsparameter.

(4-14)
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dabei ist Vez das Elementarzellvolumen in®AM, die Molekularmasse in Da, z die Zahl der
Molekile in der asymmetrischen Einheit und n die Zahligkeit der allgemeinen Punktlage. Bei

Kenntnis von \{; kann der Solvensgehalt nach Gleichung 4-15 berechnet werden:

X = %- ]\“/23 EJOO (4-15)

dabei istx der Solvensgehalt in %. Typischerweise liegt der Solvensgehalt fur Proteinkristalle

zwischen 30 % und 70 %.

4.6.6. Berechnungvon Selbstrotationsfunktionen

Befinden sich mehrere Kopien eines Moleklls in der asymmetrischen Einheit, kdnnen
Symmetriebeziehungen (kristallographische und nichtkristallographische Symmetrie) zwischen
den einzelnen Molekilen vorhanden sein. Die Symmetrie zwischen den Molekulen einer
asymmetrischen Einheit wird durch eine Rotations- und eine Translationskomponente definiert.
Die Rotationskomponente der nichtkristallographischen Symmetrie (NCS) kann aus der
Selbstrotationsfunktion, einem Spezialfall der von Rossmann & Blow (1962) beschriebenen
Rotationsfunktion, bestimmt werden. Selbstrotationsfunktionen wurden mit dem Programm

GLRF (Tong und Rossmann, 1990) berechnet und ausgegeben.

4.6.7. Patterson Suchmethoden

Gibt es zu dem untersuchten Protein ein verwandtes Molekil mit bekannter dreidimensionaler
Struktur, kénnen die anfanglichen Phasen mit Hilfe der Pattersonfunktion (Patterson, 1934)

bestimmt werden:
1
Puvw) = v Z Z Z IFuo|” cod2m{hu + kv + 1w)] (4-16)

Dabei wird die bekannte Struktur in der Elementarzelle der unbekannten Struktur rotiert und
translatiert (Hoppe, 1957; Rossmann und Blow, 1962; Huber, 1965) bis das Molekil in der
Elementarzelle der unbekannten Struktur die richtige Orientierung und eine genaue Position
eingenommen hat. Durch Fouriertransformation lassen sich nun die Phasen berechnen. Als

Faustregel gilt, daf3 die Patterson Suchmethode (auch “Molekularer Ersatz” genannt) funktioniert,
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wenn die Homologie der Aminoséuresequenzen der beiden Proteine hoch ist umds-die
Abweichung der g-Positionen der zwei Strukturenl A ist.

Die Rotations- und Translationssuche wurde wahlweise mit den Programmen AMoRe (Navaza,
1994), MOLREP (Vargiret al., 1997) und CNS Version 1.0 (Brungetmal., 1998) durchgefihrt.

4.6.8. Modellbau und Verfeinerung

Die atomaren Modelle wurden auf einer Graphikworkstation der Firma Evans & Sutherland ESV
mit dem Programm FRODO Version 4.4 (Jones, 1978 — modifiziert durch P. Evans, MRC,
Cambridge, UK) in die Elektronendichten eingepal3t. Die Verfeinerung der Modellparameter
wurde wahlweise mit den Programmen X-PLOR Version 3.85 (Bringer, 1992) und CNS
(Brungeret al., 1998) nach deconjugate gradient Methode durchgefuhrt, wobei geometrische
Parameter (Engh und Huber, 1991) beriicksichtigt wurden. Dies lieferte ein verbessertes
Strukturmodell, aus dem sich nach Fouriertransformation neue (bessere) Phasen berechnen
lieBen. Zusammen mit den Betrdgen der Strukturfaktoren konnten daraus verbesserte
Elektronendichten berechnet werden. Diese erlauben wiederum ein besseres Strukturmodell zu
erstellen. Als Kriterium fir die Qualitdt des Modells gilt der sogenannte kristallographische R-
Faktor (Gleichung 4-17):

|Fobs| - k|Fcalc|
% |F0bs| (4-17)

p

Darin ist k ein Skalierungsfaktor, der dazu dient, die gemessenen und berechneten
Strukturfaktoramplituden auf eine einheitliche Skala zu bringen. Der R-Faktor liegt

typischerweise fir eine Proteinstruktur am Ende des Verfeinerungsprozesses unter 22 %. Als
objektives Kriterium fur den Erfolg des Verfeinerungsprozesses hat sich die Berechnung des
freien R-Faktors durchgesetzt (Bringer, 1992). Dazu werden 5 % der Reflexe zufallig ausgewahlt
und als Testset nicht in die Verfeinerung miteinbezogen. Der aus ihnen berechnete freie R-Faktor
und warnt vor einer Uberanpassung der Daten und sollte nicht mehr als 6 % hoher als der R-

Faktor sein.
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4.6.9. Analysevon Atommodellen

Die statistische Analyse der Bindungslangen und -winkel sowie der Temperaturfaktoren der
atomaren Modelle wurde mit dem Programm X-PLOR Version 3.85 (Bringer, 1992)
durchgefuihrt. Weitere Untersuchungen der Molekilgeometrien, insbesondere der Ausgabe von
RamachandraPlots (Ramachandran und Sasisekharan, 1968), erfolgten mit dem Programm
PROCHECK Version 2.0 (Laskows#i al., 1993).

4.6.10. Molecular Modeling

Durch Molecular Modeling wurden in dieser Arbeit Strukturmodelle verschiedener pFNR-
Substratkomplexe erstellt. Die atomaren Modelle dieser Komplexe wurden mit dem Programm
FTDOCK (Jackson et al., 1998) erzeugt. FTDOCK fuhrt den geometrischen
Oberflachenerkennungsalgorithmus von Katchalski-Katzir (Katchalski-Kettat., 1992) aus,

um zwei Molekile aufeinander zdocken. Mit Hilfe der Fast Transfourier Transformate-
Methode und einer elektrostatischen Korrelationsfunktion wird der Translationsraum zweier
zufallig rotierter Makromolekile durchsucht und moégliche Proteinkomplexe erzeugt. Diese
werden durch eine Rangliste klassifiziert, wobei Bewertungsfaktoren beziglich elektrostatischer
Wechselwirkungen und zueinander komplementdren Oberflachen vergeben werden. Die
erhaltenen Proteinkomplexe mit hohen Bewertungsfaktoren wurden am Grafikdisplay mit dem
Programm O (Jonedt al., 1991) analysiert. Mit dem Programm MULTIDOCK (Gaétal.,

1997) wurde eine Verfeinerung des Kompiearface der beiden Proteine durchgefihrt. Dabei
wurden mdgliche Konformationswechsel der Seitenketten nigid body Bewegungen der
komplexierenden Proteine berilcksichtigt. Alternativ wurde die Verfeinerungyetaodelten
Proteinkomplexe mit dem Programm CNS (Brunged., 1998) durchgefihrt.
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5. Ergebnisse und Diskussion

5.1. Teil I: Ferredoxin-NADP" Reduktase aus Paprika

5.1.1. RNA Isolierung aus Paprika und cDNA Synthese

Fur die Isolierung der zellularen Gesamt-RNA aus den Blattern der Paprikap@apgeum

annuum Yolo Wonder wurden in der Regel pro Isolierungsschritt 3,5 g Pflanzenmaterial
eingesetzt. Der Ablauf der RNA-Isolierung erfolgte wie in Kapitel 4.1.1.1. beschrieben, wobei
darauf geachtet wurde, dal jegliche Kontamination durch RNasen vermieden wurde. Die Qualitat
und der Reinheitsgrad der isolierten und gereinigten zellularen Gesamt-RNA wurde durch
Formaldehyd-Gelelektrophorese (Kap. 4.1.2.1.) bestimmt. Abbildung 5-1 zeigt das Formaldehyd-
Gel einer typischen RNA-Isolierung. Als RNA-Langenstandard wurde die zellulare Gesamt-RNA
aus Rattenleber aufgetragen, bei der die 18S-rRNA der kleinen ribosomalen Untereinheit und die
28S-rRNA der grolen ribosomalen Untereinheit als ausgepragte Banden auf dem Gel zu
erkennen sind. Die aus den Blattern der Paprikapflanze isolierte Gesamt-RNA zeigt auf dem
Formaldehyd-Gel hauptsachlich Banden im niedermolekularen RNA-Bereich. In Hohe der 28S-
rRNA der groR3en ribosomalen Untereinheit ist keine ausgepragte Bande zu erkennen. Die 18S-
rRNA der kleinen ribosomalen Untereinheit kann hingegen auf dem Gel detektiert werden. Mit
Hilfe des angewandten RNA-Isolierungsprotokolls konnte aus den Blattern der Paprikapflanze
Capsicum annuum Yolo Wonder nur zellulare RNA geringer Grol3e isoliert werden. Scheinbar
kam es wahrend der RNA-Isolierung zu einer Fragmentierung der groReren zellularen RNA-
Molekule. Endziel der RNA-Isolierung war jedoch die Praparation der m-RNA, welche die
Sequenzinformation dgxnr-Gens enthélt und eine abgeschéatzte Grolle von etwa 1100 Basen
besitzt. Ihre Isolierung aus den Pflanzenzellen sollte demnach gelungen sein. Desweiteren konnte
festgestellt werden, dal3 die Ausbeute an isolierter zellularer Gesamt-RNA sowie ihre Qualitat
von der Zeitspanne abhangt, die zwischen Ernte des Pflanzenmaterials und RNA-Isolierung liegt.
Wurden die Blatter der Paprikapflanze nicht unmittelbar nach der Ernte in flissigem Stickstoff
schockgefroren, so verringerte sich die Ausbeute an isolierter Gesamt-RNA drastisch. Lag eine
Zeitspanne von ca. 20 min zwischen Ernte der Blatter und Friervorgang, so wurde bereits ein
erheblicher Teil der RNA-Molekile von der Zelle abgebaut und die RNA-Ausbeute minimierte

sich um das Zehnfache.
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Abb. 5-1: a) Formaldehyd-Gel der isolierten zellularen Gesamt-RNA Gapsicum annuum Yolo Wonder. Als
RNA-Langenstandard diente zellulare Gesamt-RNA aus Rattenleber. b) Agarose-Gel der synthetisierten Paprika-
cDNA. Ein 1kb-DNA-Marker dient als LAngenstandard.

Im Gegensatz zu den anderen zellularen RNA-Arten enden die eukaryontischen mRNAs mit
einem Poly-A Schwanz, der im Zellkern nach der Transkription an die mRNA angehéangt wird.
Diese Tatsache wurde bei der Isolierung und Reinigung der mRNA aus der zellularen Gesamt-
RNA ausgenutzt. Die mRNA-Isolierung wurde mit dem Oligotex mMRNA Kit durchgefuhrt und
erfolgte wie in Kapitel 4.1.1.2. beschrieben. Die Ausbeute an mRNA, die aus der praparierten
zellularen Gesamt-RNA eines Isolierungsschritts préapariert wurde, war extrem gering. Daher
wurde auf eine Qualitatsprifung durch Formaldehyd-Gelelektrophorese verzichtet und die
gesamte mMRNA-Probe zur weiteren Herstellung der Paprika-cDNA verwendet.

Die cDNA-Synthese wurde wie in Kapitel 4.1.3. beschrieben mit AMV-Reverser-Transcriptase
durchgefihrt. Als Primer wurden Oligo(dT)-Primer (Oligonukleotide mit einer Nukleotidabfolge
von 12-18 dTs, die spezifisch an den Poly(A)-Schwanz von eukaryontischer mRNA binden) und
sogenannte Random-Primer (Hexanukleotidgemisch unterschiedlicher Sequenz, die zufallig an
die RNA binden) verwendet, die eine Erststrang-cDNA-Synthese der 3'-Enden der Transkripte
erlaubten. Im Anschlul3 an die Erststrang-cDNA-Synthese erfolgte die Gegenstrangsynthese
durch DNA-Polymerase |. Die synthetisierte cDNA wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion
und Ethanolfallung gereinigt. Um die Qualitat der synthetisierten cDNA abzuschatzen, wurde
eine Probe auf ein vertikales Agarose-Gel aufgetragen (Abb. 5-1). Als DNA-L&ngenstandard
wurde ein 1kb-DNA-Marker verwendet. Die synthetisierte Paprika-cDNA zeigt auf dem
Agarose-Gel hauptséchlich Banden im niedermolekularen Bereich. Die grof3ten cDNA-

Fragmente weisen eine Lange von etwa 1600 bp auf. Da die Isolierung der zellularen Gesamt-
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RNA aus den Blattern der Paprikapflanze nur RNA-Molekile relativ kleiner Grol3e lieferte, mufd
die synthetisierte cDNA eine ahnliche GroéfRRenverteilung aufweisen. Ausgehend von der
synthetisierten Paprika-cDNA sollte daér-Gen (11100 bp) und dagfd-Gen (BOO bp)

identifiziert und sequenziert werden. Dies sollte trotz der maRigen Qualitat der synthetisierten

Paprika-cDNA moglich sein.

5.1.2. Sequenzierungser gebnisse

5.1.2.1. Sequenz der pFNR

Daspfnr-Gen, welches fur die FNR a@apsicum annuum Yolo Wonder codiert, konnte mittels

PCR auf frisch praparierter Paprika-cDNA identifiziert werden. Zur Einleitung der DNA-
Synthese wurden verschiedene degenerierte Primer verwendet, die speziell fir die Synthese der
3'- bzw. 5-Enden der codierenden Region gsr-Gens entwickelt wurden (Kap. 3.1.4.).
Unterschiedliche PCR-Bedingungen wurden gescreent, um optimale Bedingungen fur die
Amplifikation des codierenden Bereiches @éw-Gens zu erhalten. Dabei wurden die degene-
rierten 3‘- bzw. 5'-Primer in unterschiedlicher Weise miteinander kombiniert, die Annealing-
temperaturen variiert und unterschiedlich lange Annealing- bzw. Elongationszeiten verwendet.
Durch PCR mit den degenerierten Primern fnr_2_5' und fnr_3_3* und einer Annealingtemperatur
von Tanea=42°C konnte ein 1098 bp grol3es Produkt amplifiziert werden. Das PCR-Produkt
wurde isoliert und unter Verwendung der beiden degenerierten PCR-Primer N-terminal
ansequenziert (Kap. 4.2.1.4.). Der Vergleich der Sequenzierungsergebnisse mit
Nukleinsauresequenzen anderer pflanzlicher FNRs zeigte, dal3 es sich bei dem amplifizierten
DNA-Fragment um den codierenden Bereich der Praproteinform der pFNR handelte. Mit Hilfe
der bisher sequenzierten Bereiche pies-Gens wurden neue Sequenzierprimer entwickelt und

die komplette Nukleotidsequenz der codierenden Genregion bestimmt (Abb. 5-PfnBD&en

codiert fur ein Praprotein bestehend aus 362 Aminosauren. Es besitzt eine molekulare Masse von
40407 Da und weist einen berechneten isoelektrischen Punkt von 8,57 auf. Die Praproteinform
der pFNR besitzt ein aminoterminales Signalpeptid, welches aus den Aminosduren 1 bis 54
besteht und den Proteinimport ins Mitochondrium ermdglicht. Die nach der Prozessierung
vorliegende native Form der pFNR besteht aus den Aminosauren 55 bis 362 und weist ein

Molekulargewicht von 33177 Da auf. Der isoelektrische Punkt laf3t sich zu 6,33 berechnen.
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ATGECTACTGCTGTTACTGCTCCTGICTCTCTTCCTTCATCCAAGTCCACTTCTTTTCCC
TACCGAT GACGACAAT GACGACGACAGAGAGAAGGAAGT AGGT TCAGGT GAAGAAAAGGG
MATAVTAAVYSLPSSK ST S F P
ACTAGAACATCCATCATCTCCCCTGAAAAAATCAACT TCAACAAGGTGCCTTTGTACTAC
TGATCTTGTAGGTAGTAGAGEGCGACTTTTTTAGT TGAAGT TGT TCCACGGAAACATGATG
T RT S I I S P EKI NFNZKWVZPLYY
AGAAATGT GT CCGGT GGTAGTAAATTGGT TACCAT TAGAGCCCAAGT GACCACAGAGCECT
TCTTTACACAGGCCACCATCATTTAACCAATGGTAATCTCGGEGT TCACTGGTGICTCCGA
R NV S GGSKULVTI RAQVTTEA
CCTGCTAAAGT TGAGAAGATTTCAAAGAAACAGGACGAAGGT GTGGTTGTGAACAAGTTC
GGACGATTTCAACTCTTCTAAAGT TTCTTTGTCCTGCT TCCACACCAACACTTGI TCAAG
P AKYV EIKI SKIKOQDEG GV YV V NKF
AGGCCAAAGGAACCTTACATTGGTAGATGT CTACTCAACACTAAGATCACTGGTGATGAT
TCCGGTTTCCTTGGAATGTAACCATCTACAGATGAGT TGTGATTCTAGT GACCACTACTA
R P KEWPY Il GRCLLNTIKI T GDD
GCACCTGGTGAAACTTGGCACATGGT CTTTAGCACT GAAGGGGAGATCCCATATAGAGAA
CGTGGACCACTTTGAACCGT GTACCAGAAATCGTGACT TCCCCTCTAGGGTATATCTCTT
AP GETWHMYV F STEGETI P Y RE
GGCCAATCCATTGGTGTGATTGCTGATGGT GT TGATGCCAATGGGAAGCCTCACAAGCTT
CCGGT TAGGTAACCACACTAACGACTACCACAACTACGGT TACCCTTCGGAGTGT TCGAA
G QSI GVI ADGVYVYDANGIKWPHKL
CGATTATACTCCATTGCCAGCAGT GCCCTTGGTGACT TCGECGACTCCAAAACCGTTTCC
GCTAATATGAGGT AACGGT CGT CACGGGAACCACT GAAGCCGCTGAGGT TTTGGCAAAGG
R LY SI A SSAL GDUZFGUDSK KTV S
CTGTGI GTCAAAAGGCTTGT GTACACCAAT GACAAAGGGGAAGAAGT TAAAGGAGI TTGC
GACACACAGT TTTCCGAACACATGTGGT TACTGI TTCCCCTTCTTCAATTTCCTCAAACG
L ¢V KRLVYTNUDIKGETEV K GVC
TCAAACTTCTTGT GTGACT TGAAGCCT GGAGCAGATGT CAAGATTACTGGACCCGT TGEC
AGTTTGAAGAACACACT GAACTTCGGACCT CGTCTACAGT TCTAATGACCT GGGCAACCG
S NF L CDL KPGADVIKI1I TGPV G
AAAGAAAT GCTCATGCCAAAAGAT CCAAACGCCACTGT TATAATGCTTGGTACTGGAACT

--------- T T e 51410

TTTCTTTACGAGTACGGT TTTCTAGGT TTGCGGTGACAATATTACGAACCATGACCTTGA
K EML MPKUDZPNATVI ML GTGT

GGAATTGCTCCTTTCCGATCATTCTTGTGGAAAATGT TCTTTGAGAAACACGACGATTAC
CCT T AACGAGGAAAGGCT AGTAAGAACACCT TTTACAAGAAACTCT T TGT GCTGTAATG
GI A PFRSFLWKMMFUFEIKMHUDDY

AAGITCAATGGT TTGGCATGECTTTTCTTGGEGT GT TCCCACCAGCAGCTCCCTACTTTAC
TTCAAGT TACGAAACCGT ACCEAARAGAACCCACAAGSGT GO CT CGAGGGATGAAATG

K F NGLAWLFULGVUPTSS S L LY

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

720

780
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AAGGAGGAAT TCGAGAAAAT GAAGGAGAAGGCCCCAGAAAACT TCCGATTGGACT TTGCT
781 --------- Ho oo Ho oo Ho oo R R + 840
TTCCTCCTTAAGCTCTTTTACTTCCTCTTCCGGGGT CTTTTGAAGGECTAACCT GAAACCGA

K E EFEKMKEIKAPENZFIRLDFA
GIGAGCAGAGAGCAAACAAACGAAAAGGGT GAAAAGAT GTACATCCAAACCAGAATGECT

841 --------- Ho oo 4o SRR Ho oo Ho oo + 900
CACTCGICTCTCGITTGITTGCTTTTCCCACTTTTCTACATGTAGGTTTGGTCTTACCGA

V S REQTNZEI K GEIKMY Il QTR RMA

CAATATGCTGAAGAACTATGGACTTTGCCTCAAGAAAGACAACACATTTGTGTACATGTGT
901 --------- Ho e Ho oo Ho e 4o Ho oo + 960
GITATACGACTTCTTGATACCTGAAACGAGT TCTTTCTGT TGTGTAAACACATGTACACA

QY AEELWTULULI KIKDNTFV Y MZC

GGACTCAAGGGCATGGAGCAAGGAATTGATGACATTATGTCTTCACT TGCTGCCAAAGAG
961 --------- Ho oo Ho e SRR SRR Ho oo + 1020
CCTGAGI TCCCGTACCTCGITCCTTAACTACTGTAATACAGAAGTGAACGACGGITTCTC

G L KGMEOQGI DDI MS SL A A K E

GGTATTGACT GGGCAGACTACAAGAAGCAATTGAAGAAGGCAGAGCAATGCGAACGT TGAA
1021 --------- Ho oo Ho oo Hom oo Ho oo Ho oo + 1080
CCATAACTGACCCGTCTGATGITCTTCGTTAACTTCTTCCGTCTCGT TACCTTGCAACTT

G I DWADYKIKQL KIKAEQWNV E

1081 --------- 1089
CAGATGATT

VY

Abb. 5-2: ¢cDNA Sequenz des codierenden Bereiches des pfnr-Gens. Die pFNR wird als Praprotein synthetisiert.
Nach Proteinimport ins Mitochondrium wird das Signalpeptid abgetrennt.

Ein Sequenzvergleich zwischen der Aminoséuresequenz der pFNR und Aminosauresequenzen
von FNRs aus anderen pflanzlichen Organismen ist in Abbildung 5-3 gegeben. Die
Aminosauresequenz der pFNR zeigt hohe Homologie zu anderen Proteinen der Ferredoxin-
NADP® Reduktasefamilie. pFNR besitzt eine etwa 75 %ige Sequenzidentitat zu den
Préproteinformen der FNRs aus Spiheg,Plant, Erbse, Bohne und Tabak. Die Sequenzidentitat
zwischen den FAD-bindenden Domanen und den NARRdenden Domanen der
unterschiedlichen FNRs ist dabei besonders grof3. Auffallig ist, dald die ersten N-terminalen
Aminosauren der FAD-bindenden Doméne der prozessierten FNRs im Vergleich zum Rest nur
sehr wenig gemeinsame Merkmale aufweisen. In den Kristallstrukturen der pFNR und der FNR
aus Spinat ist gerade dieser N-terminale Bereich der Proteine in der Elektronendichte nicht
sichtbar, was eine hohe Flexibilitaét andeutet. Diese ersten N-terminalen Aminosauren haben
demnach eine geringe Bedeutung fir die strukturelle und funktionelle Integritéat der FNRs. Die
hohe Homologie dertwo domain Motive der unterschiedlichen FNRs — sowohl auf

Aminosaureebene als auch auf struktureller Ebene (Kap. 5.1.8.) - deutet an, dal3 beides, die
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Im Gegensatz zu vielen anderen Signalpeptiden enthalten die Signalpeptide der FNRs nicht den

strukturelle Gesamtfaltung der Proteine und die gemeinsamen Aminosauremerkmale, wichtige
und kleine hydrophobe Reste auf, besitzen jedoch nur sehr wenig geladene polare Aminoséauren.
klassisch hydrophoben Kern, flankiert von einigen hydrophoben Aminoséduren mit meist einer

Verglichen mit der hohen Sequenzidentitat tey domain Motive der unterschiedlichen FNRs
ist die Sequenzidentitat der Signalpeptide wesentlich geringer. Sie weisen viele Serin-, Threonin-

5. Ergebnisse und Diskussion — Teil I: Ferredoxin-NADRReduktase aus Paprika
oder mehreren basischen Aminosauren nahe dem Aminoende.

Faktoren fir die Elektronentbertragung sind.
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Abb. 5-3: Sequenzvergleich verschiedener pflanzlicher Ferredoxin-NADP™ Reduktasen. Konservierte Aminosaure-
bindenden Doméne (rot) der pFNR sind eingezeichnet.
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51.2.2. Sequenz des pFd

Das pfd-Gen, welches fir das Fd aGspsicum annuum Yolo Wonder codiert, konnte in dieser

Arbeit mittels PCR auf frisch praparierter Paprika-cDNA identifiziert werden. Zur Einleitung der
DNA-Synthese wurden verschiedene degenerierte Primer verwendet, die speziell fur die
Synthese der 3'- bzw. 5'-Enden der codierenden RegiompfdeSens entwickelt wurden (Kap.
3.1.6.). Unterschiedliche PCR-Bedingungen wurden gescreent, um optimale Bedingungen fir die
Amplifikation des codierenden Bereiches dp&l-Gens zu erhalten. Dabei wurden die
degenerierten 3'- bzw. 5-Primer in unterschiedlicher Weise miteinander kombiniert, die
Annealingtemperatur variiert und unterschiedlich lange Annealing- bzw. Elongationszeiten
verwendet.

Durch PCR mit den degenerierten Primern fd_4 5' und fd_2 3' (Kap. 3.1.6.) und einer
Annealingtemperatur von hea=44°C konnte ein 435 bp groRes Produkt amplifiziert werden.
Das PCR-Produkt wurde isoliert und unter Verwendung der beiden degenerierten Primer N-
terminal ansequenziert (Kap. 4.2.1.4.). Der Vergleich der Sequenzierungsergebnisse mit
Nukleinsauresequenzen anderer pflanzlicher Fds zeigte, dal3 es sich bei dem amplifizierten DNA-
Fragment um den codierenden Bereich pfdsGens handelte. Anhand der bisher sequenzierten
Bereiche despfd-Gens wurden neue Sequenzierprimer entwickelt und die komplette
Nukleotidsequenz der codierenden Genregion bestimmt (Abb. 5-4pf@®&en codiert fur ein
Praprotein bestehend aus 144 Aminosauren. Es besitzt eine molekulare Masse von 15079 Da und
einen berechneten isolektrischen Punkt von 4,16. Die Praproteinform des pFd besitzt ein
aminoterminales Signalpeptid. Dieses setzt sich aus den Aminosauren 1 bis 47 zusammen und
hilft dem nascierenden Polypeptid nach der Translation am Ribosom die Mitochondrienmembran
zu passieren. Nach Import ins Mitochondrium wird das Signalpeptid von der nascierenden
Polypeptidkette abgespalten. Es entsteht das prozessierte native pFd, welches aus den
Aminosduren 48 bis 144 besteht und eine Molekularmasse von 10312 Da aufweist. Der

isoelektrischen Punkt des Enzyms laf3t sich zu 3,78 berechnen.

ATGGECTAGTATCTCAGCTACCATGATTAGTACCTCCTTCATGCCAAGAAAACCAGCTGT G
1 --------- B S B S B S B S B S + 60
TACCGATCATAGAGT CGATGGTACTAATCATGGAGGAAGTACGGTTCTTTTGGTCGACAC

MASI S A TMI STSF MPIRIKP AV
ACAAGCCTTAAACCCATCCCAAACGT TGGGGAAGCACTGTTTGGGECTTAAATCAGCAAAT

61 --------- B S B S B S B S B S + 120
TGTTCGGAATTTGGGTAGGGT TTGCAACCCCTTCGTGACAAACCCGAATTTAGICGITTA

T S L KPI PNV GEALUFGLK S AN
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GGTGGECAAAGT CACTTGCATGGCTTCATACAAAGT GAAACTTATCACACCTGACGGACCA

121 --------- Ao R 4o Ao Ao + 180
CCACCGT TTCAGT GAACGTACCGAAGTATGTTTCACTTTGAATAGT GTGGACTGCCTGGT
G GKVTCMASYKVKLI TP DGP
ATAGAATTTGATTGCCCAGATGATGT GTACATTCT TGATCAAGCT GAGGAAGCAGGACAT

181 --------- 4o 4o Ao 4o 4o + 240
TATCTTAAACTAACGGGTCTACTACACATGTAAGAACTAGT TCGACTCCTTCGTCCTGTA
Il E F DCWPDUDVY Il L DQAETEAGH
GATCTTCCTTATTCGI GCAGGGCAGGTI TCTTGCTCATCT TGTGCTGGTAAAATTCCTGGT

241 --------- Ao Ao Ao Ao 4o + 300
CTAGAAGGAATAAGCACGT CCCGT CCAAGAACGAGTAGAACACGACCATTTTAACGACCA
DLPYSCRAGS ST CSSCAGEKI AG
GGAGCTGT TGATCAAACTGATGGCAACT TTCTTGATGATGACCAAT TAGAGGAGGGATGG

301 --------- Ao 4o Ao 4o 4o + 360
CCTCGACAACTAGT TTGACTACCGT TGAAAGAACTACTACTGGT TAATCTCCTCCCTACC
G AV DOQTD GNUZFL DUDUD QUL EE G W
GIGCTAACTTGTGT TGCTTATCCACAGT CTGATGI TACTATTGAGACT CACAAGGAGGAG

361 --------- R 4o Ao 4o 4o + 420
CACGATTGAACACAACGAATAGGT GTCAGACTACAATGATAACTCTGAGTGTTCCTCCTC

v L T CVAY P QSDVTI ETHKEE

421 - -eeeo-- +ooe - 435

Abb. 5-4: cDNA-Sequenz des codierenden Bereiches des pfd-Gens. Das pFd wird als Praprotein synthetisiert. Nach
Mitochondrienimport wird das Signalpeptid abgespalten.

FdTomato . . . . . . MASI SGTMI STSFLPRKPAVTSLKAI S. NVGEALFGLKSG. R

FdC.annuum . . . . . . MASI SATMI STSFMPRKPAVTSLKPI P. NVGEALFGLKSA. N
IC8

Fd Maize MATVLGSPRAPAFFFSSSSLRAAPAPTAVALPA. A. KVGlI MGRSASSRR

Fd Pea MATTPALYGTAVSTSFLRTQPMPMSVTTTK. AFSNGFLGLKTSLKR

Fd Spinach MAATTTTMMGMATTFVPKPQAPPMMAALPSNTGRSLFGLKTGS. R

50 60 70 80

Fd Tomato NGRI TCMA S|YK|VIK EIGIP | [EIF E[PIDIDVYIT L DIQAEEIE[GIHDLPYSCRAG

FdC.annuum GGKV T CMA S[Y|K|V|K DIGIP| [EfF D[PIDDV Y| LDQAEE|AIGHDLPYSCRAG

FdRice . . A TIY|N|VIK DI|GIE VIE[L QWAPIDDV Y| LDIQAEEIE|G]l DLPYSCRAG

Fd Maize RLRAQAT|Y|N|VK E|IGIEVIEIL QMFIDDVYI LD QAEE|DIGI I DLPYSCRAG

Fd Pea GDL AVAMAS|YK|VIK D|G|IT QE|IF E[9P|ISDVYI| LDHAEE|V|IGI DLPYSCRAG

Fd Spinach GGRMT. MAAIKVIT TIGINVIEIF Q[HEPIDDV Y1 L DIA[AEEIE|IG]I DLPYSCRAG

100 110 120 130

Fd Tomato T A[GISNMID[Q|SDIG L D[EDIQIEAAIGIJVLTCVIAYPIKKGDNAT|I ETHK

Fd C. annuum A G|GIANAD|Q|T D|G LDPID|QILEEIGNJVL TCVIAYPIQSDNAT|I ETHK

Fd Rice V S|GEIWMD|Q|S|D|Q L DpPID|QIVAAIGNJVLTCHAYPKSDIMV|I ETHK

Fd Maize V S|GISWAD|Q|S |D|Q L DpPIG|Q|I ADGNJVL TCHIAYP|T SDMVI| ETHK

Fd Pea V G|GIENAD|Q|S |D|G L DPJE|Q|l EAIGI@VLTCIVIAYP|IT SDNAV|II ETHK

Fd Spinach KTIGSIMNQDIDIQ L DpID|Q|! DEGAIIVL TCIA[AYP|VSIDNMTI ETHK

Fd Tomato

Fd C. annuum

Fd Rice

Fd Maize

Fd Pea

Fd Spinach

Abb. 5-5: Sequenzvergleich verschiedener pflanzlicher [2Fe-2S]-Ferredoxine I. Konservierte Reste sind farbig
unterlegt.



5. Ergebnisse und Diskussion — Teil I: Ferredoxin-NADRReduktase aus Paprika 74

Abbildung 5-5 zeigt einen Vergleich der Aminosauresequenzen verschiedener pflanzlicher Fds.
Das nicht-prozessierte pFd besitzt eine etwa 80 %ige Sequenzidentitat zu den nicht-prozessierten
Fds aus Tomate, Reis, Mais, Erbse und Spinat. Die Signalpeptide der unterschiedlichen Fds
setzen sich fast ausschlie3lich aus hydrophoben Aminosaureresten zusammen. Mit Ausnahme
von einigen Serin- bzw. Threoninresten enthalten sie fast keine polaren Aminosauren. Die
Sequenzidentitat der Signalpeptide ist verglichen mit der der prozessierten Polypeptide extrem
niedrig. Die konservierte Aminosauresequenz der Mitglieder der pflanzlichen [2Fe-2S]-
Ferredoxinfamilie besitzt eine grofl3e Bedeutung fur die strukturelle und funktionelle Integritat der
Proteine. Die Charakteristik der Aminosauresequenz der Fds und die daraus resultierende Ge-

samtfaltung der Proteine sind wichtige Faktoren flr eine wirkungsvolle Elektronentbertragung.
5.1.3. Klonierungs- und Expressionser gebnisse

Die native Reinigung der pFNR sowie des pFd aus den Blattern der Paprikaf&osazim

annuum Yolo Wonder erforderte grof3e Mengen an Pflanzenmaterial und lieferte nur geringe
Proteinausbeuten. Daher sollten beide Proteine kloniert und rekombin&ntah exprimiert
werden. AulRerdem kann die Reinigung der rekombinanten Proteine aus Bakterienzellen meist
einfacher bewerkstelligt werden, da die Zahl der exprimierten Proteine in Bakterienzellen
niedriger ist und deshalb weniger kontaminierende Proteine von dem gewinschten Protein
abgetrennt werden mussen. Um eine induzierbare und rekombinante Expression der beiden
Proteine in E. coli zu erreichen, wurden die entsprechenden Gene in ein T7

Polymerase/Promoter-System kloniert.

5131 Klonierung und Expression der pFNR

In dieser Arbeit wurde dg¥nr-Gen identifiziert und sequenziert. Ausgehend von der erhaltenen
Sequenz wurden 5'-Primer sowie 3‘-Primer zur Klonierung der prozessierten nativen Enzymform
synthetisiert. Die codierende Region der prozessierten nativen pFNR wurde mittels PCR
amplifiziert und das erhaltene 948 bp lange Fragment Uber Ndi- und BamHI-
Klonierungsstellen in den VektgoET22b(+) einkloniert. Das erhaltene Expressionsplasmid
PET22b(+)-pFNR wurde sequenziert, um zufallige Mutationen auszuschliel3en.

Die Expression der mit dem PlasnpET22b(+)-pFNR transformierterkE. coli BL21(DE3)-

Zellen wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefiihrt (Kap. 4.3.1.3.). Das Protein wurde

in aktiver Form ins Cytosol Uberexprimiert. Es konnte gezeigt werden, dafd die Expressionsrate
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der rekombinanten pFNR in E. coli von der Kultivierungstemperatur und dem
Induktionszeitpunkt anhangt. Mit abnehmender Kultivierungstemperatur stieg die pFNR-
Expressionsrate der Zellen, die bei RT ihr Maximum erreichte. Zusatzlich konnte die pFNR-
Expressionsrate gesteigert werden, indem die Zellen erst in der spaten logarithmischen Phase
statt in friheren Wachstumsphasen induziert wurden. Die erhohte Zellbiomasse zum Zeitpunkt

der Induktion ermdglichte eine groRere Ausbeute an exprimierter pFNR.

5.1.3.2. Klonierung und Expression des pFd

In dieser Arbeit wurde dasfd-Gen identifiziert und sequenziert. Ausgehend von der erhaltenen
Sequenz wurden 5'- sowie 3'-Primer zur Klonierung der prozessierten nativen Form des Enzyms
synthetisiert. Der codierende Bereich des prozessierten pFd wurde durch PCR amplifiziert und
Uber dieNdel- und BamHI-Klonierungsstellen in den Expressionsvekt&ii22b(+) einkloniert.

Das erhaltene Expressionsplasmil22b(+)-pFd wurde sequenziert, um zuféllige Mutationen
auszuschlie3en.

Die Expression der mit dem PlasnuBET22b(+)-pFd transformiertei. coli BL21(DE3)-Zellen

wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefuhrt (Kap. 4.3.1.3.). Das Protein wurde in
aktiver Form ins Cytoplasma exprimiert. Die Expression des pFd war bereits nach der Zellyse
sichtbar, da es den Proteinrohextrakt braunlich anfarbte. Obwohl andere pflanzliche Proteine, wie
pFNR (Kap. 5.1.3.1.) oder FNR aus Spinat (Alivettal., 1990), in gré3eren Mengen kn coli
Uberexprimiert werden, wenn die Kultivierungstemperatur der Zellen unterhalb 37°C liegt, ist die
Expressionsrate des pFd unabhéngig von der Kultivierungstemperatur. Allerdings laRt sich die
Expressionsrate des pFd steigern, wenn die Zellen erst in der spéaten logarithmischen Phase statt
in friheren Wachstumsphasen induziert werden. Durch die groRere Zellbiomasse zum
Induktions-zeitpunkt kann eine grof3ere Menge an pFd exprimiert werden. Desweiteren wurde
eine Abhan-gigkeit der pFd-Expressionsrate von der Konzentration des Induktionsmittels
festgestellt. Wurde die Proteinexpression mit 0,25 mM IPTG induziert, erreichte die

Expressionsrate ihr Maximum.
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5.1.4. Proteinpraparation

514.1. Paparation der pFNR

Fur die native Reinigung der Ferredoxin-NADReduktase aus den Blattern der Paprikapflanze
Capsicum annuum Yolo Wonder wurde in der Regel 1 kg Pflanzenmaterial eingesetzt. Die
Homogenisierung des Pflanzenmaterials und der Zellaufschlul3 wurde mit Hilfe eines
Labormixers wie in Kapitel 4.5.5.1. beschrieben durchgefiihrt. Die Zellen wurden fir 10 min bei
maximaler Leistung des Mixers aufgeschlossen. Um eine Proteindenaturierung aufgrund méglich
auftretender Temperaturschwankungen zu verhindern, wurde der Zellaufschluf® im Kihlraum bei
4°C durchgefihrt. Zusatzlich wurde darauf geachtet, dal3 sich das Gemisch wéahrend des
Aufschlusses nicht auf Temperaturen gréf3er 10°C erwarmte. War dies der Fall, wurde das
Zellhomogenat in mehreren Intervallen zu je 3 min aufgeschlossen. Nach Zugabe von DNase und
RNase wurde das Gemisch durch eine Schicht Glaswolle und ein Nylonnetz filtriert. Dadurch
konnte ein Grol3teil der Zelltrimmer und der im Gemisch befindlichen Lipide abgetrennt werden.

Die verbleibenden festen Bestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt.

| Homogenisierung und Zellaufschiu

l Ultrazentrifugation

| Affinitatschromatographie an Reactive Red 120-Sephdrose

l Dialyse

| Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephardse

l Dialyse

| Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharoge

l

| Ultrafiltration und Lagerung bei —80°¢€

Abb. 5-6: Schematische Darstellung des Ablaufs der Praparation der Ferredoxin-NeDektase aus Paprika.

Ein Préparationsprotokoll zur nativen Reinigung der pFNR aus den Blattern der Paprikapflanze

wurde entwickelt. Alle Chromatographieschritte wurden bei 4°C durchgefuhrt, um eine
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Proteindenaturierung zu verhindern. Abbildung 5-6 zeigt eine schematische Darstellung des

Ablaufs der Proteinpraparation. Als ersten Reinigungsschritt wurde eine Affinitditschromato-
graphie an Reactive Red 120-Sepharose durchgefuhrt (Kapitel 4.5.5.1.). Das Chromatographie-
material weist eine hohe Bindungsaffinitat fir NAR&bhangige Proteine auf. Abbildung 5-7

zeigt das Elutionsdiagramm der Affinitdtschromatographie. Die Fraktionen wurden durch die

= - 650
3% .

s
% 450 E
gs c
g 14 —
2 ~250 B
e Z
o el
2. ,
< Y| - . - . - . - - j50

Zeit
Abb. 5-7: Chromatogramm der Reactive Red 120-Sepharose-Saule. Die Absorptioke280 nm ist als
durchgezogene, die NaCl-Konzentration als gestrichelte Linie dargestellt.
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Abb. 5-8: Chromatogramm der DEAE-Sepharose-Saule. Die AbsorptioA4#30 nm ist als durchgezogene, die
NaCl-Konzentration als gestrichelte Linie dargestellt.

[(NH,),SO,] in M

Absorption bei 280 nm
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Abb. 5-9: Chromatogramm der Phenyl-Sepharose-Saule. Die AbsorptioxrB8D nm ist als durchgezogene, die
(NH,)>,SO,-Konzentration als gestrichelte Linie dargestellt.
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s — 205 kDa
w116 kDa

[r—

s

e — 66 kDa
s — 55 kDa

- 45 kDa
PFNR — @ ... - 36 kDa

s — 29 kDa
e — 24 kDa

we — 20,1 kDa

s — 14,2 kDa
Abb. 5-10: SDS-Polyacrylamid-Gel der bis zur Homogenitat gereinigten pFNR.
Aufnahme von Absorptionsspektren (220-500 nm) und durch SDS-PAGE auf pFNR-Gehalt

untersucht. pFNR weist ein charakteristisches Absorptionsspektrum mit Absorptionsmaxima bei

A= 280 nm (Proteinabsorption) und A=315 nm bzw. A= 458 nm (Absorption des
proteingebundenen FAD) auf, anhand dessen eine ldentifizierung der pFNR-enthaltenden
Fraktionen zuverlassig durchgefihrt werden konnte. Die pFNR eluierte in einem linearen
Salzgradienten im Bereich zwischen 200 und 260 mM NaCl. Im Durchlauf und der
Waschfraktion konnte keine pFNR nachgewiesen werden. Nach der Chromatographie an
Reactive Red 120-Sepharose lag die pFNR noch nicht in homogener Form vor.

Da der berechnete isoelektrische Punkt des prozessierten Enzyms zu 6,33 bestimmt wurde, wurde
eine weitere Aufreinigung der pFNR durch Anionenaustauschchromatographie an DEAE-
Sepharose durchgefuhrt (Kap. 4.5.5.1.). Abbildung 5-8 zeigt das Chromatogramm der IEC. pFNR
eluierte in einem linearen Salzgradienten zwischen 180 und 250 mM NaCl von der DEAE-
Sepharose-Saule. Die pFNR-enthaltenden Fraktionen wurden identifiziert, vereinigt und der
Reinheitsgrad des Proteins durch SDS-PAGE bestimmit.

Als dritten Reinigungsschritt wurde eine Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-
Sepharose durchgefuhrt. Die Aufreinigung erfolgte wie in Kapitel 4.5.5.1. beschrieben.
Abbildung 5-9 zeigt das Chromatogramm der HIC. In einem linearen, absteigenden Salz-
gradienten eluierte die pFNR zwischen 350 und 300 mM }8@,. Die pFNR-enthaltenden
Fraktionen wurden identifiziert, vereinigt, durch Ultrafiltration auf eine Konzentration von 15
mg/ml eingestellt und durch Dialyse gegen Puffer B von 4p80, befreit. Nach der HIC an
Phenyl-Sepharose lag die pFNR in homogener Form vor und zeigte im SDS-Polyacrylamid-Gel
nur noch eine Bande bei einem apparenten Molekulargewicht von ca. 36 kDa (Abb. 5-10). Das
berechnete Molekulargewicht der pFNR wurde zu 33177 Da bestimmt und ist etwa 8 % geringer
als das durch SDS-PAGE bestimmte apparente Molekulargewicht. Der Bestimmung des
Molekulargewichts mittels SDS-PAGE liegt die Annahme zugrunde, dal3 SDS-beladene Proteine

nahezu identische Ladung-Masse-Verhaltnisse und ahnliche Formen aufweisen. Die molekularen
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Massen der meisten Proteine kdnnen daher durch SDS-PAGE nur auf 5 bis 10 % genau bestimmt
werden. Die Ausbeute an homogenem Protein lag bei 5 mg pro kg eingesetztem
Pflanzenmaterial. Die N-terminale Sequenzierung des praparierten Proteins zeigte, dal3 es sich
dabei um die rekombinant exprimierte pFNR handelte.

Die Reinigung der rekombinanten pFNR d&uscoli BL21/DE3 Zellen wurde nach dem fur das
native Enzym entwickelten Praparationsprotokoll bei 4°C durchgefuhrt. Trotz der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Zellysate der Pflanzen- bzw. Bakterienzellen war eine
Anpassung des Reinigungsprotokolls nicht nétig. Die isolierte rekombinate pFNR zeigte im SDS-
Polyacrylamid-Gel - wie das native Enzym - nur eine Bande bei einem apparenten
Molekulargewicht von ca. 36 kDa. Die Ausbeute an homogenem rekombinantem Enzym betrug

etwa 1,3 mg pro Liter Expressionskultur.

5.1.4.2. Praparation des pFd

Zunachst muldte ein Préparationsprotokoll fir die Reinigung des rekombinanten gEdaus
entwickelt werden. In Abbildung 5-11 ist der Ablauf der pFd-Praparation schematisch dargestellt.
Alle Reinigungsschritte mit Ausnahme der Gelpermeationschromatographie wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Dadurch sollte eventuell auftretende Proteindenaturierung verhindert werden.

Die nach der Zellernte bei —20°C gelagerten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und wie in Kapitel
4.5.5.2. beschrieben durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen Ferredoxine sind stark
hydrophile und azide Proteine, die selbst bei hohen Ammoniumsulfatkonzentrationen |dslich
sind. Daher bot sich eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung als ersten Reinigungsschritt an,
um einen Grol3teil der verunreinigenden Proteine abzutrennen. Der Proteinrohextrakt wurde
zunachst durch Verdinnen mit Phosphatpuffer auf eine Konzentration von etwa 15 mg/ml
eingestellt und die Ammoniumsulfatfallung wie in Kapitel 4.5.5.2. beschrieben durchgefihrt. Um
eine quantitative Fallung der kontaminierenden Proteine zu erreichen, wurde die
Ammoniumsulfatfallung in zwei Schritten bis zu einer Ammoniumsulfatsattigung von 70 %
(w/v) durchgefuhrt. So konnten etwa 75 % der verunreinigenden Proteine in einem einzigen
Reinigungsschritt abgetrennt werden.

Als zweiten Reinigungsschritt wurde mit der verbleibenden Lésung der Ammoniumsulfatfallung
eine Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharose durchgefihrt (Kap. 4.5.5.2.).
Abbildung 5-12 zeigt das Chromatogramm der HIC. Die Fraktionen wurden durch die Aufnahme
von Absorptionsspektren (220-500 nm) und durch SDS-PAGE auf pFd-Gehalt untersucht. pFd

zeigt ein charakteristisches Absorptionsspektrum mit Absorptionsmaxima 280 nm und\=
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420 nm, anhand dessen eine eindeutige ldentifizierung der pFd-enthaltenden Fraktionen
durchgefiihrt werden konnte. Das Chromatographiematerial wies eine deutliche Bindungsaffinitat
fur pFd auf. Wahrend des Proteinauftrags bildete sich am oberen Ende der Phenyl-Sepharose-
Saule eine rotbraune pFd-Bande. pFd eluierte in einem linearen, absteigendgSQNH
Gradienten bei etwa 1,5 M (N}HSQO,. Nach der Chromatographie an Phenyl-Sepharose lag das

pFd noch nicht in homogener Form vor.
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Abb. 5-12: Chromatogramm der Phenyl-Sepharose-Saule. Die Absorptior+=B80 nm ist als durchgezogene, die
Absorption beih=420 nm als gestrichelte Linie dargestellt.
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Abb. 5-13: Chromatogramm der Q-Sepharose-Saule. Die Absorptioh=280 nm ist durch eine durchgezogene,
die NaCl-Konzentration des Gradienten durch eine gestrichelte Linie dargestellt.
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—205 kDa

s —116 kDa
wer —66 kDa
s — b5 kDa
w — 45 kDa
w — 36 kDa
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w — 14,2 kDa
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Abb. 5-14: SDS-Polyacrylamid-Gel des bis zur Homogenitat gereinigten pFd. Als Proteinlangenstandard wurde
Wide Molecular Weight Marker (SIGMA, Minchen) verwendet.

Zellaufschlufp

l Ultrazentrifugation

| fraktionierte Ammoniumsulfatfallung

l

| Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharoge

l« Dialyse

| Anionenaustauschchromatographie an Q-Sephdrose

l Dialyse und Ultrafiltration

| Gelpermeationschromatographie an Superddx-75

l

| Ultrafiltration und Lagerung bei —80°¢C

Abb. 5-11: Schematische Darstellung des Ablaufs der Praparation des [2Fe-2S]-Ferredoxins | aus Paprika.

Da der isoelektrische Punkt des prozessierten pFd zu 3,78 berechnet wurde, wurde als nachster
Reinigungsschritt eine Anionenaustauschchromatographie an Q-Sepharose wie im Methodenteil
beschrieben durchgefiihrt (Kap. 4.5.5.2.). Abbildung 5-13 zeigt das Chromatogramm der IEC.

pFd eluierte in einem linearen Salzgradienten im Bereich zwischen 320 und 360 mM NaCl von
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der Q-Sepharose-Saule. Die pFd-enthaltenden Fraktionen wurden identifiziert, vereinigt und
durch Ultrafiltration auf eine Proteinkonzentration von 10 mg/ml eingestellt.

Um den Reinheitsgrad des isolierten Proteins weiter zu erhdhen, wurde als abschlieRender
Praparationsschritt eine Gelpermeationschromatographie an Superdex 75 vorgenommen. Die
Chromatographie erfolgte wie in Kapitel 4.5.5.2. beschrieben. Anhand des pFd-Elutionsvolumens
wurde die apparenten Molekularmasse des Enzyms zu ca. 10000 Da bestimmt. pFd lag nach der
GPC in homogener Form vor und zeigte im SDS-Polyacrylamid-Gel eine relativ unscharfe Bande
(Abb. 5-14). Das apparente Molekulargewicht konnte aufgrund des eingesetzten Proteinlangen-
standards nicht mittels SDS-PAGE bestimmt werden. In der Literatur wurde bereits beschrieben,
dalR Ferredoxine auf dem SDS-Polyacrylamid-Gel in einer breiten, unscharfen Bande fokussiert
werden. Diese Bande entspricht meist einem hoéheren apparenten Molekulargewicht, als das
berechnete Molekulargewicht fur das jeweilige Ferredoxin (Huisehah, 1978; Piubelliet al.,

1995). Die Ausbeute an homogenem rekombinantem Enzym betrug ca. 2,5 mg pro Liter

Expressionskultur.

5.15. Kristallisation

Ein ausgedehntexreening-Verfahren mit dethanging
drop Methode (Kap. 4.6.1.) fuhrte zu folgenden
endgultigen  Kristallisationsbedingungen: 4,54l
Proteinlésung (15,0 mg/ml; in 20 mM TRIS/HCI, pH
8,0) und 4ul der Reservoirlosung (0,1 M TRIS-HCI; 1,9
M (NH4).SQy; pH 8,5) wurden gemischt und als

Abb. 5-15: Kristall der pFNR. "
" P hangender Tropfen gegen 50(I Reservoirlésung

aquilibriert. Unter diesen Bedingungen bildeten sich nach etwa funf Tagen rautenférmige pFNR-
Kristalle, die eine maximale GroRe von 0,3 x 0,3 x 0,25°ramfwiesen (Abb. 5-15) und
Rontgenstrahlung einer konventionellen Roéntgenquelle bis zu einer Auflosung von 2,5 A
streuten. Die Kristalle gehérten der monoklinen Raumgrupp@a®nd besal3en Zellkonstanten
von a=44,72 A, b=108,98 A, ¢=90,36 A uwngy=90,0°, 3=95,57° (Tabelle 5-1). Nach der
Methode von Matthews (Kap. 4.6.5.) wurde die Anzahl der Moleklle pro asymmetrischer Einheit

zu 2 bestimmt, was einem Solvensgehalt von 62 ¥%822 A/Da) entspricht.
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5.1.6.  Strukturlésung

Datensammlung und Datenreduktion

Die Beugungsbilder wurden auf einem Image Plate Detektor bei 20°C aufgenommen. Als
Rontgenquelle wurde ein Rigaku RU200 Drehanodengeneratd=RiiK,=1,542 A verwendet.

Der Datensatz wurde mit einem einzigen pFNR-Kristall in Winkelinkrementen von 1° bei einer
Belichtungszeit von 1000 s gemessen. Die erhaltenen Diffraktionsbilder wurden mit dem
Programm MOSFLM (Leslie, 1994) prozessiert und mit den Programmen ROTAVATA/
AGROVATA/TRUNCATE (Collaborative computational project, 1994) skaliert und reduziert.

Die Statistik der Datensammlung ist in Tabelle 5-1 wiedergegeben.
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Statistik der Datensammlung und Verfeinerung von pFNR

Tabelle5-1

Raumgruppe
Elementarzellparameter

P2,

a=44,72 A, b=129,45 A,

c=90,36 A

a=y=90,0°,3=95,57°

Auflésungsgrenze (A) 20-2,5
Reflexe gemessene 61664
unabhéangige 26895
Vollstandigkeit (%), ©-2,5 A) 83,9
Vollstandigkeit (%), (2,58-2,5 A) 83,5
Rmergea (%), (°°'215 A) 9,4
Rmerge” (%), (2,58-2,5 A) 31,9
Auflésungsbereich (A) 8,0-2,5
Verwendete Reflexe 24312
Anzahl der Aminosaurereste/au 592
Wassermolekiile 438
FAD Molekile 2
Phosphationen 2
R-FaktoP (%) 19,8
Riree-Faktof (%) 26,5
rms-Standardabweichung: Bindungslangen (A) 0,007
Bindungswinkel (°) 1,6
dihedral Winkel (°) 23,7
improper Winkel (°) 1,2
gebundene B-Faktoren YA 2,9
B-Faktoren (R): alle Atome 18,7
Proteinatome 18,3
Hauptkettenatome 16,7
FAD Cofaktor 36,4

z(-)

Rierge =
[¢] ZI

bR = > QFobs|— |Fcalc|)
> |F0bs|

“Der freie R-Faktor (Re) wurde mit 5 % zufallig ausgewahlter Reflexe berechnet.

Phasenbestimmung, Modellbau und Verfeinerung

Die Struktur von pFNR wurde durch Patterson-Suchtechniken mit dem Programm AMoRe
(Navaza, 1994) gelost. Als Suchmodell wurde ein Poly-Ala-Modell der Kristallstruktur der FNR
aus Spinat (Karplust al., 1991; Brunset al., 1995) herangezogen. Die prosthetische Gruppe
FAD wurde aus dem Suchmodell ausgelassen.

Um die genaue Anzahl der pFNR-Molekiile pro asymmetrischer Einheit zu bestimmen, wurde

zunachst mit Programmen der CCBdite (Collaborative computational project, 1994) eine
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native Patterson Karte berechnet. In der Harker Sektion bei y=0,5 konnte ein Pseudo-
Ursprungspeak beobachtet werden. Selbstrotationsfunktionen zur Bestimmung der nicht-
kristallographischen Symmetrie (NCS) wurden mit dem Programm GLRF (Tong et al., 1990)
berechnet. In den k-Sektionen bei 180°, 120° und 90° konnten keine Peaks beobachtet werden.
Diese Berechnungen deuteten an, dal3 die asymmetrische Einheit der pFNR-Kristalle zwei
Monomere enthélt, die durch eine Translation miteinander in Beziehung stehen. Die Patterson-
Suchtechniken wurden folglich fir zwei pFNR-Molekile angewandt. Es wurden zwei
abgehobene Lésungen in der Rotations- und Translationssuche gefunden, die den beiden pFNR-
Molekiulen der asymmetrischen Einheit entsprachen. Nagid body fitting betrug der
Korrelationskoeffizient 56,4 % und der R-Faktor 37,3 %.

Die erste Verfeinerung der beiden Monomere A und B mit X-PLOR (Brunger, 1992) unter
Verwendung der Parameter von Engh und Huber (1991) ergab eine interpretierbare
Elektronendichtekarte. Durch zyklisches Mitteln mit dem Programm MAIN (Turk, 1992) unter
Verwendung der berechneten NCS-Operatoren (LSQMAN; Kleywegt und Jones, 1994) konnten
die Elektronendichtekarten nicht verbessert werden. Die gesamte Proteinsequenz der pFNR
wurde in die Elektronendichte eingepallt und das Modell mit dem Programm ESV-FRODO
(Jones, 1985) auf einer ESV-30 Workstation erstellt. Nach jedem Bauzyklus wurde das Modell
unter Verwendung der Daten im Bereich zwischen 8,0 A und 2,5 A verfeinert. Nur wahrend der
ersten iterativen Modellbau- und Verfeinerungszyklen wurde das Monomer B Uber die
Anwendung der NCS-Symmetrieoperatoren aus A generiert (LSQMAN, Kleywegt und Jones,
1994). Bei einem R-Faktor von 25 % wurden Wassermolekile in die Elektronendichtekarte
eingebaut. Die Verfeinerung der Datergid body-, powell-, individuelle B-Faktor-Verfeinerung

und simulated annealing) senkte den R-Faktor schlief3lich auf 19,8 % (der freie R-Faktor betrug
26,5 %) (Tabelle 5-1).

Qualitat des endgultigen Modells

Das endgultige Modell umfal3t die beiden pFNR-Monomere A und B mit den Resten 67 bis 362,
die beiden FAD-Cofaktoren (eines pro Monomer), zwei Phosphationen (eines pro Monomer) und
438 Wassermolekiile (Tabelle 5-1). Alle Reste sind in der Elektronendichte gut definiert - mit
Ausnahme der Aminosauren 171 bis 175, die in einem variablen Loop an der Oberflache der
FAD-Bindungsstelle des Proteins liegen und den ersten zwolf Aminosauren des N-Terminus (aa
55-aa66). Die durchschnittliche Abweichung der Modellkoordinaten wurde durch Berechnung

eines LuzattPlots (Luzzatti, 1952) und durch Anwendung d& Methode (Read, 1986) zu 0,27
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A bzw. 0,28 A abgeschéatzt. Die Stereochemie des Modells ist eindeutig definiert: die
Abweichungen von den Idealwerten (Engh und Huber, 1991) betragen fur die Bindungslangen
0,007 A und fir die Bindungswinkel 1,6° (Tabelle 5-1). Nur drei Aminosaurereste (Lys69, Lys70
und Asnl170), welche in der Elektronendichte gut definiert sind, befinden sich in verbotenen
Bereichen des Ramachandmiots (Abb. 5-16), wahrend 86,7 % aller Aminosauren in den am
meisten bevorzugten Regionen liegen (Ramachandran und Sasisekharan, 1968). Asn170 befindet
sich in der Nahe der FAD-Bindungsstelle des Proteins und wechselwirkt durch eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem Adeninanteil der prosthetischen Gruppe FAD. Die
Ausbildung dieser starken Wasserstoffbriickenbindung kann die energetisch unginstige
Konformation von Asnl70 begilnstigen. Lys69 und Lys70 befinden sich hingegen an der

Proteinoberflache in einem Bereich mit hoher Flexibilitat.

Psi (degrees)
o

45

©
o
|

135 180
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 222 86.7%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 30 11.7%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 1 0.4%
Residues in disallowed regions 3 12%
Number of non-glycine and non-proline residues 256 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 26
Number of proline residues 12
Total number of residues 296

Abb. 5-16: Ramachandran-Diagramm des verfeinerten Modells von pFNR. Die Abbildung wurde mit PROCHECK
(Laskowski et al., 1992) erstellt.
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5.1.7. Strukturbeschreibung

Gesamtstruktur der pFNR

In der Kristallstruktur der Ferredoxin-NADP® Reduktase aus Capsicum annuum Yolo Wonder

liegt das Enzym in monomerer Form vor, wie auch andere Mitglieder dieser Proteinfamilie
(Karplus et al., 1991; Bruns et al., 1995; Serre et al., 1996). Die pFNR setzt sich aus zwei
unterschiedlichen Doménen zusammen — der N-terminalen FAD-bindenden Doméne und der C-
terminalen NADP-bindenden Doméane (Abb. 5-17).

Abb. 5-17: Die Struktur der pFNR. Die N-terminale FAD-bindende Doméne ist in blau und die C-terminale
NADP’-bindende Domaéne in rot dargestellt. Der gebundenen Cofaktor FAD ist baltlend stick Darstellung
gezeigt. Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) erstellt.

Die FAD-bindende Domane umfafdt die Aminosaurereste 67 bis 201 und besteht au§-einem
Barrel. Das[3-Barrel wird von sechs antiparallelgStrangen gebildet, die in zwei senkrecht
zueinander angeordneten dreistangigdtaltblattern angeordnet sind (Faltblatt | und Faltblatt II;
Tabelle 5-2). Die Unterseite dfsBarrels wird von einer kurzerm-Helix und einem langen
Loop, der von zwei kurzefd-Strangen umgeben ist (FAD-bindender Loop), verschlossen. Beide
Strukturelemente — di@-Helix und der Loop - sind entlang der FAD-Bindungsstelle des Proteins
lokalisiert. Die FAD-bindende Doméne beinhaltet das einzige konservierte cis-Prolin des

Molekils — Pro198 - welches am Ende @8trang36 lokalisiert ist.
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Tabelle 5-2

Sekundéarstrukturelemente der FAD-bindenden Doméane und der NADP
bindenden Doméane der pFNR.

Sekundarstrukturelemente der FAD-bindenden Domane:

Faltblatt | 1: aa86-aa95, 2: aal05-aalll und 5: aal58-aal64
Faltblatt 11 B4: aald1-144, 33: aal23-aal27 und [36: aal91-aal99
o-Helix al: aal79-aal86

aal69-aal75 (mit zwei kurzen B-Stréangen, aal67-aal68

langer L.oop und aal76-aal77)

Sekundéarstrukturelemente der NADPbindenden Domane:

B1: aa212-8a218, 2: aa245-aa252, 33: aa275-aa281,

al: aa223-aa234, a2: aa261-aa270, a3: aa295-aa299,

O-Helices | o4 2a303-a8311, 5: 2a324-28340 Und 16: 2a344-a0354

Das Core der NADP'-bindenden Doméne besteht aus einem fiinfstrangigen pargi€iaitblatt
(Faltblatt 11l; Tabelle 5-2), welches von seahdielices (Tabelle 5-2) umgeben ist. Die NADP
bindende Domane weist strukturelle Ahnlichkeit zum klassischen Rossmann-Fold Nukleotid-
bindender Enzyme auf, der erstmals von Rossmann und Mitarbeitern (1975) beschrieben wurde.
Der Bapap-Rossmann-Fold besteht aus zwei Uberlappefd@rEinheiten, in der di@-Strange

ein paralleles Faltblatt mit rechtsgangigeelicalen Uberbriickungen bilden (Rossmann M. G.

& Argos, P., 1981). Neben dem klassisciferfiaB—~Rossmann-Fold (pFNH31a132a2(33; Abb.

5-3) weist die NADP-bindende Doméane jedoch zusatzligh&trange undx-Helices (13, a4,

4,05, a6, 5; Abb. 5-3) auf.

Bruns und Karplus schlugen vor, daR die C-terminale NARRdende Doméane der FNR aus
Spinat aus zwei Subdoméanen aufgebaut ist (Bruns und Karplus, 1995). Die*NA&DEnde
Doméane der pFNR zeigt einen ahnlichen Aufbau, der eine Unterteilung in zwei Subdomanen
zulant (Abb. 5-17). Die erste Subdomane setzt sich auB-&&dngerf31, 2 undf33 sowie den
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a-Helices al und a2 zusammen und beinhaltet alle Reste, die fur die Bindung des Substrates
NADP" verantwortlich sind. Die zweite Subdomane besteht aug-®&triinger34 undp5 sowie
dena-Helicesa3, a4, a5 unda6 und enthalt am &ulReren Rand des parall@lEaltblatts eine

groRe hydrophobe Tasche. Sie besitzt eine GréRRe von ca.*200dZenthalt keine geordneten
Wassermolekile. Die Werte der 2-Elektronendichte sind in diesem Bereich des Modells
negativ. Da solch eine grof3e hydrophobe Tasche an der Oberflache eines natirlichen Proteins
sehr ungewdhnlich ist, scheint sie eine eindeutige funktionelle Rolle zu besitzen. Verschiedene
Untersuchungen (Matthigt al., 1986; Shiret al., 1994) lassen vermuten, dal3 die FNR wéahrend

der Katalyse des letzten Schrittes der linearen Photosynthese als Membran-assoziierte Kompo-
nente vorliegt. Die hydrophobe Tasche der zweiten Subdoméane kdnnte daher als Bindungsstelle
fur die Thylakoidmembran oder fir ein entsprechendes Membran-assoZiedésag-Protein
fungieren.

Neben der hydrophoben Tasche der NADmdenden Doméne der pFNR befinden im Protein

sich zwei weitere, verborgene hydrophobe Clu@@uster | und Cluster Il). Diese sind fur die
dreidimensionale Faltung der pFNR wichtig. Cluster | beinhaltet die hydrophoben Aminoséaure-
reste, die ins Innere dgsBarrels der FAD-bindenden Doméne zeigen, einige Seitenketten der
Interdomanenbriicke und des ausgedehnten N-terminalen Segments. Dieser hydrophobe Cluster
legt die Struktur fur die Bindung des redoxaktiven Cofaktors FAD fest. Cluster Il umfal3t die

Interdomanenregion und ist fur die Assoziation der beiden Doméanen der pFNR verantwortlich.

Bindungsstelle fur die prosthetische Gruppe FAD

Die Bindungsstelle des FAD liegt am Rande der FAD-bindenden Doméane im Bereich der
Interdomanenregion (Abb. 5-17). An dieser Stelle besitzfdBarrel zwischen der3-Strangen

B4 undp5 eine kleine Spalte, die genigend Raum fir die Bindung des Isoalloxazinanteils und
des Ribitylanteils des FAD bietet. Der Riboseanteil und der Adeninanteil des gebundenen FAD
erstrecken sich entlang des verbriickenden Loops zwisgheand al. Dieser Loop — im
folgenden FAD-bindender Loop genannt - ist von zwei kufzetrangen umgeben und ragt
unmittelbar ins umgebende Lésungsmittel. pFNR bindet seine redoxaktive prosthetische Gruppe
FAD ausschlie3lich durch direkte und Wasser-vermittelte Wasserstoffbriickenbindungen, van-
der-Waals Kontakte und aromatiscmerrWechselwirkungen. Viele der Wechselwirkungen

zwischen pFNR und FAD werden durch Hauptkettenatome von Aminosaureresten aus repetitiven
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Sekundarstrukturelementen vermittelt. Eine Ubersicht tUber die Wechselwirkungen zwischen
pFNR und FAD ist in Abbildung 5-18 wiedergegeben.
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Abb. 5-18: Schematische Darstellung der Umgebung des pFNR-gebundenen Cofaktors FAD. Wasserstoffbriicken-
bindungen (gepunktete Linie) und aromatiscke-Wechselwirkungen (wellige Linie) zwischen FAD und Amino-
saureresten der pFNR sind eingezeichnet. Die Abstande zwischen den wechselwirkenden Atomen sind in A
angegeben.

Der Isoalloxazinring ist zwischen zwei Tyrosin Resten — Tyrl43 aubrdesi-Seite und Tyr362

auf derpro-re-Seite - fest an das Protein gebunden (Abb. 5-19a). Das aromatische Ringsystem
von Tyrl43 ist um etwa 75° gegen den aromatischen FAD-Isoalloxazinring verkippt, wahrend
die Seitenkette von Tyr362 nahezu parallel zum Ring angeordnet ist. Die Abstande zwischen den
aromatischen Ringsystemen erlauben die Ausbildung von aromatiseiéechselwirkung.

Die Hauptkettenatome der Aminosauren Cysl162 und Lys164 und ein Seitenkettenatom des
Restes Serl44 bilden direkte Wasserstoffbriickenbindungen zum Isoalloxazinring aus. Die
Aminosauren Serl44 und Tyr362 sind an Wasser-vermittelten Wasserstoffbriickenbindungen
zum Isoalloxazinring beteiligt (Abb. 5-18, Abb. 5-19a). Der Grol3teil des Isoalloxazinrings ist tief

in der Spalte zwischen den Strang®hund 35 desp-Barrels verborgen. Lediglich der aul3ere

Rand des Isoalloxazinrings - mit seinen Methylgruppen C7a und C8a - ragt aus der Proteintasche
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heraus ins umgebende Solvent. Die dem Solvent ausgesetzte Flache betragt etviar tleA
Methylgruppe C7a und 40%Aiir C8a. Dieser Solvent-exponierte Bereich des Isoalloxazinrings,
ist vermutlich der Ort, an dem der Eisen-Schwefel-Cluster sein Elektron auf den FNR-
gebundenen Redoxcofaktor FAD Ubertragt. In der Kristallstruktur der Phthalate Dioxygenase
Reduktase (PDR, Correltt al., 1992) - ein Enzym der FNR-Proteinfamilie, welches eine
zusatzliche Ferredoxin-dhnliche Eisen-Schwefel-Doméane besitzt, die kovalent mit den beiden
pFNR-&hnlichen Domanen verknupft ist — liegt der Eisen-Schwefel-Cluster der dritten Doméne
tatsachlich in Verlangerung der Methylgruppen C7a und C8a des PDR-gebundenen
Redoxcofaktors FMN.

Der Ribitylanteil und die beiden darauffolgenden Phosphatgruppen des FAD sind ahnlich wie der
FAD-Isoalloxazinring fest an das Protein gebunden. Sie wechselwirken fast ausschliel3lich tber
direkte Wasserstoffbriickenbindungen mit Aminosaureresten der pFNR. Die Seitenkette des
Restes Tyrl43 als auch die Hauptkette der Aminosédure Leul42 bilden eine direkte
Wasserstoffbriickenbindung zu einer der Hydroxylgruppen des FAD-Ribitylanteils aus. Die
Phosphatgruppen wechselwirken (ber direkte Wasserstoffbriickenbindungen mit den
Seitenketten der Reste Serl81 und Argl41 und den Hauptketten der Reste Vall79 und Serl81.
Zusatzlich sind in diesem Bereich vier Wassermolekiile durch Wasserstoffbriickenbindungen mit
dem Cofaktor verbunden (Abb. 5-18, Abb. 5-19a).

Der FAD-bindende Loop zwischen den Strukturelemerfiténund al der FAD-bindenden
Domaéne ist fur die Bindung des FAD-Adeninanteils verantwortlich. In der Kristallstruktur der
pFNR ist der Adeninanteil des FAD fest mit dem Protein verankert. Die Seitenkette des Restes
Tyrl68 besitzt eine optimale Orientierung, um eine aromatisel®Vechselwirkung mit dem
Adeninring des FAD einzugehen (Abb. 5-18, Abb. 5-19a). Asnl170 ist in der Lage, eine direkte
Wasserstoffbriickenbindung zu dem Stickstoffatom AN1 des FAD-Adeninrings zu bilden und
Leul66 befindet sich in van-der-Waals Kontakt mit den Atomen AC5 und AN7 (Abb. 5-18, Abb.
5-19a). In den Kristallstrukturen der FNR aus Spinat (Kargiwa., 1991; Brunset al., 1995)

und ausAnabaena PCC 7119 (Serret al., 1996) ist der Adeninanteil des FAD hingegen nur sehr
schwach an das Protein gebunden. Abbildung 5-19b zeigt eine Uberlagerung der FAD-
Bindungsstellen der pFNR und der FNR aus Spinat. Daraus geht eindeutig hervor, dal3 die
charakteristische Orientierung des FAD-bindenden Loops in pFNR fir die feste Bindung des

gesamten Cofaktors verantwortlich ist.
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Abb. 5-19: Bindungsstelle der prosthetischen Gruppe FAD. a) Stereoabbildung der FAD-Bindungsstelle der pFNR.

b) Stereoabbildung einer Uberlagerung der FAD-Bindungsstellen der pFNR (griin) und der FNR aus Spinat (blau).

Vermeintliche [2Fe-2S]-Ferredoxin | Bindungsstelle

Der Redoxpartner der FNR - [2Fe-2S]-Ferredoxin | (Fd) — ist ein kleines, azides Protein mit

einem apparenten Molekulargewicht von ca. 11 kDa. Als prosthetische Gruppe enthalt Fd einen

[2Fe-2S]-Cluster, der Uber vier Cysteinreste des Proteins koordiniert wird. Fd ist in eine Vielzahl

unterschiedlicher metabolischer Stoffwechselwege verwickelt (Ke@afél.,, 1991). In der

photosynthetischen Elektronentransportkette Gbertragt es sein Elektron auf den FNR-gebundenen

Redoxcofaktor FAD. Schon frih stellte man fest, dal die Stabilitit des Elektronen-

transferkomplexes zwischen FNR und Fd von der lonenstarke abhangt éFa@list 1969).
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Elektrostatische Wechselwirkungen wurden fir die Komplexbildung zwischen den beiden
Redoxpartnern verantwortlich gemacht.

Die Kristallstruktur der pFNR zeigt an der Proteinoberflache der Interdomanenregion eine grof3e
konkave Vertiefung, die dem Redoxpartner Fd als Bindungsstelle dienen kénnte (Abb. 5-17). Die
redoxaktive prosthetische Gruppe FAD befindet sich im Zentrum dieser Vertiefung. Ihr
Dimethylbenzenring ist in Richtung der vermeintlichen Fd-Bindungsstelle gerichtet. An der
Proteinoberflache dieser Vertiefung befinden sich in unmittelbarer Nahe des Cofaktors FAD
positiv geladene Aminosaurereste, die vier groReren Bereichen zugeordnet werden kénnen. Der
erste positiv geladene Oberflachenberei¢tatgh 1) - innerhalb der vermeintlichen Fd-
Bindungsstelle - umfal3t die Reste Lys136, His138, Lys139 und Argl4l. Ein zweiter Bereich
positiver LadungPRatch Il) befindet sich in der naheren Umgebung des Restes Lys201. Der dritte
und groRte positiv geladene OberflachenbereRdich 111) umfallt die Reste Lys348, Lys349,
Lys352 und Lys353, wahrend sich der vierte positiv geladene BerBatbh(1V) um den
Aminosaurerest Lys323 gruppiert. Durch chemische Modifikationsexperimente (Jeleztaiow,

1993; Medineet al., 1992a; Medinat al., 1992b; Zanettet al., 1984), chemisch€ross-linking
Experimente (Zanettt al., 1988) und Mutagenesestudien (Hur&tyal., 1999; Alivertiet al.,

1994; Schmitzt al., 1998) mit FNRs und Fds aus unterschiedlichen Organismen konnten eine
Reihe von sauren Aminoséureresten an der Proteinoberflache des Fd und von basischen
Aminosaureresten an der Proteinoberflache der FNR identifiziert werden, die mdglicherweise an
der Komplexbildung der beiden Proteine beteiligt sind. Die meisten dieser FNR-Reste sind
homolog zu den innerhalb der konkaven Vertiefung der pFNR identifizierten basischen
Aminosaureresten (Patch I-1V).

Es ist wahrscheinlich, dal3 das v@atch I-IV ausgehende molekulare Dipolmoment der pFNR

mit dem komplementér geladenen molekularen Dipolmoment des Fd in Wechselwirkung tritt.
Die beiden Redoxpartner werden anfanglich aufeinander zugelenkt. Durch die Wechselwirkung
zwischen den identifizierten basischen Aminosauren auf der Oberflache der pFNR und den
sauren Aminosauren auf der Oberflache des Fd wird eine optimale Orientierung der beiden
Redoxpartner erreicht. Kréafte kurzer Reichweite, wie zum Beispiel hydrophobe Wechsel-
wirkungen, van-der-Waals Kontakte und Wasserstoffbrickenbindungen innerhalb des Komplex-
interface, optimieren die strukturelle Anordnung der beiden Molekile im Komplex und

gewabhrleisten so einen effektiven Elektronentransfer zwischen den beiden Redoxpartnern.
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5.1.8. Vergleich mit der FNR aus Spinat und Anabaena

Abb. 5-20: Uberlagerung der &Modelle der pFNR (Griin), der FNR aus Spinat (Blau) und der FNR@amena

PCC 7119. Die Numerierung der Aminosaurereste der pFNR beginnt am N-Terminus mit Rest 67 und endet am C-
Terminus mit Rest 362. Die Uberlagerung der Strukturen erfolgte mit dem Programm LSQMAN. Die Abbildung
wurde mit MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) erstellt.

PFNR hat etwa 75 % Sequenzidentitat zu anderen pflanzlichen Ferredoxin-NAR#RIuktasen

(Abb. 5-3) und besitzt 50 % Sequenzidentitdt zur FNR Aosbaena PCC 7119. Die
Gesamtstruktur der pFNR ist ahnlich zu den bereits bekannten Strukturen der FNR aus Spinat
und aus Anabaena PCC 7119 (Abb. 5-20). Das Proteine der FNRs und somit das
charakteristischawo domain Motiv ist innerhalb der Proteinfamilie hoch konserviert. Die
grofdten strukturellen Unterschiede der Proteine betreffen den FAD-bindenden Loop (aal69-
aal75) und einige variable Bereiche an der Proteinoberflache. Im Gegensatz zu den Strukturen
der FNR aus Spinat undnabaena PCC 7119, nimmt der FAD-bindende Loop der pFNR,
welcher einen Teil der FAD-Bindungsstelle bildet, eine stark gekrimmte Konformation in
Richtung des gebundenen Cofaktors FAD ein. Der Bindungsmodus des FAD-Isoalloxazinrings,
des FAD-RIibitylanteils und der Phosphatgruppen ist in allen Mitgliedern der Proteinsuperfamilie
ahnlich. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da der Isoalloxazinring des FAD den
redoxaktiven Teil der FNR darstellt. Die Methylgruppen C7a und C8a des Dimethylbenzenrings,

denen die wahrscheinlich wichtigste Rolle im Elektronentransfer mit Fd zugesprochen wird,



5. Ergebnisse und Diskussion — Teil I: Ferredoxin-NADRReduktase aus Paprika 95

zeigen in allen drei Strukturen auf ganz &ahnliche Weise in das Ldsungsmittel-umgebende
Medium. Der FAD-Isoalloxazinring ist zwischen zwei Tyrosinresten der Proteine lokalisiert und
wird durch die Ausbildung aromatischerm=Wechselwirkung stabilisiert (Kap. 5.1.7.). Die
Seitenkette des C-terminalen Tyrosins ist dabei in allen drei Strukturen nahezu parallel zum
Isoalloxazinring ausgerichtet. Dieser invariante C-terminale Tyrosinrest besitzt eine wichtige
Rolle in der Katalyse der Elektronentbertragung. Um einen Hydridtransfer zwischen dem
Stickstoffatom N5 des FAD-Isoalloxazinrings und dem Kohlenstoffatom C4 des NADP
Nicotinamidrings zu gewabhrleisten, mussen die beiden Redoxzentren mit relativ geringem
Abstand und nahezu parallel zueinander angeordnet sein. Diese produktive Anordnung der
beiden redoxaktiven Ringsysteme von FAD und NAD® nur moglich, wenn der NADP
Nicotinamidring die Position des C-terminalen Tyrosins einnimmt. Im NAD®ebundenen
Zustand wird der FAD-Isoalloxazinring durch den C-terminalen Tyrosinrest stabilisiert und vor
einer mdglichen Oxidation durch Sauerstoff geschitzt. Kommt es jedoch zur produktiven
Bindung des Substrates NAQPRwird das C-terminale Tyrosin durch den Nicotinamidring des
NADP" verdrangt und ermdglicht so den Hydridtransfer zwischen den beiden nun parallel
zueinander liegenden Redoxzentren. Wahrend die Bindung des Isoalloxazinrings, des
Ribitylanteils und der beiden Phosphatgruppen des Redoxcofaktors FAD in der Proteinfamilie
der Reduktasen weitgehend konserviert ist, variiert die Bindung des Riboseanteils und des
Adeninanteils des FAD in groRerem Ausmaf. Ublicherweise ist jedoch der FAD-bindende Loop
zwischen den Strukturelement@d undal der FAD-bindenden Doméne fur die Bindung des
FAD-Adeninanteils verantwortlich. Im Gegensatz zu den Kristallstrukturen der FNR aus Spinat
und ausAnabaena PCC 7119, bei denen der Adeninanteil des FAD nur schwach an das Protein
gebunden ist (van-der-Waals Kontakt zwischen Adeninanteil und dem Rest Tyrl20' bzw.
Tyrl04"), ist der FAD-Adeninanteil in der Kristallstruktur der pFNR fest mit dem Protein
verankert. Dies ist auf die stark gekrimmte Konformation des FAD-bindenden Loops der pFNR
in Richtung des gebundenen Cofaktors FAD zurlckzufihren (Abb. 5-20). Diese Konformation
bringt die Seitenkette des Restes Tyr168 in eine optimale Orientierung, um eine aromatische
Wechselwirkung mit dem Adeninring des FAD einzugehen. Asnl170 ist in der Lage eine direkte
Wasserstoffbriickenbindung zu dem Stickstoffatom AN1 des Adeninrings zu bilden und Leul66
ist in van-der-Waals Kontakt mit den Atomen AC5 und AN7 (Abb. 5-19). Die Orientierung des
FAD-bindenden Loops ist ein charakteristisches Merkmal der FAD-Bindungsstelle der pFNR

und ist fur die feste Bindung des gesamten Cofaktors verantwortlich.
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Die Konformation der Ribitylkette des pFNR-gebundenen FAD unterscheidet sich von der fir die
Kristallstruktur der FNR aus Spinat und afisabaena berichteten. Die Hydroxylgruppen an
Position 3 und 4 zeigen in unterschiedliche Richtungen. Die Elektronendichte des Modells der
pFNR ist in diesem Bereich jedoch eindeutig und gibt zudem die richtige Stereochemie des FAD-
Molekils wieder. Die starke Wechselwirkung zwischen pFNR und FAD-Adeninring konnte die
sverdrehte* Konformation des FAD-Ribitylanteils in pFNR erzwingen.

Ein weiteres gemeinsames Merkmal der drei Proteine ist die grol3e hydrophobe Tasche an der
Oberflache der NADRbindenden Doméne (Kap. 5.1.7.). Diese hydrophobe Tasche ist innerhalb
der Ferredoxin-NADP Reduktasefamilie konserviert und scheint eine eindeutige funktionelle
Rolle zu besitzen. Die Lage dieser konservierten hydrophoben Tasche an der Proteinoberflache
ist fur natdrliche Proteine auf3erst ungewohnlich. Da es sich bei der FNR um eine Membran-
assoziierte Komponente der linearen Photosynthese handelt, wird vermutet, dal? die hydrophobe
Tasche die Wechselwirkung mit der Thylakoidmembran oder der Bindungsstelle eines Membran-

assoziiertefocking Proteins vermittelt.

5.1.9. Bindungsstellen der Substrate

FNR verwendet fur die Katalyse des letzten Schrittes der linearen Photosynthese die redoxaktive
Gruppe FAD. Sie stellt den reaktiven Teil des Proteins dar und vermittelt die Elektronen-

ubertragung zwischen den beiden redoxaktiven Substraten Fd und'NADP

5.1.9.1 Bindungsstelle fur [2Fe-2S]-Ferredoxin |

Molecular Modeling

Um den Elektronentransferkomplex zwischen pFNR und dem Substrat pFd rontgenkristal-
lographisch zu untersuchen, wurde das Gen des nativen Redoxpartners [2Fe-2S]-Ferredoxin | aus
Capsicum annuum Yolo Wonder (pFd) sequenziert, kloniert und i coli exprimiert. Versuche,

pFNR im Komplex mit seinem nativen Redoxpartner pFd zu kristallisieren, blieben jedoch
erfolglos. Um Aussagen Uber die Lage der pFd-Bindungsstelle in pFNR und die intermolekularen
Protein-Protein-Wechselwirkungen im Komplex zu machen, wurde dviotecular Modeling

das Strukturmodell eines potentiellen Elektronentransferkomplexes zwischen den beiden
Proteinen erzeugt. Da die Kristallstruktur der pFd derzeit nicht bekannt ist, wurdéol eelar

Modeling Studien mit der Struktur des [2Fe-2S]-Ferredoxin | gpisacia oleracea (sFd) (Binda
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et al., 1998) durchgefihrt. pFd hat eine 94,5 %ige Sequenzhomologie zu sFd und besitzt daher
eine zum sFd ahnliche Gesamtstruktur. Die Struktur des Elektronentransferkomplexes zwischen
pFNR und sFd wurde durch ddolecular Docking Programm FTDOCK (Gabkt al., 1997)
erzeugt. Das Programm nutzt einen geometrischen Oberflachenerkennungsalgorithmus
(Katchalski-Katziret al., 1992) und eine elektrostatische Korrelationsfunktion, um die beiden
Molekile aufeinander zdocken. Wahrend der Berechnungen reprasentierte die pFNR das fixe
Molekil sowie das wesentlich kleinere sFd das mobile Molekil, wobei die relative
Startorientierung der beiden Moleklle nicht im voraus festgelegt wurde. Die ersten zehn
Losungen zeigten abgehobene Werte fir Oberflichenkomplementaritdt und gunstige
elektrostatische Wechselwirkungen. An einem Graphikdisplay wurde die relative Lage der
beiden Proteine in diesen Komplexen uberprift. Nur eine der Losungen wies eine verninftige
pFNR-sFd-Wechselwirkung entlang der vermeintlichen Fd-Bindungsstelle (Kap. 5.1.7.) auf.
Dieser Komplex wurde mit dem Programm MULTIDOCK (Jacksbal., 1998) verfeinert und
energieminimiert. Dabei wurderigid body Bewegungen der komplexierenden Proteine und
madgliche Konformationswechsel der Seitenketten im Komplestace bertcksichtigt. Der

finale Komplex minimierte in der Gesamtenergie von —200 kcal/mol zu —1047 kcal/mol, wobei
die innere Energie der Seitenketten, die Energie der Seitenketten-Hauptketten-
Wechselwirkungen, die Energie moglicher Seitenketten-Seitenketten-Wechselwirkungen, die
Seitenketten-Gesamtenergie und die Wahrscheinlichkeit der Rotamerenbesetzung berucksichtigt

wurde.

Strukturbeschreibung des pFNR/sFd Elektronentransferkomplexes

Die Gesamtstruktur des durdiolecular Modeling erzeugten pFNR-sFd-Elektronentransfer-
komplexes ist in Abbildung 5-21 gezeigt. Das redoxaktive Substrat sFd bindet innerhalb einer
grol3en konkaven Vertiefung an der Oberflache der Interdomé&nenregion der pFNR. Im Zentrum
dieser Vertiefung liegt die redoxaktive prosthetische Gruppe FAD. Der [2Fe-2S]-Cluster des sFd
befindet sich in unmittelbarer Nahe zum Isoalloxazinring des FAD. Sein Zentrum liegt in direkter
Verlangerung des FAD-Dimethylbenzenrings in der geometrischen Ebene, die durch den
aromatischen Isoalloxazinring definiert wird. Der Abstand zwischen dem redoxaktiven Eisen-
Schwefel-Cluster des sFd und dem Dimethylbenzenring des FAD - dem Teil des Cofaktors, an
dem vermutlich die Elektronen von Fd auf FAD (ibertragen werden — betragt 7,6 A. Dieser
Abstand scheint eine wirksame Elektronentbertragung zwischen den beiden

elektronenaustauschenden Redoxzentren zu ermoglichen. In der Struktur der PDReGoryrell
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1992) — ein Enzym der FNR-Proteinfamilie, welches eine zusatzliche Ferredoxin-ahnliche Eisen-
Schwefel-Domane besitzt, die kovalent mit den beiden pFNR-&hnlichen Doméanen verknipft ist -
befindet sich der [2Fe-2S]-Cluster etwa 7,4 A vom Dimethylbenzenring der prosthetischen
Gruppe FMN entfernt.

Der Aminoséaurerest Tyr37* des sFd, der sich ganz in der Nahe des redoxaktiven Eisen-Schwefel-
Clusters befindet, zeigt imgemodelten Elektronentransferkomplex unmittelbar ins aktive
Zentrum der pFNR. Der aromatische Phenolring des Tyr37* ist nahezu parallel zum
Isoalloxazinring des FAD ausgerichtet und zeigt in Richtung des C-terminalen pFNR-Restes
Tyr362 (Abb. 5-22a). In dieser Position kann die Seitenkette des Restes Tyr37* eine schwache
Wasserstoffbriickenbindung (OH-OER1; 3,8 A) zu GIu360 der pFNR ausbilden und befindet sich
in starkem van-der-Waals Kontakt zum Dimethylbenzenring des FAD. Tyr37* stellt den einzigen
Rest des sFd dar, der unmittelbar mit Aminosaureresten des aktiven Zentrums der pFNR
wechselwirkt. Im Protein-Proteiimterface desgemodelten Komplexes befinden sich hingegen
zahlreiche Wechselwirkungen - hauptsachlich elektrostatischer und hydrophober Natur -

zwischen Aminosaureresten beider Proteine. Die meisten der Protein-Protein-Wechselwirkungen

Abb. 5-21: Die Struktur des durch Molecular Modeling erzeugten pFNR-sFd-Komplexes. Die zwei Doméanen der
pFNR sind in blau (FAD-bindende Doméne) und rot (NADRdende Doméne) dargestellt. Der pFNR-gebundene
Cofaktor FAD ist inball und stick Darstellung gezeigt. Dagedockte sFd ist in griin dargestellt, der [2Fe-2S]-
Cluster und die koordinierenden Cysteinreste des sFd ibatleand stick Darstellung (S: gelb; Fe: orange). Aus
Grunden der Ubersichtlichkeit sind nur einige der Aminosaurereste eingezeichnet, die an der Komplexbildung
beteiligt sind. Seitenketten sind eingezeichnet fur folgende Reste: Lys139, Lys348, Lys352, Lys353, Glu93*,
Glu30*, Asp26* und Asp60*. Die Abbildung wurde mit Molscript (Kraulis, 1991) erstellt.
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des Komplexinterfaces werden zwischen Resten der NADP'-bindenden Doméne der pFNR und

sFd ausgebildet. Nur wenige Aminosaurereste der FAD-bindenden Doméane sind in
intermolekulare  Wechselwirkungen zwischen pFNR und sFd verwickelt. Im folgenden
konzentriert sich die Strukturbeschreibung des Komplextaces auf einige ausgewahlte
Protein-Protein-Wechselwirkungen. Lys139 der FAD-bindenden Doméane wechselwirkt mit dem
Rest Glu93* (NZ-OE2; 2,6 A), der sich am C-Terminus des sFd befindet. Die Reste Lys201,
Lys348, Lys352 und Lys353 der NADBindenden Doméne der pFNR gehen folgende
Wechselwirkungen mit Resten des sFd ein: Lys201 wechselwirkt mit Ser43* (NZ-OG; 4,2 A),
Lys348 mit Glu30* (NZ-OE2; 2,4 A), Lys352 mit Asp26* (NZ-OD1; 2,1 A) und Lys353 mit
Asp60* (NZ-OD2; 2,4 A). Diese pFNR-Reste gehdren den vier identifizierten, positiv geladenen
Oberflachenbereichen der vermeintlichen Fd-Bindungsstelle an (Kap. 5.1.7.). Die sFd-Reste, die
an Wechselwirkungen im Komplenxerface beteiligt sind, lassen sich drei negativ geladenen
Bereichen auf der Proteinoberflache zuordnen. Zwei der negativ geladenen Bdaichd*{

II*) befinden sich auf beiden Seiten des Eisen-Schwefel-Clusters. Sie wechselwirken mit Resten
der NADP-bindenden Domane der pFNR. Der dritte BereRditah 111*) befindet sich hingegen

am C-Terminus des sFd und wechselwirkt mit Resten der FAD-bindenden Domane der pFNR.
Durch chemische Modifikationsexperimente (Jelesarewal., 1993; Medinaet al., 1992a;
Medinaet al., 1992b; Zanettét al., 1984), chemisch€ross-linking Experimente (Zanettt al.,

1988) und Mutagenesestudien (Huréeyal., 1999; Alivertiet al., 1994; Schmitzt al., 1998) mit

FNRs und Fds aus unterschiedlichen Organismen konnten eine Reihe von sauren
Aminosaureresten an der Proteinoberflache des Fd und von basischen Aminosaureresten an der
Proteinoberflache der FNR identifiziert werden, die mdglicherweise an der Komplexbildung der
beiden Proteine beteiligt sind. Diese identifizierten Aminosaurereste sind identisch mit den
Resten der pFNR bzw. des sFd, die an den oben beschriebenen Protein-Protein-
Wechselwirkungen im Kompleénterface des gemodelten pFNR-sFd-Elektronentransferkomple-
xes beteiligt sind. Die Gesamtstruktur des pFNR-sFd-Komplexes ist demnach vollkommen
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der biochemischen Studien, liefert hingegen detaillierte
Aussagen uber einzelne Protein-Protein-Wechselwirkungen im Komigdace. Desweiteren
bekraftigen die durchgefihrteMolecular Modeling Studien den vorgeschlagenen FNR-Fd
Bindungsmodus fiir die Komplexbildung zwischen FNR und Fd (Kap. 5.1.7.).

Die Gesamtstruktur des pFNR-sFd-Komplexes scheint augenscheinlich allen Anforderungen fir
einen effizienten Elektronentransfer zwischen den beiden Proteinen zu entsprechen. Eine
Uberlagerung der Strukturmodelle dgsnodelten pFNR-sFd-Komplexes und der PDR (Correll
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et al., 1992) zeigt keine groReren strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Doménen der
pFNR und demwo domain Motiv der PDR. Die Orientierung des komplexierten sFd und der
Ferredoxin-ahnlichen dritten Domane der PDR sind hingegen nicht identisch, obwohl die
Positionen ihrer beiden Eisen-Schwefel-Cluster sind nahezu gleich sind. Die Uberlagerung der
Strukturen zeigt, dal3 das komplexierte sFd im Vergleich zur Ferredoxin-ahnlichen Domane der
PDR um etwa 90° verdreht angeordnet ist (Drehung um eine Achse durch die Eisen-Schwefel-
Zentren). Eine PDR-&hnliche Rotation des komplexierten sFd wirde sich jedoch mit den
Ergebnisse der biochemischen Experimente (Jelesatowl,., 1993; Medinaet al., 1992a;
Medinaet al., 1992b; Zanettet al., 1984; Zanettet al., 1988; Hurleyet al., 1999; Alivertiet al.,

1994; Schmitzt al., 1998) nicht mehr decken.

5.1.9.2.  Bindungsstelle fir NADP

Die Kristallstrukturen der pFNR und der FNR aus Spinat (Bruns et al., 1995) zeigten keine
Bindung des Substrates NADP". In der Struktur der FNR aus Anabaena PCC 7119 (Serre et al.,

1996) konnte der 2‘-P-AMP-Anteil des NADRn der Dichte lokalisiert werden. Der fir die
Elektronenibertragung wichtige Nicotinamidanteil zeigte hingegen ins umgebende Solvent und
wies nicht die fur die Elektronenubertragung notige aromatiset@Vechselwirkung mit dem
Isoalloxazinring des FAD auf. Die Bindung des 2‘-P-AMP-Anteils des NABRolgte uber
direkte bzw. Wasser-vermittelte Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals Kontakte und
aromatischattrWechselwirkungen. Durch Vergleich der Aminosauresequenzen der pFNR und
der FNR ausAnabaena PCC 7119 konnten die Reste in pFNR identifiziert werden, die fur die
Bindung des 2‘-P-AMP-Anteils des NADRverantwortlich sind. Daraus wurde ein Modell fir

die Bindung des 2'-P-AMP-Anteils des NADRN pFNR abgeleitet: Der Adeninring bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung zum Rest GIn296 aus und geht eine aromatmsohe
Wechselwirkung mit der aromatischen Seitenkette des Restes Tyr294 ein. Die 2‘-Phosphatgruppe
wechselwirkt mit den Aminosaureresten Ser282, Arg283, Arg292, Tyr294, wahrend die 5'-
Phosphorylgruppe des Adenin eine Wasserstoffbrickenbindung zu Lys164 ausbildet.

Die Kristallstrukturen der FNR-Mutanten Y308S und Y308W aus dem Organismus Erbse im
Komplex mit NADP und NADPH offenbarten im Jahre 1999 erstmals einen produktiven
NADP*-Bindungsmodus (Deng al., 1999). Bei den untersuchten FNR-Mutanten war der hoch
konservierte C-terminale Aminosaurerest Tyrosin durch Serin bzw. Tryptophan ersetzt worden.
In beiden Kristallstrukturen ist der Nicotinamidring des redoxaktiven Substrates NARRem

Winkel von ca. 30° gegen den Isoalloxazinring des FAD verkippt angeordnet und nimmt den
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selben Platz ein, wie die aromatische Seitenkette des C-terminalen Tyrosinrestes im nativen

Enzym. Durch Vergleich der Aminosauresequenzen der pFNR und der FNR aus Erbse konnten
wiederum die Reste in pFNR identifiziert werden, die fur die Bindung des Nicotinamidanteils des
NADP" verantwortlich sind. Es konnte ein Modell fir die Bindung des Nicotinamidanteils des
NADP" an pFNR abgeleitet werden: Der Nicotinamidring des NADiRdet mit seiner A-Seite

direkt gegentber degro-re-Seite des zentralen Ringes des Isoalloxazins des FAD. Die beiden
Ringsysteme sind in einem Winkel von ca. 30° zueinander verkippt angeordnet, wobei das an der
HydridUubertragung beteiligte Kohlenstoffatom C4 des Nicotinamidrings dem Isoalloxazinring am
nachsten kommt. Diese Anordnung der Ringsysteme ist fur die Stereochemie der
Hydridubertragung folgerichtig. Die Seitenketten der Reste Serl44 und Glu360 bilden
Wasserstoffbriickenbindungen zur Carboxamidgruppe des Nicotinamidrings aus. Die
Sulfhydrylgruppe des hoch konservierten Restes Cys320 ist auf der B-Seite des Nicotinamidrings
in van-der-Waals Kontakt mit dem Atom C4 des NADFDie Phosphatgruppe des
Nicotinamidanteils des NADPwechselwirkt mit den Resten Thr220 und Lys164, wahrend die
Ribose des Nicotinamidanteils keine direkten Wechselwirkungen mit Aminosaureresten der
PFNR eingeht. Die Bindung des 2‘-P-AMP-Anteils des NADS? konserviert und entspricht der

von Serre und Mitarbeitern (Seiaeal., 1998; siehe oben) beschriebenen.

In den Kristallstrukturen der beiden FNR-Mutanten aus Erbse nehmen die Seitenketten der
.,nheuen* C-terminalen Aminosdurereste eine andere Orientierung ein, als die C-terminale
Tyrosinseitenkette im nativen Enzym. Aufgrund der fur die produktive Bindung des Substrates
NADP® notwendigen Verdrangung der C-terminalen Tyrosinseitenkette, zeigten keine der
vorhergehenden strukturellen Untersuchungen an FNRs aus verschiedenen Organismen (Karplus
et al., 1991; Brunst al., 1995; Serret al., 1996; pFNR) eine produktive NADMBindung. Der
Energieaufwand, der fur die Verdrangung der C-terminalen Tyrosinseitenkette benotigt wird,
Uberwiegt offenbar den Energiegewinn, der durch die Bindung des Nicotinamidanteils des
NADP" entsteht. Das Substrat NADRcheint zun&chst (ber seinen 2‘-P-AMP-Anteil an die
FNR zu binden, wahrend der Nicotinamidanteil des NADR umgebende Solvent ragt. Erst
nach erfolgter Verdrangung der Seitenkette des C-terminalen Tyrosins kann die produktive
Bindung des Nicotinamidanteils des NADErfolgen. Drei mdgliche Mechanismen sind daher

fur eine produktive NADRBindung vorstellbar: Der erste mogliche Mechanismus schlieRt die
Bindung des redoxaktiven Substrates Fd mit ein. Durch die Komplexbildung zwischen FNR und
Fd entsteht innerhalb des Kompleterfaces eine energetisch glnstige Umgebung fiur die

Verdrdngung der C-terminalen Tyrosinseitenkette. Der Verdrangung folgt die produktive
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Bindung des Nicotinamidanteils des NADP*. Die NADP'-Bindung erfolgt hierbei tiber einen
georderten sequentiellen Mechanismus, bei dem die Bindung des Redoxpartners Fd an FNR die
Bindungs-affinitat fir NADP erhéht.

Dem zweiten vorstellbaren Mechanismus einer produktiven NAEMXung geht eine
Elektroneniibertragung zwischen FNR und Fd voraus. Der Isoalloxazinring des dabei
entstehenden reduzierten FARHWesitzt in der Umgebung des Stickstoffatoms N5 eine in
Richtung des C-terminalen Tyrosinrestes gekippte Konformation. Der erhohte Platzbedarf des
reduzierten FADH erzwingt die Verdrangung der C-terminalen Tyrosinseitenkette, worauf eine
produktive Bindung des Nicotinamidanteils des NADEBrfolgen kann. Diesem zweiten
vorgeschlagenen Mechanismus liegt ein klassischer Ping-Pong Mechanismus zugrunde.

Eine dritte vorstellbare Mdglichkeit ware, dal3 sowohl die Komplexbildung zwischen FNR und
Fd, als auch die durch die Elektronentbertragung zwischen beiden Molekilen entstandene
gekippte Konformation des reduzierten FAPHie produktive NADP-Bindung erméglichen.

Die gekippte Konformation des Isoalloxazinrings erzwingt die Verdrangung der C-terminalen
Tyrosinseitenkette, die nun innerhalb des FNR-Fd-Konpientaces eine neue, energetisch
gunstige Umgebung erhalt. Dieser dritte vorgeschlagene Bindungsmodus verlauft Gber einen
geordneten sequentiellen Mechanismus, bei dem sowohl die FNR-Fd-Komplexbildung als auch
der Redoxzustand der prosthetischen Gruppe FAD die Affinitat der FNR fir N&ibBhen.

5.1.10. Der Elektronentransferkomplex zwischen pFNR, sFd und NADP®

Molecular Modeling

In dieser Arbeit wurde durcMolecular Modeling ein Strukturmodell des Gesamtelektronen-
transferkomplexes, bestehend aus der pFNR und den beiden Substraten Fd sowie NADP
erzeugt. Der bereitgemodelte pFNR-sFd-Komplex diente als Ausgangspunkt iecular

Modeling Studien. Um die Struktur und die Konformation des FNR-gebundenen NADP
entsprechend des von Deng und Mitarbeitern beschriebenen Bindungsmodus zu erhalten, wurden
die Kristallstrukturen der pFNR und des NABFY308S)FNR-Komplexes aus Erbse (Degig

al., 1999) lberlagert und das NADRs aktive Zentrum degemodelten pFNR-sFd-Komplexes
positioniert. Da der Nicotinamidring nun — entsprechend dem produktiven Bindungsmodus - die
Position der C-terminalen Tyrosinseitenkette einnahm, wurden mit Hilfe des Programmes O
(Joneset al., 1991) am Graphikdisplay neue maogliche Orientierungen fur die Seitenkette des C-

terminalen Restes Tyr362 gebaut. Vier sinnvolle Positionen sind fur die Seitenkette von Tyr362
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sterisch zugéanglich. In Position | zeigt die Seitenkette nach ihrer Verdrangung in die Spalte
zwischen dem Adeninanteil des gebundenen FAD-Cofaktors und dem komplexierten sFd. In
dieser Orientierung ist der Phenolring von Tyr362 dem umgebenden Solvent vollstandig
ausgesetzt (Abb. 5-22a). In Position Il ragt die aromatische Seitenkette von Tyr362 in eine
Uberwiegend hydrophobe Tasche an der Proteinoberflache des komplexierten sFd und wird von
hydrophoben sFd-Resten stabilisiert. Die hydrophobe Tasche wird durch die Reste Leu35*,
lle33*, Gly32*, Ala28* und Val74* gebildet und befindet sich unterhalb des Restes Tyr37*
(Abb. 5-22a). In Position Il befindet sich die Seitenkette von Tyr362 zwischen dem Phenolring
von Tyr37* und dem Isoalloxazinring des FAD und wird von beiden Ringsystemen durch die
Ausbildung aromatischem-r=Wechselwirkungen stabilisiert (Abb. 5-22a). In Position IV zeigt

die Seitenkette des verdrangten Restes Tyr362 in die Spalte zwischen dem Ribitylanteil des
gebundenen FAD und dem komplexierten sFd (Abb. 5-22a).

Die mit Hilfe des Programmes O (Joretsal., 1991) am Graphikdisplay erzeugten vier pFNR-
sFd-NADP-Elektronentransferkomplexe (Tyr362-Position I-IM ternarer Komplex I-1V)
wurden mit dem Programm CNS (Bringral., 1998) verfeinert und energieminimiert. Dabei
wurden rigid body Bewegungen der komplexierenden Proteine und mdgliche
Konformationswechsel der Seitenketten im Kompiexface beriicksichtigt. Die vier ternaren
Komplexe minimierten in der Summe ihrer Gesamtenergie sehr dhnlich, begleitend traten kleine
strukturelle Umordnungen innerhalb der Komplexe auf. Allen vier Strukturmodellen liegt die
Annahme zugrunde, daR die produktive NABBMNdung einem geordneten sequentiellen
Mechanismus folgt. Ausgehend von diesem Mechanismus wird zunéchst der Komplex zwischen
pFNR und dem Substrat sFd gebildet, bevor eine produktive Bindung des Nicotinamidanteils des

NADP" und die dafiir nétige Verdrangung der C-terminalen Tyrosinseitenkette erfolgen kann.

Strukturbeschreibung

Durch Molecular Modeling wurden vier ternare pFNR-sFd-NADRomplexe (Komplexe 1-1V)
erzeugt, in denen die Seitenkette von Tyr362 nach ihrer Verdrangung durch’ eAi@Peue
Orientierung einnimmt. In degemodelten terndren Komplexen Il (Abb. 5-22b) und IV (Abb. 5-
22c) nimmt die Seitenkette von Tyr362 nach ihrer Verdrdngung eine energetisch gunstige
Position ein, in der sie durch Ausbildung von Protein-Protein-Wechselwirkungen stabilisiert
wird. Im Gegensatz dazu befindet sich die Seitenkette von Tyr362 iged®ualelten ternaren

Komplexen | und Il in einer energetisch ungunstigen Positionen.
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a) \x
Glu 360 \#'

b)

c)

Abb. 5-22: Aktives Zentrum der gemodelten Elektronentransferkomplexe zwischen pFNR und sFd sowie pFNR,

sFd und NADP". Das Modell der pFNR ist in griin und das Modell des sFd in blau dargestellt. Der pFNR-gebundene
Cofaktor FAD und der sFd-gebundene Cofaktor [2Fe-2S] sinchalh and stick Darstellung gezeigt. a)
Stereoabbildung des aktiven Zentrums der Elektronentbertraguggniadelten pFNR-sFd-Komplex. b) und ¢)
Stereoabbildungen des aktiven Zentrums der pFNR-sFd-NADRmplexe Il und IV mit neuen, sterisch
zugéanglichen Orientierungen der Seitenkette des C-terminalen Restes Tyr362. Diese Abbildungen wurden mit
SETOR (Evans, 1993) erstellt.

Im energetisch ungilnstigen ternaren Komplex Ill, bei dem die Ausgangsposition der
Tyrosinseitenkette zwischen den Ringsystemen von Tyr37* und FAD lokalisiert war, wandert die

Seitenkette wahrend der Energieminimierung in die Spalte zwischen dem Ribitylanteil des FAD
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und dem komplexierten sFd und nimmt nach der Energieminimierung die gleiche Position ein

wie im gemodelten, energetisch guinstigen Komplex IV (Abb. 5-22c¢). Im energetisch unginstigen
ternaren Komplex | zeigt die Seitenkette nach ihrer Verdrangung in die Spalte zwischen dem
Adeninanteil des FAD und dem komplexierten sFd und hat Kontakt zum umgebenden Solvent. In
dieser Position kann die hauptséchlich hydrophobe Seitenkette von Tyr362 nur sehr schlecht
stabilisiert werden.

Im Gegensatz dazu ist die Seitenkette des Restes Tyr3g@mnauelten, energetisch gunstigen
ternaren Komplex Il (Abb. 5-22b) tief in der hydrophoben Tasche an der Proteinoberflache des
komplexierten sFd verborgen. Die Seitenkette wird in dieser Orientierung durch hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb der Tasche stabilisiert. Die Carboxylgruppe des C-terminalen
Restes Tyr362 zeigt nach der Verdrangung in Richtung des Ribitylanteils des gebundenen
Substrates NADP In dieser Position kann die Carboxylgruppe von Tyr362 eine
Wasserstoffbriickenbindung zu einer der Hydroxylgruppen des Ribitylanteils des "NADP
ausbilden (O-OH9; 3,1 A). Zusatzlich wird das produktiv gebundene NAIDIRCh den Rest
Tyr37* des komplexierten sFd stabilisiert, der zwei starke Wechselwirkungen zur
Nicotinamidgruppe des NADPausbildet ( OH-O; 2,6 A und OH-NH2; 3,5 A). Ahnliche
stabilisierende Wechselwirkungen zwischen dem sFd-Rest Tyr37* und dem gebundeneh NADP
treten auch in dergemodelten terndren Komplex IV (Abb. 5-22c¢) auf. Au3erdem kann die C-
terminale Carboxylgruppe von Tyr362 nach ihrer Verdrangung eine schwache
Wasserstoffbriickenbindung zu einer der Hydroxylgruppen des Ribitylanteils des gebundenen
NADP* ausbilden (O-OH; 3,5 A). Die Seitenkette des Restes zeigt in die Spalte zwischen dem
Ribitylanteil des gebundenen FAD und dem komplexierten sFd und bildet eine
Wasserstoffbriickenbindung zum sFd-Rest Asp34* (OH-OD1; 3,8 A) aus.

Die Strukturmodelle dememodelten energetisch ginstigen terndren Komplexe Il und IV
unterstitzen die Annahme eines geordneten sequentiellen Mechanismus fir die produktive
Bindung des Substrates NADPAusgehend von demolecular Modeling Studien wurde
folgender moglicher Mechanismus fiir die produktive NAIBdung vorgeschlagen (Abb. 5-

23). Zunachst bindet das Substrat NAOPer seinen 2‘-P-AMP-Anteil an die unkomplexierte
FNR, wobei der Nicotinamidanteil ins Solvent ragt. Im ersten Schritt dieser geordneten
sequentiellen Reaktion bindet Fd entsprechend dem im Kapitel 5.1.7. beschriebenen
Bindungsmodus an die FNR. Dadurch entsteht im Konipierface eine energetisch gunstige
Umgebung fur die Verdrangung des Restes Tyr362 und die Affinitat der FNR flr die produktive

Bindung des NADPwird erhoht. Im zweiten Schritt des Reaktionsmechanismus bindet nun der
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Nicotinamidanteil des NADP" an die FNR. Der Energiegewinn, der durch die Bindung des
Nicotinamidanteils des NADP*, durch die Bildung einer energetisch gilinstigen, neuen Umgebung
fur die C-terminale Tyrosinseitenkette im pFNR-sFd-Komiptiexface sowie durch die
zusatzliche Stabilisierung des Nicotinamidanteils des NA@Rch Tyr37* des komplexierten

sFd entsteht, reicht aus, um den Energieaufwand zu kompensieren, der durch die Verdrangung
des C-terminalen Tyrosins benotigt wird. Ob es vor der produktiven Bindung des
Nicotinamidanteils des NADPzur Elektroneniibertragung zwischen dem [2Fe-2S]-Cluster des

Fd und dem FAD kommt, kann anhand der ErgebnisseMaacular Modeling Studien nicht
entschieden werden. Die gekippte Ringkonformation des reduzierten FAldde die

Verdrangung des C-terminalen Tyrosins jedoch zusétzlich begunstigen.

2'-P-AMP (NADP) Fd Nicotinamidanteil (NADP)

[] L] L]

FNR —» FNR-2'-P-AMP —» Fd-FNR-2'-P-AMP —»  Fd-FNR-NADP

Abb. 5-23: Ubersicht iiber den vorgeschlagenen sequentiellen Mechanismus der produktivehBNAdRIRg.

5.1.11. Der Elektronentransferweg zwischen Fd und FAD

Die durchgefuihrterMolecular Modeling Studien offenbaren eine potentielle Orientierung der
beiden Redoxpartner pFNR und sFd im Elektronentransferkomplex und deuten einen moglichen
Elektronentransferweg fur die Elektronentbertragung zwischen dem Eisen-Schwefel-Cluster des
sFd und dem Isoalloxazinring des pFNR-gebundenen FAD an.

Die Elektronenubertragungsrate als auch der Weg der Elektronen innerhalb eines
Proteinkomplexes wird durch den Abstand, die Lage und die Umgebung der Redoxkomponenten
kontrolliert (Marcus et al., 1985). Es ist generell akzeptiert, dal der Hauptweg einer
Elektronenibertragung tber langere Distanzen — wie dies zum Beispiel haufig in Proteinen oder
Proteinkomplexen der Fall ist — entlang einer Kette kovalent gebundener Atome verlauft. Sind
aromatische Aminosaurereste in geeigneter Position zu den beiden Redoxzentren angeordnet,
kénnen diese die Elektronentbertragung durch das Proteinmedium verstarken. Sie erreichen eine

wirkungsvollere Kupplung durch ihre ausgedehnt&®Orbitale, da die Energiespalte zwischen
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dem tunnelnden Elektron und dem 1eOrbitalsystem bedeutend kleiner ist als die Energiespalte
zwischen dem tunnelnden Elektron und den o-Orbitalen (Marcus et al., 1985).

Es ist daher sehr wahrscheinlich, dal3 die Position von Tyr37* ingdemdelten pFNR-sFd
Elektronentransferkomplex (Kap 5.1.10.) die Wechselwirkung zwischen dem Eisen-Schwefel-
Cluster des sFd und dem Isoalloxazinring des pFNR-gebundenen FAD verstarkt. Der Phenolring
des Restes Tyr37* steht in starkem van-der-Waals Kontakt zum Dimethylbenzenring des FAD (~
2,4-3,1 A). Die Orientierung der beiden aromatischen Ringsysteme erlaubt eine elektronische
Uberlappung ihrer-Orbitale und ermdglicht das Tunneln des zu tibertragenden Elektrons durch
die aromatischen Ringsysteme von Tyr37* und FAD. Anhand der Struktugesasdelten
pFNR-sFd-Komplexes lal3t sich nun folgender Elektronenibertragungsweg innerhalb des
Proteinkomplexes ableiten (Abb. 5-24): Beginnend am Eisen-Schwefel-Cluster des sFd Ubertragt
eines der beiden FeAtome sein Elektron auf das Schwefelatom der Seitenkette der

koordinierenden Aminosaure Cys39*. Von dort aus tunnelt das Elektron durclo-die

[2Fe-2S]-Cluster des Fd

HO NH
o
0 O
HN H,C N
Tyr37* N NH
0 A

l|\| N (@]
R

FAD-Cofaktor der FNR

Abb. 5-24: Schematische Darstellung des vorgeschlagenen Elektronenibertragungsweges im pFNR-sFd-Komplex.
Die Aminoséauren des sFD und dessen prosthetische Gruppe sind in schwarz, die des pFNR in blau dargestellt. Der
Elektronenibertragungsweg ist in rot angezeigt.

Bindungsorbitale entlang der Peptidkette zum aromatisch®ystem des Restes Tyr37*. Der
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van-der-Waals Kontakt zwischen dem aromatischen Ringsystem von Tyr37* und dem
Isoalloxazinring des FAD ermdglicht eine elektronische Uberlappung der beiden
Orbitalsysteme. Dadurch kann das zu lbertragende Elektron vom aromatischen Phenolring des
sFd-Restes Tyr37* direkt zum Isoalloxazinring — der Endstation der Elektronenibertragung
zwischen dem Eisen-Schwefel-Cluster und dem pFNR-gebundenen FAD — tunneln. In anderen,
von der Evolution zur effektiven Elektronenlbertragung ausgewdahlten Systemen, wurden
aromatische Aminosaurereste in ahnlichen Positionen gefunden. Beispiele hierfir sind die
Tryptophan-vermittelte Reduktion des Quinon im photosynthetischen Reaktionszentrum
(Deisenhoferet al., 1985; Platcet al., 1989) und das MADH/Amicyanin System, bei dem ein
Tryptophanrest ininterface der beiden Proteine angeordnet ist (Cétead., 1994).
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5.2. Tdlll: Untereinheiten des 26S-Proteasoms

5.2.1. Klonierungs- und Expressionsver suche

5.2.1.1. Klonierungund Expression der 19S-ATPasen aus Hefe

Um eine induzierbare und stark rekombinante Expression der 19S-ATPasen YTAL, YTAZ2,

YTAS, YTAS und SUG1 sicherzustellen, wurden die entsprechenden cDNAs in unterschiedliche

T7 Polymerase/Promoter-Systeme (pRSET6C, pET22b(+), pGEX-4T-2 und pMAL-c2) und in ein

T5 Polymerase/Promoter-System (pQE9) einkloniert. Die erhaltenen Expressionsplasmide

wurden sequenziert, um zufallige Mutationen auszuschlieRen. Eine Ubersicht (ber die
verwendeten 19S-ATPase-Expressionssysteme und die rekombinant erzeugten Proteine gibt
Tabelle 3-1. Die Expression der mit dem jeweiligen Expressionsplasmid transforriiecs#n
BL21/DE3 Zellen wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefihrt (Kap. 4.3.1.3.). In allen
Fallen fuhrte die Proteinexpression bei einer Kultivierungstemperatur von 37°C zur Bildung von
EinschluB3kdrperchen, in denen das exprimierte Protein in denaturierter Form gelagert wurde. Im
Cytoplasma konnte nach Zellaufschlu3 keine merkliche ATPase-Aktivitat nachgewiesen werden.
Ein SDS-Polyacrylamid-Gel der Cytoplasmafraktion zeigte zudem keine Proteinbande im
Molekulargewichtsbereich der exprimierten ATPase. Eine Erniedrigung der Kultivierungs-
temperatur auf bis zu 20°C sowie veradnderte Expressionsbedingungen (Variation des Induktions-
zeitpunktes, der IPTG-Konzentration und der Zusatze zum Medium) konnten die Menge an
aktivem, ins Cytoplasma Uberexprimiertem Protein nicht steigern.

Um die Bildung von EinschluBkérperchen zu verhindern, wurde ein eukaryontisches
Expressionssystem entwickelt. Dazu wurde die cDNA der ATPase YTA3 durch PCR amplifiziert
und Uber dieBamHI- und EcoRI-Klonierungsstellen in den Vektg@YEX-4T-1 einkloniert. Die
Expression der mit dem PlasmYEX-4T-1-YTA3 transformiertenSaccharomyces cerevisiae
DY150-Zellen wurde wie in Kap 4.4.2.2. beschrieben durchgefuhrt. Trotz Variation der
Expressionsbedingungen konnte nach Zellaufschluf® kein Gberexprimiertes Fusionsprotein GST-

YTA3 im Cytoplasma nachgewiesen werden.

5.2.1.2. Klonierungund Expression des humanen S2

Das PlasmidpGEX-2T-S2 wurde von Carlos Gorbea (University of Utah, Department of
Biochemistry, School of Medicine, Salt Lake City, Utah, USA) erhalten. Das hus2a@Gen
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steht in diesem Vektor unter der Kontrolle eines T7-Promoters und wird als Fusionsprotein mit
N-terminaler GST-Markierung und anschlieBender Thrombin-Schnittstelle synthetisiert. Um ein
GST-markiertes Fusionsprotein mit Faktor Xa-Schnittstelle zu erhalten, wurde das re2mane
Gen in den ExpressionsvektpGEX-5X-1 umkloniert. Dazu wurde das Expressionsplasmid
pPGEX-2T-S2 mit den Restriktionsenzymé&itoRl und BamHI verdaut und tber diEcoRI- und
BamHI-Klonierungsstellen in den Vekt@@GEX-5X-1 einkloniert. Das erhaltene Expressions-
plasmidpGEX-5X-1-S2 wurde sequenziert, um eine erfolgreiche Klonierung sicherzustellen und
zufallige Mutationen auszuschliel3en.

Die Expression der mit dem Plasnp@EX-2T-S2 bzw.pGEX-5X-1-S2 transformierteife. coli
BL21(DE3)-Zellen wurde wie im Methodenteil beschrieben durchgefuhrt (Kap. 4.3.1.3.). Das
Fusionsprotein GST-S2 wurde in aktiver Form ins Cytoplasma Uberexprimiert. Es wurde eine
Abhangigkeit der Expressionsrate von der Kultivierungstemperatur festgestellt. Mit abnehmender
Kultivierungstemperatur stieg die Expressionsrate der Zellen, die bei RT ihr Maximum erreichte.
Zusatzlich konnte die Expressionsrate gesteigert werden, indem dem Medium zum Zeitpunkt des
Animpfens und der Induktion 0j5g/ml ATP zugefigt und die Proteinexpression erst weit nach
Abschlu? der logarithmischen Phase induziert wurde. Die erhtéhte Zellbiomasse zum

Induktionszeitpunkt ermdglichte eine grof3ere Ausbeute an exprimiertem GST-S2.

5.2.2. Proteinpraparation

5.2.2.1. Praparation der 19S-ATPasen aus Hefe

Die rekombinanten 19S-ATPasen wurde alle — ob als natives Protein (YTAL, YTA2, YTA3) oder
Fusionsprotein (GST-YTAL1, GST-YTA5, MBP-SUG1) — aus Einschlu3korperchen rickgefaltet
und aufgereinigt. Die Isolierung der denaturierten Proteine aus den Einschlu3kdrperchen und
deren RuUckfaltung wurde wie in Kapitel 4.5.4. beschrieben durchgefiuihrt. Es sollten
Reinigungsprotokolle fur die einzelnen rekombinanten, rickgefalteten Proteine entwickelt
werden. Allerdings konnte durch die Anwendung unterschiedlicher Chromatographiemethoden
keine weitere Aufreinigung der Proteine erreicht werden. Abb. 5-25 zeigt SDS-Polyacrylamid-
Gele der rekombinanten Proteine YTA2, YTA3, GST-YTAL, GST-YTA5 und MBG-SUGL. Die
rickgefalteten ATPasen sind weitestgehend homogen und zeigen im SDS-Polyacrylamid-Gel

eine scharfe Bande.
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Abb. 5-25: SDS-Polyacrylamid-Gele der rickgefalteten 19S-ATPasen. a) Ruckgefaltetes YTA2. b) Rickgefaltetes
YTAS3. c) Ruckgefaltetes Fusionsprotein GST-YTAL. d) Riickgefaltetes Fusionsprotein GST-YTAS. e) Ruckgefal-
tetes Fusionsprotein MBP-SUGL1.

5.2.2.2. Praparation des humanen S2 als Fusionsprotein GST-S2

Das Protein S2 wurde in E. coli as GST-markiertes Fusionsprotein GST-S2 exprimiert. GST-S2

setzt sich aus dem Protein Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum (ca. 25,5

kDa) zusammen, welches durch einen kurzen Aminosaurelinker mit dem N-Terminus des
humanen S2 (ca. 100 kDa) verknupft ist. Innerhalb des Peptidlinkers befindet sich eine
Thrombin- PGEX-2T-S2) bzw. eine Faktor Xa-SchnittstellpGEX-5X-1-S2). Die nach der
Proteinexpression geernteten und bei —20°C gelagerten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Der
Bakterienaufschlul erfolgte wie in Kapitel 4.5.5.3. beschrieben durch Ultraschallbehandlung.

Ein Praparationsprotokoll zur Reinigung des rekombinanten GST-S2 wurde entwickelt. Eine
schematische Ubersicht tiber den kompletten Verlauf der GST-S2 Praparation zeigt Abbildung 5-
26. Als ersten Reinigungsschritt wurde eine Affinitdtschromatographie an Glutathion-Sepharose

4b wie im Methodenteil beschrieben (Kap. 4.5.5.3.) durchgefiihrt. Durch Stof3elution wurde das
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GST-S2 bei einer Konzentration von 30 mM reduziertem Glutathion von der Chromatographie-

matrix eluiert. Die einzelnen Chromatographieschritte wurden mittels SDS-PAGE uUberwacht
(Abb. 5-27). Durch die Affinitatschromatographie konnte ein Grof3teil der verunreinigenden
Proteine abgetrennt werden. Das eluierte GST-S2 lag jedoch noch nicht in homogener Form vor.
Da der pl des Fusionsproteins GST-S2 zu 5,15 berechnet wurde, wurde als n&chster
Reinigungsschritt eine Anionenaustauschchromatographie an Mono Q durchgefiihrt. Die IEC
wurde wie in Kapitel 4.5.5.3. beschrieben an einer AKTA-Chromatographiestation durchgefihrt.

Das Chromatogramm der IEC ist in Abbildung 5-28 gezeigt. Wurde das gesamte Protein einer

Abb. 5-27: SDS-Polyacrylamid-Gel der Glutathion-Sepharose 4B-Chromatographie. 1, 6: Proteinlangenstandard;
2: E. coli Zellen nach Zellernte; 3: Cytoplasmafraktion; 4: Durchlauf; 5: Waschfraktion; 7: Elutionsfraktion I, 8:
Elutionsfraktion II; 9: Chromatographiematerial.
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Abb. 5-28: Chromatogramm der Mono Q-S&aule. Die Absorption »eP80 nm ist als durchgezogene, die
Konzentration des Eluenten ist als gepunktete Linie dargestellit.
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Praparation in einem Schritt auf die Mono Q-S&ule aufgetragen, so konnten im Durchlauf und der
Waschfraktion gréRere Mengen an GST-S2 detektiert werden. Um die Bindungskapazitat der
Mono Q-Sé&ule nicht zu Gberschreiten, wurde die Proteinlésung einer Praparation in 2-3 Portionen
unterteilt und getrennt einer IEC an Mono Q unterzogen. GST-S2 eluierte in einem linearen
Salzgradienten zwischen 340 und 490 mM NaCl. Dieser breite Elutionsbereich des GST-S2
erstreckte sich Uber zwei getrennt Peaks: IEC-Peak | von 340-370 mM NaCl und IEC-Peak Il
von 370-490 mM NaCl (Abb. 5-28). Die GST-S2-enthaltenden Fraktionen der beiden
Elutionspeaks wurden getrennt gepoolt und durch Ultrafiltration aufkonzentriert. Je eine Probe
der ankonzentrierten Proteinlésungen wurde mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
untersucht. So konnte gezeigt werden, dal? GST-S2 in den Fraktionen, die sich Uber IEC-Peak |
erstrecken weitgehend als Monomer und in den Fraktionen die sich tber IEC-Peak Il erstrecken
weitgehend als Oligomer vorliegt. GST-S2 lag nach der IEC an Mono Q noch nicht in
homogener Form vor.

Um den Reinheitsgrad des Proteins weiter zu erhéhen, wurde eine Gelpermeationschromato-
graphie an Superose 6 vorgenommen. Das Chromatographiematerial weist einen Trennbereich
von 5-2000 kDa auf. Die Chromatographie erfolgte fur beide untersuchten GST-S2-Lésungen -
Monomer von IEC-Peak | und Oligomer von IEC-Peak Il - wie in Kapitel 4.5.5.3. beschrieben.
Die Chromatogramme beider GPC-Laufe sind in den Abbildungen 5-29 und 5-30 gezeigt. Das
Elutionsprofil zeigte fir beide untersuchten Proteinldsungen mindestens zwei Peaks (GPC-Peak |
und GPC-Peak Il), die unmittelbar aufeinander folgten. Die beiden Elutionsprofile unterschieden
sich nur im Verhéltnis der Peakflache der beiden Elutionspeaks GPC-Peak | und GPC-Peak Il
voneinander. Die Fraktionen der GPC wurden mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 5-31). GST-
S2 ist Uber alle Fraktionen der GPC verteilt. Der GPC-Peak | besitzt ein Elutionsvolumen von 7,8
ml und entspricht einem apparenten Molekulargewicht von ca. 780 kDa. Dieser Peak enthielt das
Protein GST-S2 in hexamerer Form. Der nachfolgende GPC-Peak Il erstreckte sich lUber einen
extrem breiten Bereich und weist ein gemitteltes Elutionsvolumen von 12,3 ml auf. Im Gegensatz
zu GPC-Peak | handelt es sich bei GPC-Peak Il nicht um einen gut aufgetrennten Einzelpeak.
Neben dem GST-S2 Monomer eluieren im Bereich dieses Peaks auch samtliche vorhandenen
Oligomerisierungszwischenstufen, die mit dem GST-S2 Monomer und dem GST-S2 Hexamer im
Gleichgewicht stehen. Durch GPC an Superose 6 lassen sich diese zwar gut von der hexameren
Form des Proteins abtrennen. Jedoch ist die Trennkapazitat der Saule nicht ausreichend, um die
Oligomerisierungszwischenstufen von der monomeren Form des GST-S2 abzutrennen. Wurden

die Fraktionen der beiden Elutionspeaks GPC-Peak | und GPC-Peak Il getrennt gepoolt und das
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Abb. 5-31: Chromatogramm der Superose 6-Saule. Aufgetragen wurden die S2-enthaltenden Fraktionen von IEC-
Peak | (GST-S2 Monomer) der Mono Q-S&ule. Die AbsorptionAB280 nm ist als durchgezogene, die
Absorption beih=260 nm als gepunktete Linie dargestellt.
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Abb. 5-30: Chromatogramm der Superose 6-Saule. Aufgetragen wurden die S2-enthaltenden Fraktionen von IEC-
Peak 1l (GST-S2 Oligomer) der Mono Q-Séaule. Die Absorption A3&180 nm ist als durchgezogene, die
Absorption beih=260 nm als gepunktete Linie dargestellt.

Abb. 5-31: SDS-Polyacrylamid-Gel der IEC an Mono Q und der GPC an Superose 6. 1-7: GST-S2-enthaltende
Fraktionen der GPC; 8: GST-S2-enthaltende Fraktion der IEC.
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Protein von GPC-Peak Il nach mehreren Tagen Inkubation bei 4°C rechromatographiert, so
erschienen im Elutionsprofil der GPC wieder beide Peaks. Die Fraktionen der GPC vereinigt,
gegen 20 mM TRIS-HCI, 50 mM NacCl, pH 7,5 dialysiert und eine Proteinkonzentration von 6,0
mg/ml eingestellt. Wurde das Protein nicht unmittelbar fur Kristallisationsversuche oder bio-
chemische Charakterisierungen herangezogen, wurde es in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei —80°C gelagert. S2 ist eine Komponente des Base-Komplexes der 19S-Kappe und
wechselwirkt mit der ATPase YTAS sowie mit der Untereinheit Rpnll des Lid-Komplexes der
19S-Kappe. Um diese Protein-Protein-Wechselwirkungen zu erméglichen, missen an der Ober-
flache des Proteins mehrere hydrophobe Bereiche vorhanden sein, die die Wechselwirkungen mit
den Proteinen YTAS5 und Rpnll vermitteln. Durch Oligomerisierung des GST-S2 kdnnen diese

hydrophoben Bereiche der Proteinoberflache im Innern des Komplexes verborgen werden.

Zellaufschlufp

| Ultrazentrifugation

| Affinitatschromatographie an Glutathion-Sepharose 44

l Didyse

| Anionenaustauschchromatographie an Morjo Q

l Ultrafiltration

IGelpermeationschromatographie an Superoge 6

l

| Ultrafiltration und Lagerung bei —80°C|

Abb. 5-26: Schematische Darstellung des Ablaufs der Proteinpraparation des rekombinanten GST-S2.

5.2.3. Proteincharakterisierung

5.2.3.1. Charakteriserungder rekombinanten 19S-ATPasen aus Hefe

a) N-terminale Protei nsequenzierung

Die N-terminale Proteinsequenzierung der rekombinanten Proteine YTA2, YTAS3, GST-YTAL,

GST-YTAS und MBP-SUGL1 lieferte Sequenzierungsergebnisse, die mit der Aminosauresequenz
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der entsprechenden ATPase bzw. des entsprechenden Fusionsproteins tbereinstimmten. Bei den
rickgefalteten Proteinen handelte es sich definitiv um di&.igoli rekombinant erzeugten

ATPasen bzw. ATPase-Fusionsproteine.

b) Bestimmung der spezifischen Aktivitat

Die spezifische Aktivitat der rekombinanten, riickgefalteten 19S-ATPasen wurde mit Hilfe des
Phosphat-Assays nach Ames (1966) bestimmt. Der Assay wurde wie in Kapitel 4.5.1.9.
beschrieben durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitat der ATPasen wird in Stoffmenge des
entstandenen Phosphats pro mg Enzym und Zeit angegeben. Zu Vergleichszwecken wurde der
Assay zuséatzlich mit einer Probe rekombinanter '/ifaATPase aus Schweineniere
(freundlicherweise von Michael Groll zur Verfigung gestellt) durchgefiuhrt. Die gemessenen
spezifischen ATPase-Aktivitaten sind in Tabelle 5-3 zusammengefalit. Die spezifische Aktivitat
der rickgefalteten 19S-ATPasen ist ahnlich zur spezifischen Aktivitat der rekombinanten
Na'/K*-ATPase aus Schweineniere. Dies laRt vermuten, dal die riickgefalteten 19S-ATPasen in

vollstandig aktiver Form vorliegen.

Tabelle 5-3
Gemessene spezifische Aktivitat verschiedener ATPasen

Protein spezifische Aktivitat

Na'/K*-ATPase |14,0pmolCing*th™

YTA2 9,14umolCng*Ch™
YTA3 9,91 pumolmg'Ch™
GST-YTA1 8,92umolmg’Ch™
GST-YTA5 9,0 pmolCing*th*

c) Bestimmung des Oligomerisierungsgrades

Der Oligomerisierungsgrad der verschiedenen rekombinanten 19S-ATPasen YTAL, GST-YTAZ2,
YTA3, GST-YTAS5 und MBP-SUG1 wurde durch GPC ermittelt. Die Molekulargewichts-
bestimmung wurde wie in Kapitel 4.5.1.6. beschrieben an einer SMART-Chromatographiestation
mit einer Superose 6-Séule durchgefiihrt. Das Chromatographiematerial weist einen Trennbereich
von 5-2000 kDa auf. Als Laufpuffer diente 25 mM TRIS-HCI, 150 mM NacCl, 5 mM MgsH

7,5. Die Chromatogramme (keine Abbildung) zeigten alle ausschlie3lich einen einzigen Peak, der
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eine leichte Schulter aufwies. Aus den Retentionszeiten der jeweiligen Peaks wurde die apparente
Molekularmasse bestimmt. Danach liegen sowohl die rekombinanten, riickgefalteten 19S-
ATPasen YTAl und YTA3 als auch die rekombinanten, rickgefalteten 19S-ATPase-
Fusionsproteine GST-YTA2, GST-YTA5 und MBP-SUG1 als Hexamere vor. In der Literatur
wurde bereits beschrieben, dall mehrere Mitglieder der AAA-ATPase-Familie in Losung als

hexamere Ringsysteme vorliegen (Patell., 1998).

5.2.3.2. Charakterisierung desrekombinanten Fusionsproteins GST-S2

a) N-terminale Proteinsequenzierung

Die N-terminale Proteinsequenzierung des gereinigten Fusionsproteins GST-S2 lieferte die
Sequenz MSPILGYWKI. Die gefundene Sequenz stimmt mit der Sequenz des Proteins
Glutathion-S-Transferase (GST) a&shistosoma japonicum Uberein. Das exprimierte und
gereinigte Fusionsprotein GST-S2 besteht aus der GSTSchigosoma japonicum, die C-
terminal Uber einen kurzen Peptidlinker mit dem Protein S2 fusioniert ist. Demzufolge handelt es

sich bei dem praparierten Protein um das exprimierte Fusionsprotein GST-S2.

b) Stabilisierung der monomeren bzw. hexameren Form des GST-S2

Durch GPC an Superose-6 wurde festgestellt, dal? das rekombinante GST-S2 in Lésung sowohl
in monomerer als auch hexamerer Form vorliegt (Kap. 5.2.2.2.). Durch Variation der

Salzkonzentration in der GST-S2-Probe als auch durch Variation der Proteinkonzentration wurde
versucht, das Gleichgewicht zwischen monomerer und hexamerer Form auf eine der beiden
Seiten zu verschieben und somit eine der Proteinformen zu stabilisieren. Die GST-S2 Proben
wurden mittels GPC an einer Superose 6-Saule auf ihren Oligomerisierungsgrad untersucht und
charakterisiert. Zusammenfassend wurden folgende Resultate erzielt: Der Oligomerisierungsgrad
des GST-S2 ist sowohl von der Salzkonzentration als auch von der Proteinkonzentration der
untersuchten Probe abhangig. Wurde die Proteinkonzentration der GST-S2-Probe erhdht,
verschob sich das Gleichgewicht zwischen monomerer und hexamerer Form deutlich zu Gunsten
des Hexamers. Bei einer Proteinkonzentration von 1,4 mg/ml war das Verhaltnis

Monomer:Hexamer etwa 12:1 (Abb. 5-32a). Betrug die Proteinkonzentration der GST-S2-Probe
hingegen 4,2 mg/ml, wurde ein Monomer:Hexamer Verhaltnis von etwa 5:1 (Abb. 5-32b)

bestimmt. Wurde die Salzkonzentration (NaCl) der untersuchten GST-S2-Probe erhdht, fihrte

dies ebenfalls zu einer Stabilisierung der hexameren Proteinform. Bei einer Salzkonzentration
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von 100 mM NaCl konnte durch GPC an Superose 6 ein Monomer:Oligomer Verhéltnis von etwa
143:1 bestimmt werden (Abb. 5-32c). Erhdohte man hingegen die Salzkonzentration der
untersuchten GST-S2 Probe auf 300 mM NaCl, wurde ein Monomer:Oligomer Verhéltnis von
9:1 bestimmt (Abb. 5-32d). Lag in der untersuchten GST-S2 Probe eine hohe
Proteinkonzentration sowie eine hohe NaCl-Konzentration vor, konnte die hexamere Proteinform
deutlich zu Gunsten des monomeren GST-S2 stabilisiert werden. Eine vollstandige Stabilisierung

einer der beiden Proteinformen des GST-S2 ist hingegen nicht gelungen.
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Abb. 5-32: Chromatogramme der GPC an Superose 6. Die untersuchten GST-S2-Proben variierten in der
Proteinkonzentration und der Salzkonzentration: a) Probe: 1,4 mg/ml GST-S2 in 25 mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl,
pH 7,5. b) Probe: 4,2 mg/ml GST-S2 in 25 mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5. ¢) Probe: 1,2 mg/ml GST-S2 in
25 mM TRIS-HCI, 100 mM NaCl, pH 7,5. d) Probe: 1,2 mg/ml GST-S2 in 25 mM TRIS-HCI, 300 mM NaCl, pH
7.5.

c) Limitierte Proteolyse an GST-S2

Das Protein S2 wurde durch ExpressiorEincoli als GST-markiertes Fusionsprotein GST-S2
erzeugt. Innerhalb des Peptidlinkers des Fusionsproteins befindet sich eine Thrp@aX- (
2T-S2) bzw. eine Faktor Xa-Schnittstel@3EX-5X-1-S2). Um das humane Protein S2 in nativer
Form zu erhalten, mul3te das fusionierte GST durch Proteolyse abgespalten werden. Die
proteolytische Spaltung mit dem Enzym Thrombin wurde wie in Kapitel 4.5.2.2. beschrieben bei

RT und 4°C durchgefihrt und mittels SDS-PAGE analysiert. Thrombin ist eine extrem aktive
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Protease mit geringer Spezifitdt. Bereits nach einer Inkubationszeit von 1 min war ein Grol3teil
des eingesetzten Fusionsproteins GST-S2 bereits gespalten worden. Neben den erwarteten
Hauptprodukten der proteolytischen Spaltung - GST und S2 — konnten auf dem SDS-
Polyacrylamid-Gel zwei weitere Banden bei einem apparenten Molekulargewicht von etwa
97000 Da bzw. 76000 Da detektiert werden. Die Protease Thrombin spaltete offenbar nicht nur
an der zum Lésungsmittel exponierten Schnittstelle Arg-Gly im Peptidlinker, sondern zusatzlich
innerhalb der Polypeptidsequenz des Proteins S2. Bereits vor der Proteolyse wurde die
Polypeptidsequenz des S2 auf Thrombin-Schnittstellen untersucht. Es konnte keine
Sequenzabfolge Arg-Gly gefunden werden. Allerdings existierten zwei Stellen mit der
Aminosaureabfolge Arg-Ala. Alanin ist &hnlich wie Glycin eine sehr kleine hydrophobe
Aminosaure und scheint den Rest Glycin in der Erkennungssequenz der Protease Thrombin
ersetzen zu konnen. Berechnet man die Molekularmasse der entstehenden S2-Fragmente bei
proteolytischer Spaltung an den Stellen mit der Aminosaureabfolge Arg-Ala, so entstehen zwei
Fragmente mit den molekularen Massen 96914 Da bzw. 76262 Da. Diese Werte stimmen sehr gut
mit den durch SDS-PAGE bestimmten apparenten Molekularmassen der entstandenen
Nebenprodukte tberein. Durch Variation der Proteolysebedingungen wurde versucht, eines der
S2-Fragmente zu stabilisieren. Dies ist jedoch nicht gelungen. Eine Aufreinigung der
entstehenden Spaltprodukte S2 (100198 Da), S2-Fragment | (96914 Da) und S2-Fragment Il
(76262 Da) nach vollstandiger Proteolyse des Fusionsproteins GST-S2 konnte durch die
Anwendung verschiedener Chromatographiemethoden wie HIC, IEC oder GPC nicht erreicht
werden. Die drei Proteine besalRen trotz ihrer unterschiedlichen Grof3e &hnliche biochemische
Eigenschaften und wiesen ein fast identisches Elutionsverhalten auf.

Die proteolytische Spaltung mit dem Enzym Faktor Xa wurde wie in Kapitel 4.5.2.2. beschrieben
bei RT und 4°C durchgefuhrt und mittels SDS-PAGE analysiert. Das Fusionsprotein GST-S2
wurde von der Protease Faktor Xa nicht gespalten. Faktor Xa erkennt eine &hnliche Schnittstelle
wie Thrombin, besitzt jedoch eine wesentlich geringere proteolytische Aktivitat. Weder die Arg-
Gly Schnittstelle im Peptidlinker, noch die beiden Arg-Ala Schnittstellen in der

Polypeptidsequenz des S2 wurden durch das Enzym erkannt und gespalten.
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5.2.4. Kristallisationsversuche

524.1. Kristallisationsversuche mit den rekombinanten 19S-ATPasen aus Hefe

Kristallisationsversuche mit den rickgefalteten, homogenen 19S-ATPasen YTAL1, GST-YTAZ2,
YTA3, GST-YTA5 und MBP-SUG1 wurden mit unterschiedlichen Kristallisationsscreenings
nach der Methode der Dampfdiffusion bei RT und 4°C durchgefiihrt (Kap. 4.6.1.). Die Proteine
wurden dazu gegen 10 mM TRIS-HCI, 50 mM NaCl, 5 mM Mg6&I1% (w/v) Glycerin, pH 7,5
dialysiert und eine Proteinkonzentration von 5 mg/ml eingestellt. Bislang konnten trotz intensiv

durchgefiihrter Kristallisationsversuche keine Proteinkristalle erhalten werden.

5.24.2. Kristallisationsver suche mit dem rekombinanten GST-S2

Ausgiebige Kristallisationsversuche mit dem Fusionsprotein GST-S2 wurden mit verschiedenen
Kristallisationsscreenings nach der Methode der Dampfdiffusion bei RT und 4°C durchgefihrt
(Kap. 4.6.1.). Das Protein wurde dazu gegen 10 mM TRIS-HCI, 50 mM NaCl, pH 7,5 dialysiert
und eine Proteinkonzentration von 6 mg/ml eingestellt. Verschiedene Bedingungen lieferten
kristallines Material, dessen Groé3e jedoch fur erste rontgenkristallographische Untersuchungen
viel zu klein ist. Eine eindeutige Entscheidung, ob es sich dabei um Proteinkristalle oder
Salzkristalle handelt, konnte daher bisher nicht getroffen werden. Eine Optimierung der
Kristallisationsbedingungen durch Variation der Protein- bzw. Fallungsmittelkonzentration und

Zugabe von Additiven erzielte bislang kein Kristallwachstum.
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% (V/V)
% (W/V)

’
"

*

aa
A

Ax

Abb.
APS
AU

au

bp

BSA
CD
ddH,0O
DEAE
DNA
DNase
cDNA
DTT

EC
EDTA
E. cali
EMBL
ESI-MS
FAD
Faktor Xa
Fd

FNR
FPLC

g
GnHCI
GPC
GST
GST-S2
GST-YTAlL
GST-YTAS
h

Hersg.
HIC
His-Tag
IEC
IPTG
Kap.

kb

kDa

LB

V olumenprozent
Gewichtsprozent
kennzeichnet die Aminosaurereste der FNR aus Spinat
kennzeichnet die Aminosaurereste der FNRAnabaena PCC 7119
kennzeichnet die Aminoséaurereste des FdSpiralina platensis
amino acid (Aminosaure)
Angstrom (1 A=10° m)
Extinktion bei der Wellenlange x nm
Abbildung
Ammoniumperoxodisulfat
Absorptionseinheit
asymmetric unit (asymmetrische Einheit)
Basenpaar
Rinderserumalbumin
circular dichroism
H,O bidest. (zweifach entionisiertes Wasser)
Diethylaminoethyl
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
copy-DNA oder komplementare DNA
Dithiothreitol
Enzyme Commission
Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraessigsaure
Escherichia coli
European Molecular Biology Laboratory
electrospray ionization mass spectrometry
Flavin-Adenin-Dinukleotid
aktivierter Blutgerinnungsfaktor X
[2Fe-2S]-Ferredoxin |
Ferredoxin-NADP Reduktase
fast protein liquid chromatography
Erdbeschleunigung
Guanidiniumhydrochlorid
Gelpermeationschromatographie
Glutathion-S-Transferase abehistosoma japonicum
Fusionsprotein bestehend aus den Proteinen GST und S2
Fusionsprotein bestehend aus den Proteinen GST und YTAL
Fusionsprotein bestehend aus den Proteinen GST und YTAS
Stunde
Herausgeber
Hydrophobe Interaktionschromatographie
(Histidin)s-Markierung
ion exchange chromatography (lonenaustauschchromatographie)
IsopropylB-D-thiogalaktopyranosid
Kapitel
kilo-Basen
kilo-Dalton
Luria-Bertani
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MBP
MBP-SUG1
MCS
MALDI-MS
min

M,
MRNA
NADPH
NADP*
NCS
ODy

p. A.
PAGE
2'-P-AMP
PCR
PEG
pFd

pfd
pFNR
pfnr

pl
PMSF
PVDF
rms
RNA
RNase
rpm
rRNA
RT

S2

SDS
SDS-PAGE
skd
SUG1
Tab.
TAE
TBE

TE
TEMED
TRIS
tRNA

U

uv

VIS
YNB
YTAL
YTA2
YTA3
YTAS5

Maltose-binding Protein

Fusionsprotein bestehend aus den Proteinen MBP und SUG1

multiple cloning site (Multiple Klonierungsregion)

matrix assisted laser desor ption/ionization mass spectrometry

Minute

Molekulargewicht

messenger-RNA (Boten-RNA)

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, red. Form

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, ox. Form

nicht-kristallographische Symmetrie

Optische Dichte bei der Wellenlange x nm

zur Analyse

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Adenosin-2',5'-diphosphat

Polymerasekettenreaktion

Polyethylenglykol

Ferredoxin | au€apsicum annuum Yolo Wonder (Paprika)

codierender Genbereich dafsl-Gens, welcher fir das pFd-Préprotein codiert
Ferredoxin-NADPReduktase auSapsicum annuum Yolo Wonder (Paprika)

codierender Genbereich dafer-Gens, welcher fiir das pFNR-Préprotein codiert

Isoelektrischer Punkt

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyvinylidendifluorid

root-mean-sguare (quadratisch)

Ribonukleinséaure

Ribonuklease

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

ribosomale RNA

Raumtemperatur

subunit 2 der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms

Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
[2Fe-2S]-Ferredoxin | aBpirulina Platensis (Spinat)

subunit 8 der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms

Tabelle

TRIS-Essigsaure-EDTA-Puffer

TRIS-Borsaure-EDTA-Puffer

TRIS-EDTA-Puffer

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Transfer-RNA

unit, Einheit der Enzymaktivitat

Ultravoilett

sichtbar

yeast nitrogen base

yeast TATA-binding analog 1subunit 6a der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms

yeast TATA-binding analog 2subunit 6b der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms

yeast TATA-binding analog 3subunit 7 der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms

yeast TATA-binding analog 5subunit 4 der 19S-Kappe des 26S-Proteasoms



