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A. Zusammenfassung

Strukturelle und funktionale Gemeinsamkeiten charakterisieren die Familie Phosphoenol pyruvat
(PEP)-verwendender Enzyme. Die Familie besteht aus drei Proteingruppen: (1) PEP-Synthase
(EC 2.7.9.2); (2) Pyruvat Orthophosphat Dikinase (PPDK; EC 2.7.9.1); und (3) PEP-Protein
Phosphotransferase  (2.7.3.9), welche das Enzym | (El) des PEP-abhangigen
Phosphotransferase-Systems  (PTS) ist. Das PEP-Synthase Homolog aus dem
hyperthermophilen Archaeon Saphylothermus marinus (MAPS - Multimeric Archaedl PEP-
Synthase Homologue) wurde im Rahmen dieser Arbet als erster archaebakteridller Vertreter
dieser Familie strukturell charakterisiert. Der aus dem Zytosol gereinigte hochmolekulare
Proteinkomplex besteht aus enem enzigen Typ Untereinheit (M(=93,7). Aus
Cyanogenbromid- oder LysC-Spaltung resultierten Peptid-Fragmente, die N-terminal
ansequenziert wurden. Ausgehend von der gewonnenen Sequenzinformation wurden
Oligonukleotidprimer synthetisiert, mit deren Hilfe ein Teilstick des Gens durch PCR
amplifiziet und anschlief?end sequenziert werden konnte. Eine ausschliedich auf PCR
bas erende Strategie fuhrte zur Ermittlung der gesamten Gensequenz.

Die abgeleitete Primérstruktur wurde mit der Datenbank verglichen und das Protein als PEP-
Synthase-Homolog identifiziert. Multiple Sequenzaignierungen zeigten eine ausgepragte
Sequenzhomologie innerhalb der Familie PEP-verwendender Enzyme, und eine erstaunlich gute
Konservierung der meisten Sekundérstrukturelemente.

STEM-Messungen des Komplexes ergaben ein Molekulargewicht von 2,25+0,23 MDa. Somit
steht die multimere Organisation von MAPS (24+2,5 Untereinheiten) im Gegensatz zu den
typischerweise di- oder tetrameren Strukturen der bakteriellen oder eukariontischen Vertretern
dieser Proteinfamilie. Elektronenmikroskopische Aufnahmen negativ kontrastierter Komplexe
zeigten ein globuléres Partikel, von etwa 20 nm Durchmesser, mit einer zentralen Pore oder
Hohlung. Um Einblick in die Topologie des hochmolekularen Komplexes zu erlangen, wurde
eine Kombination von biochemischen, biophysikalischen und elektronenmikroskopischen
Methoden benutzt. Die grundlegenden architektonischen Merkmae des MAPS Komplexes
wurden durch limitierte Proteolyse mit Chymotrypsin und Proteinase K aufgeklart. Dieser
Ansatiz deckte die ausgeprégte dreiteilige Domanenstruktur der Monomere auf. Die
Untereinheiten sind konzentrisch angeordnet, so dal3 die N-terminale Domanen die aul3ere
"Schale" bilden, die mittleren Doménen eine innere "Schale”, und die C-terminalen Domanen
eine Corestruktur bilden, die fur die Assemblierung zu enem multimeren Komplex
verantwortlich ist. Ein der C-terminalen Doméne entsprechendes, rekombinantes Polypeptid
assemblierte zu einem hochmolekularen Komplex. Deletionsmutanten und ein synthetisches
Peptid wurden mittels nativer Polyacrylamid Gelelektrophorese,
Molekularsiebchromatographie, anaytischer  Ultrazentrifugation, Circular  Dichroismus
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Spektroskopie und chemischer Quervernetzung auf ihren Oligomerisierungsgrad untersucht.
Die Ergebnisse bedtétigten die Existenz eines kurzen, C-terminden, o-helicaen
Oligomerisierungsmotivs, auf das schon multiple  Sequenzalignierungen  und
Sekundéarstrukturvorhersagen hingedeutet hatten. Es wird vorgeschlagen, dal3 dieses Motiv die
Untereinheiten zu 6 Gruppen von jeweils 4 Monomeren biindelt. Jede der vier Untereinheiten
eines Bundelsinteragiert mit einer anderen Untereinheit aus einem benachbarten Bindel, so dal3
12 Dimere gebildet werden. Das gesamte Netzwerk von Interaktionen fuhrt zur multimeren
Struktur. Dem Modell entsprechend, zeigt jedes Bindel globuldrer Doménen zu den Ecken
eines imagindren Oktaeders. Die helicden C-terminalen Segmente konvergieren auf das
Zentrum des Partikels hin. Die Kanten des Oktaeders stellen die Kontakte zwischen Dimeren
dar. Phylogenetische Untersuchungen deuten darauf hin, da3 der frihe Vorléufer dieser
Enzymfamilie das C-terminale Oligomerisierungsmotiv enthielt. Dieses Merkmd blieb in
einigen hyperthermophilen Organismen erhalten.

Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht in:

Cicicopol C., Peters J., Kellermann J., and Baumeister W. (1994). Primary
structure of a multimeric protein, homologous to the PEP-utilizing enzyme family
and isolated from a thermophilic archaebacterium. FEBS Letters 356:345-350.

Harauz G., Cicicopol C., Hegerl R., Cgka Z., Goldie K., Santarius U.,
Engel A., and Baumeister W. (1996). Structura Studies on the 2.25-MDa
Homomultimeric Phosphoenolpyruvate Synthase from Saphylothermus marinus.
J. of Structural Biology 116:290-301.

Cicicopol C., Peters J., Lupas A., Cegka Z., Miller S. A., Golbik R,
Pfeifer G., Lilie H.,, Engel A., and Baumeister W. (1999). Nove
Molecular Architecture of the Multimeric Archaeal PEP-synthase Homologue
(MAPS) from Staphylothermus marinus. J. of Molecular Biology 290:347-361.



B. Einleitung
1. Staphylothermus marinus, ein hyperthermophiles Archaeon

Einige Lebensformen, insbesondere Mikroorganismen, sind an extreme Bedingungen der
Biosphéare, wie sehr hohe oder sehr niedrigeTemperaturen, extreme pH-Werte, hohe
Salzkonzentrationen, besonders gut angepaldt. Eine hypothetische obere Temperaturgrenze der
Lebensfahigkeit wird zur Zeit bei etwa 150°C angesiedelt (Stetter, 1992). Allgemein werden
optimale Wachstumstemperaturen von <25°C fur Psychrophile, >25°C fir Mesophile, >50°C
fir Thermophile und =>80°C fir Hyperthermophile angenommen. Hyperthermophile
Organismen brauchen diese hohen Temperaturen, um wachsen und sich vermehren zu kdnnen.
Eine Vidfdt an Strukturprinzipien erlaubt ihren Proteinen, den hohen Temperaturen
standzuhalten. Kenntnisse Uber die molekulare Basis dieser Mechanismen sind von
theoretischer Bedeutung, da sie zum Verstandnis der Proteinstabilitét beitragen. Das Design von
stabilen Proteinen und die Entwicklung von genetischen Werkzeugen sind auf3erdem von
hohem biotechnologischen Interesse. Durch den Vergleich homologer Proteine von
thermophilen Organismen mit ihren mesophilen Gegenstiicken wurden verschieden Strategien
zur Stabiliserung vorgeschlagen. Aus diesen Studien gingen aber keine algemeinen
Mechanismen hervor (Jaenicke et al., 1996; Pappenberger et al., 1997). Stabilitétsinkremente
konnen sich durch 1. lokale Interaktionen, 2. sekundére oder suprasekundare Strukturelemente
3. Fatung von, und Interaktionen zwischen Doméanen, 4. Assoziation von Untereinheiten, 5.
Konjugation mit prosthetischen Gruppen, Zuckerresten oder Nukleinsuren, usw., anhaufen
(Jaenicke, 1996). Hyperthermophile Organismen konnten frihen Lebensformen auf der Erde
noch recht ahnlich sein (Stetter, 1993), und somit erlaubt ihr Studium Einsicht in die Evolution
der Mikroorganismen.

Die meisten extremophilen Mikroorganismen werden aufgrund struktureller und funktionaler
Charakteristika, sowie der 16S rRNS-Sequenzen, den Archaebakterien zugeordnet (Woese,
1987). Archaea werden phylogenetisch in die Ordnungen Sulfolobales, Thermoproteales,
Desulfurococcales, Pyrodictiales, Thermococcales, Archaeoglobales, Methanobacteriales,
Methanococcales und Methanopyrales untergliedert (Stetter, 1993). Saphylothermus (S.)
marinus ist en hyperthermophiles Archaeon, welches der Gruppe der Desulfurococcales
zugeordnet wird (Stetter, 1993). Der S. marinus Stamm Al2 wurde aus einem "black smoker"
in 2500 m Tiefe im Ostpazifik isoliert, wahrend das Isolat F1 aus einem submarinen
hydrothermal aktiven Gebiet am FulRe des Vulkans Fossa (Italien) stammt. Letzteres wurde im
Rahmen dieser Arbeit verwendet. S. marinus wéchst strikt anaerob bel 65-98 °C, mit einem
Optimum bei 92°C (pH-Bereich 4,5-8,5). Der Organismus ist obligat heterotroph und wéchst in
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Anwesenheit einer geringen Menge dementaren Schwefels, der zu H»S umgesetzt wird. S.
marinus Zdlen sind unbeweglich und wachsen in traubenférmigen Kolonien von etwa 100
Zellen. Das Wachstum wird von den Bedingungen im Kulturmedium stark beeinfluf¥. Der
Organismus zeigt eine hohe Sauerstoffempfindlichkeit. Uber den Metabolismus von S. marinus
ist wenig bekannt. Komplexe organische Substrate werden zu Acetat, 1sovalerat, CO2 und HoS
abgebaut (Fiala et al., 1986). Eine Besonderhet stellt das S-Layer-Netzwerk von S. marinus
dar, welches umfassend charakterisiert wurde (Peters et al., 1995). In Voruntersuchungen zu
dieser Arbeit wurden aus dem Zytoplasma mehrere hochmolekulare Proteinkomplexe isoliert
und elektronenmikroskopisch erforscht. Dabel fid eines der Hauptproteine besonders auf. Es
bildete einen Komplex von etwa 20 nm Durchmesser und war von auf¥ergewdhnlichem Aufbaul.
Dadurch stellte es ein geeignetes und interessantes Objekt fur strukturelle Studien dar, und
wurde so zum Thema dieser Arbeit. Im Laufe der Untersuchungen stellte sich heraus, dal3 der
Proteinkomplex ein PEP-Synthase-Homolog ist und zur Familie der PEP-verwendenden
Enzyme gehort.

2. Die Familie PEP-verwendender Enzyme

Strukturelle und funktional e Gemeinsamkeiten charakterisieren die Familie Phosphoenol pyruvat
(PEP)-verwendender Enzyme. Die Familie besteht aus drei Proteingruppen: (1) PEP-Synthase
(EC 2.7.9.2); (2) Pyruvat Orthophosphat Dikinase (PPDK; EC 2.7.9.1); und (3) PEP-Protein
Phosphotransferase  (2.7.3.9), welche das Enzym | (El) des PEP-abhangigen
Phosphotransferase-Systems  (PTS) ist. Alle Vetreter dieser Familie tragen zwel
Sequenzsignaturen, welche bal keinen anderen Proteinen der aktuellen Datenbanken zu finden
sind. Das erste Motiv (PROSITE: PS00370) enthdlt ein Histidin des aktiven Zentrums. Dieser
Histidinrest vermittelt den Phosphoryl-Transfer . Das zweite Motiv (PROSITE: PS00742) ist
eine konservierte Region in der C-terminalen Doméne. Die genaue Rolle dieses Motivs ist noch
nicht ganz aufgeklart. Fest steht aber, dal3 sich im Fale von PPDK jewells ein invarianter
Argininrest, Asparaginrest und Cysteinrest dieses Sequenzfragments an der Pyruvat/PEP-
Bindungsstelle befinden (Herzberg et al., 1996). Die funktionae Ahnlichkeit dieser Enzyme
besteht im Transfer einer Phosphoryl-Gruppe mittels eines Phospho-Histidin Intermediats und
in der Verwendung von Pyruvat/PEP as Substrat. Das Histidin des aktiven Zentrums und die
Substratbindungsstellen befinden sich auf separaten Domanen.

Pyruvat Phosphat Dikinase wurde erstmals aus Bléttern tropischer Pflanzen, wie Zuckerrohr
und aus Maisisoliert (Hatch & Slack, 1968). Danach wurde das Enzym auch in Protozoen und
Bakterien nachgewiesen .
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PPDK spielt eine Schltsselrolle in der C4 Photosynthese (C4 photosynthetic pathway) hoherer
Pflanzen, welche eine besondere Art der Kohlenstoffassimilation darstellt (Hatch 1987; Burnell
& Hatch, 1986; Ashton et al., 1990). Das regulatorische Enzym katalysiert die Renegeration
des primédren CO> Akzeptanten, PEP, aus Pyruvat und ATP/Pi. In hoheren Pflanzen ist das
Enzym als Homotetramer aktiv, mit = 95 kDa Untereinheiten (Roeske et al., 1988). Der
reversble 3-Schritt Reaktionsmechanismus schlield die Pyrophosphorylierung enes
Higtidinrests (His-458 in Mais) des aktiven Zentrums ein. Aul3erdem macht PPDK eine tégliche
Licht-Dunkel Regulierung der Aktivitét durch. Dafir ist das regulatorische Protein PPDK RP
(regulatory protein) verantwortlich. Die His-P Form des Enzyms wird im Dunkeln durch eine
ADP-abhangige Phosphorylierung eines Threoninrests (Thr-456 in Mais) nahe des aktiven
Zentrums spezifisch inaktiviert (Hatch, 1987; Burnell & Hatch, 1986; Ashton et al., 1990;
Roeske et al., 1988). Dieser Threoninrest ist in adlen Vertretern der Familie PEP-verwendender
Enzyme vorhanden. Seine Rolle wurde jedoch nur in den pflanzlichen Enzymen nachgewiesen.
PPDK-Aktivité wurde auch in C3 Pflanzen detektiert.

In Propionibacterium shermanii, Acetobacter xylinum und photosynthetisierenden Bakterien
scheint die Funktion von PPDK in der Gluconeogenese zu liegen (Benziman & Palgi, 1970;
Benziman & Eizen, 1971; Buchanan, 1974; Evans & Wood, 1968).

In Clostridium symbosum (friher Bacteroides symbiosus) und einigen parasitaren Protozoen
(Entamoeba histolitica, Giardia duodenalis) scheint sich die Aktivitdt von PPDK in Richtung
Glycolyse zu entfalten, eine Funktion welche in anderen Organismen von der Pyruvat Kinase
erfullt wird (Reeves, 1968; Reeves et al., 1968; Mertens, 1993; Milner et al., 1978). C.
symbiosum PPDK ist eéin Dimer, wéhrend die Enzyme von G. lamblia und E. histolytica
Tetramere bilden (Milner et al., 1975; Hrdy et al., 1993; Edwards et al., 1985; Saaverda-Lira &
al., 1998).

Das Gen, welches PPDK codiert, wurde aus mehreren Organismen isoliert, so z.B. aus
Pflanzen (Matsuoka et al., 1988; Rosche & Westhof, 1990), aus zwel Protozoen (Bruchhaus &
Tannich, 1993; Saaverda-Lira & Perez-Montfort, 1994; Nevalainen et al., 1996) und aus C.
symbiosum (Pocalyco e al., 1990). Detailierte Strukturinformationen gibt es nur fir das C.
symbiosum Enzym, dessen Kristallstruktur verdffentlicht wurde (Herzberg et al., 1996).

Das bakterielle PEP:Zucker Phosphotransferase System (PTS) dient dem Transport von
Zuckern durch die zytoplasmatische Membran und der gleichzeitigen Phosphorylierung dieser
Zucker. Letzteresfuhrt zur Einleitung des Metabolismus dieser Zucker (Meadow et al., 1990).
Aulerdem spielt es auch eine Rolle in der Chemotaxis in Richtung PTS-Zucker. Das System
besteht aus zwei algemeinen Energie koppelnden Komponenten (Enzym | und HPr) und einer
Zucker-spezifischen Permease (Enzym 11). Es finden verschiedene Phosphorylgruppen-
Transfers statt. Zur Familie PEP-verwendender Enzyme gehort Enzym | (EI).



Enzym |-(His) + PEP —==—=— Enzym I-(His)~P + Pyruvat

In den meisten Féllenist El ein |6dliches, zytoplasmatisches Protein. Das Molekulargewicht des
Monomers variiert zwischen etwa 64 kDain E. coli und S. typhimurium und etwa 85 kDa in
Saphylococcus aureus. Laut gegenwartigen Modellen kann in Enterobakterien nur das Dimer
phosphoryliert werden. Die Phosphoylierung findet an der N3 Position eines Histidinrests statt.
Mikrokal orimetrische, fluoreszenzmikroskopische und proteolytische Studien deuteten auf die
Existenz zweier Doméanen per S. typhimurium Untereinheit hin, Doméanen welche durch linker
verbunden sind. Eine der Doménen interagierte mit HPr, die andere mit PEP. Diese
Erkenntnisse wurden dank hochauflésender Strukturdaten Uber das E. coli Enzym bestétigt
(Liao et al., 1996; Garrett et al., 1997).

3. Phosphoenolpyruvat Synthasen

Phosphoenolpyruvat  (PEP) ist eine Verbindung mit hohem Phosphat-Gruppentransfer-
Potential und ein zentraler Metabolit sowohl der Glycolyse als auch der Gluconeogenese.
PEP-Synthase Aktivitdt wurde erstmals 1965 von Cooper und Kornberg inEscherichia coli
festgestellt. Das Enzym it fur das Wachstum verantwortlich, wenn nur 3-C Substrate, wie
Pyruvat oder Lactat, als Kohlenstoffquelle zur Verfligung stehen (Cooper & Kornberg, 19674,
b; 1969). Die katalysierte Reaktion stellt, unter diesen Bedingungen, einen unentbehrlichen
Schritt der Gluconeogenese dar. PEP-Synthase katalysiert die direkte Umwandlung von
Pyruvat in Phosphoenol pyruvat:
Mg2+
Pyruvat + ATP+ H,O0 ==—== PEP +AMP +P;

Im Unterschied zu dieser Reaktion wird in der von der PPDK katalysierten Reaktion die zweite
Phosphoryl-Gruppe zu einem Phosphat transferiert und bildet Pyrophosphat.

PEP-Synthase wurde auf3er in Enterobacteriacceae (siehe in Coper & Kornberg, 1974) auch in
Archaeg, z. B. in Methanobacterium thermoautotrophicum (Eyzaguirre et al., 1982), und in
Alcaligenes species (Frings & Schlegel, 1971) nachgewiesen.

Das hyperthermophile  Archaeon Pyrococcus furiosus, en anaerober chemo-
organoheterotropher Organismus, wurde in Gegenwart von Pyruvat, als Kohlenstoff- und
Energiequelle, kultiviert (Schafer, Schonheit, 1993). Die Untersuchung der an der
Gluconeogenese beteiligten Enzyme ergab u. a. den Nachweis fir PEP-Synthase Aktivitét.
PPDK-AKktivitét konnte  ausgeschlossen werden. Die Abhangigkeit der
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Reaktionsgeschwindigkeit von ATP und Mg2* Konzentration entsprach einer Michaglis-Menten
Kinetik. Das Enzym war O, empfindlich, aber nicht k&lteempfindlich, wie bei den Enzymen

anderer Organismen beobachtet (Cooper & Kornberg, 1974).

Beziglich der PEP-Synthasen sind insgesamt nur wenige Strukturinformationen bekannt. Es
wurde gezeigt, dal? das E. coli Enzym ein disoziierbares Dimer aus identischen Untereinheiten
ist, und ein Histidinrest wurde as Phosphorylierungsstelle identifiziert (Narindrasorasak &
Bridger, 1977). DasE. coli K-12 ppsA Gen, welches die PEP-Synthase codiert, wurde kloniert
und sequenziert (Niersbach et al., 1992). Die Transkription des ppsA Gens von E. coli K-12
wird von dem FruR Protein reguliert (Geerse et al., 1989, Jahreis et al., 1991), von dem
bekannt ist, dal? es in E. coli die Expression mehrerer bedeutender pathways des K ohlenstoff-
und Energie-Metabolismus in Bakterien kontrolliert (reviewed von Saier et al., 1996). In vitro
DNA-FruR Bindungsstudien zeigten, dal3 FruR anscheinend an einen einzigen Operator in der
regul atorischen Region des ppsA Gensin E. coli bindet und dadurch die Transkription aktiviert
(Ramsaier et al., 1993). Andere Studien deuten darauf hin, dal3 das ppsA Gen von enem
multiplen Promoter-System kontrolliert wird. In diesem System wird jeder Promoter unter
bestimmten und spezifischen physiologischen Bedingungen aktiviert (Négre et al., 1998). Ein
Maltose-reguliertes mir A Gen wurde aus P. furiosus isoliert und sequenziert (Robinson &
Schreier, 1994). Das abgeleitete Genprodukt ist homolog zur PEP-Synthase. Unabhangig
davon wurde die Sequenz des Gens auch von Jones et al. (1995) bestimmt. Im Rahmen
verschiedener Genomprojekte wurden neulich einige Gene identifiziert, welche fur PEP-
Synthase codieren, so in dem Cyanobakterium Synechocystis sp., dem gastrischen pathogenen
Bakterium Helicobacter pylori, dem hyperthermophilen Eubakterium Aquifex aeolicus und in
den Archaebakterien Methanococcus jannaschii, Archaeoglobus fulgidus und Pyrococcus
horikoshii.

Zielsetzung der Arbeit

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte PEP-Synthase Homolog von S. marinus ist der
bisher einzige archaedle Vertreter der Familie PEP-verwendender Enzyme, welcher strukturell
erforscht wurde. Der auf3ergewohnlich grof3e homomultimere Komplex wurde aus dem Zytosol
des hyperthermophilen Archagbakteriums isoliert, wo er eines der Hauptproteine darstellt. Zid
der vorliegenden Arbeit war es, die Reinigung des Komplexes zu optimieren und das Multimer
strukturell zu charakterisieren. Die multimere Struktur steht im Gegensatz zum Aufbau der
anderen bisher beschriebenen Vertreter der Familie PEP-verwendender Enzyme, welche
typischerwei se Dimere oder Tetramere sind (Beispiele von Dimeren: PEP-Synthase aus E. cali;
PPDK aus C. symbiosum; El aus E. coli und Sreptococcus salivarius, Beispile von
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Tetrameren: PPDK aus Pflanzen, wie Mais oder Flaveria sp., und aus dem Parasiten
Entamoeba histolytica). Somit wurde versucht, die Architektur des Proteinkomplexes aus S.
marinus aufzuklaren, welcher im Folgenden as MAPS (Multimeric Archaeal PEP-Synthase)
bezeichnet wird. Die Strukturuntersuchungen mittels Elektronenmikroskopie wurden durch die
verschwommen wirkende Peripherie des Partikels erschwert. Folglich wurde eine kontrollierte
Zerlegung des Partikels durchgefiihrt, um nahere Informationen Uber das Aufbauprinzip des

Komplexes zu erhaten. Ziel der Arbeit war es auch, fur die Oligomerisierung verantwortliche
Doménen zu identifizieren.



C. Material und Methoden

1. Material

Das verwendete Wasser wurde durch eine Milli-Q Reinstwasseranlage (Millipore, Molsheim,
Frankreich) aufbereitet.

1.1 Bakterienstamme und Medien

Die Zdlen von Staphylothermus marinus F1 (DSM3639) (Fida et al. 1986), in Form von
gefrorener Zellpaste, wurden freundlicherweise von Herrn Professor Stetter (Universitét
Regensburg) zur Verfigung gestellt.

Die C-terminde Doméne, die Deetionsmutanten KpETDEL4 und KpETDEL20 und die
Fusionsproteine P24 und P37 wurden in E. coli BL21(DE3) (F~, dcm ompT hsdS(rg-mg-)gal
A (DE3)) (Studier et al., 1990) exprimiert. Die Expression der C-terminden Doméne efolgte
auchin E. coli M15 (Qiagen).

Alle E. coli Stdmme wurden in LB-, SOB- oder SOC-Medien (Sambrock et al., 1989) bel
37°C, 30°C oder 25°C in Schiittelkolben kultiviert.

1.2 Plasmide

Ein der C-terminalen Doméne entsprechendes Insert wurde sowohl in den Expressionsvektor
pQE-31 (Qiagen), als auch in das modifizierte Plasmid pET28 (Novagen) einkloniert. Letzteres
wurde auch fur die Deletionsmutanten KpETDEL4 und KpETDEL20 verwendet. Die
Polylinker-Region dieses Vektors war modifiziert worden, um neue Restriktionsschnittstellen
einzufuhren.

Die neue Reihenfolge der Resrtiktionsschnittstellen war: Ndel,BamHI, EcoRI, Srfl, Nhel,
Pstl, Hindl 1l und Xhol. Inserts welche den 24, beziehungsweise 37 C-terminalen Aminoséuren
entsprachen, wurden in das Plasmid pET32 (Novagen) eingefihrt. In diesem System (pET
TRX Fusion System 32) wird das Insert N-terminal mit Thioredoxin fusioniert, so daf3 die
Fusionsproteine P24 und P37 entstanden.

1.3 Emzyme und Standards
Von folgenden Firmen wurden bezogen:

Restriktionsendonukleasen Boehringer Mannheim, Stratagene, New England
Biolabs, United States Biochemical



T4-DNS-Ligase, T4-DNS-Poly-
nukleotid-Kinase, Alkalische
Phosphatase

DNasel und RNaseT1 aus Rinder-
pankreas, DNasell
DNS-Polymerase Pfu
DNS-Polymerase Taq

Lysozym

DNS- Fragmentlangenstandards
Proteingrof3enstandard LMW
Proteingrél3enstandard HMW
Peptidmarker

Endoproteinase Lys-C
Proteinase K

Trypsin, Chymotrypsin
Thrombin

Enterokinase

1.4 Chemikalien und Material

Agar, Hefeextrakt und Trypton
Agarosel E

Ampholyte

Ampicillin

BCIPund NTB

Centriprep-, Centricon- und Microcon-
Mikrokonzentratoren

Coomassie G

CTAB

DTSSP

Ethidiumbromid

Fractogel® EMD TMAE 650 (S)-
Chromatographieséule

IPTG

Kanamycin

Nickel-NTA-Agarose
Nitrozellulose und Whatman-Papier

New England Biolabs, Stratagene

Boehringer Mannheim
Stratagene

Stratagene

Sigma

Boehringer Mannheim, Appligene
Bio-Rad

Pharmacia, Sigma
Pharmacia, Bio-Rad
Boehringer

Sigma

Sigma

Novagen

Boehringer

Difco
Seakem
Serva
Sigma
Sigma

Amicon
Serva
Sigma
Pierce
Sigma

Merck

BioTech Trade& Service GmbH
Sigma

Qiagen

Schleicher & Schilll



11

Phenol GIBCO

Protogel National Diagnostics
Rontgenfilme M

Superose 6 HR 10/30 Pharmacia
Sephadex G-10 Pharmacia
Sephadex G-50 Pharmacia
Sephacryl S-200 HR Spi-Saulchen Pharmacia

Es wurden folgende Kits verwenet:

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad
Qiaquick-DNS-Isolerungs-Kit Qiagen
Qiaex-Geextraktions-Kit Qiagen
Qiagen-PCR-Reinigungs-Kit Qiagen
Qiagen-Plasmid-Isolierungs-Kit Qiagen

PRISM ™Ready Reaction DyeDeoxy™

Terminator Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

Alle songtigen Chemikalien, in hdchster Reinheit: Merck, Riedel deHaen oder Sigma.

1.5 Oligonukleotide

Ein Tel der verwendeten Oligonukleotide wurde nach dem Phosphoramidit-Verfahren in der
Abteilung von Prof. Oesterheld, MPI fir Biochemie, Martinsgried von Frau Schimanko
synthetisiert. Die Basenschutzgruppen wurden durch Inkubation fir mindestens 8 Stunden bei
56°C abgespalten, die Ammoniaklésung in einem Vakuumkonzentrator abgedampft und die
Oligonukleotide anschlief?end in sterilem HoOgegt 0der 10 mM Tris/HCI pH 8,0 aufgenommen
und bel -20°C gelagert. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt.

Andere Oligonukleotide wurden bei Pharmacia, Interactiva oder TopL ab bestellt.

1.6 Peptide

Das synthetische Peptid p1 wurde an einem ABI-Synthetiser 431A nach der konventionellen
Festphasentechnik hergestellt ( von Dr. Frank Siedler, Abt. Prof. L. Moroder, MPI flr
Biochemie, Martinsried) und mittels Reversed Phase Chromatographie (C8 - Saule) gereinigt.
Die Reinheit des Peptids wurde massenspektrophotometrisch (MALDI) Uberprift und die
K onzentration mittel s quantitativer Aminosaurenanalyse bestimmt.
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2. Proteinchemische Methoden
2.1 Proteinbestimmung

Die Konzentration wurde entweder spektrophotometrisch oder mit dem Bio-Rad Protein Assay
(nach Vorschrift des Herstellers) bestimmt. Der Test beruht auf der Methode von Bragford
(Bradford, 1976). Als Kontrolle wurden BSA-Standards verwendet.

2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

2.2.1 Denaturierende Gelelektrophorese
(Schagger & Jagow, 1987)

Die Proteinproben wurden mit 5 x Auftragspuffer versetzt und 3 min bei 95°C erhitzt. In
verdunnten Proteinlésungen wurden die Proteine mit TCA (8% Endkonzentration) auf Eis
gefadlt, die Proben abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pelet wurde mit
Waschpuffer (50 mM TrisHCI pH 8,0, 70% Ethanol) gewaschen, in 1x Auftragspuffer
aufgenommen und erhitzt. Die Auftrennung erfolgte in Tricin-SDS-Polyacrylamidgelen (8%,
9%, 10%, 16% Acrylamid, IMTris/HCI pH 8,5, 0,1% SDS, 15% Glyzerin).

Auftragspuffer: 100 mM Tris/HCI pH 8,0, 10% Glyzerin, 2% SDS, 20 mM DTT,
0,01% Bromphenolblau

Acrylamidlésung: Protogel (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)

Anodenpuffer: 200 mM Trig/HCI pH 8,9

Kathodenpuffer: 100 mM Trig/HCI pH 8,25, 100 mM Tricin, 0,1 % SDS
TEMED 10 pl per 30 ml Lésung

10% APS 100 pl per 30 ml Lésung

L aufbedingungen: 80-120 mV

2.2.2 Nativ-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970; modifiziert)

Die Proben wurden mit einem nicht denaturierenden Auftragspuffer versetzt und in einem a)
homogenen (3,5%, 4% AA) oder b) Gradienten-Polyacrylamidgel (4-8%, 6-16%, 8-16% AA )
aufgetrennt. Zum Kathodenpuffer/Auftragspuffer wurde Ascorbinsaure (10-20 mM
Endkonzentration) zugesetzt, um die Bildung von Cystin durch Autoxidation zu vermeiden. Die
Laufe wurden bel 20°C oder bel 4°C durchgefhrt.

Auftragspuffer: 62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 10% Glyzerin, 0,01% Bromphenolblau
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Sammelgel: AA in 125 mM Tris/HCI pH 6,8
Trenngel: AA in 375 mM Trig/HCI pH 8,8, 10% Glycerin
Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, pH 8,3

Weiterhin wurden Gele mit 3,5 % Acrylamid (mit Piperazindiacrylamid als Crosslinker)
verwendet.

2.2.3  2D-Gelelektrophorese

Fur die zweidimensionale Gelel ektrophorese wurden in erster Dimension nicht denaturierende
Gradientengele (4-8% AA, mit PDA) verwendet. Einzelne Streifen wurden ausgeschnitten, in
denaturierendem Puffer (1M Tris/HCI pH 8,5, 1% SDS, 25% Glycerin) geschwenkt, dann auf
steglose denaturierende 10%ige Gele (2te Dimension) mit 0,8 - 2 % Agarose fixiert und mit
konzentriertem  Auftragspuffer  Uberschichtet. AnschlieRend wurde die denaturierende
Elektrophorese durchgefiihrt. Um eine Ubersicht iiber die in erster Dimension aufgetrennten
Proteine zu haben, wurden gleiche Proben stets auf mehreren Spuren aufgetragen und nach dem
Lauf jewells ein Gelstreifen angefarbt.

2.3 Proteinfarbung

2.3.1 Kolloidale Coomassie-Farbung
(Neuhoff et al., 1988)

SDS-Polyacrylamidgele wurden nach 30 Min. Fixierung in 10% Trichloressigsaure (TCA)
mehrmals mit entionisiertem Wasser gespiilt und tber Nacht gefarbt. Uberschiissiger Farbstoff
wurde durch Entfarbel 6sung entfernt.
Farbelosung: 80 ml 10% (NH4)2S04 / 2% (w/v) H3POg4
20 ml Methanol
1 ml 5% Coommassie G-250 in Wasser
Entfarbelosung: 10% (NH4)2S04 / 2% (w/v) H3PO4

Nicht denaturierende Polyacrylamidgele wurden in 10% Essigsaure, 20% Isopropanol, 0,3%
Coomassie Brillant Blue R-250 Uber Nacht geféarbt und mit 10% Essigséaure, 10% |sopropanol
entfarbt (Weber et al., 1972).
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2.3.2 Silberfarbung
(Heukeshoven & Dernick, 1988)

Polyacrylamidgele wurden entweder direkt nach der Elektrophorese geférbt oder nach
vollsténdiger Entférbung schon mit Coomassie behandelter Gele, um geringere Proteinmengen
nachweisen zu konnen.

Fixierung: 30 % Ethanol

(15 Min.) 10 % Essigsaure
Konditionierung: 60 ml Ethanol

(20 Min.) 20 ml 4M Na-Acetat

1 ml Essigsdure
4 ml 25% Glutaraldehyd
0,3g NaThiosulfat

ad200ml H0

Waschen: H-O

(mehrmals)
Farbung: 0,1 % Silbernitrat

(20 Min.) 0,025 % Formaldehyd in HoOpjjji
Waschen: H-O

(2x)
Entwicklung: 2,5 % Natriumcarbonat

0,04 % Formaldehyd in HaoOmjjji....... bis zur gewilinschten Intensitéat

Stop: 10 % Essigsaure

2.4 HPLC / FPLC

Zur Isolierung von MAPS wurde Anionenaustauscherchromatographie auf einer High
Performance TMAE-Fractogel 650(S) Tentakel-Saule (Merck) durchgefihrt. In dieser Art von
Gelmatrix sind die Austauschgruppen an Polymerketten gebunden, welche sich flexibel an die
Oberflache grof3er Proteine anpassen konnen. Folgendes Puffersystem wurde verwendet:

Puffer A: 20 mM Tris/HCl, pH 7,7, 5% Glyzerin, 3mM Natriumazid

Puffer B: 500 mM Tris/HCI, pH 7,7, 700 mM NaCl, 5% Glyzerin

Der Gradientenverlauf war 10-100% B in 120 Min. bel einer Flu¥ate von 0,5 ml/min. Es
wurden 1 ml Fraktionen gesammelt.

Mol ekularsiebchromatographie wurde auf einer Superose 6 Saule (Pharmacia) durchgefuhrt, bel
einer Flul¥rate von 0,5 ml/min, mit 10 mM Tri/HCI, pH 7,7, 200 mM NaCl, 10% (v/v)
Glyzerin als Laufuffer.
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Durch Reversed-Phase Chromatographie auf einer Cig-Saule (Merck) und einer Cyg-Saule
(Vydac) wurden Polypeptidgemische aufgetrennt, die nach BrCN-, oder LysC-Spaltung
entstanden waren . Einzelne Fraktionen, welche reine Polypeptide enthielten, wurden der N-
terminalen Sequenzierung unterworfen.

Fir Trennungen bei Raumtemperatur standen eine Beckman HPLC-Anlage (System Gold) und
eine LKB FPLC-Anlage zur Verfigung. Fur Laufe be 4°C wurde eine LKB LC-Anlage
benutzt.

2.5 Dichtegradientenzentrifugation

Zur Dichtegradientenzentrifugation wurden 10-30% Sucrose-Gradienten, in 50 mM Tris, pH
7,7, 200 mM NaCl und 2 mM Natriumazid, in 10 ml Polypropylen-Reaktionsgefélie
(Beckman), auf ein Kissen aus 1 ml 60%iger Sucrose, gegossen. Auf den Gradienten wurden 1
ml Fraktionen aufgetragen . Die Zentrifugation erfolgte in einer Beckman L8-M Ultrazentrifuge
(SW41 Rotor) bei 38000 rpm , 4°C, 14 Stunden lang. Beginnend vom Boden des
Zentrifugenréhrchen wurden 0,5 ml Fraktionen abgepumpt.

2.6 Préaparation des Gesamtproteinextrakts

Gefrorene Zdlpaste (6g) wurde auf Eis aufgetaut und mit 12 g Glasperlen (0,1 mm
Durchmesser), 2,5 ml 50 mM Trig/HCI, pH 7,7, 1uM Phenylmethan Sulfonylfluorid (PM SF)
un 50 pg/ml DNase Il vermengt. Die Zdlen wurden in ener Vibrogen Zdlmihle
aufgeschlossen (3 x 15 s) und dann 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Glasperlen
wurden mittels Zentrifugation bei 500 x g separiert, mit 10 mM Tris Puffer mehrmals
gewaschen und die vereinten Uberstande 20 Min. lang bel 28000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde weiterverarbeitet.

2.7 Reinigung des MAPS Komplexes

Gesamtproteinextrakt wurde auf eine Fractoge® EMD TMAE-650(S) lonenaustauschersiule
aufgetragen. Die Elution erfolgte bel Raumtemperatur mit einem NaCl Gradienten, wie in C 2.4
beschrieben. Fraktionen welche MAPS enthiedten wurden auf enen 10-30% Sucrose-
Gradienten aufgetragen und in einer Beckman -Ultrazentrifuge 14 Stunden bel 4°C zentrifugiert
(sehe C 2.5). Der letzte Reingungsschritt erfolgte Gber eine Gelfiltration mit einer Superose 6
HR 10/30 Saule (C 2.4).
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2.8 Proteinspaltung

Um geeignete Polypeptide fir den Edman-Abbau zu erhaten, wurde gereinigtes Protein
(MAPS) mit 50 mg/ml BrCN in 70% Ameisensaure 4 Stunden lang gespalten. Die
lyophylisierte Probe wurde in 70% Amesensaure aufgenommen, mit Wasser auf 35%
Ameisensaure verdinnt und auf eine TSK 2000 Molekularsiebsaule aufgetragen. Als
Elutionspufferdiente 0,1 % Trifluoressigsdure (TFA), 30 % Acetonitril. Die zwischen 7 und
10,5 ml Elutionsvolumen gesammelte Fraktion wurde lyophylisiert, in 70%iger Ameisensaure
aufgenommen und die Spaltpeptide auf einer C4 Reversed-Phase Saule (Vydac) oder einer C18
RPsdlect Saule (Merck) getrennt. Dazu wurde ein 0-60% Acetonitril-Gradient in 0,1 % TFA
benutzt. Einige TSK 2000 Fraktionen, welche héhermolekulare Peptide enthielten, wurden mit
Endoproteinase LysC gespalten und die resultierenden Peptide Uber eine TSK 3000 Saule
aufgetrennt. Gesammelte Fraktionen wurden dann ebenfalls auf eine Reversed-Phase-Saule
aufgetragen. Um die Trennung zu verbessern, wurden von Reversed-Phase Sdulen duierte
Fraktionen unter leicht veranderten Bedingungen (flacherer Gradient) rechromatographiert.
Desggleichen wurde gereinigtes Protein mit Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und mit
Endoproteinase Lys-C (Boehringer) gespalten. Die Spatpeptide wurden Uber SDS-PAGE
getrennt und elektrophoretisch auf silikonisierte Glasfasermembran Ubertragen. Einzelne, mit
Coomassie angefarbte Banden, wurden ausgeschnitten und dem Edman-Abbau unterzogen.

Zur Peptidkartierung von Banden aus angeférbten Polyacrylamid-Gelen, wurden die
ausgeschnittenen Gelstiickchen in 10 mg/ml BrCN in 80% Ameisensaure bel 2°C 60 Stunden
lang geschiittelt. Das Eluat wurde lyophylisiert, in Auftragspuffer aufgenommen und Gber SDS-
PAGE getrennt.

2.9 Limitierte Proteolyse

Gereinigtes Protein (MAPS) wurde enzymatisch mit Trypsin, Chymotrypsin oder Proteinase K
in 10mM Trig/HCI, pH 7,7, 200 mMNaCl, 10% Glycerin bel Raumtemperatur gespalten. Die
Reaktion wurde mit PM SF gestoppt und das Reaktionsgemisch Uber eine Superose 6 HR 10/30
Saule (Pharmacia) oder PAGE getrennt. Die Spaltprodukte wurden N-terminal ansequenziert.

Fusionsproteine wurden mit Thrombin oder Enterokinase nach Anleitung des Herstellers
gespalten.
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2.10 Isolierung rekombinanter Proteine aus E. coli
2.10.1 Schnelltest zur Expression von Mutantenklonen

Zur Uberprifung der Expression von rekombinanten Proteinen wurden Kulturen in kleinem
Mal3stab (3 - 50 ml) aus Einzelkolonien angezogen und induziert. Dabel wurden verschiedene
Bedingungen zur Optimierung der Expression getestet (Variation der Temperatur, der
Expressionszeit, Anayse unterschiedlicher Klone). Die Kulturen wurden in Portionen
abzentrifugiert und die Zdlsedimente tiefgefroren. Da die rekombinanten Proteine jeweils eine
6xHigtidinsequenz enthielten, erfolgte die Isolierung nach dem Protokoll "Rapid Screening of
Small-Scale Expression Cultures’ aus "The QIA Expressionist”, mit Hilfe von Ni-NTA
Materiad, und wurde mittdls SDS-Gelen Uberprift. Zur Aufreinigung unter nativen
Bedingungen wurden Zelpdlets in Puffer A resuspendiert, nach Zugabe von Lysozym
ultrabeschallt und dann zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einigen Fallen auf 60°C, 70°C
oder 80°C erhitzt und erneut zentrifugiert. Alternativ wurde Uberstanden ohne Hitzebehandlung
DNase II, MgCly hinzugefugt. Es folgte die Inkubation mit Ni-NTA Material, dann
Waschungen mit Puffer A, Puffer B und schliefdlich die Elution mit Imidazol. Alle Fraktionen
wurden mittels Gelelektrophorese verifiziert.
Puffer A: 50 mM Natriumphosphat, pH 8,0

300 mM NaCl
Puffer B: 50 mM Natriumphosphat, pH 6,0

300 mM NaCl

10 % Glycerol

2.10.2 Reinigung durch Ni-Chelat-Affinitatschromatographie

Die im Verlauf der Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine und Peptide waren N-terminal
mit 6 Higtidinresten (His*Tag) fusioniert worden und konnten so Uber Ni-NTA-Séulenmateria
gereinigt werden.

Das rekombinante Protein KpQE wurde aus 1,5 | Kultur gereinigt. In Puffer A resuspendierte
Zdlpellets wurden mit Lysozym und PMSF behandelt (1h auf Eis) und mittels Ultraschall
(Sonifier W250 von Branson; Stufe 6, 50%) auf Eislysiert. Esfolgte die Zugabe von DNase 11
und MgClo und zwei Zentrifugationsschritte bei 4°C (18000 rpm, 20 min). Der Uberstand
wurde auf eine 1 ml Ni-NTA-Séule geladen (Flulrate 0,2 ml/min), nicht bindende Proteine mit
Puffer A und schwach bindendes Material mit Puffer B ausgewaschen. Die Elution erfolgte mit
einem linearen Imidazolgradienten (0 - 500 mM Imidazol in Puffer A) bel einer Flul3rate von 0,3
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ml/min. Fraktionen, die das rekombinante Protein enthidten, wurden zusétzlich auf eine
Superose 6 Sdule aufgetragen.
Puffer A und Puffer B wiein C 2.10.1.

Wegen der starken Expression von KpETKDEL 20 wurden zur Isolierung des rekombinanten
Proteins nur 10 ml Kultur verwendet. Der Aufschluld der Zellen erfolgte dhnlich wie beim
rekombinanten Protein KpQE. Die Reinigung Uber Ni-NTA-Materia wurde im batch-Verfahren
durchgefihrt. Im Falle von KpETDEL4 wurde das Rohlysat einer 800 ml Kultur auf eine Ni-
NTA-Séaule geladen und das rekombinante Protein, wie oben beschrieben, mit Imidazol eluiert.

2.11  Aminosauresequenzanalyse

Zur Bestimmung N-terminder Aminosduresequenzen wurden Peptide Uber SDS
Gelchromatographie aufgetrennt  und in der Arbeitsgruppe Lottspeich, MPI fir Biochemie,
Martinsried, mittels Semi-Dry-Elektrotransfer  auf eine dlikonisierte Glasfasermembran
Ubertragen (Eckerskorn et al., 1988). Nach Anféarbung der Membran mit Coomassie wurden
Proteinbanden ausgeschnitten und die Sequenzierung von Dr. Joseph Kellermann in einem
Porton LF 3600 Gasphasesequenator (Beckmam Fullerton CA)  durchgefihrt.
Phenylthiohydantoin-Derivate wurden on-line mittels Reversed-Phase Chromatographie
(System Gold, Beckman) detektiert.

In anderen Féllen wurden BrCN-Spaltpeptide Uber Reversed-Phase Chromatographie isoliert,
lyophylisiert, und anschlief3end wurde in der oben genannten Arbeitsgruppe die Sequenzierung
durchgefihrt.

2.12  Chemische Quervernetzung

DTSSP [dithiobis(sulfosuccinimidylpropionate)], ein fur priméare Aminogruppen spezifischer,
wasserlodlicher, homobifunktioneller N-Hydroxysuccinimidester (PIERCE) wurde nach
Anleitung des Herstellers zur reversiblen chemischen Quervernetzung benutzt. Die Titration mit
Vernetzer erfolgte unter standiger pH-Kontrolle.

Im Falle des Peptids pl wurde eine Peptidkonzentration von 2mg/ml eingesetzt, da in diesem
Bereich das CD-Spektrum des Peptids typisch fir eine a-Helix ist. Die Reaktion wurde mit 1 M
Tris, pH 7,7, (Endkonzentration 50mM; Inkubation 1h bel RT) gestoppt. Um nachzuweisen,
dal3 die Vernetzung nicht zufélig dattfindet (“random collisiona cross-linking"), sondern
innerhalb der Peptidbindel, wurde als Kontrolle die Vernetzung in Gegenwart von GdnCl
durchgefihrt. Die Proben wurden schliefdich auf 16%ige SDS-Gele aufgetragen. Hierfir
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wurde das Peptid aus den GdnCl-haltigen Ldsungen durch Falung mit 95% Ethanol bel -20°C
gereinigt.

3. Molekularbiologische Methoden
3.1 Isolierung von DNS

Zur Isolierung von chromosomaler DNSwurde1 g S. marinus Zellen in 5 ml TEN Puffer (20
mM TrigHCI, ImM EDTA, 20mM NaCl) pH 8,0 resuspendiert. Nach Zugabe von SDS (0,5%
Endkonzentration) und 1 mg Proteinase K wurde 30 min lang bel RT geschiittelt. Anschlief3end
wurden erst 750 ul 5 M NaCl, dann 650 pl CTAB/NaCl-Losung (10% CTAB in 0,7 M NaCl)
zugegeben und 10 min be 65°C inkubiert. Es folgte die Extraktion mit 7 ml
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) durch sanftes Kippen und ein Zentrifugationsschritt bei
9000 rpm fiir 10 min in einer Beckman Zentrifuge J2-21 (JA 20 - Rotor). Der Uberstand wurde
in einen frischen Zentrifugenbecher Uberfihrt und die Extraktion 3x wiederholt. Danach wurde
2x mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert. Anschlief3end wurde die DNS
mit eiskaltem 100%igen Ethanol gefallt, auf Pasteur-Pipetten gewickelt, etwa 5 min trocknen
gelassen und kurz in kaltem 70%igen Ethanol gewaschen. Nach Auflésung in TE-Puffer (20
mM Trig/HCI, ImM EDTA, pH 8,0) wurde die DNS mit RNase/DNase-frel behandelt und 1 h
bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden 500 mg Proteinase K hinzugegeben und 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach ener letzten Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol Extraktion wurden zur
wassrigen Phase 300 pl Natrium-Acetat-Losung (3M, pH 5,2) hinzugefigt und ene
Ethanolfallung durchgefihrt. Die auf Pasteur-Pipetten gewickelte DNS wurde in TE-Puffer
gel6st und bei 4°C aufbewahrt.

Zur Isolierung von Plasmid-DNS wurden die Plasmidisolierungs-Kits von Qiagen (Mini und
Midi), nach Anleitung des Herstellers, verwendet.

Redtriktionsfragmente oder PCR-Produkte wurden aus Agarosegelen mit dem Qiaex-
Gelextraktionskit (Qiagen) uiert.

Die Reinigung der DNS aus Cycle Sequencing - oder PCR - Reaktionen erfolgte anfangs durch
Phenol/Chloroform Extraktion und Ethanolfallung. Spéter wurde dieses Verfahren durch
Reinigung Uber Spin - Saulchen (Sephacryl S-200 HR, Sephadex G - 50 medium von
Pharmacia; Qiaguick - Columns, PCR- Spin - Columns von Qiagen) ersetzt.
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3.2 Konzentrationsbestimmung von DNS

Zur Konzentrationsbestimmung von DNS-Ldsungen wurde die Absorbtion be 260 nm
photometrisch in Quarzkivetten gemessen. Fir die Berechnung der Konzentration wurden fir
eine OD g von 1,0 40ug/ml Plasmid-DNS und 20ug/ml Oligonukleotid-DNS angenommen.

3.3 Enzymatische Reaktionen mit DNS
3.3.1 Restriktion von DNS

Restriktionen wurden sowohl mit chromosomaer DNS, as auch mit Plasmid DNS
durchgefihrt. Die Spaltungen erfolgten durch Inkubation mit 3-5 U Restriktionsendonuklease
pro pg DNS fur 1-2 h bel der optimalen Reaktionstemperatur des Enzyms in von Herstellern
mitgelieferten Puffern. In einigen Falen erfolgte nach der ersten Stunde eine Zugabe von
weiteren 2-3 U Enzym. Die Ansdtze wurden gelelektrophoretisch geprift und/oder Uber
Qiaquick-Spin-Saulchen gereinigt.

3.3.2 5'-Dephosphorylierung von DNS-Enden

Phosphatreste an 5-Enden wurden mit Alkalischer Phosphatase (CIP) entfernt. Pro pMol
DNS-Enden wurde 1 U Enzym fur Uberhdngende Enden bzw. 10 U fir stumpfe Enden bel
37°C, 30 min eingesetzt. Die Phosphatase wurde anschlief3end bel 65°C inaktiviert und Uber
Qiaquick-Spin-Saulchen entfernt.

3.3.3 5'-Phosphorylierung von DNS-Enden und Primern

Die Phosphorylierung der 5-Enden efolgte in 20 pl Ansdzen. 520 U T4-DNS
Polynukleotidkinase wurden pro 100-400 pMol 5-Enden eingesetzt und mit ImM ATP bel
37°C 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde durch 20 min Erhitzen bel 65°C gestoppt.

3.34 Ligation

Zur Ligation von DNS-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase (New England Biolabs)
verwendet. Fir DNS mit Gberhéngenden Enden wurde der 10 pl Reaktionsansatz, mit 0,2 - 0,5
ug Vektor, einem 2 - 4fachen Uberschul an Insert, 20 - 25 U Ligase und 1 mM ATP, uber
Nacht bei 16°C inkubiert.
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Zu spateren Zeitpunkten wurde die Ready To Go T4 DNA Ligase von Pharmacia, nach
Anleitung des Herstellers, verwendet.

3.35 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

PCR-Reaktionen wurden mit folgenden hitzestabilen DNS-Polymerasen durchgefihrt: Pfu aus
Pyrococcus furiosus, Taq ausThermus aquaticus. Ansétze: 50, 25 oder 12,5 pl. Es wurde ein

Perkin EImer Cetus DNA Thermal Cycler 480 benutzt.

Reaktionansatz (50 pl):
10 x Reaktionspuffer 5ul
dNTP-Gemisch (je2 mM dATP, dGTP,
dCTPund dTTP) 4ul
Primer 1 (20-40 pmol) 1ul
Primer 2 (20-40 pmol) 1ul
DNS (chromosomal od. Plasmid) 1ul
Polymerase (2,5 U/ul) 1ul
steriles HoOmilli ad 50pl
Die Ansétze wurden mit Mineral 6l Uberschichtet und 5 Min. bel 95°C denaturiert.
Reaktionszyklen (25-30 Zyklen)
Denaturierung 1 Min. bel 95°C
Primer-Annealing 1 Min. bel Ty-5°C
Extension etwa 1 Min./1000 Nukleotide bei 72°C

Nach dem ersten Denaturierungsschritt wurde die Pfu bei 80°C zugegeben (hot start). Im Falle
der Taq Polymerase wurde das Enzym von Anfang an dem Reaktionsansatz zugegeben. Als
Abschlul3 wurde ein Zyklus mit 10 -minutigem Annealing-Schritt bei 72°C zur vollsténdigen
Aufflillung Uberhéngender Endem programmiert. Fir die Berechnung der Schmelztemperatur
Tm wurden 4°C pro GC-Paar und 2°C pro AT-Paar angenommen.

Anschlief?end wurden die PCR-Produkte Uber Spin-Saulchen gereinigt oder mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel gereinigt.

3.3.6 DNS-Sequenzierung

Zur Sequenzierung wurde der PRISM™Ready Reaction DyeDeoxy™ Terminator Cycle
Sequencing Kit verwendet. Die Auftrennung der DNS-Fragmente erfolgte in eéinem 373A DNA
Sequencer von Applied Biosystems.

Pro Reaktion wurden gereinigte PCR-DNS (0,2-0,4 pg) oder Plasmid-DNS (1 pg) und 5 - 10
pmol eines geeigneten Sequenzier-Primers eingesetzt.



22

3.4 Southern Blot
(Southern, 1975)

DNS-Fragmente wurden in 0,8%igen Agarosegelen aufgetrennt und im Gel 10 min mit 0,25 M
HCl depuriniert. Es folgten je 30 min Denaturierung (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl),
Neutralisierung (0,5 M TriHCl pH 7,5, 1,5 M NaCl) und Aquilibrierung in 20 x SSC. Die
Ubertragung auf eine Hybond N*-Nylonmembran (Amersham) erfolgte durch Kapillartransfer
mit 20 x SSC bei 4°C tUber Nacht. Anschlief3end wurde die DNS auf der Membran fixiert (2h
bel 80°C).

20x SSC: 3 M NaCl, 0,33 M Na-Citrat pH 7,0

3.5 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

15 pMoal Oligonukleotide wurden in 30 ml Reaktionsvolumen in Gegenwart von 50 pMol
(150uCi) [y32P]-dATP und 20U T4-Kinase im zugehorigen Puffer des Herstellers bei 37°C fiir
30 Minuten inkubiert.Die Reaktion wurde durch 5-minutiges Erhitzen auf 65°C gestoppt. Die
Trennung der markierten Oligonukleotide von Uberschilfigem ATP erfolgte mittels Gelfiltration
Uber Sephadex G10 Séulchen. Die Kinasierungsrate wurde durch Radioaktivitétsmessung
Uberpruft.

3.6 Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNS

Die Blotstreifen wurden fur 4 hin Vorhybridisierungspuffer bei 65°C inkubiert. Die markierten
Oligonukleotide wurden in den Vorhybridisierungspuffer hinzugegeben, die Temperatur des
Wasserbads langsam von 65°C auf 37°C, bzw. 30°C oder 25 °C, abgesenkt und Uber Nacht
unter leichtem Schitteln hybridisieren gelassen. Die Membranen wurden dann mit 6 x SSC,
0,1% SDS fur 10 min gewaschen und anschlielfend die Hybridisierungssinde mit
Rontgenfilmen detektiert. Zur Reduzierung des Hintergrunds wurden weitere Waschungen
unter stringenteren Bedingungen (erhdhte Temperatur) durchgeftihrt.

Prahybridisierungslésung: 6 x SSC, 1 x Denhardts, 0,5% (w/v) SDS, 100ug/ml sonifizierte
und hitzedenaturierte Fischsperma-DNS, 0,05% (w/v) Na-PP,

50 x Denhardts: 5gFicall, 5gPVP,5gBSA, ad 500 ml H2Odest.

3.7 Agarose - Gelelektrophorese

DNS-Proben wurden mit 10% (v/v) 10-fach Auftragspuffer versetzt und auf 0,6 - 2%ige
Agarose-Gele aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Flachbettkammern mit IXTAE-Puffer
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bei einer konstanten Spannung von 5V/cm. Anschliel?end wurden die Gele 20 Min. in einer
wassrigen Ethidiumbromididsung (0,4%) geschwenkt, 10 Min. in HoOpyjyji entfarbt und die
DNS-Fragmente unter UV-Licht (A=320nm) sichtbar gemacht.
10xAuftragspuffer 20 mM Trisg/HCI pH 8,0
2mM EDTA
80 % Glyzerin
1 % Bromphenolblau
TAE-Laufpuffer 40 mM Tris/Acetat pH 8,0
5 mM Na-Acetat
1 mM EDTA

3.8 Transformation

Plasmid-DNS wurde durch Elektroporation mittels eines Bio-Rad E. coli-Pulsers in speziellen
Kivetten (Schichtdicke 0,1 cm) in E. coli Zdlen eingeschleust. Elektrokompetente Zellen fir
die Transformation wurden aus Kulturen in der logarithmischen Wachstumsphase (ODgpo=0,5)
durch wiederholtes Zentrifugieren (4000 x g, 20 Min., 4°C) und Waschen mit autoklavierter
10%iger (v/iv) Glyzerinlésung gewonnen. Das Zelsedimentwurde in 10% Glyzerin
aufgenommen, 70 ul Aliquots der Zellsuspension in fliissigem Stickstoff shockgefroren und bel
-80°C gelagert. Zur Transformation wurden Aliquots auf Eis aufgetaut, mit 1-10 pl DNS
Losung 10 Min. auf Eisinkubiert und die Elektroporation durchgefiihrt. Die Suspension wurde
sofort in jewells 1 ml SOC-Medium aufgenommen und 60 Min. be 37°C geschittelt.
Anschlie?end wurden Aliquots dieser Kulturr auf Néahrboden (SOB/Amp-, LB/Kana
Agarplatten, 0.8 plattiert und Uber Nacht bel 37°C inkubiert.

3.9 K oloniescreening

Die Uberprifung der Transformanten erfolgte Uber PCR. Es wurde jeweils ein Teil einer
Kolonie gepickt und in ein PCR-HUtchen eingefuhrt. Hinzugefugt wurde ein PCR-Mix aus
Reaktionspuffer, dNTP-Gemisch, Taq -Polymerase und entsprecheneden Primern. Nach
abgelaufener Reaktion wurden die PCR-Produkte Uber Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
und deren GroRe Uberpriift. Bei Ubereintimmung mit der erwarteten GroRe erfolgte in
manchen Falen die Charakteriserung durch Restriktionsfragmentanalyse. Um Mutationen
auszuschlief3en, wurde die Nukleotidsequenz des I nserts verifiziert.
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3.10 Expression rekombinanter Konstrukte

Zur Expression der C-terminalen Doméne wurde das entsprechende Insert Uber PCR erzeugt.
Die dafir konstruierten Olgonukleotide enthielten geeignete Redtriktionsstellen an dem 5'-,
bzw. 3-Ende, um das Fragment in die Polylinkerregion des Expressionsvektors (pQE-31)
enligieren zu konnen. Nach Transformation in kompetente E. coli M15 Zellen, wurde
Koloniescreening via PCR durchgefihrt. Aus positiven Klonen wurde Plasmid-DNS isoliert
und durch Sequenzierung Uberprtft. Positive Transformanten wurden als Glycerinkulturen bel -
80°C aufbewahrt.

Zur Expression wurden 750 ml LB/ 25 pg/ml Kana/ 100 pg/ml Amp mit transformierten Zellen
aus Ubernachtkulturen angeimpft (1:50). Die Expressionskultur wurde bei 37°C bis zu einer
ODgoonm Von etwa 1,0 angezogen, mit ImM IPTG induziert und 2,5- 7 h bei 37°C, 30° C oder
25°C geschiittelt. Die Ernte der Zellen erfolgte durch Zentrifugation bei 4°C (4000 x g, 20 min).

3.11 Deletionsmutagenese

Deletionsmutanten wurden von pET 28 (Novagen) Plasmidkonstrukten exprimiert. Um optimale
Restriktionsschnittstellen fir die Klonierung zu schaffen, wurde die Polylinkerregion des
Vektors modifiziert, so dald die neue Relhenfolge der Schnittstellen folgende war: Ndel,
BamHI, EcoRI, Srfl, Nhel, Pstl, Hindlll und Xhol. Von besonderem Vortell war die Sfl
Schnittstelle, in die PCR-Fragmente mit stumpfen Enden (von Polymerase Pfu erzeugt) mit
hoher Ausbeute in Gegenwart von Sfl enligiert werden konnten, da zwar rdigierte Srfl-
Schnittstellen erneut gespalten werden, nicht dagegen Fusionsstellen zwischen enligiertem
Insert und Vektor. Auf diese Weise wird der background von Transformanten ohne Insert stark
reduziert. Zu diesem Zweck wurden zwei passende Oligonukleotide konstruiert, aus denen en
doppelstrangiges DNS-Fragment resultierte, dessen Uberhéngende Enden in Schnittstellen
(Ndel und Xhol) des Plasmids pafdten. Durch Annealing im Thermal Cycler (Denaturierung: 10
s be 96°C; stufenweise Abkihlung von 80 °C, 2 min pro 10°C) entstand die neue
Polylinkerregion, welche dann in den Vektor ligiert wurde. Durch diese Modifikation des
Plasmids blieb der HissTag erhalten, wahrend der T7¢Tag eiminiert wurde. Der Verdau mit
Sall (Restriktinsendonuklease welche den original pET28 Vektor spaltet) nach der Ligation
fUhrte zur Reduzierung der Anzahl falsch positiver Transformanten. Koloniescreening wurde
mittels PCR und Restriktionsfragmentanalyse durchgefiihrt. Die Uberprifung der neu
eingefihrten Sequenz erfolgte durch Nukleotidsequenzierung. Aus Kulturen positiver
Transformanten wurde das modifiziete Plasmid isoliet und zur Konstruktion von
Deletionsmutanten verwendet.
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C-terminae Déeetionen wurden mittels PCR eingefihrt. Dabe wurde das gewiinschte DNS-
Fragment mit entsprechenden Primern, ausgehend von chromosomaler DNS, amplifiziert und
das gereinigte PCR-Produkt in die Sfl-Schnittstelle des modifizierten pET Vektors ligiert. Zur
Feststellung der Orientierung des Inserts efolgte die Charakterisierung positiver
Transformanten durch Restriktionsfragmentanalyse von PCR-Amplifikaten. Schliefdlich wurden
die Mutationen durch DNS-Sequenzanalyse bestétigt. Zur Expression der Polypeptide wurden
jeweils 2x0,5 | Kulturen von transformierten E. coli BL21(DE3) Zdlen in LB/Kana aus
Ubernachtkulturen angeimpft, bei 37°C bis zu einer ODgoonm Von 1,2-1,6 angezogen, mit 1mM
IPTG induziert und nach 2,5 h Schiitteln bei 30°C geerntet.

3.12 Konstruktion von Fusionsproteinen

Konstrukte, die zur Exprimierung von Fusionsproteinen fihrten, entstanden durch die
Klonierung von Inserts in das Plasmid pET 32a (Novagen). Fur das kirzere Peptid (24 AS-
Reste) wurde das Insert direkt aus Oligonukleotiden konstruiert, welche durch Annealing (nach
dem in C 3.13 beschriebenen Verfahren) zu einem doppelstrangigen DNS-Fragment fuhrten.
Dieses Fragment besal? Uberhangende Enden, die in entsprechende Schnittstellen des Plasmids
paldten. Das zweite Insert, das ein Peptid mit 37 AS-Resten kodierte, wurde mittels PCR
hergestellt. Das PCR-Amplifikat enthielt Schnittstellen fur BamHI und Munl, sowie
Uberhdngende Enden, um die Effizienz der Restriktion zu steigern. Nach Restriktion und
Ligation, erfolgte die Transformation mittels Elektroporation. Klone wurden Uber das PCR-
Verfahren selektiert und positive Transformanten durch Sequenzierung Uberprift.

Nach Angaben des Herstellersist das PET 32a Plasmid derart gestaltet, dal3 die an das 109 AS
Thioredoxin (trxA) (11,675 Da) fusionierten Peptide ein hohes Expressionsniveau erreichen.
Desgleichen wurde berichtet, dal’ eine Anzahl von Proteinen unter bestimmten Bedingungen
eine gute Solubilitét im E. coli Zytoplasma aufweisen, wenn se as C-terminde trxA
Fusionsproteine exprimiert werden (La Vdlie et al., 1993). AulRer dem TrxeTag kodiert der
Vektor auch einen HiseTag. Die N-terminalen Fusionssequenzen konnen mit Hilfe von
Thrombin oder Enterokinase entfernt werden.

Die resultierenden Fusionsproteine, P24 und P37, wurden in E. coli BL21(DE3) exprimiert.
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4, Physikalisch-chemische Methoden
4.1 Circulardichroismus

Die Circulardichroismus-Spektren des synthetischen Peptids wurden von Dr. R. Golbik oder
von Frau Elisabeth Weyher-Stingl an einem Autodichrograph Mark IV (1SA, Jobin-Yvon
Division d'instruments) gemessen. In Abhangigkeit von der Peptidkonzentration (0,2, 2 ,0 und
10 mg/ml) wurden jeweils Kivetten mit 1,0, 0,1 und 0,01 mm Schichtdicke benutzt. Der
Puffer war 160 mM Natriumphosphat, pH 8. Die salzinduzierten Konformationsanderungen
wurden entweder in 1 M NaClO4 oder in 6 M beziehungsweise 8 M Guanidiniumchlorid
gemessen.

4.2 Analytische Ultrazentrifugation

Zur Bestimmung des Oligomerisierungszustands von Fusionsprotein und synthetischem Peptid
erfolgten Untersuchungen in einer analytischen Ultrazentrifuge (XL-A, Beckman, Palo Alto
USA). Messungen und Auswertung der Ergebnisse wurden von Dr. R. Golbik und Dr. H.
Lilie am Institut far Biochemie, Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg, Halle
durchgefiihrt. Die Auswertung des Profils der Sedimentationsgeschwindigkeitdéufe und
Sedimentationsgleichgewichtdaufe erfolgte durch absorptionsoptische Methoden (Absorption
des zu zentrifugierenden Materials) bel 280 nm (aromatische Chromophoren). Die Proben
wurden bei 36.000 rpm und einer Temperatur von 20°C zentrifugiert. Das Fusionsprotein war
in 160 mM Natriumphosphat pH 8, 2, 5 mM DTT gelOst. Sazinduzierte Veranderungen des
Oligomerisierungszustands wurden in 0,5 M Natriumperchlorat gemessen. Gewichtete
Molekulargewichtsmittelwerte  fur das  Fusionsprotein wurden aus den
Sedimentationsgleichgewichts-Profilen berechnet. Sedimentationskoeffizienten (sp0) wurden

durch die Auswertung der zeitlichen Wanderung der Sedimentationsgrenze kalkuliert.

5. Elektronenmikroskopie
5.1 Negativkontrastierung und Mikroskopie

Kohlefilm wurde auf Kupfergrids (Objekttrégernetzchen) aufgedampft und beglimmt. Darauf
wurde aufgereingtes Protein aufgebracht und mit 2% (w/v) Uranylacetat negativ kontrastiert.
Die Proben wurden in einem Philipps EM 420 oder CM 12 Elektronenmikroskop bel 80 kV
unter low dose Bedingungen be einer 36000-fachen Vergroferung untersucht. Die
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el ektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Frau Ute Santarius, Frau Zdenka Cegka
und Frau Brigitte K ilhimorgen gemacht.

5.2 STEM Messungen (Rastertransmissions-Elektronenmikroskop, RTEM)

Messungen der Molekularmasse von MAPS und des mit Chymotrypsin partiell verdauten
Komplexesvia STEM (scanning transmission electron microscopy) wurden am Maurice E.
Mdller-Ingtitut fir Hochauflésende Elektronenmikroskopie am Biozentrum, Universitdt Basel
durchgefuihrt. Es wurde ein Vacuum Generators STEM HB-5 benutzt um digitde
Dunkelfeldbilder von nicht kontrastierten Proben, bei einer 200.000-fachen Vergrof3erung
aufzunehmen. Zur Berechnung des strahleninduzierten Massenverlustes wurden wiederholt
Niederdosis Scans von einigen Gridregionen durchgefihrt. Die Aufnahmen wurden von Dr.
Shirley A. Miller mit Hilfe des Programms IMPSY S ausgewertet. Die absoluten Massenwerte
wurden in Histogrammen dargestellt und von Gauss Kurven beschrieben.

6. Computeranalysen
6.1 Bildverarbeitung

Die Bildverarbeitung wurde von Frau Zdenka Cejka und Herrn Glnter Pfeifer durchgefihrt.

V erschiedene Bildausschnitte wurden mit einer Eikonix 1412 Kamera (Digitd Imaging Camera
System) digitalisiert und auf eine Personal Iris Workstation (Silicon Graphics, Inc.) transferiert.
Die Einzelpartikdlanalyse erfolgte mit den Bildverarbeitungssysthemen SEMPER und EM
(Hegerl, 1992).

6.2 Sequenzalignierungen

Die durch Sequenzierung ermittelten Nukleotidsequenzen wurden mit Hilfe des Programms
Sequence Navigator (Applied Biosystems) aligniert und in Proteinsequenzen Ubersetzt.
Datenbanksuchen erfolgten Uber den offentlichen e-mail-server blast@ncbi.nim.nih.gov.
Multiple Alignierungen von Proteinsequenzen wurden unter der Anleitung von Herrn Dr.
Andrei Lupas mit Hilfe des Programms MACAW (Schuler et al., 1991) generiert.
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6.3 Sequenzanalysen und phylogenetische Kalkulationen
(Homologiestudien)

Die Suche nach Signaturen in der Proteinsequenz wurde mit dem Programm MOTIFS (Genetics
Computer Group (1991), Wisconsin) durchgefthrt.

Die coiled-coil Segmente wurden mit Hilfe des Programms COILS 2.2 vorhergesagt, unter
Anwendung der MTIDK Matrix und eines 21 Aminosaurereste langen Fensters (Lupas €t al.,
1991).

Phylogenetische Studien wurden von Dr. Andrel Lupas durchgefthrt. Fir die Kalkulationen
wurden die zwei Doméanen benutzt, die in dlen drei Gruppen der Familie PEP-verwendender
Enzyme vorkommen und etwa 400 C-terminale Aminosdurereste des S. marinus Proteins
enthalten. Die Durchfihrung dieser Studien erfolgte mit den Programmen Phylip (J.
Felsenstein, University of Washington, http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html),
PAUP (D.L. Swofford, The Smithonian Institution, Washington DC) und Puzzle (Strimmer &
von Haeseler, 1996).
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D. Ergebnisse
1. Aufreinigung des multimeren Proteinkomplexes

Zur Prgparation des Gesamtproteinextrakts aus S. marinus wurde gefrorene Zellpaste wie
beschrieben behandelt. Mit dem Extrakt wurden verschiedene Versuche zur Anreicherung der
hochmolekularen Fraktionen durchgefiihrt: Konzentrierung mit Hilfe von Sephadex G-25
coarse, Auftrennung Uber DEAE-Saule, 1soelektrische Fokussierung in Losung im préparativen
|EF Rotofor (Bio-Rad). Nach der Auftrennung der Komponenten einer DEAE-Fraktion Uber
Gelelektrophorese unter nicht denaturierenden Bedingungen wurde der entsprechende
Geldtreifen in denaturierender L6sung geschwenkt, auf ein denaturierendes Gel fixiert und die
Proteinkomponenten in zweiter Dimension elektrophoretisch getrennt. Die hochmolekulare
Bande aus dem nativen Gel ergab im SDS-Gel einen doppelten Proteinfleck im Bereich von 90
kDa (Abb.1).

4% 8% AA
] - o
M.W.
A M («Da)
_ ~1-205
1116
- 97,4
- 66
= -~ 45
-~ 29

Abb. 1 Zweidimensionale Gelelektrophorese
Horizontal: Native-PAGE (4-8% Acrylamid) einer DEAE-Fraktion. Vertika: SDS-PAGE (8% AA), zur
Auftrennung der Proteinkomplexe aus der ersten Dimension. Pfeil: Der MAPS Komplex, bzw. de

entsprechenden Proteinflecken im Bereich von 90 kDa.
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Ein besserer Reinigungseffekt als mit der DEAE-Sdule wurde mit enem Tentake-
Anionenaustauscher (TMAE-Fractogel 650(S)) erreicht (Abb.2a).
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Abb. 2 Aufreinigung des MAPS Komplexes von S. marinus tGber eine TMAE Fractogel®
Tentakel-Anionenaustauschersaule.

a: Chromatogramm des Saulenlaufs. Umrahmt sind Fraktionen, die hauptsichlich das 93 kDa Protein enthalten
und auch auf dem Gel in b markiert sind.

b: SDS-PAGE (9% AA) der Fraktionen von der TMAE-Saule. Die Zahlen oberhalb des Gels zeigen de
Fraktionsnummern an. t, Zellextrakt. In dieser Spur erscheint das 93kDa Protein als eins der Hauptproteine. m,
ProteingroRenstandards (116, 97,4, 66, 45,29 kDa). Die markierten Fraktionen wurden weiteren

Reinigungsschritten unterzogen.
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Bel dieser Art Gel befinden sich die geladenen Gruppen am Ende von langeren, flexiblen Ketten
und konnen sich so der Oberflachenstruktur grof3erer Proteinkomplexe besser anpassen.
Trotzdem schmierte das Protein Uber vide Fraktionen hinweg, wie aus Abb.2b ersichtlich.
Dieses deutet auf eine Heterogenitét der Oberfléchenladungen hin. Ein éhnliches Ergebnis war
durch die isoelektrische Fokussierung erzielt worden. Die Analyse ausgewdahlter Fraktionen
ergab keine wesentlichen Unterschiede bezliglich der Partikelgréfze. Aus der Spur, wo der
Gesamtproteinextrakt aufgetragen wurde, geht hervor, da3 das 93 kDa Protein eines der
Hauptproteine der 16dlichen Fraktion ist.

Die auf Abb.2b markierten Fraktionen wurden vereint und anschlieffend mittels Sucrose-
Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Es wurde eine Reinigung bis fast zur Homogenitét
erzielt. In SDS-PAGE Gelen zeigte sich das 93 kDa Protein als Doppelbande (Abb.3a,b). Mit
der Fraktion, welche den multimeren Komplex mit 93 kDa Untereinheiten enthielt (Fraktion #4
in Abb.3a), wurde Gelfiltration in einer Superose 6 Saule durchgeftihrt. Dadurch wurden letzte
Verunreinigungen abgetrennt. Gemald der Retentionszeit hatte der multimere Komplex en
apparentes Molekulargewicht von etwa 2000 kDa.

In SDS-Gelen war das gereinigte 93 kDa Protein als Doppelbande zu sehen, wobel die relative
Intensitét der Banden zueinander von Prdparation zu Prdparation wechselte. Um die
Proteinbanden zu vergleichen, wurden sie getrennt aus Gelen ausgeschnitten und mit BrCN
gespaten. Die Peptidkartierung der oberen und unteren Bande ergab mehrere Banden von
identischem apparenten Molekulargewicht (Abb.3b, Spuren E und F). Somit dirfte das
Auftreten einer zweiten Bande, einer Post-trandationalen Modifikation zuzuschreiben sein. Die
beiden Proteine konnten N-termina nicht ansequenziert werden, da sie fir den Edman-Abbau
blockiert waren. Die Mdglichkeit einer N-terminaden Prozessierung in vivo kann nicht
ausgeschlossen werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden mehrere N-terminde
Sequenzen von Spdtpeptiden (BrCN-, bzw. Lys-C-Spaltung) der Proteinfraktion gewonnen,
und al diese Peptide konnten dem 93 kDa Protein zugeordnet werden. Folglich wurde
geschlossen, dal3 der aufgereinigte multimere Komplex ausschliefdich aus dem 93 kDa Protein
besteht.
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Abb. 3 Aufreinigung des MAPS Komplexes Uber Dichtegradientenzentrifugation und
Molekular siebchromatographie.

a: Links: SDS-PAGE (9% AA) der Fraktionen aus der Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation. Auf den
Gradienten wurden die in Abb. 2b markierten Fraktionen geladen. Die Zahlen oberhalb des Gels zeigen de
Fraktionsnummer an. Das 93 kDa Protein befindet sich in den Fraktionen Nr. 4 und Nr. 5.
Rechts:Chromatogramm des Superose 6 Laufs der Gradientenfraktion Nr. 4. A, Absorption bei 206nm.

b: PAGE des auf der Superose 6 gereinigten 93 kDa Proteins (Spur A, nativ - 3,5% AA; Spur C, denaturierend -
9% AA). E,F: PAGE der mit BrCN gespaltenen 93 kDa Proteinbanden. E, BrCN-Verdau der oberen Bande aus C,
bzw. F, der unteren Bande aus C. Spuren D-F : silbergeférbtes, 16%iges AA-Gel.
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2. Elektronenmikroskopie und Massenbestimmung des
hochmolekularen Komplexes

2.1 Elektronenmikroskopie des negativ kontrastierten Komplexes

Aufgereinigter hochmolekularer Komplex wurde mit Uranylacetat negativ kontrastiert und im
Elektronenmikroskop untersucht. Die Aufnahmen (Abb.4a) zeigten den Komplex as globuldres
Partikel, von etwa 20 nm Durchmesser, mit einer zentralen Pore oder Hohlung. Die Oberflache
ist nicht klar definiert, insbesondere wirkt die Peripherie verschwommen. Durchgehend wurde
eine Minderheit von Partikeln beobachtet, an deren Oberflache zusétzliches Materia zu haften
schien, wodurch eine dreieckige Form entstand. In Aufnahmen von nicht kontrastierten
Komplexen, die zur Massenbestimmung mittels STEM verwendet wurden, konnten ebenfalls
mehrere Formen beobachtet werden.

Abb. 4 Elektronenmikroskopische Aufnahme des gereinigten, multimeren Komplexes und
gemittelte Bilder.

a: Gereinigter Proteinkomplex aus S. marinus wurde mit Uranylacetat negativ kontrastiert. Es wurden 2495
Bilder gemittelt.

b: 3fach symmetrisierte Hauptklasse 20. c¢: 3fach symmetrisierte Hauptklasse 6

Die Klassen unterscheiden sich hauptsachlich durch die Andeutung von dreél zusétzlichen Massen in b, an de
Peripherie.

Um zu Uberprifen, ob dieses Erscheinungsbild ein Praparationsartefakt seien konnte, wurden
die Bedingungen des Zellaufschlusses variiert. Es wurden Glyceringradienten dtat

Sucrosegradienten als Reinigungsschritt eingesetzt, es erfolgte eine Variation des pH-Wertes
der Proteinlésung zwischen 3,5 - 8,6, verschiedene Saze (NaCl, KCI, NaClO4, KCIQy),



34

beziehungsweise ATP, wurden hinzugefigt und schliefdich benutzte man as Kontrastmittel
Ammoniummolybdat. Die el ektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten besténdig das gleiche
Erscheinungsbild der Partikel.

Aus ener Aufnahmenserie von mit Uranylacetat kontrastierten Komplexen wurden 2495
Partikel gemittelt. Dieser Satz von rotations-und trandationsorientierten Bildern wurde mittels
Korrespondenzanalyse in 20 Klassen aufgeteilt. Die Hauptklassen wurden 3fach symmetrisiert.
Sie unterscheiden sich hauptséchlich durch die Andeutung von drei zusétzlichen Massen in b an
der Peripherie (Abb 4b,c; Harauz et al., 1996).

2.2 M assenbestimmung via STEM

Die Masse des hochmolekularen Komplexes wurde mit STEM (scanning transmission electron
microscopy) bestimmt. Dafir wurden Aufnahmen von nicht kontrastierten Komplexen
verwendet. Abb.5a zeigt eine der 60 Aufnahmen, aus denen 2201 Bilder der Komplexe
interaktiv extrahiert wurden. Dabei stellen hellere Regionen hthere Masse dar. Abb.5

b zeigt das Histogramm der gemessenen Massen.

80

Anzahl der boxes

20

n
S
[ N N Y N S TN Y N I T I O T |

Masse per box (MDa)
Abb. 5 STEM der MAPS Komplexe
a: STEM Aufnahme. Helle Regionen stellen hthere Masse dar.
b: Histogramm der gemessenen Massen. Nach der Korrektur fiir den Massenschwund durch die Bestrahlung wurde
die Masse als 2250+230 kDa bestimmt. Bei einem Monomer von 93,7 kDa bedeutet dies etwa 24

Untereinheiten.
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Nach der Korrektur fir den Massenschwund durch die Bestrahlung wurde die Masse as
2250+230 kDa bestimmt. Das bedeutet, dal? der Komplex aus etwa 24 Untereinheiten besteht.
Die Masse eines Monomers wurde anhand der Aminosauresequenz zu 93,7 kDa berechnet.

3. Bestimmung der primaren Struktur
3.1 Sequenzen von Spaltpeptiden

Das N-terminale Ende des 93 kDa Proteins war fur die Sequenzierung Uber den Edman-Abbau
nicht zuganglich. Es wurden Spaltungsversuche mit Hydroxylamin Hydrochlorid, N-
Chlorsuccinimid, Trypsin, Endoproteinase LysC und SV8 durchgefihrt. In den meisten Félen
war aber, wegen der grofRen Komplexitét der Spaltgemische, keine Reinisolierung von Peptiden
moglich. Nach der Auftrennung der Spaltpeptide Uber SDS-Gele und das Ubertragen auf
Glasfasermembran konnte dennoch die N-terminale Sequenz eines LysC-Spaltpeptids bestimmt
werden.

Versuche, das gereinigte Protein mit Cyanogenbromid zu spalten und die entstandenen Peptide
aufzutrennen, lieferten dann reine Peptide. Nach der Spaltung wurde das Peptidgemisch auf
einer TSK 2000-, bzw. einer TSK 3000-Séaule, nach Grofde vorgetrennt. Die Fraktionen
wurden lyophylisiert, in Amesensdure aufgenommen und mittels Reversed-Phase
Chromatographie auf einer C4 oder einer C1g Séule getrennt (siehe C 2.8). Gesammelte
Fraktionen wurden auf denselben Sdulen rechromatographiert. Die Fraktionen bestanden aus
reinen Polypeptiden und wurden direkt der Sequenzierung zugefihrt. Die erhaltenen
Tellsequenzen sind in der Darstellung der Gesamtsequenz (Abb.6) unterstrichen.

3.2 Generierung von PCR-Fragmenten

Die Suche nach homologen Proteinsequenzen in der NCBI Datenbank ergab eine hohe
Ahnlichkeit der Spaltpeptide mit Sequenzfragmenten der PEP-Synthase von E. coli. Durch
Alignierung gegen diese Sequenz konnte die relative Lage der Peptide in der Priméarstruktur des
S. marinus Proteins festgelegt werden, wie auch in etwa die Lange der erwarteten PCR-
Produkte. Ausgehend von den N-terminaden Aminosduresequenzen von 3 verschiedenen
Spaltpeptiden wurden 5 Paar degenerierte Oligonukleotidprimer (17-38 -mere; 32-64 -fach
degeneriert) synthetisiert. Der Einsatz dieser Primer in PCR-Reaktionen, mit chromosomaler
DNSvon S marinus, erfolgte in verschiedenen Kombinationen, sowie unter unterschiedlichen
Bedingungen (Variaion des Puffers, der Polymerase, der Annedingtemperatur). Trotzdem
wurden stets mehrere Produkte amplifiziert, und zwar in ener anderen as der erwarteten
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Lange. Die aus den Gelen euierten Amplifikate wurden as Ziel-DNS eingesetzt oder damit
"nested priming” durchgefihrt. Die Ergebnisse konnten aber auch keinen Aufschlul® dartiber
geben, welche der PCR-Banden die gesuchten Amplifikate waren. Ein PCR-Produkt von = 550
bp konnte reproduzierbar vermehrt werden, doch lag die erwartete Lange dafir bel etwa 700
bp.

3.3 Hybridisierung

Um zu verifizieren, welche der Oligonukleotidprimer besser binden, welche der PCR-Banden
dierichtigen Amplifikate darstellen und, ob auch reproduzierbar coamplifizierte Banden richtige
Produkte sind, wurden Hybridisierungsversuche durchgefiihrt. Dazu wurden die mit [32P]-
dATP markierten Primer al's Sonden in Southernblots gegen in Agarosegelen aufgetrennte DNS
eingesetzt. Die verwendete DNS war entweder mit verschiedenen Restriktionsenzymen
(Hindlll, Eco RI, Xbal) geschnittene chromosomale DNS von S. marinus oder PCR-
Fragmente aus unterschiedlichen Reaktionen. AuRBer enem relatv  starken
Hybridisierungssignal mit einer durch PCR erzeugten Bande von = 550 bp, fihrten die
Versuche aber zu keinem eindeutigen Ergebnis.

3.4 DNS-Sequenzierung

In einem zweiten experimentellen Ansatz wurde die Sequenz des gesamten Gens mit Hilfe einer
ausschlieldich auf PCR basierenden Strategie ermittelt. Das schon erwahnte 550 bp Fragment
wurde aus praparativen Agarose Gelen euiert und mit denselben Primern sequenziert, mit
denen es generiert worden war. Dabe wurde die Annealing-Temperatur in jeder
Sequenzierungsreaktion den betreffenden Primern angepald. Die Quditéd dieser mit
degenerierten Primern erzidten Nukleotidsequenzen war durchaus vergleichbar mit der von
Sequenzen, die mit Hilfe von homologen Primern erhaten werden. Von dem einzigen offenen
Leserahmen in dem 550 bp Fragment wurde die Aminosduresequenz abgeleitet. Diese
beinhaltete drel der experimentell ermittelten Peptidsequenzen beginnend mit den Positionen
625, 657 und 682 (Abb.6). Dadurch war erwiesen, dald dieses PCR-Fragment tatséchlich ein
Tellamplifikat des gesuchten Gens darstellt.

Um die angrenzenden Regionen des Genfragments zu erhalten, wurde inverse PCR eingesetzt.
Vollstdndige Genomspaltungen erfolgten mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Hindlll,
Asnl, Bglll, Sau3A und Mspl. Die Fragmente wurden durch Ligation zyklisiert und as Zid-
DNS in PCR-Reaktionen eingesetzt. Dazu wurden homologe Primer benutzt, welche von der
schon bekannten Sequenz abgeleitet worden waren. Die amplifizierten Segmente konnten
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wiederum mit den gleichen Primern sequenziert werden. Um die gesamte Nukleotidsequenz
erhaten zu kénnen, wurden Uberlappende Sequenzen von Restriktionsfragmenten ausgewertet
und die verschiedenen genomischen PCR-Bibliotheken benutzt. Strang und Gegenstrang
wurden jewells komplett durchsequenziert. Die Alignierung der gewonnenen Sequenzen
erfolgte Uber das Programm Sequence Navigator. Die in Abb.6 gezeigte Sequenz enthdt
sowohl das Strukturgen, a's auch die angrenzenden nicht kodierenden DNS-Strénge.

Diese nur auf PCR basierende Strategie zur Sequenzierung des gesamten Gens erwies sich als
sehr effizient. Es sollte unterstrichen werden, dal3 Pfu as DNS-Polymerase in die PCR
eingesetzt wurde, und diese eine Fehlerrate von nur 1,6x10-6 hat (Angabe des Herstellers). Da
die Fehler satigtisch vertellt sind, verschwinden sie im Untergrund der Sequenzierung.
Demzufolge liefert diese Methode sehr verlédliche Daten und die Fehlerquote ist geringer als im
Falle der Klonierung, wo stets durch Mutationen Fehler entstehen kénnen, die dann amplifiziert
werden. Die genaue Ubereinstimmung der Sequenzen bei multipler Sequenzierung bestimmter
Regionen bestétigte das. Samtliche durch N-terminale Ansequenzierung von Spaltpeptiden
erhaltene Teilsequenzen konnten in der ermittelten Proteinsequenz wiedergefunden werden.

Der Lesearahmen fur das Gen kodiert ein Protein mit 834 Aminosauren, enem kalkulierten
Molekulargewicht von 93733,96 Da und einem kalkulierten pl-Wert von 5,73.
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1 AGATCTATATATATTATTATACGTTACATACATACAGATATACATACAT TATCRCTAGGT T TAAATACGOAT TAACTCATATAAAGACAMGAAT AT AATATCTAAMAATCOCGAAGA

121 TACEEETGTAAT TAAATGAGT AACGT ACCCAAGEAGAAAACAT TCAT TGTATGGT TAGATGAAGT TACCARAGACGATGTAGT TCT TGT AGGAGST AMAACECTAACCTAGAGAAAT
MSNVPKEKRFI VWLDEVTKDDVVLVGGKNANLGEM 35

241 GATTOGAGCAGEOATACCT GI TOCACCEEAT TORCTGTGACAGC T TATGOAT ACAAGTACT TCATAGAAAAGACAGE T TAAAGACAAGATCTATAOGCT TCTARACAGTATTGATGT
I RAGI PVPPGFAVTAYAYKYFI EKTGLKDKI YPLLNSI DV 75

361 ANATGATAAGAAAGTATTAGATGAAACAACAGTAAGAT TOGTCAATGEAT AATGEAT ACACCAAT GOOCIGAAGT AGAAGAGGAGAT TAGGAMATACTATAGAGAACTAGCTAAGAA
NDKKVLDETTAKIRQWI MDTPMPPEVEEEIRKYVYRELAKK 115

481 ANTAGEATGEANCCAGAAAAACT ACEGT AGTCGT T AGAAGT AGTGCT ACAGDAGAAGACATGOCTGAAGDAAGCT TTCTGBTCAGCAAGACACT TATCTCAACGTATATGEEAAGA
| GMEPEKLRVAVRSSATAEDMPEASFAGQQDTYLNVYGED 15

601 CAATGTTGTATACTATGT TAAMAGATGCTGEEAAGCT TAT TCACGAGIOIGT GOAGT AT TCTACTGT GT AGCACAAGECAT TOCACACGAGAAATCCT ARTGAGTGTAACTGTCCAGAA
NVVYYVKRCWASLFTSRAVFYRVAQGI PHEKSLMSVTYVQK 1%

721 ANTGGTCAATAGT AGAMCTGOAGGTGTAATGT TCACACT TCACOCAGT CACCARIGACGAGA A GTAGT AGT TAT TGAGGCTAGCT GEGGACT CGAIGAATCOGT TGTAGGAGGAAMAGT
MVNSRTAGVMFTLHPVTGDEKYVVI EASWGLGESVYVGGK YV 235

841 TACACCTCATGAATGEGT TGT TGATAAACAAACTCT TCABATAGT TGATCAGAAGAT TCACCAT AAAACT CTAGIOAT AGT AT T TGATACTAAGAAAGEAAAMCGTAGAGATTAGATG
TPDEWVVDKQTLQI VDQKI HHKTLAI VFDPKKGEKNVETLI RW 275

961 GEATGAAMACAAACAAGOAT GG AAGIGAGGAAGACCAGT AGAT AT TGAAAT G TAAGOAT TTACATCCTGACAAGDAGAT TAAAAGAAGAGAGT TAAGAGACTAGIIGAACT
DENKQAWVSEEGPVDI EMVKHFHPDKPALKEEEVKRLAEL 315

1081 AGCATTGCT TATAGAGAAACACTATGET AGACACATGGAT AT TGAGT GEEAGT AGACTATGATATACCAT TCOCAGACAATGTAT TCATOGT TCAAGCAAGACTAGAAACTGTATGAG
ALLI EKHYGRHMDI EWAVDYDI PFPDNVFIVQARLETVWS 35

1201 CGTTAGAAAAGAGAAAGAAMAAGTTGAAAAGAAAGOAGAAAT TAAAGGAMAGAACAT TGTCAAGT TATCOGAAGTCAMAGT ACT AGT TCGAGGAT TACCTGOCAGTCCAGGTATAGETAC
VRKEKEKAEKKAEI KGKNI VKLSEAKVLVRGLPASPGI GA 395

1321 TGAIGTAGCTAMGTAATCTTTGATCOCACAGT AAGEAGECACAGCAGT TOAGAGEAGAGT ACTAGTAACT AMATCACTGATCCTGACTGEGT ACCAT TAATGAAGAAAGCAGT
GVAKVI FDPHSKEAQEFKEGEVLVTKMTDPDWYVPLMKE KAV 435

1441 AGCAATTGITTACAGATGAEAGEAAT GACAAGICAT GCTGAAT TGT TAGIIIGT GAAT TAGGAATACCAGOAAT TGTAGAACAGET AATGLTACACAAGTAATAMGTCTGEAATAGA
Al VTDEGGMTSHAAI VSRELGI PAI VGTGNATQVI KSGI1 E 4755

1561 AGTAACAGTTGATGETAGT AGNGEAGT AGTATATGAAGEAATAGT GEAGGATCTAGT TAACCTAMACGAAGAAGT AMAGAGMAGT ACCAGEAGT TAGTATAAGTCAGAGOAATTACT
VTVDGSRGVVYEGI VEDLVKPKEEVKAEVAGVGI SPEQLIL SIS

1681 ACOCTTATACOCAGTAACTGCTACAAAGAT CTAT ATGAACT TGRIAGIOAGACECTATCGAGAAAT AT AAGGATCTACCAT TTGATGGAAT AGEAT TAATGAGAATAGAAT TCATAAT
PLYPVTATKI YMNLGEPDAI EKYKDLPFDGI GLMRI EF 1 | 555

1801 TACI'GA'I'I'C{KBI’ACQATATOMIIICI’GI’AG?I’ WMWGT@T@TWWTMMW@AWATW
WV QYHPLYLI EQGKES STLFEF AEGI AKVAQAI YPRPV 5%5

1921 PGI'AGI'AAG—\ WWWWWTWWM COATAAGAEAGT TAGTAGATATATTCA
FSDFKTNEVYRGLKGGEKYEPEERNPMI GWRGV S SRYIl HE®63F%

2041 TOSQMATAT@GﬂG‘AW@@WP@GSW CGTGOATTAAGAMAGT COAAGAAATGRGAT TAACCAATGTAT GEGT AATGT TCCCAT TCGTCAGAACAACCTGEGAGCTAGA
YEPAFRLEVRAI KKVREEMGLTNVWVMFPFVRTTWETL E 675

2161 AAGAGOACTANAGATCAT GEAGEACAGEACT TANGAGAGET AMCACT TCAMAGT ATGBECAAT GECT GAGGT TCCAAGCATAGTGI TGT TAGCAGATAAGT TABIGEATACGTGEA
RALKI MEEEGLKRGKDFKVWAMAEVPSI VLLADKFAEYVDTS

2281 TGGATTCAGTATAGAAGAATGATTTAACACAAT TAAT AT TAGAGDAGACGT GACAGCAACAT AT TAGITGAAAT GEGATACT TAGACGAGAGAGACCCAGOAGT TCTAGOAGECAT
GFSI GSNDLTQLILGADRDSNI LAEMGYFDERDPAVLATGI 75

2401 @P@TG\TMTW@@AAGMPCT GTGAGOATT TGTGGACAAGCACCAGTGIGT/ ATOSGGQAATAGIT GAAT TOCTCGTTGAGCAGAATACATAGTATTAG
EKAHSKGATVSI CGQAPSVY EFLVEAGI DSI S 7%

2521 OGITAATOSGG“OIAGI'GA CECTACAAGHAGACTAGT TAIAGTA WG#@GMAAATOA GTWG@CTAMW@T@T@ATAMCTMATM&TP@PCTWA
DAVI ATRRLVASI ERK ML KRL NKLELGF 834

2641 A@crAAcrAATm'rATAoAATAATcrA'TATAATm'c;:rrATm-rATATAATrrcrrrrcrrcrcn-rATrAATmcrrATrrcrmATAT&;rAAATa;rATAWATrrATrrb
2761 QCTACTTTCATAATCCATAATGTATACAATTCTAACTAATATCOGATCAAGET GATGTGT GTGET TAAGAAAATAGTCATCT TAGGT GUAGCTAGAAGAGACT TCCACAATTTCAATGTA
2781 GTATTCAGMATANCCTGAGTATAGAGT AGTAGIGTTTCTTCAMCTCAGATCOCTGGTATTACTGETC

Abb. 6 Nukleotidsequenz des MAPS Gens und davon abgeleitete
Proteinsequenz

Nukleotide sind auf der linken Seite nummeriert, Aminosduren auf der rechten Seite. Aminosduresequenzen, die
Uiber den Edman-Abbau bestimmt wurden, sind unterstrichen.

*=Stopcodon
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4, Homologiestudien
4.1 Die Familie PEP-verwendender Enzyme

Mit der ermittelten Proteinsequenz wurde mit Hilfe des Programms "BLAST" in der NCBI
Datenbank nach homologen Proteinsequenzen gesucht. Die Sequenzen der Proteine mit der
hochsten Trefferquote und die Sequenz des 93 kDa Proteins von S. marinus konnten in dem
Programm MACAW in statistisch signifikanter Weise gegeneinander aligniert werden (Abb.7).
Der Vergleich zeigte eine sehr starke Ahnlichkeit mit der Familie PEP-verwendender Enzyme.

Wie schon in der Einleitung beschrieben, umfald die Familie PEP-verwendender Enzyme drei
Gruppen von Proteinen: die Phosphoenolpyruvat-Synthasen (EC 2.7.9.2), die Pyruvat
Orthophosphat Dikinasen (PPDK) (EC 2.7.9.1) und die Phosphoenolpyruvat-Protein
Phosphotransferasen (EC 2.7.3.9), welche die Enzyme | der Phosphoenol pyruvat-abhangingen
Zucker-Phosphotransferasesysteme sind. Die Enzyme dieser Familie sind sowohl strukturell als
auch funktionell verwandt. Alle Mitglieder dieser Familie zeichnen sich durch zwe
Sequenzsignaturen aus, die bei keinen anderen Proteinen der aktuellen Datenbanken zu finden
sind. Die funktionelle Ahnlichkeit liegt in dem Transfer einer Phosphorylgruppe iber en
Phospho-Histidin Zwischenprodukt und in der Verwendung von PEP/Pyruvat als Substrat.
Desgleichen liegt das aktive Zentrum stets auf einer separaten Domane.

4.2 Sequenzéhnlichkeit

Die C-terminalen Regionen von Vertretern aler drel Proteinklassen weisen einen besonders
hohen Ahnlichkeitsgrad auf, und viele Abschnitte sind stark konserviert (Abb.7A). Abb.7B
zeigt die Alignierung dieser signifikanten Sequenzabschnitte, wobei Sequenzidentitéten und
Ahnlichkeiten hervorgehoben sind. Segment 7 enthdlt eine hochkonservierte Region um das
Histidin, das als Phosphorylierungsstelle identifiziert wurde (Spronk et al., 1976, Goss &t al.,
1980, Alpert et al., 1985, Postma et al., 1993). In Position -2 vom katalitischen Histidin konnte
ein Threonylrest as regulatorische Stelle der Mais PPDK  identifiziert werden (Roeske et al.,
1988).

Das 93kDa Protein von S marinus enthdlt beide Sequenzsignaturen der Familie PEP-
verwendender Enzyme. Das erste Sequenzmotiv, TXoGGXTXH(S,T,A)2(L,l,V,M)2(S,T,A)R
(siehe Segment 7, Abb.7B), umgibt den katalytisch aktiven Histidinrest. Das zweite Motiv it
(D,B)(F,G)(L,I,V.M,F)S(L,I,V,M,F)G(S,T)ND(L,I,V,M)XQ(L,I,V,M,FY)ST,A)L,V,
M,F)(G,A)X2R (siehe Segment 13, Abb.7B). Obwohl die biologische Bedeutung dieses
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Motivs noch nicht ganz klar ist, hat sich herausgestellt, dal3 der invariante Asparaginrest sich,
im Falle von PPDK, an der PEP/Pyruvat Bindungsstelle befindet und héchstwahrscheinlich mit
Mg2* interagiert (Herzberg et al., 1996). Wu ¢ al. (1990) postulierten, daf der durchgehend
konservierte Cysteinrest aus Segment 14 (Abb.7B) zum aktiven Zentrum gehort. Auf
experimentelle Daten basierend schlossen Xu et al. (1995) auf die Zugehorigkeit dieses Restes
zur PEP/Pyruvat Bindungsstelle. Yankie et al. (1995) schlugen den invarianten Argininrest aus
Segment 8 (Abb.7B), sowie mdglicherweise den benachbarten glycinreichen Sequenzabschnitt,
als essentielle Komponenten des aktiven Zentrums der PEP/Pyruvat Tellreaktion vor. In der
Kristallstruktur von PPDK aus C. symbiosum (Herzberg et al., 1996) befinden sich diese
beiden Reste, Arginin und Cystein, tatsdchlich an der PEP/Pyruvat Bindungsstelle. Es wird
angenommen, dal3 der Cysteinrest eine kataytische Rolle spielt, hchstwahrscheinlich, indem
er das Proton fUr die Enolat Form des Pyruvats liefert.

Im Vergleich zu den anderen Vertretern der Familie PEP-verwendender Enzyme ist die
guaternare Struktur von MAPS sehr ungewdhnlich, da die anderen Reprasentanten meist
Dimere oder auch Tetramere (z.B. PPDK von Mais) sind. Aus diesem Unterschied ergibt sich
die Frage der funktionellen Bedeutung des multimeren Aufbaus im Archaebakterium S. marinus
im Verhdltnis zu seinen eubakteriellen und eukaryontischen Gegenstticken.

et}
Abb. 7 Multiple Alignierung der Aminosarensensequenzen einiger Vertreter der Familie
PEP-verwendender Enzyme.

93kStam, 93 kDa Protein von Staphylothermus marinus; Pepspfu, vermeintliche PEP-Synthase von Pyrococcus
furiosus (Accession U08376); Pepsecoli, PEP-Synthase von E. coli (Niersbach et al., 1992); Ppdkbacsy, PPDK
von Clostridium symbiosum, (friiher Bacteroides symbiosus) (Pokalyko et al., 1990); Ppdkmaize, PPDK von
Zea mays (Matsuoka et al., 1988); Ptsbacsub, PTS Enzym | von Bacillus subtilis (Reizer et al., 1993); Ptsecoli,
PTS Enzym | von E. coli (Saffen et al., 1987); Mtprhocap, Multiphosphoryl Transfer Protein von Rhodobacter
capsulatus (Wu et al., 1990).

a. Schematische Darstellung der mit MACAW generierten Alignierung. Die Anzahl der Aminosduren ist auf dar
rechten Seite jeder Sequenz angegeben. Boxen zeigen stark &hnliche Regionen an, die sowohl im S. marinus
Protein vorkommen, a s auch in mindestens zwei der drei Untergruppen der Familie.

b. Blocke alignierter Sequenzen aus a. Block #7 enthdlt eine der Sequenzsignaturen der Familie PEP-
verwendender Enzyme. Aminosaurereste von funktioneller Bedeutung wurden mit Pfeilen markiert. Die Intensitét

der Hintergrundschattierung zeigt den Ahnlichkeitsgrad an.
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5. Strukturuntersuchungen mittels limitierter Proteolyse

Eine ndhere Strukturuntersuchung des hochmolekularen Komplexes erwies sich as aul3erst
diffizil. Einerseits sind anndhernd spharische Komplexe, welche auf dem Objekttrager eine
Vidfdt von Orientierungen annehmen koénnen, offenkundig schwieriger zu andysieren als
rigide Komplexe, deren Gestalt eine einzige oder wenige bevorzugte Orientierungen begunstigt.
Andererseits kommt erschwerend hinzu, dal3 das Partike en etwas undeutliches
Erscheinungsbild auf dem Grid aufweist; insbesondere wirkt die Peripherie verschwommen.
Dieses deutet auf eine gewisse konformationelle Flexibilitét hin. Folglich wurde zur Aufkl&rung
des Aufbauprinzips eine Strategie benutzt, die auf eine kontrollierte Zerlegung des Komplexes
abzielte.

5.1 Chymotryptischer Verdau

Durch limitierte Proteolyse mit Chymotrypsin wurde ein proteolytisches Fragment des
hochmolekularen Komplexes freigelegt.

Gereinigter hochmolekularer Komplex wurde mit Chymotrypsin bei Raumtemperatur inkubiert,
die Reaktion mit PM SF gestoppt und der Reaktionsmix auf eine Molekularsiebsaule (Superose
6) aufgetragen (Abb.8a). Es wurde ein proteolytisches Fragment isoliert, das nach 22,9 min
von der Saule eluierte, was einem apparenten Molekulargewicht von 1400 kDa entspricht. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen der negativ kontrastierten hochmolekularen Fragmente
wurden analysiert und einzelne Partikel gemittelt (Abb.9B). Die Konturen der Partikel sind
besser definiert as im Falle des nicht proteolysierten Komplexes. Die Projektionen der
Klassenmittelungen zeigen ene klare dreifache Rotationssymmetrie, die an das
Gesamterscheinungsbild und die Symmetrie des vollstdndigen Komplexes erinnert (zum
Vergleich siehe Abb.9A).

Die Masse dieses Fragmentes wurde auch mittels STEM bestimmt. Es wurde eine Korrektur fir
den strahleninduzierten Massenverlust durchgefihrt, der direkt auf der Probe gemessen wurde.
Das Massenhistogramm (Abb.8b) zeigt einen einzigen, gut definierten Peak mit einem kleinen
niedermolekularen Seitenarm. Letzterer konnte einer geringen Population von Komplexen
zugeordnet werden, die sich in einem fortgeschrittenen Verdaustadium befinden. Demzufolge
wurden die Daten durch zwei Gausskurven dargestellt. Der Hauptanteil der Partikel population
hatte eéine Masse von 1285(+/-107) kDa, so daR eine gute Ubereingtimmung mit den
Schétzungen anhand der Mol ekul arsiebchromatographie festgestel It werden konnte.
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Abb. 8 Limitierte Proteolyse des MAPS Komplexes mit Chymotrypsin.

a: Molekularsiebchromatographie des chymotryptischen Verdaus (C) auf Superose 6. Die Partikel welche nach
22,9 min eluierten (1) bestanden aus 53 kDa Fragmenten (Pfeil). Inset: SDS-PAGE (8% AA) der proteolytischen
Fragmente und der Gelfiltrationsfraktionen. Fraktionen 11 und 111 enthielten zerlegte Fragmente der N-terminalen
Doméne von MAPS. M, SDS-PAGE Proteingrél3enstandard von BioRad.

b: Histogramm der Molekularmassenwerte, die mittels STEM fur 1173 einzelne Partikel bestimmt wurden. Fir
den direkt auf der Probe gemessenen, strahleninduzierten Massenverlust wurde eine Korrektur eingefiihrt. Das
Histogramm zeigt einen einzigen, gut definierten Peak, mit einem Niedrigmassen-Seitenarm, der von etwas
weiter verdauten Partikeln stammt. Um den Einfluld dieser wenigen Partikel auf das Ergebnis zu minimieren,
wurden zwel Gauss-Peaks auf den Datensatz gefitted. Dementsprechend hatte die Hauptpopulation (etwa 1130
Partikel) eine Masse von 1285(+107) kDa.

c: Léngere Laufzeiten der SDS-Gele fuhrten zur Aufspaltung des Hauptprodukts der Proteolyse in ene
Doppelbande (Pfeil in aumd c; siehe Text).

Beide Gele wurden mit Coomassie Blau gefarbt.
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Abb. 9 Elektronenmikroskopische Aufnahmen und Einzelpartikelmittelung von MAPS und
dessen chymotryptischen Abbauprodukt.

A. PEP-Synthase von S, marinus (MAPS). a: Elektronenmikroskopische Aufnahme der negativ kontrastierten
Partikel. b, c: Durch Korrespondenzanalyse und Klassifizierung erhaltene représentative Bildmittelungen. Die
Varianz der Klassen ist hauptsichlich auf die unterschiedliche Ausdehnung der Peripherie zurtickzufihren.

B. a: Elektronenmikroskopische Aufnahme der chymotryptisch limitiert gespaltenen, mit Uranylacetat negativ
kontrastierten Komplexe. Aus digitalisierten Negativen wurden insgesamt 1034 Partikelbilder extrahiert und fur
Korrespondenzanalyse und Klassifizierung benutzt. b, c: Ausgewéhlte Klassenmittelungen von 436, bzw. 176
Bildern. Die Partikelgrenzen sind deutlicher als im Falle der nicht angedauten Komplexe. Eine klar definierte
3fach Symmetrie ist gut zu erkennen. Hellere Regionen stellen Protein dar. Der Durchmesser der Partikel ist etwa
17,7 nm.

Bel langeren Laufzeiten ergab die denaturierende Gelelektrophorese des hochmolekularen
Partikels (Abb.8c) eine Doppelbande im Gel. Die N-terminalen Sequenzen beider Polypeptide
wurden bestimmt und als identisch befunden, némlich SYRKEKEKA. Wie in D.1 schon
beschrieben, lief das unproteolysierte Monomer ebenfalls als Doppelbande in denaturierenden
Gelen, obwohl beide N-Termini fir den Edman-Abbau blockiert waren. Aus nachfolgenden
Daten geht hervor, dal3 kein C-terminaler Abbau erfolgt war. Somit mul? die unterschiedliche
Migrationsgeschwindigkeit wahrscheinlich einer posttrandationalen Modifikation zugeordnet
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werden. Eine ndhere Untersuchung bezlglich der Natur dieser Modifikation wurde nicht
durchgefihrt, da dies nicht der Zielsetzung der Arbeit entsprach.

Angenommen, das durch chymotryptischen Verdau resultierende grof3e proteolytische Fragment
wrde sich vom festgestellten N-Terminus (Ser355) bis zum C-Terminus (Phe834) erstrecken,
dann hétte es ein rechnerisch ermitteltes Molekulargewicht von 53,3 kDa. Dieser Wert stimmt
mit dem apparenten Molekulargewicht, welches mittels denaturierender SDS-PAGE (Abb.8c
und inset Abb.8a) geschétzt wurde, gut Uberein. Aus den Daten der STEM-Messungen, der
Tatsache dal3 MAPS ein homomultimerer Komplex ist und dem apparenten Molekulargewicht
des proteolysierten Komplexes kann man schlief3en, dal3 der proteolytisch beschnittene
Komplex aus allen 24 proteolytisch beschnittenen Monomeren besteht.

5.2 Verdau mit Proteinase K

Proteasen spalten bevorzugt flexible, exponierte Sequenzsegmente. In hoher Verdinnung kan
es daher moglich sein, mit unspezifisch spaltenden Proteasen selektiv solche Stellen zu spalten.
Stabil gefaltete Doménen sind dem proteolytischen Verdau gegentber weniger anfallig. Die
limitierte Proteolyse mit Proteinase K ergab einen "Kernkomplex", welcher von der Superose 6
Saule nach 27 min €uierte (Abb.10f). Diese Fraktion entspricht einer apparenten
Molekularmasse von etwa 700 kDa. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der negativ
kontrastierten Partikel lassen kreuzférmige Projektionen mit einer klar definierten 4-fach
Symmetrie erkennen (Abb.10a u. b). Die Bestimmung der N-terminalen Aminosduresequenz
des entsprechenden Polypeptids ergab die Sequenz VAGVGISPE. Somit hatte die Spaltung
zwischen Glu503 und Va504 dattgefunden. Aliquots von Hauptfraktionen, die von der
Superose 6 Saule euierten, wurden auf denaturierende Gele aufgetragen. Die SDS-PAGE
ergab, da die Hauptfraktion A (Abb.10f) enen hochmolekularen Komplex as
proteaseresistentes Abbauprodukt beinhaltet. Dieser besteht aus einem Polypeptid mit 37 kDa
apparentem Molekulargewicht. Das Ergebnis impliziert, dal’ sich das Polypeptidsegment bis
zum C-Terminus erstreckt, da das errechnete Molekulargewicht des entsprechenden Segments
37,5 kDa it (331 Aminosaurereste, Positionen 504 bis 834). Das Polypeptid erscheint as
Einzelbande in der SDS-PAGE, was auf das Fehlen der vermuteten posttrandationalen
Modifikationstelle in diesem Segment hinweist. Somit besteht der hochmolekulare Komplex in
Fraktion A in Abb. aus 24 Kopien des 37 kDa Polypeptids. Fraktionen B und C beinhateten
abgebaute Fragmente der restlichen Doméanen von MAPS.
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Diese Daten zeigen, dal3 durch Proteasen die auf3ere'Schale” von MAPS abgespalten werden
kann. Diese Schale besteht aus zwel konzentrischen Schichten Untereinheiten und entspricht
etwa 60% der gesamten Proteinmenge. Dadurch wird eine verhdtnismaldig proteaseresistente
Kernstruktur freigelegt.

Partikel, die in enem frihen Vedaungsstadium efa® wurden, sind auf
el ektronenmikroskopi schen Aufnahmen al's zusétzliche Population Partikel sichtbar (Abb.10a u.
c). Zweidimensionale Rekonstruktionen wurden fir jede Population eigens berechnet. Dieser
zusdtzliche Typus Partikel ist etwas kompakter, hat aber fast den gleichen Durchmesser und
kann auf den Aufnahmen eindeutig identifiziet werden (weil3er Pfeil in Abb.10a).
Charakteristisch ist eine schlecht definierte apparente 5-fach Symmetrie (Abb.10c). Dieses
Partikel stellt eindeutig einen etwas weniger verdauten MAPS Komplex dar. Die zwel
Populationen waren auch auf nicht kontrastierten Aufnahmen, welche fir STEM
Massenmessungen verwendet wurden, klar zu unterscheiden. Die Berechnungen ergaben die
Massen 980(x88) (n=1512), bzw. 1172(x79) kDa (n=460). Dieser deutliche
Massenunterschied schlof3 die Moglichkeit aus, dal? die zwei Projektionen zwel verschiedene
Ansichten des gleichen Molekiils darstellten, wie z.B. Aufsicht (top view) und Sicht von unten
(bottom view). Die zwei Projektionen wurden somit zwel unterschiedlichen Proteolysestadien
zugeordnet.

g

Abb. 10 Limitierte Proteolyse des MAPS Komplexes mit Proteinase K
a: Elektronenmikroskopische Aufnahme der mit 2% Uranylacetat negativ kontrastierter Kernstrukturen des
Partikels. Typischerwel se zeigen diese Kernstrukturen kreuzformige Projektionen mit einer klar definierten 4fach-
Symmetrie.
b: Gemittelte kreuzférmige Projektionen aus a.
c: Projektionen von Partikeln, die sich in einem frilheren Verdaustadium befinden, sind etwas kompakter, haben
in etwa den gleichen Durchmesser und kénnen auf den Aufnahmen eindeutig identifiziert werden (weil3er Pfeil in
a). Diese Art Partikel wird von Projektionen mit einer schlecht definierten 5fach Symmetrie charakterisiert.
d, e Symmetrisierte Bilder von Projektionen aus b, bzw. c.
f: Molekularsiebchromatographie des Proteinase K Verdaus (PK) und denaturierende SDS-PAGE der Fraktionen
A, B und C (inset); Es wurde ebenfalls eine Superose 6 Saule benutzt. Der hochmolekulare Komplex wurde in
Fraktion A gefunden, und besteht aus etwa 24 Kopien des 37 kDa Polypeptids, wel ches auf denaturierenden Gelen
als Einzelbande 18uft und der C-terminalen Doméne entspricht. Fraktionen B und C enthielten zerlegte Fragmente
der anderen Doménen von MAPS. M, SDS-PAGE Proteingréf}enstandard, low range, von BioRad. Das Gel

wurde mit Coomassie Blau geférbt.
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521 3D Rekonstruktion

Aus Aufnahmen von Kipppaaren (tilt pair images) negativ kontrastierter Proben  wurden
dreidimensionale Rekonstruktionen des mit Proteinase K partiell verdauten Komplexes
durchgefuhrt (Abb.11). Zusétzliche Dichtelappen sind in ener zur Projektion in Abb.10b
senkrechten Ebene vorhanden. Die Adsorbtion auf das Grid und die negativ Kontrastierung mit
Uranylacetat fuhrten zu einer beachtlichen Abflachung der Partikel. Demnach konnte auf eine
intrinsische Flexibilitét des Proteinkomplexes geschlossen werden. Aus den 3D Daten konnten
keine detaillierten Informationen Uber die Organisation der Untereinheiten gewonnen werden.
Wenn man in Betracht zieht, da3 es sechs Dichte-Maxima gibt und insgesamt 24
Untereinheiten, erscheint es aber offensichtlich, dal? die Untereinheiten in sechs Gruppen zu je
vier angeordnet sind.

e
Abb. 11 Dreidimensionale Rekonstruktion der mit Proteinase K partiell proteolysierten
Komplexe.

a, b: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von negativ kontrastierten, nicht gekippten, bzw. um 60°
gekippten, Partikel. Der weil3e Pfeil zeigt dieselben Partikel in beiden Aufnahmen.

Die Rekonstruktionen der zwei Typen Partikel (4fach, bzw. S5fach symmetrisch) wurden getrennt gerechnet.

¢, d: Dreidimensionale Rekonstruktionen, dargestellt als parallele Schnitte durch den Rekonstruktionswiirfel in
X,y Richtung und dazu senkrechte x,z Schnitte des Komplexesin Bild e, bzw f.

e, f: Dreidimensionale Darstellung der gerechneten Rekonstruktionen.

Schnitte und Seitenansichten der Rekonstruktionen (jeweils unten) zeigen ene einseitige Abflachung da

Komplexe, die hauptséchlich durch die Adsorption an den Kohlefilm und durch Trocknungseffekte entsteht.
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5.3 Doméanenstruktur des Monomers

Die Domanenstruktur des MAPS Monomers wurde aufgrund der multiplen Sequenzalignierung
von Vertretern der PEP-benutzenden Enzymfamilie und der biochemischen Daten vorhergesagt,
die fur PPDK berichtet wurden (Carroll et al., 1994). In alen Mitgliedern der Familie
vorkommende Sequenzmuster wurden in der Einleitung und in D 4.2 beschrieben. Zusétzlich
gibt es entlang der gesamten Sequenz, Regionen von signifikanter Ahnlichkeit. Dank der
umfassenden Sequenzkonservierung konnte die Kristallstruktur von PPDK von C. symbiosum
(Herzberg et al., 1996) zur Uberprifung der Strukturvorhersage benutzt werden, die anhand
von Sequenzalignierung getroffen worden war.

a
@ N |1 H |2 C @
= T T o | —— R N N o |
Ser‘-355 Val-504

40,0 kDa 10,7 T 35,6 kDa

kba 37,5 kDa

53,3 kDa
b :
33laa Y
K(Kem) B KN N N o |
KpQE 1ﬁa|~. Y Y Y Y Y N |
KpET |:.27aa|x N N N N N N |

-4aa
KpETDEL4 m | | Y = = = = o |

-20aa
KpETDEL20 | R = = = =]

6xHis

Abb. 12 Domanenstruktur der 93 kDa Polypeptidkette.
Die Partitionierung wurde von der multiplen Sequenzalignierung und den Ergebnissen der Deletionsmutagenese
abgeleitet.
a: Aufgrund der Ahnlichkeit mit PPDK von C. symbiosum wurde eine dreiteilige Doméanenstruktur
vorhergesagt. N, N-terminale Domane, verantwortlich fir Nukleotidbindung; H, Doméane die den Histidinrest des

aktiven Zentrums enthalt (der His-Rest ist Teil der ersten Sequenzsignatur dieser Proteinfamilie); C, C-terminale
PEP/Pyruvat -bindende Doméne. 11, I2 Linkerregionen. Die Domanengrenzen sind aufgrund der

Sequenzalignierung zugeordnet worden. Der Pfeil in Richtung |1 - zeigt die Chymotrypsin-Spaltstelle an. Der
Pfeil in Richtung |2 - zeigt die Proteinase K-Spaltstelle an.

b: Rekombinante Deletionskonstrukte der C-terminalen Doméne (K). KpQE, nicht deletiertes Konstrukt in
Plasmid pQE31; KpET, nicht deletiertes Konstrukt in Plasmid pET28; KpETDEL4, KpETDEL 20, Konstrukte
in pET 28, die C-terminale Deletionen von 4, bzw. 20 Aminosaureresten enthalten. Die unterschiedlichen

Langen der N-terminalen Aminosduren-Seguenzextensionen mit Hisg-tag ergeben sich aus den Unterschieden in

den Polylinkerregionen der zwei Vektoren.
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Aus der Analyse der Sequenzahnlichkeit geht hervor, dal? in der Gruppe der PEP-Synthasen
jeweils drei Strukturdomanen mitells zweier Linkerregionen verbunden sind. N, die N-
terminale Doméneist fir die Nukleotidbindung verantwortlich. H ist die Doméne die den His-
Rest des aktiven Zentrums enthdlt, der zur ersten Sequenzsignatur dieser Familie gehort. C ist
die C-terminae pyr/PEP bindende Doméne und I1, bzw. | sind Linkerregionen. Die
proteolytischen Studien, die mit dem S. marinus Proteinkomplex durchgefihrt worden sind,
bestétigten die vorhergesagte Domanenpartitionierung. Chymotrypsin spaltet hauptsachlich im
ersten Linker, der die N-terminae Doméne von der mittleren Doméne trennt. Proteinase K,
hingegen, spatet den zweiten Linker, die Verbindung zwischen zentraer - und C-terminaer
Domaéne. Tryptische Spaltung findet innerhalb beider Linker mit annéhernd gleicher Haufigkeit
satt (zwischen Lys376 und Leu377, bzw. zwischen Lys501 und Ala502). Somit ergibt sich
eine Domanenstruktur des Monomers, wie sie in Abb.12 dargestellt ist. Die Domanengrenzen
wurden anhand von Sequenzalignierung zugeordnet.

6. Versuche zur Klonierung und Expression rekombinanter Komplexe

Ein der mittleren und der C-terminalen Doméne entsprechendes PCR-Amplifikat wurde in die
EcoRV Schnittstelle des pZErO-2 Vektors (Invitrogen) einkloniert. Nach Restriktionsverdau mit
BamHI und Pstl wurde das Fragment in den Expressionsvektor pQE-30 (Qiagen) umkloniert
und in E. coli M15 exprimiert. Das Zellwachstum war nach der Induktion mit IPTG stark
eingeschrankt. Trotz  Variation der Expressionsbedingungen, sowie der
Aufreinigungsmethoden, war die Ausbeute an isolietem rekombinanten Protein stets im
Bereich von wenigen mg pro 41 Kultur. Somit konnten mit diesem Konstrukt keine
Strukturuntersuchungen durchgef iihrt werden.

Um den eindeutigen Beweis zu erbringen, dal’ der Kern von MAPS ausschliefdlich aus dem 331
Aminosaurereste Polypeptid besteht, wurde das entsprechende Segment des Gens kloniert und
in E. coli exprimiert.

6.1 Klonierung und Expression

Ein der C-terminden Doméne entsprechendes Insert wurde Uber PCR erzeugt, in die
Polylinkerregion des V ektors pQE-31 (Qiagen) einkloniert (zwischen der BamHI und der Sphl
Schnittstelle) und in E. coli M15 exprimiert (wie in C 3.12 beschrieben). Da fir weitere
Versuche mit Deletionsmutanten ein anderes Expressionssystem verwendet wurde, ist das
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gleiche Insert auch in das modifizierte Plasmid pET28 (Novagen; siehe C 3.13) einkloniert und
in E. coli BL 21(DE3) exprimiert worden.

Das exprimierte Konstrukt (KpQE) enthielt eine Extension von 14 Aminosdureresten,
einschliedich 6 Hididinresten (Abb.12). Das rekombinante Protein wurde Uber
Affinitdtschromatographie  mittels  Ni-NTA  Agarose  und  anschlielend  Uber
Molekularsebchromatographie auf ener Superose 6 Saule gereinigt. Die apparente
Molekularmasse des isolierten Proteinkomplexes war fast identisch mit jener des
entsprechenden nativen Komplexes (weniger al's 2% Abweichung).

6.2 Elektronenmikroskopie

Die Mittelung negativ kontrastierter Partikel bestétigte die starke Ahnlichkeit zwischen der
Struktur des nativen und der des rekombinanten Komplexes (Abb.13).

et '_'7" .

Abb. 13 Rekombinante Kernstrukturen, die von der C-terminalen Doméane gebildet werden.
a: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der negativ kontrastierten Partikel des rekombinanten Proteins KpQE.
b: Mittelung von 457 Partikeln.

c: 4fache Symmetrisierung des Bildes b.Es kann ein hoher Ahnlichkeitsgrad mit Abb. 13b und d festgestellt

werden.
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Diese Daten zeigen, dald die Fatung und Assemblierung des C-terminden 331
Aminosaurereste-Fragments des PEP-Synthase Homologs zur nativen Struktur fahren, ohne
die Hilfe etwaiger kleiner Untereinheiten zu bendtigen, die im Laufe der vorherigen
Untersuchungen unentdeckt hétten bleiben kénnen.

7. Deletionsmutagenese

Alle bisher untersuchten Mitglieder der Familie PEP-verwendender Enzyme sind Dimere oder
Tetramere. Um die molekulare Basis fir die multimere Struktur von MAPS zu enthillen, wurde
Deletionsmutagenese eingesetzt. Der Kernkomplex besteht aus den C-terminalen Segmenten
dler 24 Monomere. Das fuhrte zu der Schlul¥folgerung, da3 Sequenzmotive welche fur die
Oligomerisierung mal3geblich sind, sich zwischen den Positionen 504 und 834 der
Primérstruktur befinden mussen. Es wurden multiple Sequenzalignierungen der Mitglieder der
Familie PEP-verwendender Enzyme durchgefiihrt, um diese Positionen zu lokalisieren. Der
Vergleich enthillte eine auffallende Extension von etwa 20 Aminosdureresten, welche nur am
C-Terminus der archaealen Reprasentanten vorzufinden war (Abb.14). Die Anadyse mit dem
Programm COILS (Lupas et al., 1991) lief? fur diese Extensonen ein hohes Potential zur
Bildung von coiled-coils erkennen. a-heicae coiled-coils sind ein wet verbreitetes
Assemblierungsmotiv in Proteinen. Daher wurde das Potentid des C-terminalen Segments
untersucht, die Oligomerisierung zu vermitteln.
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7.1 Deletion der 20 C-terminalen Aminosaurereste

In einem ersten Ansatz wurde versucht, Deletionen mittels Inverser PCR einzufihren, was in
diesem Fall aber erfolglos war. Zur Deletion der 20 C-terminden Aminosaurereste des
Kernkomplexes wurde dann das entsprechende Genfragment ausgehend von chromosomaler
DNS durch eine PCR amplifiziert, wobel nach Lys814 ein Stopcodon eingefiihrt wurde. Das
PCR-Produkt konnte in die Sl Schnittstelle des modifizierten pET28 Vektorsligiert (in C 3.13
beschrieben) und das resultierende Konstrukt (KpETDEL20; Abb.12) in E. coli exprimiert
werden. Die Isolierung des rekombinanten Proteins erfolgte durch Affinitétschromatographie
Uber einen N-terminalen His*Tag. Der Oligomerisierungszustand des rekombinanten Proteins
wurde mittels Molekularsiebchromatographie, nativer PAGE, EM und Quervernetzung
untersucht. Das verkirzte Polypeptid konnte nicht zu einer multimeren Struktur assemblieren,
was darauf hinweist, da3 das C-terminde 20 Aminosaurereste-Segment fur die
Oligomerisierung von MAPS unentbehrlich ist. Zur reversiblen chemischen Quervernetzung
wurde  rekombinantes  Protein  mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Dithiobis(sulfosuccinimidylpropionat) (DTSSP) inkubiert und der SDS-PAGE unterzogen.
Abb.15 zeigt, dai3 sich durch die kovaente Quervernetzung Dimere bildeten. Die zunehmende
Verschiebung der Dimer-Bande in Richtung niedrigerer apparenter Molekularmasse kann auf
eine vermehrte intramolekulare Kreuzvernetzung der Lysinreste, 4 von 20 Resten,
zuriickgefuhrt werden. Folglich kann behauptet werden, dal3 die C-terminae Deletion die
Oligomerisierung einschrankte und nur noch Dimere gebildet wurden. Die eingeschrankte
Oligomerisierung zeigt ebenfalls, dal? aulferhalb des C-terminaden Segments ein zuséatzliches
Strukturmotiv fur Proteininteraktion vorhanden sein muf3.

g

Abb. 14 Sequenzalignierung der C-terminalen Region und Stammbaum der Familie PEP-

verwendender Enzyme.

a. Seguenzalignierung von PEP-Synthasen mit PPDK von C. symbiosum in der C-terminalen Region. Die
Sekundérstruktur von PPDK ist oberhalb der Sequenz angegeben (h, helix; s, strand). Sequenzen, die laut
Vorhersage eine coiled-coil Struktur annehmen, sind unterstrichen.

b. Maximum-likelihood phylogenetischer Baum der Familie PEP-verwendender Enzyme. Die Anzahl de
bootstrap replicates (insgesamt 100) ist neben jedem Knoten angegeben.
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Abb. 15 Denaturierende SDS-PAGE des kovalent vernetzten, rekombinanten Proteins
KDEL 20.
8% AA-Gel. Spur 1, Protein ohne cross-linker; Spuren 2 bis 5, mit DTSSP inkubiertes Protein. Die Proben
wurden 20 min lang inkubiert. M, Proteingrof3enstandard von BioRad (low range). Die Pfeile zeigen Monomere
(m), bzw. Dimere (D) an. Die etwas diffuse Bande unterhalb des Dimers entspricht wahrscheinlich dem zusétzlich

intramolekular quervernetzten Dimer.
7.2 Deletion der 4 C-terminalen Aminosaur er este

Um zu Uberprifen, ob der Beitrag der mutmaldichen coiled-coils zur Oligomerisierung sich aus
den Interaktionen zwischen den im Zentrum des Partikels lokalisierten coil Enden ergibt,
wurden die 4 C-terminden Aminosaurereste deletiert (rekombinantes Protein KpETDEL4,
Abb.12). Die Klonierung erfolgte nach dem gleichen Verfahren wie fir KpETDEL20 und die
Reinigung des Proteins Uber Ni-Chelat-Affinitdtschromatographie. Elutionsfraktionen bel etwa
250 mM Imidazol enthielten fast reines rekombinantes Protein. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigten, dal3 das resultierende Polypeptid die Eigenschaft behielt, ein 24-mer zu
bilden. Trotzdem war der Komplex im Vergleich zum Wildtyp etwas destabilisiert worden. Er
tendierte néhmlich dazu, wahrend nachfolgender Chromatographielaufe zu zerfallen.

Obwohl rekombinantes Protein sowohl im Falle des Wildtyps, als auch in dem der zwei
Mutanten, in vergleichbaren Mengen exprimiert wurde, war in diesem Expressionssystem nur
KpETDEL 20 vollstandig in 16dicher Form vorzufinden. Die anderen zwei Konstrukte (KpET
und KpETDEL4) waren hauptsachlich in Inclusion Bodies eingeschlossen, und es konnten nur
geringe Mengen richtig assemblierter Proteinkomplex unter nicht denaturierenden Bedingungen
isoliert werden. Der Versuch, diese Konstrukte unter veranderten Kulturbedingungen zu
exprimieren (Induktion mit 0,2 mM IPTG, Inkubation bei 24°C), brachte keine entscheidende
V erbesserung.
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Zusammengenommen demonstrieren diese Daten deutlich die zentrale Rolle der etwa 20 C-
terminalen Aminosdurereste in der Oligomerisierung. Es gibt jedoch einen zusdtzlichen
Kontakt, welcher zur Bildung von Dimeren fuhrt. Daraus ergibt sich, dal3 die Multimerisierung
von MAPS nicht alein Gber das C-terminale Segment erfolgt, sondern eine Bindelung von
Untereinheiten Uber das C-terminale Segment und Uber zusétzliche Kontakte stattfindet. Diese
K ontakte werden von anderen Regionen der C-terminalen Doméne gebildet.

In Anbetracht der entscheidenden Rolle der C-terminalen Aminosdurereste fir die Integritét und
Stabilitdt des Komplexes, kann die Mdglichkeit einer C-terminalen Abspaltung am MAPS
Polypeptid durch die zur Strukturuntersuchung verwendeten Proteasen ausgeschlossen werden.
Somit konnte die Grofie der erhaltenen Peptide aus der Lage der identifizierten Spaltstelle
abgeleitet werden.

8. Expression von Fusionsproteinen

Um die Anzahl der Untereinheiten zu bestimmen, die Uber das C-terminale Segment gebiindelt
werden, und dessen vorhergesagte ahdicale Struktur zu bestétigen, wurden Peptide
entsprechend den C-terminalen 24, bzw. 37 Aminosaurereste an Thioredoxin fusioniert.
Dadurch entstand ein sogenannter Thioredoxin-tag. Dafr wurde das Plasmid pET32 verwendet
(Beschreibung in C 3.14), welches auch enen Histag kodiert. Die entsprechenden
rekombinanten Proteine wurden P24, bzw. P37, benannt (Abb.16a). Dieser Ansatz stellt en
etabliertes Verfahren zur Expression kleiner rekombinanter Peptide (Lavalie et al., 1993), dar.
Es wurde eine Lange von 24 Aminosaureresten gewahlt um sicherzustellen, dal3 dle Reste
welche zum eigentlichen Oligomerisierungsmotiv gehtren, auch tatséchlich in dem Konstrukt
vorhanden sind. Die Variante mit 37 Aminosaureresten wurde gewdahlt um zu Uberprifen, ob
zusdtzliche, der C-terminden Heix von PPDK von C. symbiosum entsprechende
Aminosaurereste fir die Oligomerisierung notwendig sind.
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Abb. 16 Fusionsproteine P24 und P37.

Die Expression der Fusionsproteine P24 und P37 erfolgte mit Hilfe des Plasmids pET32 in E. cali.

a: Schematische Darstellung der Fusionsproteine. Die Sequenz der Peptide ist darunter angegeben. Die Pfeile
unterhalb der Sequenz zeigen die Deletionen (KpETDEL4, bzw. KpETDEL 20) an.
b: 1. Native PAGE der Fusionsproteine P24 und P37; K32, Polypeptid aus Thioredoxin und Linker, aber ohne

Insert. 2. Molekularsiebchromatographie des Proteins P24. 3. Thrombinspaltung und native PAGE des P24

Proteins und eines Kalibrierungsproteins. Letzteres ist ein Peptidabschnitt der Tetramerisierungsdomane in

Tetrabrachion aus S. marinus (Peters et al., 1996). Spur 1, ungespaltenes Kalibrierungsprotein; Spur 2,

Kalibrierungsprotein, partiell mit Thrombin gespalten; Spur 3, Protein P24; Spur 4, P24, mit Thrombin
gespalten. thrdx, Thioredoxin. 4. SDS-PAGE der Fraktionen von der Molekularsiebséule.
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8.1 Thrombinspaltung und native PAGE

Mit den in E. coli exprimierten und Uber Ni-NTA Materid gereinigten Proteinen wurde native
PAGE bis zur limitierenden PorengrofRe durchgefuhrt, um 2zwischen verschiedenen
Oligomerisierungszustdnden zu unterscheiden (Abb.16b). Als Standard wurde ein Polypeptid
verwendet, welches Thioredoxin und den von der Polyklonierungsstelle kodierten Linker
enthielt, aber kein Insert. Dieseswar ein geeigneter Standard, daer ein Monomer bildet und nur
14 Aminosaurereste langer it as das rekombinante Konstrukt P24. Aufgrund ihres
Laufverhaltens wurden beide Fusionsproteine, P24 und P37, als Oligomere eingestuft.

Um das native Gel zu kalibrieren, wurde ein Peptid benutzt, von dem bekannt war, dal3 es 4-
fach coiled-coils bildet und in gleicher Weise an Thioredoxin fusioniert ist. Diese Referenz war
ein Peptidabschnitt der Tetramerisierungsdomane von Tetrabrachion aus S. marinus (Peters &
al., 1996). Das Peptid wurde mit Thrombin in der Linkerregion partiell gespalten. Es resultierte
eine Leiter von funf Banden, entsprechend den molekularen Spezies mit einem bis zu vier
Thioredoxin-tags und dem Thoredoxin-tag aleine (Abb.16c). Der Versuch zeigte, dal3 dieser
Ansatz im Prinzip verwendet werden kann, um den Grad der Oligomerisierung festzustellen.
Das Fusionsprotein, wel ches das Peptid mit 24 Aminosaureresten enthielt, wanderteim Gel wie
ein Oligomer, das deutlich groR3er ist as ein Tetramer. Anhand der Laufstrecke wurde die
beobachtete Bande einem Oktamer zugeordnet. Es wurde versucht durch partiellen Verdau des
MAPS Linker eine Leiter zu generieren, wie fur das Referenzoligomer. Das Experiment
milang. Es wurden keine Spatungsintermediate  detektiert.  Versuche, den
Oligomerisierungsgrad mittels Molekularsiebchromatographie zu bestimmen, sind ebenfalls
gescheitert, da die erhaltenen Daten stark konzentrationsabhangig waren (Abb.16b).

8.2 Sedimentations-Gleichgewichtsultrazentrifugation

Unabhéangig von den anderen Experimenten wurde versucht, den Oligomerisierungsgrad des
Fusionsproteins P24 mit Hilfe der Sedimentations-Gleichgewichtsultrazentrifugation unter nicht
denaturierenden Bedingungen zu bestimmen. Der Datensatz wurde am besten durch einen Fit
beschrieben, welcher auf Tetramere al's stabile oligomere Einheiten hindeutete. Zusétzlich ergab
ein Sedimentationsgeschwindigkeits-Experiment den Wert s(w,20)=4,64S, Wert welcher fir
P24 als Monomer signifikant zu hoch waére.

Anhand dieser Beobachtungen konnte geschluf¥folgert werden, da3 das carboxyterminale
Segment eine intrinsische Tendenz zur Bildung von Oligomeren besitzt und dal3 die 24 C-
terminaen Aminosiurereste ausreichen, um Proteine von etwa 25 kDa zu bundeln.
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Offensichtlich stellt das Tetramer eine stabile oligomere Form dar. Die Tetramere scheinen dazu
zu tendieren, wiederum Assoziate zu bilden, was der Beobachtung entspricht, dal? eine Deletion
von nur 4 Aminosaureresten den Komplex destabilisiert.

Zur biophysikalischen Charakteriserung des fur die Oligomeriserung verantwortlichen
Aminosdurensegments wurde versucht, das 24-mer vom Fusionsprotein mit Thrombin oder
Enterokinase abzuspalten. Dieser Ansatz erwies sich als auf3erst problematisch. Der Verdau war
unvollstandig und die Spaltungsprodukte konnten nicht zufriedenstellend getrennt und gereinigt
werden. Folglich wurde das Peptid chemisch synthetisiert.

9. Versuche mit einem chemisch synthetisierten C-terminalen
Segment

9.1 CD-Spektroskopie

Das synthetische Peptid pl, welches den 24 C-terminalen Aminosaureresten von MAPS
entspricht, wurde mittels Circular Dichroismus (CD) Spektroskopie untersucht. Die Helizitét
des Peptids war stark abhangig von der Peptidkonzentration und der lonenstérke (Abb.17a).
Bel niedrigen Peptid- und Salzkonzentrationen zeigten die Spektren, dal3 das Peptid nur wenig
geordnete(ordered) Sekundarstruktur besitzt. Bei hohen Peptidkonzentrationen (10 mg/ml) und
insbesondere bel hoher lonenstérke (1 M NaClO4) konnte auf einen grof3en helikalen Gehalt
geschlossen werden. Wahrend die Elliptizitdten der Spektren im entfernten UV mit
Extremwerten um 192, 208 und 222 nm fir a-Helices charakteristisch sind, weist die
Abhangigkeit der Helizitét von der Peptidkonzentration auf die Bildung des vorhergesagten
coiled-coil hin. Diese Daten deuten auf eine erhthte Stabilitét der a-Helices in der coiled-coil
Konformation hin. Die Elliptizitdt der Spektren bel einer Peptidkonzentration von 2mg/mi
erlaubt eine grobe Abschéatzung des a-heikalen Gehats auf etwa 55% ohne Perchlorat und
etwa 69 % in Gegenwart von 1 M NaClO4. Das Verhdltnis [Q]222/[Q] 208 von 0,90, bzw. 0,97
ist ein zusétzliches Indiz fur die Bildung einer coiled-coil Struktur (Lau et al., 1984). In
Abb.17akann ein isodichroischer Punkt bel 204 nm beobachtet werden, aber die Abweichung
des spektralen Schnittpunkts vom isodichroischen Punkt bei 10 mg/ml Peptidkonzentration
zeigt, dal’ in diesem Fall zusétzliche Wechselwirkungen, wie Assoziation oder Aggregation,
stattfinden missen. Die Konzentrationsabhéngigkeit der Bildung von a-Helices ist nicht
Uberaschend, da die Lange des entsprechenden Segments, welches etwa drel Heptaden
entspricht, auf nur marginde Stabilitdt hindeutet, und diese Stabilitét hangt wahrschenlich
entscheidend von den vorherrschenden Bedingungen ab.
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Abb. 17 Charakterisierung des synthetischen Peptids pl
Das synthetische Peptid p1 entspricht den 24 C-terminalen Aminosdureresten von MAPS.
a: Konzentrationsabhangigkeit des entfernten-UV CD-Spektrums des Peptids pl. Die Helizitét ist stark abhangig
von der Peptidkonzentration und der lonenstérke. Die Spektren wurden in 160 mM Phosphatpuffer, pH 8, bel
20°C aufgenommen.
b: Chemische Quervernetzung bel verschiedenen DTSSP- und Salzkonzentrationen. Peptidkonzentration,
2mg/ml. Low salt Bedingungen, 160 mM Phosphatpuffer, pH 8. SDS-PAGE Gele enthalten 16% AA; M, SDS
PAGE Proteingrélienstandard von BioRad (low range).
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Bekanntlich ist NaClOg4 als chaotropes Salz fahig, Proteine zu destabilisieren. Es wurde aber
auch schon die kooperative Stabilisierung der a-helikalen Konformation durch Zugabe von
NaClO4 beobachtet (Hoshino e al., 1997 und dazugehtrende Referenzen). Es wird
angenommen, dal3 co-solute-induzierte Faltung des Peptids ein Effekt der Stabilisierung durch
Ladungsabschirmung ist, wie z.B. die Abschirmung der Ammonium Gruppe der
Lysinsaitenkette durch ClO4-, welche die eektrostatische AbstoRung minimieren, die den
nativen Zustand destabilisieren wirden. Diese Autoren argumentieren, dal3 eher die direkte
anionische Bindung als der Effekt der dlgemeinen lonenstérke die Konformationstransition
bewirkt.

9.2 Chemische Quervernetzung

Als dternatives Experiment zur Untersuchung der Oligomerisierungstendenz des Peptids wurde
reversible chemische Quervernetzung durchgefiihrt (Abb.17b). Nach Quervernetzung mit
DTSSP war das Hauptprodukt ein Dimer. Bei einer hdheren Konzentration an Quervernetzer
(cross-linker) waren, mittels nativer PAGE, mehrere hohere Oligomerisierungszustande
erkennbar. Bei hoher DTSSP Konzentration wurde ene erhohte intramolekulare
Quervernetzung von einer hoheren elektrophoretischen Mobilitét widergespiegelt, wie auch im
Fale der Deletionsmutante KDEL20 (Abb.15). Da in Gegenwart von chaotropen lonen eine
erhthte Helizitét festgestellt wurde, ist auch die Wirkung von NaClO4 auf die Quervernetzung
getestet worden. Im Einklang mit der Interpretation der Spektradaten wurde ein erhohte
Ausbeute von quervernetzten Produkten festgestellt (Abb.17b). Um zu untersuchen, in
welchem Mal3e die beobachteten Vernetzungen das Ergebnis von random collisonal cross-
linking ist, wurden die Experimente auch in Gegenwart von Guanidinhydrochlorid (GdnCl)
durchgefihrt. Die Ergebnisse in Abb.17b zeigten, dal3 bei 2 M GdnCl kovaente Bindungen
noch zu beobachten waren, diese aber bel 6 M GdnCl fast vollstandig fehlten. Bei 6 M GdnCl
ist das Peptid aber fast vollstdndig denaturiert (CD Spektrum) und somit spiegeln die
beobachteten V ernetzungen offensichtlich eine echte Nachbarschaft wider.

9.3 Sedimentations-Gleichgewichtsultrazentrifugation

Um den bevorzugten Oligomerisierungszustand des synthetischen Peptids zu bestimmen,
wurden Gleichgewichtsedimentations-Ultrazentrifugations-Experimente  unter den gleichen
Bedingungen durchgefihrt, die zur Aufzeichnung der CD Spektra verwendet wurden. Diese
Ergebnisse stimmen mit jenen der Vernetzungs-Versuche Uberein. Unter niedrig-Salz
Bedingungen, und bei 0,2 mg/ml und 2,0 mg/ml Peptidkonzentration, verhielt sich das Peptid
wie ein Gemisch von Oligomeren. Bei 2mg/ml Peptid in Gegenwart von 1 M NaClO4, wurde
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ein Fit erhalten, welcher deutlich auf ein Dimer schlief3en 1813 (Masse des Peptids, berechnet
anhand der Aminosauresequenz, ist 2944,7 Da).

Die oben aufgefihrten Daten zeigen, dald MAPS ene C-terminde Helix von etwa 20
Aminosaureresten besitzt, die Untereinheiten Uber die Bildung eines coiled-coils bindelt. Es
war schwierig, die Anzahl der Untereinheiten, welche Uber das C-terminale Segment verbunden
sind, eindeutig zu bestimmen, da die Konstrukte und die verwendeten Bedingungen
notwendigerwei se mehr oder weniger kinstliche Bedingungen darstellten. Insgesamt zeigen die
Daten, dal3 die Grundeinheit ein coiled-coil Dimer ist, das wiederum dimerisert, um en
Tetramer zu bilden. Die Tetramere weisen die Tendenz auf, weiter zu assoziieren.
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E. Diskussion

Die Struktur von MAPS

PEP-Synthase-Aktivitdt wurde in E coli schon vor viden Jahren nachgewiesen (Cooper and
Kornberg, 1965). Trotzdem sind Strukturdaten tber PEP-Synthase und anderen Vertretern der
Familie PEP-verwendender Enzyme erst neueren Datums. Die Nukleotidsequenz des ppsA
Gens, welches die PEP-Synthase codiert, wurde fur E. coli bestimmt (Niersbach et al., 1992),
wie auch fir das Archaebakterium Pyrococcus furiosus (Robinson and Schreier, 1994; Jones et
al., 1995). Fur das E. coli Enzym wurde gezeigt, dal? es ein dissoziierbares Dimer ist, und dal3
ein Histidinrest fur die Phosphorylierung verantwortlich ist (Narindrasorasak and Bridger,
1977). Das errechnete Molekulargewicht des E. coli Proteins ist 87,4 kDa (Niersbach et al.,
1992). Durch Genomsequenzierungen wurden die Nukleotidsequenzen von Genen, welche fir
PEP-Synthase codieren, in mehreren Organismen bestimmt: Pyrococcus horikoshii,
Methanococcus jannaschii, Archaeolglobus fulgidus, Aquifex aeolicus, Synechocystis sp.,
Deinococcus radiodurans, Helicobacter pylori. Fur Vertreter der anderen zwel Gruppen der
Familie PEP-verwendender Enzyme sind inzwischen auch hochauflésende Strukturdaten
bekannt, so die Kristallstruktur von PPDK aus Clostridium symbiosum (Herzberg et al.,
1996), sowie die Kristallstruktur (Liao et al., 1996) und NMR-Struktur (Garrett et al.,1997)
der N-terminalen Doméane von Enzyme | desE. coli PEP:Zucker PTS.

Das PEP-Synthase Homolog aus Staphylothermus marinus ist eéin hochmolekularer Komplex,
der aus einem einzigen Typ Untereinheit gebildet wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
Komplex gereinigt und die Primarstruktur des Polypeptids durch die Sequenzierung des
entsprechenden Gens bestimmt. Das N-terminale Ende des 93,7 kDa Proteins war fur die
Sequenzierung Uber den Edman-Abbau nicht zuganglich. Durch Cyanogenbromid- oder LysC-
Spaltung wurden Fragmente erhalten, welche N-terminal ansequenziert werden konnten. Die
gewonnene Sequenzinformation ermdglichte die Synthese von Oligonukleotiden, die in PCR-
Reaktionen eigesetzt wurden. Das PCR-Produkt konnte vollstandig sequenziert werden, und
war die Basis zur Bestimmung der gesamten Gensequenz mit Hilfe einer ausschliefdlich auf
PCR basierenden Strategie.

STEM-Messungen des Komplexes ergaben ein Molekulargewicht von 2,25+0,23 MDa, und
somit stellt MAPS, mit seinen 24+2,5 Untereinheiten, eines der grofdten bekannten
homooligomeren Proteine dar. Elektronenmikroskopische Aufnahmen negativ kontrastierter
Komplexe zeigten ein globuldres Partikel, von etwa 20 nm Durchmesser, mit einer zentralen
Pore oder Hohlung. Die Partikelgrenzen sind nicht klar definiert. Die Korrespondenzanalyse
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ergab Klassen, die sich hauptséchlich durch Massen an der Peripherie der Partikel
unterscheiden. Durch die 2D-Rekonstruktion konnten keine strukturellen Details ermittelt
werden. Da die Elektronenmikroskopie keinen Einblick in die Topologie des hochmolekularen
Komplexes erlaubte, wurde eine Kombination von biochemischen, biophysischen und
el ektronenmikroskopischen Methoden benutzt, um Informationen Uber die quaterndre Struktur
von MAPS zu erhaten.

Die grundlegenden architektonischen Merkmale des MAPS Komplexes wurden durch limitierte
Proteolyse mit Chymotrypsin und Proteinase K aufgeklért. Dieser Ansatz deckte die
ausgepragte dreiteilige Doménenstruktur der Monomere auf (Abb. 12, Seite 51). Ahnlich
wurden stabile Faltungsdoménen innerhalb des PPDK Monomers (93 kDa) von C. symbiosum
identifiziert (Caroll et al., 1994). In diesem Fall ergab die limitierte Proteolyse mit Subtilisin
Carlsberg relativ  sabile N-terminde und C-terminde  Fragmente, wahrend die
dazwischenliegende Region nochmals in zwel Subdoméanen gespaten wurde. Multiple
Sequenzalignierungen von Vertretern dler drei Gruppen der Familie PEP-verwendender
Enzyme zeigten, dal’ viele Sequenzabschnitte stark konserviert sind. Wahrend PEP-Synthase
und PPDK drei Doméanen aufweisen, sind es bel Enzyme | des PTS-Systems nur zwei. Eine
der drei Doménen, welche in dlen dre Proteingruppen vorkommt, ist die
Phosphohistidindoméne. Der katalytische Rest wird von einer der zwei Sequenzsignaturen der
Familie PEP-verwendender Enzyme umgeben. Biochemische- und Mutagenese-Studien
zeigten, dal3 die C-terminale Domane die Pyruvat/PEP-Bindugsstelle enthdlt (Caroll et al., 1994;
Licals etal., 1991; Leeet al., 1994; Seok et al., 1996; Thrall and Dunaway-Mariano, 1994; Xu
et al.,, 1995a Xu et al.,, 1995b; Yankie et al., 1995). Pyruvat/PEP dient alen drei
Enzymgruppen as Subtrat. Die zweite Sequenzsignatur der Familie ist ebenfalls in dieser
Doméne enthalten. Die N-terminale Doméne von PEP-Synthase und PPDK ist die Nukleotid-
bindende Doméne (Wang et al., 1988; Mehl et al., 1994; Thrall and Dunaway-Mariano, 1994;
Cadll et al., 1994). In der Struktur von PPDK wurde ein bestimmtes ATP-bindendes-
Faltungsmotiv (fold) erkannt, das ATP-grasp fold, welches auch in Glutathion Synthetase, D-
AlaD-Ala Ligase, Biotin Carboxylase und Succinyl-CoA Synthetase vorkommt (Herzberg et
al., 1996; Murzin, 1996). Dieses ATP-grasp fold scheint ein phylogenetisch altes Modul zu
sein, mit einem verborgenen Motiv, welches durch vergleichende Anadyse dler bekannten
Strukturen dieses folds enthillt werden kann (Murzin, 1996). ATP dient dem Enzyme | des
PTS nicht als Substrat, im Einklang mit dem Fehlen der entsprechenden Domane. Die multiplen
Sequenzalignierungen zeigten auch, dald die meisten Sekundarstrukturelemente innerhalb der
Familie der PEP-verwendenden Enzyme erstaunlich gut konserviert sind. Diese Elemente
wurden auf der Struktur von PPDK von C. symbiosum farblich gekennzeichnet (Abb. 18).
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Abb. 18 Ribbon diagram der Kristallstruktur von PPDK aus C. symbiosum (Herzberg et
al., 1996)

PPDK aus C. symbiosum ist ein mit MAPS eng verwandtes Enzym. Es wird nur eine Untereinheit des Dimers
gezeigt. Die konservierten Sekundérstrukturelemente sind rot markiert. Die blau hervorgehobenen Elemente
fehlen in PEP-Synthase. In der mit Cyan markierten Region ist eine Insertion vorhanden. Der Histidinrest des
aktiven Zentrums ist in griin eingezeichnet. Die C-terminale Helix, in gelb, ist exponiert. Es wird angenommen,
dal3diein S marinus vorhandene und fir die Oligomerisierung verantwortliche Extension (eingerahmte Sequenz)

die C-terminale Helix verlangert.

Der Ansatz der proteolytischen Zerlegung lief3 erkennen, wie die 24 Untereinheiten gruppiert
sind. Es handelt sich um eine konzentrische Anordnung, so dal3 die N-terminale Doménen (1)
die duRere "Schale" bilden, die mittleren Doméanen (1) eine innere "Schale’, und die C-
terminden Domanen (I11) eine Corestruktur bilden, welche fir die Assemblierung zu einem
multimeren Komplex verantwortlich ist. Ein der C-terminalen Doméne entsprechendes,
rekombinantes Polypeptid assemblierte zu einem hochmolekularen Komplex. Dessen 2D
Rekonstruktion hatte groRe Ahnlichkeit zur nativen Corestruktur, die durch limitierte Proteolyse
entstanden war. Die Morphologie jeder "Schale' wurde mittels Elektronenmikroskopie in
Verbindung mit Bildverarbeitung veranschaulicht (Abb. 19). Die niedrige Auflésung der
Rekonstruktionen von innerer und aul3erer "Schale" it moglicherweise auf die algemeine
Flexibilitdt der Struktur zurtickzufihren. Diese wird in erster Linie durch die zwei flexiblen
Linker, welche die drei Doméanen verbinden, hervorgerufen. Diese Vorgtellung ist mit dem
Reaktionsmechanismus, welcher fir das homologe PPDK von C. symbiosum beschrieben
worden ist (Herzberg et al., 1996), gut vereinbar. Der Phosphotransfer zwischen den
Reaktionszentren auf Doméane | und 11, rdumlich durch Doméne 1l getrennt (Abb. 18), wird



68

durch das Schwenken der ganzen Phosphohistidindomane um die zwei flexiblen Peptidlinker
erreicht. Wegen der funktionalen und der Sequenzéhnlichkeit ist im Falle der PEP-Synthase ein
gleichartiger Mechanismus flr den Phosphotransfer zu erwarten. Aufgrund dieser Erwégungen
ist es verstandlich, warum die Rekonstruktionen des Corepartikels, das von den C-terminalen
Domanen gebildet wird, eine bessere Auflésung zeigen as die Rekonstruktionen des ganzen
und des mit Chymotrypsin partiell verdauten Komplexes.

-ﬁ@

Abb. 19 Zweidimensionale Mittelungen der Projektionen von Proteinschalen und dem

Kern
1. Ganzer Komplex; 2: Partiell proteolysierter Komplex, welchem die N-terminale Doméne fehlt; 3: Kern des

Komplexes, nur von den C-terminalen Doméanen gebildet.

Oligomerisierung

Eine ausgeprégte Sequenzhomologie ist fir die Familie PEP-verwendender Enzyme, mit
Vertretern in dlen drei Doménen des Lebens, charakteristisch. Dieses ermdglichte die
Entdeckung einer kurzen C-terminalen Sequenzextension a's a-helicales Oligomerisierungmotiv
Abb 14, Sete 55). Durch Deletionsmutagenese wurde das Potential dieses Segments
untersucht, die Oligomeriserung zu vermitteln. Die Deetion von 4 C-terminden
Aminosdureresten destabilisierte die rekombinante Corestruktur. Durch die Deletion von 20 C-
terminaen Aminosdureresten wurde die Assemblierung unterbunden, es bildeten sich aber
trotzdem noch Dimere. Der Oligomerisierungszustand, welcher tiber die C-terminale, a-helicae
Sequenzextension zustande kommen wirde, ist durch Experimente mit Fusionsproteinen sowie
mit einem synthetischen Peptid untersucht worden. Zwei- und dreifach coiled-coils sind as
Oligomerisierungmotive bekannt. Unléngst wurden auch vierfach coiled-coils (Banner et al.,
1987; Harbury et al., 1993; Friedmann et al., 1995; Peters et al., 1996) und sogar ein funffach
coiled-cail (Efimov et al., 1994 und 1996) entdeckt, welche eine solche Rolle tbernehmen. In
MAPS kann man nicht eindeutig zwischen einem vierfach coiled-coil und einem Biindel von
zwel zweifach coiled-coils unterscheiden. Theoretisch gébe es die Mdglichkeit eines Blndels
von acht Untereinheiten oder eines achtfach coiled-coils, was aber recht unrealistisch erscheint.
Somit bleibt das Tetramer, im Einklang mit den experimentellen Daten, die wahrscheinlichste
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Struktur. Im Prinzip ist es nicht mdglich gewesen, die strukturellen Gegebenheiten in MAPS
exakt nachzugestalten, und somit kann in Bezug auf die Supraoligomerisierung der terminalen,
helicaen Bindel nur behauptet werden, dal3 diese Segmente Uber eine Tendenz zur weiteren
Assoziierung verfigen. Eine Koordination der terminaden Bindel im Zentrum des MAPS
Partikels ist viel wahrscheinlicher als die Bildung eines echten 24-mers ausschliefdlich Uber
solch relativ schwache Interaktionen. Aus der Entdeckung, dal3 in einem nicht identifizierten
Segment der C-termindlen Doméne eine zusdtzliche Dimeriserung stattfindet, geht en
grundlegendes architektonisches Prinzip hervor, das mit den beschriebenen Ergebnissen gut
vereinbar ist. In Abb. 20 wird ein Modell vorgeschlagen, in dem vorausgesetzt wird, dal3 das
24-mer aus sechs Bundeln von Tetrameren besteht, die zu den Ecken eines imaginaren
Oktaeders zeigen. Jede der vier Untereinheiten eines Blndels interagiert mit einer anderen
Untereinheit aus einem benachbarten Bindel, so da3 12 Dimere gebildet werden. Die
Darstellungsweise des Moddlls in Abb. 20 soll die Symmetrie des ganzen Partikels und
gleichzeitig das gesamte Netzwerk von Interaktionen, die zur Multimeriserung flhren,
hervorheben. Die GrofRe der Untereinheiten spielte dabel eine Nebenrolle, und somit ist die
schematische Darstellung nicht mal3stabgerecht.

Abb. 20 Schematisches Modell des MAPS Komplexes
Das Modell veranschaulicht die experimentellen Ergebnisse. Diese Darstellung unterstreicht die oktaedrische
Symmetrie des Kernkomplexes. Durch Dimer-Kontakte zwischen sechs Bindeln von jeweils vier C-terminalen
Domaéanen wird sozusagen ein Netzwerk gebildet. Bei einer der Okteaederfléchen sind die Kontakte, welche von
paarweise assoziierten Untereinheiten gebildet werden, rot hervorgehoben. Zu beachten ist, dal3 die Kugeln,
welche einzelne Doménen darstellen, nicht maf3stabsgetreu gezeichnet sind, sondern viel kleiner, um de

Gesamtarchitektur des Kernkomplexes deutlich zu machen.
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Aus Abb. 20 geht hervor, dal3 das Netzwerk nicht kovalenter Kontakte im Kern von MAPS den
Kanten des imagindren Oktaeders entspricht. Eine oktaedrische Symmetrie des Komplexes
wurde, aufgrund von theoretischen Erwagungen, auch von Harauz (1998) vorgeschlagen.

Rolle der multimeren Struktur

Im Gegensatz zu MAPS von S. marinus sind ale bisher charakterisierten PEP-verwendenden
Enzyme Dimere, oder in einigen Félen Tetramere (PPDK von Pflanzen). Es ist nicht
nachvollziehbar, in welcher Weise MAPS von seiner multimeren Struktur profitieren kénnte.
Maoglich wére aber, dal3 dieses ein Beispiel fir ein Protein aus einem thermophilen Organismus
ist, das Uber Oligomeriserung eine verbesserte Stabilitét erlangt. Die Triosephosphat-
Isomerasen (TIM) von Pyrococcus woesei und Methanothermus fervidus, zwel
hyperthermophile Organismen, sind Homotetramere, im Gegensatz zu alen anderen bekannten
bakteriellen und eukariontischen TIMs, welche Dimere bilden (Kohlhoff et al., 1996). Dieser
Oligomerisierungszustand wird von den Autoren auf die Thermoanpassung bezogen. Durch
zusétzliche intermolekulare Interaktionen konnten z.B. Proteine, deren Doménen flexibel
miteinander verbunden sind, ihre Kernstruktur stabiliseren und somit von dem hoheren
Oligomerisierungszustand profitieren. Die kristallographische Analyse der Pyrococcus furiosus
Ornithin-Carbamoyltransferase (OTCase) deutet ebenfalls auf eine thermische Stabilisierung
durch Oligomerisierung hin (Villeret et al., 1998). Das extrem hitzestabile Enzym besteht aus
vier Trimeren in tetraedrischer Anordnung, wahrend die OTCasen mesophiler Bakterien
Homotrimere sind. Eine entscheidende Rolle scheinen dabel die hydrophoben Interaktionen
zwischen katalytischen Trimeren zu spielen. Die Sequenzanalyse von sechs archaebakteriellen
Vertretern der Familie PEP-verwendender Enzyme aus thermophilen Organismen deutet darauf
hin, dal3 nicht ale Proteine die C-terminae Extension, welche fir die Oligomerisierung von
MAPS wichtig ist, besitzen. Sowohl das PEP-Synthase Homolog von P. furiosus, welches
eine optimale Wachstumstemperatur von 100°C hat, als auch das von S. marinus, welches
optimal bel 92 °C wéchst, haben diese Extension. Im Gegensatz dazu haben die Proteine von A.
fulgidus und M. jannaschii, welche bei 83°C, bzw. 85°C optima wachsen, keine Extension
(Abb. 14A, Seite 56). Die Experimente mit dem PEP-Synthase Homolog von Pyrococcus
woesel zeigten , dald dieses in der Tat eine multimere Struktur bildet, dhnlich der von MAPS
(Daten nicht gezeigt). Die Wechselbeziehung zwischen dem Oligomerisierungszustand und der
optimalen Wachstumstemperatur erstreckt sich allerdings nicht auf das hyperthermophile
Eubakterium A. aeolicus, dem das C-terminae coiled-coil fehlt, das aber optima bei 90°C
wéchst.
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Phylogenetische Untersuchungen

Phylogenetische Untersuchungen plazierten die zwel multimeren PEP-Synthasen an die Basis
ihrer Aste (Abb.14B, Seite 55) und lassen demnach vermuten, dal der frilhe Vorlaufer dieser
Enzymfamilie das C-terminale Oligomeriserungsmotiv enthielt. Dieses Merkmd blieb in
manchen hyperthermophilen Organismen erhaten. S.marinus erscheint Uberaschenderweise im
eubakteriellen Ast, mit perfektem bootstrap support in dlen drel Anayserungsmethoden.
Unklar ist, ob das auf die Tatsache zurtickzufiihren ist, dal es die einzige Crenarchaeoe in der
phylogenetischen Untersuchung ist, oder ob sein urspringlich archaeales Enzym durch
horizontalen Transfer von einem eubakteriellen thermophilen Organismus, noch vor der
eubakteriellen Aufspaltung, ersetzt worden ist. Das C-terminale coiled-coil ist in den meisten
PEP-verwendenden Enzymen verlorengegangen. Die Eigenschaft hingegen, Uber die C-
terminale Doméane Dimere zu bilden, so wie sie auch in MAPS vorgefunden wird, scheint
innerhalb der ganzen Familie erhalten geblieben zu sein, da bisher noch keine monomeren PEP-
verwendenden Enzyme gefunden worden sind. In diesem Zusammenhang ist interessanterweise
zu unterstreichen, dald das Dimer interface in PPDK ausschliefdich von der C-terminalen
Domaéne gebildet wird (Herzberg et al., 1996). Fur El des E. coli PTS wurde gezeigt, dal3 die
His-Doméne alein exprimiert keine Dimere bildet (Chauvin et al., 1996). Somit muf3 auch in
diesem Fall die C-terminale Doméne daf r verantwortlich sein.

Strukturbesonder heiten

Soweit bekannt, ist die molekulare Architektur von MAPS, unter den bisher beschriebenen
grofRen Proteinkomplexen, einzigartig. Die meisten homomultimeren Komplexe von mehr as 1
MDa bilden capsidahnliche Strukturen. Es gibt aber einige Ausnahmen: die Dihydrolipoyl
Acetyltransferase it eins der drei Enzyme, welche den Pyruvat Dehydrogenase
Multienzymkomplex bilden. In gram-negativen Bakterien bildet es einen grof3en Kern von 24
Untereinheiten. Die Monomere sind in oktaedrischer 432-Symmetrie angeordnet. VVon den
strukturellen Details her ist der Oxo Acid Dehydrogenase Komplex von Azotobacter vinelandii
am besten untersucht und beschrieben worden (de Kok et al., 1998). Die dreidimensionae
Kristallstruktur der katalytischen Doméne der Dihydrolipoyl Acetyltransferase wurde mit einer
Auflésung von 2,6 A bestimmt (Mattevi et al., 1992). In diesem Fall sind es acht Trimere,
welche zu einem hohlen abgestumpften Kubus assemblieren. Weite Kande sellen die
Verbindung der inneren Hohlung nach aul3en dar. Der Kern des S. marinus Komplexes hat,
trotz oktaedrischer Symmetrie, eine andere Anordnung der Untereinheiten. Sechs Tetramere
sind die "building blocks', welche im Zentrum Uber ihre C-terminaden Extensionen
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konvergieren, und deren globulére Subdomanen in Richtung der Ecken des Oktaeders orientiert
sind.
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