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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

1.1 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase

4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (4-HPPD) ist ein mononukleares nicht-Ham-
enthaltendes Eisen(ll)Enzym und gehért zur Gruppe der 2-Oxosaure abhéangigen
Dioxygenasen. Das Protein katalysiert die Umsetzung von 4-Hydroxyphenylpyruvat
zu Homogentisinsaure und ist im Stoffwechsel der meisten Organismen am Abbau
der aromatischen Aminosdure Tyrosin beteiligt. Tyrosin wird zu 4-Hydroxy-
phenylpyruvat desaminiert, von 4-HPPD zu Homogentisinsdure umgesetzt und diese
weiter bis zu den Endprodukten Fumarat und Acetoacetat abgebaut.

In Pflanzen ist 4-HPPD ein Schlisselenzym bei der Synthese von a-Tocopherol
(Vitamin E) und Plastochinon, dem Elektronencarrier der Photosynthese. Dieses
macht die 4-HPPD zu einem Zielenzym fir die Entwicklung von Herbiziden.
Inhibtoren des Enzyms gehotren zu den 1,3 Diketonen und zu den Isoxazolen. Sie
sind ebenfalls pharmazeutisch interessant und werden bei der Therapie von
Tyrosindmien eingesetzt. Zur gezielten Entwicklung weiterer Inhibitoren ist die
Kenntnis der rdumlichen Struktur der 4-HPPD winschenswert.

In dieser Arbeit sollten besonders die pflanzlichen 4-HPPD Enzyme né&her
biochemisch charakterisiert werden. Ferner sollte ausreichend rekombinantes
Protein fUr Kristallisationsexperimente mit 4-HPPD zur Verfligung gestellt, und auch
die Kristallisation versucht werden.

Hier wurde zum ersten Mal die Reinigung und einleitende biochemische
Charakterisierung nativer 4-HPPD aus Maiskeimlingen beschrieben. Das Enzym
wurde Uber 5 Chromatographieschritte um einen Faktor von 1251 angereichert.
Ausgehend von 5 kg Maiskeimlingen, entsprechend 80 g Protein konnten am Ende
20 pg 4-HPPD gewonnen werden. Nach Trypsinspaltung konnten 7 Peptide in ihrer
Sequenz bestimmt werden, darunter auch der in vivo N-Terminus.

Diese Sequenzinformation ermdéglichte erstmals die Identifizierung, Isolierung und
Klonierung der Mais 4-HPPD cDNA.

Weiterhin gelang die ebenfalls bisher noch nicht beschriebene Reis 4-HPPD zu
identifizieren und klonieren.

Aulerdem wurde als dritte pflanzliche 4-HPPD die in ihrer Sequenz bereits bekannte

cDNA des Modellorganismus Arabidopsis thaliana kloniert.



2 Zusammenfassung

Die cDNAs fur die Sauger 4-HPPDs aus Mensch und Maus wurden ebenfalls
kloniert. Der Vergleich der 4-HPPDs aus Pflanzen mit den Saugerenzymen soll die
Entwicklung spezifischer Inhibitoren erleichtern.

Alle funf 4-HPPDs wurden heterolog in aktiver Form in E.coli Gberexprimiert und
durch Metallchelat- und lonenaustauschchromatographie gereinigt. Die Ausbeuten
an homogenem Protein mit einer Reinheit von >95 % lagen bei 50 mg/ml fur die
Arabidopsis thaliana 4-HPPD und 1-5 mg fir alle anderen Organismen.
Kristallisationsexperimente wurden mit rekombinanter 4-HPPD aus Arabidopsis
thaliana, aus Mensch und aus Maus durchgefuhrt. Kristalle der Arabidopsis 4-HPPD
beugten Roéntgenstrahlung bis ca. 2 A: Die Raumgruppe wurde mit P422 und die
Zellachsen als a=b=98,5 und c=186,7 bestimmt. Die Kristalle wiesen allesamt eine
sehr hohe anisotrophe Mosaizitat entlang der Zellachse ¢ auf. Es gelang dennoch
einen auswertbaren Datensatz aufzunehmen. Nach der Aufklarung der Struktur eines
verwandten Enzyms kann dieser zur L6sung der 4-HPPD Struktur tber die Methode

des molekularen Ersatzes verwendet werden.

1.2 Losliche anorganische Pyrophosphatase

Losliche anorganische Pyrophosphatase (PPase) katalysiert die Hydrolyse von
Pyrophosphat zu Phosphat. Das Enzym nimmt eine zentrale Rolle im Stoffwechsel
aller Organismen ein. Eine grol3e Anzahl lebenswichtiger Reaktionen, wie die
Synthese von Nukleinséduren, Proteinen, Lipiden und Polysacchariden werden durch
die Hydrolyse von Nukleotidtriphosphaten zu Nukelotidmonophosphaten und PP;
vorangetrieben. Erst die Hydrolyse von PP; zu P; durch anorganische
Pyrophosphatasen macht die Reaktionen irreversibel

Inhibitoren von I6slicher anorganischer Pyrophosphatase finden als fungizide
Wirkstoffe in Medizin und Pflanzenschutz Verwendung. Darlber hinaus sind sie
wertvolle Therapeutika beim Kampf gegen bestimmte Krebsarten (Multiples Myelom)
und gegen die Osteoporose. Eine genaue Kenntnis des Reaktionsmechanismus und
der Architektur des aktiven Zentrums der PPase erleichtert die Entwicklung weiterer
spezifischer Inhibitoren.

In dieser Arbeit wurde l6sliche anorganische Pyrophosphatase aus Saccharomyces

cerevisiae kristallisiert und die Struktur von Inhibitorkomplexen mit den
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Substratanaloga PNP (Imidodiphosphat) und PCP (Methylendiphosphonsaure)
bestimmt.

Saccharomyces cerevisiae PPase kristallisiert in der Raumgruppe P2:2:2; in zwel
verschiedenen Kiristallformen. Die Kristalle der Inhibitorkomplexe beugten die
Rontgenstrahlung bis maximal 2.3 A. Die Strukturen der Inhibitorkomplexe wurden
durch molekularen Ersatz mit nativer Hefe PPase als Suchmodell gelost.

Die Bindung der Substratanaloga I0st keine nennenswerter Konformationsdnderung
des aktiven Zentrums aus. Die Substratanaloga werden tiber die vier Mg®* lonen, wie
auch Uber Kontakte mit den basischen Aminosduren des aktiven Zentrums
gebunden. Ein Vergleich mit den Kristallstrukturen der ruhenden PPase und der
PPase mit dem gebundenen Reaktionsprodukt, erlaubt die Bestatigung des
postulierten Sy2 Reaktionsmechanismus. Das nukleophil am Phosphat angreifende
Wassermolekil konnte ebenfalls wie auch die generelle Saure, ein anderes

Wassermolekl in der Struktur identifiziert werden.



4 Einleitung

Einleitung

2.1 Dioxygenasen

Dioxygenasen katalysieren in der Natur eine Vielzahl wichtiger Reaktionen, welche
die Inkorporation von aktiviertem Sauerstoff beinhalten. Im Gegensatz zu den von
Monooxygenasen katalysierten Reaktionen werden hier beide Atome des
Sauerstoffmolekiils auf das jeweilige Substrat Ubertragen.

Neben den Enzymen mit Ham als Cofaktor gibt es eine wachsende Gruppe von
mononuklearen nicht-Ham-enthaltenden Eisen(ll) Enzymen (Que and Ho, 1996).
Diese katalysieren, wie auch die H&m-Enzyme, ein breites Spektrum
unterschiedlicher, metabolisch interessanter Reaktionen.

Catechol-Dioxygenasen und Rieske-Dioxygenasen ermdglichen Mikroorganismen
z.B. den Abbau von Umweltgiften durch die intradiolische bzw. extradiolische
Spaltung von aromatischen Ringen (Han et al., 1995). Isopenicillin-N-Synthase und
Deacetoxycephalosporin-Synthase katalysieren die Synthese von Vorstufen der
B-Lactam Antibiotika Penicillin und Cephalosporin bei Pilzen. In tierischen
Organismen kommen vor allen den Enzymen der Gruppe der 2-Oxosaure
abhangigen Dioxygenasen vielfaltige metabolische Bedeutungen, wie die
posttranslationale Modifikationen von Aminosauren, z.B. von Prolin in Kollagen durch
Prolyl-Hydroxylase oder in einigen Blutgerinnungsfaktoren zu. Auch beim Abbau von
aromatischen Aminosauren spielen Dioxygenasen, so z.B. 4-Hydroxyphenylpyruvat
Dioxygenase oder Homogentisin Dioxygenase eine grof3e Rolle. In pflanzlichen
Organismen katalysieren 2-Oxosaure abhéangige Dioxygenasen wichtige Schritte der
Gibberellinsynthese, sowie der Synthese von a-Tocopherolen und des
Elektronencarriers der Photosynthese, Plastochinon.

Wahrend die beiden Enzymklassen viele mechanistische Gemeinsamkeiten
aufweisen, gibt es doch einige signifikante Unterschiede. Bei Ham-Enzymen ist der
Eisen-Porphyrin Cofaktor kovalent an das Protein gebunden. Es bleibt nur eine
Koordinationsstelle zur Bindung von O, frei. Als Elektronendonor fiir die Reaktion
dient hier NADH und es wird eine Reduktase fiur den Transfer der Elektronen auf die
Hamgruppe bendtigt.

Im Gegensatz dazu wird bei den mononuklearen nicht Ham-Eisen(ll) Enzymen O,

durch eine Vielzahl verschiedener, oft metallgebundener Substrate und Cofaktoren
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zur Oxidationsstufe des Peroxids reduziert. Diese mechanistische Besonderheit
erfordert allerdings eine flexiblere Koordination des Eisen(ll)atoms im aktiven
Zentrum.

Der Vergleich der bislang bekannten Kristallstrukturen von Protocatechuat
3,4 Dioxygenase aus Pseudomonas (Ohlendorf et al., 1988; Ohlendorf et al., 1994);
2,3-Dihydroxybiphenyl 1,2 Dioxygenase aus Pseudomonas (Han et al., 1995; Senda
et al, 1996); Isopenicillin-N-Synthase aus Penicillium (Roach et al., 1995);
4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase aus Pseudomonas (Serre et al., 1999) und
Lipoxygenase aus Soja (Boyington et al., 1994) zeigt ein gemeinsames Strukturmotiv
dieser Klasse von Enzymen. Das Eisen(ll) im aktiven Zentrum ist durchweg tber eine
.Katalytische Triade" aus zwei Histidinresten und einer Carboxlgruppe koordiniert.
(Hegg and Que, 1997). Dies ermdglicht die Bindung von weiteren Liganden an die

drei verbleibenden Koordinationsstellen des Eisenatoms.

2.2 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (4-HPPD)

4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase (4-Hydroxyphenylpyruvat:Sauerstoff
Oxidoreduktase, hydroxylierend, decarboxylierend; EC 1.13.11.27) st ein
mononucleares nicht Ham-Eisen(ll) Enzym. Es Kkatalysiert die Bildung von
Homogentisinsaure (2,5-Dihydroxyphenylacetat) aus 4-Hydroxyphenylpyruvat. (vgl.
Abb. 1) Diese Reaktion beinhaltet zunachst eine oxidative Decarboxylierung der 2-
Oxoséaureseitenkette, gefolgt von der Hydroxylierung des aromatischen Rings und
einer 1,2 Umlagerung der Carboxymethylgruppe (Forbes and Gordon, 1994).

2.2.1 4-HPPD in tierischen Organismen, Pilzen und Bakterien

In den meisten Organismen ist 4-HPPD am Abbau der aromatischen Aminosaure
Tyrosin beteiligt. Tyrosin wird zunachst von Tyrosinaminotransferase (EC 2.6.1.5) zu
4-Hydroxyphenylpyruvat desaminiert, von 4-HPPD zu Homogentisinsdure umgesetzt
und diese weiter bis zu den Endprodukten Fumarat und Acetoacetat abgebaut (vgl.
Abb. 1a))(Crouch et al., 1997).

Bei Saugern ist die 4-HPPD vor allem in Niere und Leber lokalisiert. Die
Konzentration in der Leber ist jedoch sehr viel héher als in der Niere. Es verwundert

daher nicht, dal3 die ersten homogenen Enzympréparationen aus S&ugerlebern
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gewonnen wurden (Buckthal et al, 1987; Lin and Crawhall, 1976; Lindblad et al.,
1970).

Beim Menschen ist der autosomal rezessiv vererbte Enzymdefekt der 4-HPPD als
Tyrosinamie vom Typ Il bekannt. Die Krankheit ist durch eine erhohte
Tyrosinkonzentration und massive Ausscheidung von 4-Hydroxyphenylpyruvat und
dessen Derivaten mit dem Urin charakterisiert. Die Patienten sind mental retardiert,

aber die Leber ist nicht in Mitleidenschaft gezogen (Endo et al., 1991).

2.2.2 4-HPPD in Pflanzen

In photosynthetisch aktiven Organismen ist 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase ein
Schlusselenzym in der Biosynthese von Plastochinon und a-Tocopherol (Abb.
1b+c)). Plastochinon ist der essentielle Elektronencarrier zwischen Photosystem I
und dem Cytochrom bgf Komplex und auch Elektronenquelle fir NAD(P)H:
Plastochinon Oxidoreduktasen (Berger et al., 1993). a-Tocopherol (Vitamin E) ist bei
Pflanzen, ebenso wie beim Menschen ein membranassoziierter Bestandteil des
antioxidativen Systems. Es funktioniert als Radikalfanger und ist strukturelle
Komponente von Membranen. Dariiber hinaus ist es wahrscheinlich, daf3 das Enzym

in Pflanzen ebenfalls am Abbau von Tyrosin beteiligt ist.

Die Stellung der 4-HPPD im Stoffwechsel von Pflanzen macht 4-HPPD zu einem
interessanten Zielenzym fir neuentwickelte Herbizide (vgl. 2.2.5). Die Inhibition von
4-HPPD fuhrt zum Ausbleichen der Pflanzen (Chlorose) und ist letal. Das
Ausbleichen der Pflanze geht einher mit einer Akkumulation von Phytoen, einem
Carotinoidvorlaufer. Vermutlich wird das Enzym Phytoendesaturase als Konsequenz
des Fehlens von Plastochinon indirekt inhibiert (Schulz et al., 1993; Norris et al.,
1995).
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O 3
Plastochinon a-Tocopherol

Abb.1 4-HPPD in verschiedenen Soffwechselwegen: a) Abbau von Tyrosin zu
Fumarat und Acetoacetat; b) Biosynthese von Plastochinon (Pflanzen);

c) Biosynthese von a-Tocopherol (Pflanzen).

2.2.3 Klassifizierung von 4-HPPD

Das Enzym gehort zur Gruppe der 2-Oxosaure abhéngigen Dioxygenasen. Diese
bendtigen neben O, und dem jeweiligen Substrat eine 2-Oxosaure fur ihre Aktivitat.
Aul3erdem ist Ascorbat als Cofaktor essentiell fir die Enzymaktivitat (Que and Ho,
1996). In Abwesenheit von Ascorbat wird wahrscheinlich das Fe(ll) zum Fe(lll)
oxidiert und das jeweilige Enzym somit inaktiviert. Zur Aufrechterhaltung der vollen
Enzymaktivitat in vitro ist weiterhin die Verwendung eines Redoxsystems, wie
Ascorbat:Katalase (Lindstedt and Rundgren, 1982b), oder GSH:Dichlorophenol-
indophosphat notwendig (Lindblad, 1971).

Im Unterschied zu den anderen 2-Oxosaure abhangigen Enzymen ist bei 4-HPPD
die 2-Oxoséaure kovalenter Bestandteil des Substratmolekils und nicht zusatzlicher

Ligand.
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Es sind mittlerweile einige Gensequenzen verschiedener bakterieller, tierischer und
pflanzlicher 4-HPPDs bekannt und die jeweiligen Proteine zum Teil biochemisch

charakterisiert (s. Tab. 1).

Organismus SwissProt |Referenz

Homo sapiens (Mensch) P32754 | (Ruetschi et al., 1993)
Mus musculus (Maus) P49429 | (Endo et al., 1995)
Rattus norwegicus (Ratte) P32755 |(Gershwin et al., 1987)
Sus scrofa (Schwein) Q02110 |(Endo et al., 1992)
Coccidioides immitis Q00415 | (Wyckoff et al., 1995)
Caenorhabditis elegans Q22633 | (Wilkinson, 1995)
Tetrahymena thermophila Q27203 | (Hummel et al., 1992)
Arabidopsis thaliana P93836 | (Norris et al., 1998)
Daucus carota (Mohre) 023920 |(Garcia et al., 1997)
Hordeum vulgare (Gerste) 048604 | (Kleberjanke and Krupinska, 1997)
Pseudomonas sp. P80064 | (Ruetschi et al., 1992)
Streptomyces avermitilis Q53586 |(Denoya et al., 1994)
Shewanella colwelliana P23996 |(Fuqua etal., 1991)

Tab. 1Die bislang bekannten 4-Hydroxyphenypyruvat Dioxygenasen.

Alle bekannten eukaryotischen 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenasen sind
Homodimere. Die molekulare Masse der Monomere liegt bei 43-48 kDa. Die bisher
am besten untersuchte prokaryotische 4-HPPD aus Pseudomonas ist im Gegensatz
dazu ein Homotetramer aus Monomeren mit einer Masse von 41kDa (Ruetschi et al.,
1992). Alle bisher bekannten Enzyme enthalten Fe(ll) im aktiven Zentrum.

Die Aminosauresequenzen von 4-HPPD aus Pflanzen, Tieren und Prokaryoten
zeigen jeweils zueinander nur geringe Homologien von 30-35 % (vgl. Abb. 2). Die
konservierten Bereiche beschranken sich fast ausschlieBlich auf den C-terminalen
Bereich der Proteine.
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tierischer
Tetrahymena t.), pilzlicher (Streptomyces s.), pflanzlicher (Arabidopsis t.,

verschiedener
Hordeum vulgare) und bakterieller (Pseudomonas sp.) 4-HPPDs. Farbig
unterlegte Aminosauren sind konserviert. Die Pfeile bezeichnen die das

Abb. 2  Aminoséuresequenzvergleich
Fe(ll) bindenden Reste.
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2.2.4 Kristallstruktur von Pseudomonas 4-HPPD

Bisher gibt es noch keine Struktur einer eukaryotischen 4-HPPD. Das tetramere
Enzym aus Pseudomonas ist allerdings seit kurzem in seiner Struktur aufgeklart
(Serre et al., 1999).

Pseudomonas 4-HPPD ist ein homotetrameres Enzym. Jedes Monomer besteht aus
einer N-terminalen Doméne (AS 1-155) und einer C-terminalen Doméne (AS 156-
355). Die Anordnung der Sekundarstrukturelemente beider Doméanen folgt dem
Muster Bapppa und ist in jeder Domane zweimal wiederholt, so dafl} eine ,Barrel”
artige Struktur entsteht. Ein sehr ahnliches Faltungsmuster findet man auch in zwei
weiteren nicht-Ham Fe(ll) Dioxygenasen aus Pseudomonas, 2,3-Dihydroxybiphenyl-
Dioxygenase (Senda et al., 1996) und Catechol 2,3-Dioxygenase (Kita et al., 1999),
sowie in humaner Glyoxylase. Bei 4-HPPD aus Pseudomonas finden sich allerdings
kurze, zusatzliche a-Helices, welche die Proteinkontakte im Tetramer vermitteln.
Beide Doméanen der Monomere sind bei der Tetramerisierung beteiligt. Die
Sequenzhomologie von 4-HPPD zu den beiden anderen Enzymen liegt unter 15 %.
Bei verschiedenen 4-HPPDs konservierte Aminoséuren findet man vornehmlich in
der C-terminalen Doméne (Abb. 2), sie zeigen fast alle in das Innere der ,Barrel*
Struktur. Weitere konservierte Reste bilden die Grenzflache von beiden Doméanen
zueinander. In der N-terminalen Doméne sind nur wenige Aminosauren konserviert.
Diese verbinden Sekundéarstrukturelemente miteinander.

Das aktive Zentrum ist innerhalb der ,Barrel*-Struktur der C-terminalen Domane
lokalisiert und bildet dort eine tiefe, sehr hydrophobe Tasche. Das Fe(ll)atom wird
von H161, H240 und E322 tetraedrisch koordiniert. Es bleiben so drei

Koordinierungsstellen fir das Substrat und das Sauerstoffmolekul frei.

2.2.5 Inhibitoren von 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase

Es gibt bislang zwei Klassen von 4-HPPD Inhibitoren, die sogenannten 1,3 Diketone
und die Isoxazole.(Abb. 3). Der Wirkmechanismus ist bei beiden Klassen der gleiche,
da Isoxazole durch Ringoffnung zu 1,3 Diketonen metabolisiert werden. Die
Inhibitoren binden kompetetiv mit dem Substrat an das Fe(ll)atom im aktiven
Zentrum (Lee et al., 1998; Pallett et al., 1998; Schulz et al., 1993; Secor, 1994)und
haben Inhibitionskonstanten von ca. 7,0-8,5.
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Das 1,3 Diketon NTBC (2-(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexandion) wird
in der Therapie von Tyrosindmie des Typs | eingesetzt. Durch die Hemmung von
4-HPPD wird hier die Akkumulation von Fumarylacetoacetat und dessen gesattigten
Abbauprodukten verhindert und so schwere Nieren- und Leberschaden vermieden
(Ellis et al., 1995; Lock et al., 1998).

Sulcotrion (2-(2-chloro-4-methansulfonylbenzoyl)-1,3-cyclohexandion) und Isoxaflutol
(5-cyclopropyl-isoxazol-4-yl-2-mesyl-4-trifluoromethylphenylketon) werden als
Herbizide eingesetzt (Lee et al., 1998; Pallett et al., 1998; Viviani et al., 1998). Beide
fuhren zum Ausbleichen, zu Gewebsnekrosen und schlie3lich zum Tod der Pflanze.
Sulcotrion wird unter dem Markennamen Mikado™ fur den Einsatz in Maiskulturen

vertrieben.

J
o) SO,Me OH CF

Sulcotrion NTBC

O O SOMe

CN
CF

Isoxaflutol Diketonitril

Abb. 3 Inhibitoren von 4-HPPD

2.3 Anorganische Pyrophosphatase (PPase)

Pyrophosphat (PP;) ist das kleinste Mitglied der Familie der Polyphosphate. Bei
seiner Bildung werden zwei Phosphatreste (P;) Uber eine Phosphoanhydridbindung
miteinander verknupft. Bereits 1928 wurde in tierischem Gewebe ein spezifisches
Enzym entdeckt, welches PP; zu P; hydrolysierte (Kay, 1928). Spater erkannte man

die ubiquitare Verbreitung von anorganischen Pyrophosphatasen in verschiedensten
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Organismen und Geweben, welche letztendlich ihre zentrale Position im Stoffwechsel
der Zelle widerspiegelt. Eine grofe Anzahl lebenswichtiger Reaktionen, wie die
Synthese von Nukleinsduren, Proteinen, Lipiden und Polysacchariden werden durch
die Hydrolyse von Nukleotidtriphosphaten zu Nukelotidmonophosphaten und PP;
vorangetrieben (Stetten, 1960). Erst die Hydrolyse von PP; zu P; durch anorganische
Pyrophosphatasen macht die Reaktionen irreversibel (Kornberg, 1962). Die Kontrolle
der PP; Konzentration im Bereich von wenigen pM stellt einen wichtigen
Regulationsmechanismus fur die obengenannten Reaktionen dar.

Dieser Mechanismus macht anorganische Pyrophosphatasen zu einem
interessanten Zielenzym fir therapeutische Anwendungen in der Medizin und auch
im Pflanzenschutz. Inhibitoren der PPasen werden vor allem bei der Behandlung von
Krankheiten wie Osteoporose und dem Multiplen Myelom (s. 2.3.2) eingesetzt. Ein
weiteres  Anwendungsgebiet flr Inhibitoren der 18slichen anorganischen
Pyrophosphatasen ist der Einsatz als Antimykotikum bzw. als Fungizid in der

Behandlung von Pilzinfektionen wie auch im Bereich des Pflanzenschutzes.

Neben den léslichen anorganischen Pyrophosphatasen, auf die in dieser Arbeit
naher eingegangen werden soll, gibt es noch zwei andere Gruppen von
Pyrophosphatasen.

Als erstes zu nennen waren die nur bei Pflanzen und bestimmten Bakterien
vorkommenden membrangebundenen vakuolare Pyrophosphatasen.

In diesen Organismen ist die intrazellulare Konzentration von PP; um ein Vielfaches
hoher als in tierischen Organismen, und PP; dient als Phosphorylgruppendonor
zusammen mit oder anstelle von ATP. Die Hydrolyse von PP; wird hier begleitet vom
Aufbau eines Protonengradienten Uber die Vakuolenmembran. Somit unterscheidet
sich diese Enzymfamilie sowohl in ihrem Aufbau als auch in ihrer Funktion stark von
den I6slichen anorganischen Pyrophosphatasen. S. Reviews: (Baltscheffsky and
Baltscheffsky, 1992; Baltscheffsky et al., 1999; Rea and Poole, 1993).

Die zweite Gruppe bilden die ebenfalls membranassoziierten mitochondrialen
Pyrophosphatasen. Diese Enzyme nehmen eine intermediére Stellung zwischen den
l6slichen und den protonenpumpenden Pyrophosphatasen ein. Sie sind Uber
nichtkatalytische Untereinheiten in der inneren Mitochondrienmembran verankert
(Volk et al., 1983). lhre katalytischen Untereinheiten ahneln in ihrer Struktur und



Einleitung 13

Funktion den l6slichen Pyrophosphatasen, auch arbeiten diese Enzyme nicht als

Protonenpumpe (Lundin et al., 1991).

2.3.1 Physiologie der l6slichen anorganische Pyrophosphatase aus
Saccharomyces cerevisiae

Die bislang am Besten untersuchten léslichen, anorganischen Pyrophosphatasen
sind die aus E.coli und Saccharomyces cerevisiae. Sie &hneln sich stark in ihren
biochemischen Eigenschaften, wie Substratspezifitdt, Reaktionskinetik und
Inhibitoren. Beide Enzyme sind im wesentlichen ,perfekte” Enzyme. Das Verhéltnis
von Kea/Knm , als MaR fir die Effektivitat der Enzyme, liegt mit 3 x 10° M™* s nah am
Maximalwert fur Enzyme unter Diffusionskontrolle (Fersht, 1984). Die Hydrolyse von
PP; zu 2 P; wird gegeniuber der nichtkatalysierten Hydrolyse in Wasser um einen
Faktor von 10 beschleunigt. Die Riickreaktion, also die Synthese von PP; wird mit
etwa 0,5 -1 % der Geschwindigkeit der Hinreaktion katalysiert (Daley et al., 1986).
Anorganische Pyrophosphatase wird durch zweiwertige lonen aktiviert. Mg®* ist der
natiirliche Aktivator. Generell sinkt die Aktivitét in der Reihenfolge Mg** > Zn** > Mn?*
> Co%" >> Cd*" >> Ca®" (Cooperman, 1982). Calcium ist ein natirlicher Inhibitor der
Pyrophosphatase (Moe and Butler, 1972). In der Gegenwart von Zn®*, Mn®* oder
Co?* , nicht aber Mg**, ist die PPase in der Lage, Monoester von PP; wie z.B. ADP
oder ATP mit etwa 1 % der Reaktionsrate fur MgPP; umzusetzen (Schlessinger and
Coon, 1960).

2.3.2 Inhibitoren von Iéslichen anorganischen Pyrophosphatasen

Natdrliche Inhibitoren von anorganischen Pyrophosphatasen sind P; und eventuell
Polyphosphate (Baykov et al., 1999). Ca** als Komplex mit PP;, ist ein starker
kompetitiver Inhibitor der PPase. Allerdings inhibiert Ca®" erst im mikromolaren
Bereich, also jenseits von physiologisch vorkommenden Ca** Konzentrationen.

Bisphosphonate sind Substratanaloga, in denen die Sauerstoffbriicke zwischen den
beiden Phosphatatomen durch ein Kohlenstoffatom ersetzt sind. Diese inhibieren
l6sliche Pyrophosphatasen aus Saugern recht stark (K; im mikromolaren Bereich).
Mitochondriale und bakterielle PPasen werden allerdings nicht von ihnen gehemmt
(Smirnova et al., 1988; Unguryte et al., 1989). Bisphosphonate wie Pamidronat®,

Alendronat® und Clodronat® (Abb. 4) werden vor allem in der Therapie von
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Osteoporose (Golden, 1998) sowie in der Onkologie eingesetzt (Desikan et al.,
1999).

Imidodiphosphat (P-N-P) (Abb. 4) ist ebenfalls ein starker Inhibitor, wird allerdings
langsam von anorganischen Pyrophosphatasen hydrolysiert (Smirnova et al., 1986).
Eukaryotische Pyrophosphatasen werden Uberdies durch F* inhibiert. Die Inhibition
ist das Resultat einer Stabilisierung des Enzym-Substratkomplexes durch das Fluorid
(Baykov et al., 1992).

R H\ CI><CI

Pi” Pi Pi”  Pi Pi Pi

Bisphosphonat Imidodiphosphonat Clodronat

HZN\
NH, CH,
HZC\ HZC\
HO CH, HO CH,
Pi Pi Pi><Pi
Pamidronat Alendronat

Abb. 4 Inhibitoren der anorganischen Pyrophosphatase

2.3.3 Bekannte Gene und Primarstruktur

Bis jetzt sind die Gene von acht prokaryotischen (E.coli, Sulfolobus acidocaldarius,
Thermoplasma acidophilum, thermophiles Bakterium PS-3, Bartonella bacilliformis,
Thermus thermophilus, Bacillus stearothermophilus und Synechocystis 6803) sowie
sieben eukaryotischen (Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis,
Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum und Bos
taurus) l16slichen anorganischen Pyrophosphatasen bekannt (Baykov et al., 1999).

Die PPasen sind in ihrer Aminosauresequenz nur sehr schlecht konserviert. Die E.
coli Pyrophosphatase entspricht den Aminosauren 28-225 des Enzyms aus

Saccharomyces cerevisiae. Die Sequenzhomologie beider Pyrophosphatasen
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betragt jedoch nur ca. 25 %. In allen bekannten, léslichen, anorganischen
Pyrophosphatasen sind tUberhaupt nur 17 Aminosauren voéllig konserviert. Davon
liegen 13 im aktiven Zentrum, welches insgesamt aus 17 polaren Aminosauren und

drei aromatischen Aminoséauren besteht (Harutyunyan et al., 1996).

2.3.4. Struktur des Pyrophosphatase Monomers und des aktiven Zentrums

Am besten untersucht und in ihrer Struktur aufgeklart sind die Enzyme aus E. coli
(Oganessyan et al, 1994; (ankare et al., 1996) und Saccharomyces cerevisiae
(Harutyunyan et al., 1981). Aul3erdem sind die Kristallstrukturen von zwei weiteren
prokaryotischen Pyrophosphatasen (Thermus thermophilus (Teplyakov et al., 1994)
und Sulfolobus acidocaldarius (Hansen et al., 1999)) bekannt. Die Strukturen der
prokaryotischen Pyrophosphatasen sind untereinander sehr ahnlich mit Rms

Abweichungen von weniger als 1 A/Ca.

Abb.5 Stereobild des PPase Monomers aus Saccharomyces cerevisiae nach
(Harutyunyan et al., 1996). a-Helices sind in gelb, B-Faltblattstrukturen in rot und

Mn*" in grau dargestellt.

Sowohl bei den bakteriellen, als auch bei der Hefe PPase, ist eine Kernstruktur
bestehend aus 8 [3-Strangen und 2 a-Helices konserviert (Harutyunyan et al., 1981),
(Oganessyan et al.,, 1994). Das Faltungsmuster der Pyrophosphatase folgt dem
Oligonukleotid-Bindungs-Motiv (,OB-fold*) (Murzin, 1996). Die (-Strange 1, B4, 5

B7 und B6 bilden dabei eine Art verdrehtes ,B3-Barrel“. Dieses wird oben durch
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a-Helix B und unten durch einen ,Loop“ zwischen B5 und (36 abgeschlossen (s. Abb.
5).

Im Inneren des ,B-Barrel* liegt als relativ groRe Ausbuchtung von ca. 20 A das aktive
Zentrum. Es wird bei l6slicher anorganischer Pyrophosphatase aus Hefe von 20
Uberwiegend polaren Aminosauren geformt. Der Grund des aktiven Zentrums ist
hydrophob und wird aus den Aminosauren Y93, W188, F189 und K154 gebildet.
Dieser hydrophobe Kern wird unmittelbar von den positiv geladenen
Aminosaureresten von K56, L78, K193 und K198 umgeben. Die gegeniberliegende
Wand der Tasche des aktiven Zentrums ist ausschliellich aus den negativ
geladenen Aminosauren E48, E58, D71, D115, D117, D120, D147 E148 E150 und
D152 aufgebaut (vgl. Abb. 6). Davon binden die vier Aspartatreste D115, D120,
D147 und D 152, sowie der Glutamatrest E58 die vier Mn®* lonen, welche fir die

Substratbindung und die Hydrolyse des PP; notwendig sind.

Abb. 6 Stereobild des aktiven Zentrums von PPase aus Saccharomyces cerevisiae
im Komplex mit Mn** nach (Harutyunyan et al., 1996). Die Aminoséuren des aktiven
Zentrums sind in grin, das Ca Rickrad des Proteins in grau und die Manganatome

in lila dargestelit.

Die |6slich anorganische Pyrophosphatase aus Hefe ist mit 282 Aminosauren pro
Monomer wie alle anderen eukaryotischen Pyrophosphatasen deutlich groRer als die
bakteriellen Enzyme mit ihren etwa 170 Aminosauren. Daraus resultiert ein viel
grolRerer hydrophober Kernbereich. Die Hauptunterschiede sind N- und C-terminale
Verlangerungen, die zusammen mit 33 ein zusatzliches B-Faltblatt aus 39, 4 und 33
bilden (vgl. Abb. 5).
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2.3.5 Oligomere Organisation

Hefe PPase ist ein Homodimer mit Monomeren von ca. 30 kDa, wogegen die
bakteriellen Enzyme Homohexamere aus Monomeren von ca. 20 kDa bilden (vgl.
Abb. 7).

Die Struktur der bakteriellen Pyrophosphatasen ist dabei eher ein Dimer aus
Trimeren als ein Trimer aus Dimeren. Die Organisation als Trimer erméglicht dabei
eine zusatzliche Stabilisierung des Enzyms, da so ein gro3er Anteil der Oberflache
gegenuber des Losungsmittels abgeschirmt wird (Teplyakov et al., 1994; Salminen et
al., 1996). Die Intermonomerkontakte sind dabei hydrophober Natur, wahrend die
Intertrimerkontakte durch ionische Bindungen zwischen Resten der a-Helix A
vermittelt werden.

Bei der l6slichen anorganische Pyrophosphatase aus Saccharomyces cerevisiae
werden die Dimerkontakte durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
aromatischen Resten von W152, H87/H87 und W152 vermittelt. Diese Interaktion
erinnert stark an das ,base stacking“ in DNA und wird auf beiden Seiten jeweils durch
R51 zusammengehalten (Heikinheimo et al., 1996).

a)

Abb. 7 a) Dimer der Saccharomyces cerevisiae PPase. b) Trimer der E.coli PPase.

2.3.6 Reaktionsmechanismus

Der postulierte Reaktionsmechanismus der Hydrolyse des PP; folgt einem S\2
Mechanismus (Gonzalez and Cooperman, 1986). Ein Hydroxylanion (Ow) greift die

Pil Gruppe der entgegengesetzten Richtung zu der P-O Etherbindung an (vgl. Abb.
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8). Die trigonal-bipyramidale Koordination des Ubergangszustandes wird durch die
Metallionen und positiv geladene Seitenketten stabilisiert. Dadurch wird die P-O
Bindung geschwacht und das Phosphoratom der P;1 Gruppe Richtung Ow
verschoben. Diese Verschiebung von etwa 1.0 A reicht aus, um die P-O Bindung zu
spalten (Heikinheimo et al., 1996).

Abb. 8 Nukleophiler Angriff der Hydroxylgruppe Ow bei der PP; Hydrolyse.

2.4 Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

Das Gebiet der Strukturaufklarung von Proteinen mit Hilfe von Réntgenstrahlung ist
in verschiedenen Lehrblchern detailliert ausgefuhrt (Blundell and Johnson, 1976;
Drenth, 1994; Giacovazzo et al., 1992; Helliwell, 1992; Stout and Jensen, 1989). Im
folgenden soll nur eine kurze Ubersicht der wichtigsten Grundprinzipien gegeben

werden.

2.4.1 Uberblick

Proteinstrukturen bieten die Mdglichkeit, biochemische Prozesse in der Zelle auf
atomarer Ebene zu verstehen. In der chemischen Wirkstoffsynthese versucht man,
mit Hilfe von Atommodellen der Protein—Inhibitor—Komplexn das Bindemotiv zu
ergrinden, um dann eine synthetische Substanz mit verbesserten Eigenschaften
synthetisieren zu kénnen. Im Dezember 1999 waren in der Proteindatenbank in
Brookhaven mehr als 11 000 freigegebene Proteinstrukturen hinterlegt. Davon waren
83% mit Hilfe wvon Diffraktionstechniken bestimmt, wahrend 15% durch
kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR) bestimmt wurden und 2% auf
theoretischen Methoden beruhten. Dies unterstreicht eindrucksvoll die zentrale Rolle

der Proteinkristallographie auf dem Gebiet der Strukturbiologie. Die NMR-
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Spektroskopie erganzt die Diffraktionstechniken, da sie Informationen uGber die
Dynamik von Makromolekilen liefert und nicht auf die Kristallisierfahigkeit des
Materials angewiesen ist. Die routineméfige Anwendbarkeit der Methode ist
allerdings auf Molektle mit einer Masse von bis zu etwa 25 kDa beschréankt.

2.4.2 Proteinkristalle

Grundvoraussetzung fur eine Strukturanalyse durch Rontgendiffraktionsmethoden ist
die Fahigkeit des zu analysierenden Proteins, Einkristalle zu bilden. Dies ist jedoch
nur in der Regel bei hochreinen Proteinen mdglich. Es sind verschiedene Techniken
zur Kiristallisation von Proteinen bekannt (McPherson, 1990), von denen der
Dampfdiffusionsmethode heute im allgemeinen die gréf3te Bedeutung zukommt.
Dazu versetzt man die Protein- oder Komplexlosung mit einem Fallungsmittel und
erzeugt einen Konzentrationsgradienten innerhalb eines abgeschlossenen Gefal3es.
Durch Diffusion des Losungsmittels aus der Protein- oder Komplexldsung in ein
Reservoir hoherer Salz oder Prazipitanzkonzentration bildet sich eine Ubersattigte
Losung, in der sich bei gunstigen intermolekularen Wechselwirkungen
Kristallisationskeime bilden. An diesen Keimen erfolgt dann das Kristallwachstum,
indem sich die Molekile geordnet aneinander lagern. Die auftretenden
Wechselwirkungen werden u. a. durch die Protein- oder Komplexkonzentration,
durch die chemischen Eigenschaften und Konzentration des Fallungsmittels,
Temperatur und pH bestimmt. Dadurch stellt die Kristallisation ein vieldimensionales
Problem dar, das man durch faktorielle Experimente zu l6sen versucht (Carter and
Carter, 1979; Jancarik and Kim, 1991).

Die Struktur eines Kristalls laf3t sich mit Hilfe seiner Symmetrie beschreiben. Kleinste
strukturelle Entitat ist die asymmetrische Einheit, aus der durch Anwendung der
kristallographischen Punktsymmetrie die Elementarzelle erzeugt wird. Diese baut
durch regelméaRige Wiederholung in allen drei Raumrichtungen Uber die
kristallographische Translationsymmetrie den Kristall auf. Allerdings bilden gerade
Makromolekile keine perfekten Kristalle. Sie bestehen aus kleinen Blocken, die
mosaikartig gegeneinander leicht versetzt sind. AufRerdem bilden sie durch einen
hohen L&sungsmittelgehalt von ca. 30-70% eine lockere Packung, die in vielen
Fallen nur durch wenige Kristallkontakte zwischen den  Molekilen

zusammengehalten wird. Dieser Umstand laf3t sich ausnutzen, um kleine Molekile
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oder Schweratomverbindungen durch Ldsungsmittelkanale in  den Kiristall

einzubringen.

2.4.3 Beugung von Roéntgenstrahlung an Kristallen

Die wichtigsten Rontgenstrahlungsquellen in der Proteinkristallographie sind
Drehanodengeneratoren und Synchrotrone. Beim Drehanodengenerator trifft ein
Elektronenstrahl im Vakuum auf eine rotierende Kupferanode. Dabei wird
Rontgenstrahlung freigesetzt, aus der sich der gewiunschte Strahlungsanteil (Cu-K:
A = 1,5418 A) herausfiltern 1&Rt. Synchrotronstrahlung entsteht durch die auf einer
Kreisbahn gehaltene Ladung, wobei spezielle Geréate die Beschleunigung dieser
Ladung lokal verstarken (Wiggler und Undulatoren), so die abgegebene
Strahlungsleistung maximieren und ein bestimmtes Wellenl&angenspektrum festlegen.
In sogenannten ,Beamlines” wird diese Strahlung durch geeignete rontgenoptische
Systeme fokussiert und die gewlnschte Wellenlange eingestellt. Diese hat

tiblicherweise Werte zwischen 0,9 A und 1,8 A.

Trifft Rontgenstrahlung auf einen Kristall, regt ihr oszillierendes elektrisches Feld die
Elektronen zu Schwingungen mit gleicher Frequenz an. Die Elektronen wirken als
oszillierende Dipole und senden ihrerseits sekundére Strahlung mit der Frequenz der
einfallenden Strahlung aus, die aber um 180° phasenverschoben ist. Diese
elastische oder koharente Streuung, auch Thomson-Streuung genannt, wird unter
Vernachlassigung von Mehrfachstreuung durch die kinematische Streutheorie
beschrieben. Aufgrund der Phasenverschiebung der gebeugten Einzelwellen,
ausgehend von jedem Punkt endlicher Elektronendichte, summiert sich die
Gesamtintensitat der resultierenden Sekundarstrahlung aller Elektronen zur Intensitat
null (destruktive Interferenz), wenn nicht der Gangunterschied ein ganzzahliges
Vielfaches der Wellenlange ist (konstruktive Interferenz). Die Beugung der

Rontgenstrahlung am Kristallgitter laf3t sich nun mathematisch wie folgt beschreiben:

Die durch periodische Wiederholung der Elementarzelle auftretenden
Translationsvektoren ergeben in ihrer Gesamtheit das Kristallgitter. Dieses Gitter wird
von Netzebenen durchzogen, die verschiedene Gitterpunkte beinhalten und die
durch ihre Schnittpunkte mit den Achsen der Elementarzelle charakterisiert werden
(Miller-Indices). Die Ansammlung aller Normalenvektoren dieser Netzebenenscharen
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bilden das reziproke Gitter. Die reziproken Gittervektoren werden vom Ursprung des
reziproken Gitters aus gezeichnet, und ihre Lange entspricht dem reziproken
Abstand der Ebenen einer Netzebenenschar. Bei koh&renter Streuung an einer
Netzebenenschar des Gitters trifft unter einem Winkel @ zwischen einfallendem Strahl
und Netzebenenschar konstruktive Interferenz auf, wenn der Gangunterschied
zwischen den an verschiedenen Ebenen einer Schar gebeugten Wellen ein
ganzzahliges Vielfaches der Wellenlange ist. Dies ist Gegenstand der Bragg’'schen

Gleichung:

na= 2dhk,sin Hhkl

n: ganze Zahl, A: Wellenlange, d: Netzebenenabstand

In der sogenannten Ewald-Konstruktion lasst sich die Bragg'sche Gleichung unter
Verwendung des reziproken Gitters als Vektordiagramm darstellen (Abb. 9). Dabei
befindet sich der Kristall im Mittelpunkt der Ewald-Kugel mit dem Radius 1/A. Der
Ursprung des reziproken Gitters (U) liegt an dem Punkt auf der Oberflache der
Ewald-Kugel, an dem sie ein Vektor in Richtung des einfallenden Strahls schneidet.
Fur jeden Punkt P des reziproken Gitters, der auf der Kugeloberflache liegt, ist die
Reflexionsbedingung erfiillt. Bei einer Rotation des Kristalls dreht sich neben dem
Kristallgitter auch das reziproke Gitter, so dald zu verschiedenen Zeitpunkten fur

unterschiedliche Reflexe die Beugungsbedingung erfillt ist.

Abb. 9 Ewald-Konstruktion (Ewald, 1921)
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Die Intensitat der gebeugten Strahlung wird vom Inhalt der Elementarzelle bestimmt.
Da ein Kristall die Konvolution des Elementarzelleninhaltes mit dem
dreidimensionalen Gitter darstellt, ergibt sich das Diffraktionsmuster des
Molekulkristalls aus dem Produkt der molekularen Transformation mit dem
reziproken Gitter. Das Produkt beider Transformationen resultiert in einer Abbildung
der molekularen Transformation an den reziproken Gitterpunkten, wodurch die
Intensitdt an einem reziproken Gitterpunkt hoch ist, wenn die zugrundeliegende
molekulare Transformation an diesem Punkt eine hohe Intensitat besitzt, und

umgekehrt.

Da die Elektronenhulle eines Atoms ein endliches Volumen einnimmt, héangt die
gestreute Gesamtwelle vom Einfallswinkel ab. Bei grof3en Streuwinkeln ist die
Phasendifferenz zwischen den Wellen, die an unterschiedlichen Positionen innerhalb
der Atomhille gebeugt werden, ebenfalls hoch, so dal3 die resultierende
Gesamtintensitat mit zunehmendem Winkel und damit héherer Auflésung abnimmt.
Die an einem Atom gestreute Gesamtwelle errechnet sich durch das Aufsummieren

aller individuellen Beitrage innerhalb des Atomvolumens:
f (§) = L p(?)explZn’F [fSJdv

Unter der Annahme, dafl} die Elektronendichte des Atoms kugelsymmetrisch ist,

hangt dieser atomare Formfaktor f nur von der Lange des Streuvektors S ab, nicht

aber von dessen Richtung. Die atomaren Formfaktoren innerhalb einer

Elementarzelle mit n Atomen summieren sich unter Multiplikation mit ihrem jeweiligen

Phasenwinkel zum Strukturfaktor [§ auf:
Flg)= > explerit; (5]
=

Dabei gibt der Vektor r, die Position des Atoms j in Fraktalkoordinaten an. Analog

zur Winkelabhéngigkeit der Strahlungsintensitat im Falle einer nichtpunktférmigen

Streuquelle bewirkt auch die thermische Schwingung von Atomen eine zunehmende
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destruktive Interferenz der gestreuten Wellen gerade bei grof3en Streuwinkeln.

Deshalb wird der atomare Formfaktor mit einem Temperaturfaktor B multipliziert:

T(iso):expgr Bﬂﬁ% B=87
Der Temperaturfaktor ist auRerdem mit der mittleren quadratischen Auslenkung der
Atome verknupft:
Zusatzlich zu dieser dynamischen Unordnung gehen in den Temperaturfaktor
allerdings noch andere Faktoren ein, z. B. statische Unordnung, falsche
Datenskalierung, Absorption oder nicht korrekte Kurven fur die atomaren

Formfaktoren.

Aufgrund der Fehlordnung (Mosaizitat) der Kristalle sind die Beugungsreflexe nicht
unendlich scharf. Die Netzebenenscharen eines Kristalls befinden sich nur tber
einen endlichen Winkelbereich in Reflexstellung. Die Gesamtintensitat /(h)eines
gebeugten  Strahls fir einen Kristall, der mit einer gleichformigen
Winkelgeschwindigkeit w durch die Reflexposition rotiert und sich in einem
Rontgenstrahl mit der Intensitat des einfallenden Strahls befindet, ist durch die

Darwin’sche Formel gegeben (Darwin, 1914):

|(ﬁ)= To yo e' 1+cos’20 LAV,
2.4 2
w m-c 2 V

F (ﬁlz

dabei sind A die Wellenlange der Roéntgenstrahlung, e die Elementarladung, m die
Elektronenmasse und c die Lichtgeschwindigkeit. Der Term (1+cos?2 c)/2 stellt den
Polarisierungsfaktor dar, der die partielle Polarisierung des gebeugten Strahls fir den
Bragg-Winkel @ angibt, wenn der Priméarstrahl unpolarisiert ist. L ist der Lorenzfaktor
und berucksichtigt die relative Zeit, die jeder Reflex in der Reflexposition verbringt. A

ist der Absorptionsfaktor, V; das Kiristallvolumen und V das Volumen der

Elementarzelle. ‘F(ﬁ)‘ ist die Strukturfaktoramplitude fiir den Reflex h. Somit ist bei

kinematischer Streuung ohne Mehrfachstreuung die Intensitat /(h) des gebeugten

Rontgenstrahles proportional zum Amplitudenquadrat des Strukturfaktors F (h).
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2.4.4 Berechnung der Elektronendichte

Der Strukturfaktor F (h) ist die Fourier-Transformation der Elektronendichte. Daher
lasst sich die Elektronendichte p am Ort xyz durch inverse Fourier-Transformation

berechnen:

plxvz)=; 33 3 Flom)e-2i(r iy +12)

Es gilt,If(hkl):‘lf(hkl)‘expia(hkl), wobei a(hkl) den Phasenwinkel des Reflexes hk/

darstellt. Im Beugungsexperiment erhalt man aus den integrierten Intensitaten

lediglich die Strukturamplituden‘If(hkl)‘, nicht aber die zugehorigen Phasenwinkel,

ohne die die Elektronendichte des Molekiils nicht berechnet werden kann.

2.4.5 Losung des Phasenproblems

Zur Losung des Phasenproblems gibt es verschiedene Ansatze:

1. Multipler isomorpher Ersatz (MIR)
2. Multiple anomale Dispersion (MAD)
3. Molekularer Ersatz (MR)

4. Direkte Methoden

Ohne vorhandene strukturelle Informationen ist die Methode des multiplen
iIsomorphen Schweratomersatzes die wichtigste Methode zur Phasenbestimmung in
der Proteinkristallographie. Aufgrund des technischen Fortschrittes an Synchrotron-
Beamlines gewinnt auch die MAD-Methode zunehmend an Bedeutung (Hendrickson
et al., 1989). Ist die Struktur eines homologen Proteins bereits bekannt, kann diese
mit Hilfe von Patterson-Suchmethoden (Molekularer Ersatz) unter ginstigen
Umstanden zur anfanglichen Phasenbestimmung herangezogen werden (Hoppe,
1957; Rossman and Blow, 1962; Huber, 1965). Diese Methode findet auch in
steigendem Maf3e Anwendung, da eine immer grof3ere Zahl von Proteinstrukturen
zur Verfugung steht. Im Gegensatz dazu spielen direkte Methoden nach wie vor in
der Proteinstrukturanalyse (Karle, 1989) trotz erster Erfolge (Acta Cryst. 1993, D49,

1. Ausgabe) keine bedeutende Rolle. In erster Linie sind dafir die limitierte
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Auflésung der Rontgenbeugungsexperimente an Proteinen und die groRe Anzahl der
Atome in der Elementarzelle verantwortlich. In der Kleinmolekulkristallographie, in
der atomare Auflésung erreicht wird, sind die direkten Methoden allerdings das
Standardverfahren zur Phasenbestimmung. Im folgenden soll lediglich die MR-
Methode kurz beschrieben werden, da sie in der vorliegenden Arbeit Verwendung
fand.

2.4.6 Molekularer Ersatz

Gibt es zu dem untersuchten Protein ein verwandtes Molekil mit bekannter
dreidimensionaler Struktur, so kdnnen die Phasen mit Hilfe der Pattersonfunktion

(Patterson, 1934) bestimmt werden:
2
P(uvw) = v Z Z Z |F(hki ) cos2rz{hu + kv + 1w)

Dabei wird die bekannte Struktur in die Elementarzelle der unbekannten Struktur
rotiert und translatiert (Hoppe, 1957; Rossman and Blow, 1962; Huber, 1965). Durch

eine Fourier-Transformation lassen sich nun die Phasen bestimmen.
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Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Enzyme 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase
aus verschiedenen eukaryotischen Organismen und I6sliche anorganische
Pyrophosphatase aus Saccharomyces cerevisiae untersucht werden. Beide Enzyme

haben ein groRe Bedeutung als Zielenzyme in Medizin und Pflanzenschutz.

Native Mais 4-HPPD sollte aus etiolierten Maiskeimlingen isoliert werden. Im
Vordergrund sollte hier die Gewinnung von Sequenzinformation zur Klonierung des
Gens stehen. Uberdies sollte eine einleitende biochemische Charakterisierung des
Enzyms durchgefuihrt werden.

Ziel der Arbeit war auch die Klonierung der 4-HPPD Gene einerseits aus Arabidopsis
thaliana als Modellorganismus, sowie aus Mais und Reis als Kulturpflanzen und
andererseits aus Mensch und Maus als in der Medizin relevante tierische
Organismen. Die Enzyme sollten heterolog in E.coli Gberexprimiert und gereinigt
werden. Wenn moglich sollte die jeweilige rekombinanten 4-HPPD kristallisiert und

so die Grundlage einer Strukturldsung von eukaryotischer 4-HPPD gelegt werden.

Saccharomyces cerevisiae PPase sollte zusammen mit verschiedenen
Substratanaloga kristallisiert werden. Des weiteren sollte die Struktur der PPase-
Inhibitorkomplexe Uber Réntgenstrukturanalyse gelést werden. Zusammen mit den
bereits bekannten PPase Strukturen sollte ein Reaktionsmechanismus
vorgeschlagen, oder der bereits postulierte Reaktionsmechanismus verifiziert

werden.
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Material und Methoden

3.0 Gerate und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Sigma, Aldrich, Roth,
Serva, Biomol, BioRad, Pharmacia, Qiagen, Stratagene, Invitrogen, Clontech, Merck,
und Roche bezogen. Die Qualitat entsprach mindestens zur Analyse. 1-**C-Tyrosin
wurde von Amersham bezogen.

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien und Gerdte waren von den Firmen
Beckmann, Sorvall, Eppendorf, Millipore, Qiagen, Pharmacia, Stratagene, BioRad,

Gilson und Branson

3.1 Anzucht , Ernte und Lagerung des Pflanzenmaterials

Ungebeizte Maiskérner der Sorte Zea mays ,mutin“ wurden in mit Vermiculite
gefullten Pflanzschalen (30 x 40 cm) ausgelegt, dinn mit dem Substrat bedeckt,
angegossen und in eine verdunkelte Klimakammer gestellt. Die Kultur erfolgte bei
22°C ohne Nachtabsenkung bei 60 % relativer Luftfeuchte und andauernder
Dunkelheit. Die Maiskérner keimten nach 24-48 h. Nach weiteren 4-5 Tagen wurden
die Maiskeimlinge bei einer GroRe von ca. 5 cm geerntet und sofort in flissigen

Stickstoff Uberfuhrt. Die Keimlinge wurden bei -80°C gelagert.

3.2 Zellaufschluf3 und Gewinnung des Zellrohextraktes

Der Zellaufschlul3 wurde bei kleinen Mengen in einer Braun Kaffeemihle, bei
groReren Mengen (ab 200 g) in einer Retsch Zentrifugalmuhle durchgefiihrt. Beide
Gerate wurden zunéchst mit flissigem Stickstoff vorgekihlt. Die tiefgefrorenen
Maiskeimlinge wurden in mehreren Pulsen zu einem feinen Mehl vermahlen und in
AufschluBpuffer M (2 ml/ g FG) dberfiihrt. Nach dem Auftauen wurden Zell- und
Gewebetrimmer 15 min bei 20 000 xg und 4°C abzentrifugiert.

AufschluBpuffer M: 100 mM KP; pH 7.0

5mM Natriumascorbat

2 UM Sulcotrion
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3.3 Reinigung und Charakterisierung von Proteinen
3.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der Proben wurde photometrisch bei 595 nm nach (Bradford, 1976)
ermittelt. Dazu wurde eine Eichkurve mit BSA in den Konzentrationen von 0,1 bis 15
pg /mlim Absorptionsbereich von 0-1,2 erstellt.

200 pl Bradfordreagenz (BioRad) wurden mit 1-50 pl Proteinlésung versetzt und mit
H,O ad 1ml aufgefillt. Die Proben wurden mindestens 5 min bei RT inkubiert und

anschlielRend die Extinktion bei 595 nm bestimmit.
3.3.2 Aktivitatstest 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase
3.3.2.1 Radioaktiver Test

Die Aktivitat der 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase wurde modifiziert nach
(Lindstedt and Odelhog, 1987a) bestimmt. Bei der Umsetzung von 4-
Hydroxyphenylpyruvat zu Homogentisinsaure wird CO, freigesetzt. Dieses kann bei
Verwendung von radioaktiv markiertem 1-'*C-4-Hydroxyphenylpyruvat leicht

nachgewiesen werden.
a) Herstellung des Substrates

1-**C-4-Hydroxyphenylpyruvat konnte durch die oxidative Desaminierung von
kommerziell erhaltlichem 1-**C-Tyrosin gewonnen werden. Die Reaktion wurde durch
das Enzym Aminosaureoxidase katalysiert. Hierzu wurden 50 pl 1-**C-Tyrosin (50
HCi/ml bei 55mCi/mMol) mit 50 ul 1 N NaOH und 100 pl 200 mM KPO,4 pH 6.5 mit
30500 U Katalase und 0.15 U 1-Aminosaureoxidase 90 min bei 30°C inkubiert.
Langere Inkubationszeiten bzw. grol3ere Mengen 1-Aminosaureoxidase verringern
die Ausbeute durch weitere Oxidation des Substrates.

Das Reaktionsprodukt 1-**C-4-Hydroxyphenylpyruvat wurde durch die Adsorption an
den lonenaustauscher Dowex WX8 gereinigt. Dazu wurde zunachst eine Saule aus
400 pl Dowex in einer 1,25 ml Multipettenspitze hergestellt. Diese wurde mit dem

zehnfachen Volumen 0,1 M HCI equilibriert. Die zu reinigende Probe wurde 1:1 mit
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H,0 verdinnt und auf die Saule aufgetragen. Nach dem Einsinken der Probe wurde
das 1-'C-4-Hydroxyphenylpyruvat mit insgesamt 2 ml H,O eluiert. Dabei wurden
Fraktionen a 250 pl gesammelt, im LSC auf ihre Radioaktivitat untersucht und die

Fraktionen mit mehr als 1000 dpm/pl vereinigt.

b) Durchfiihrung des Aktivitatstests :

Fur den Test wurden 20 ml Scintillationsgefaf3e verwendet. In die Kunststoffdeckel
wurde ein Glasfaserrundfilter eingelegt. Anschlielend wurde durch Deckel und
Glasfaserfilter eine Kanule eingestochen. Der Rundfilter wurde unmittelbar vor
Versuchsbeginn, zur Absorption des freigesetzten *CO, , mit 200 ul gesattigter
Ba(OH),-Losung getrankt. Auferdem wurden 1 ml Tuberkulinspritzen mit je 250 pl 4
N H,SO, aufgezogen.

Bendtigte Losungen:

Pi-Puffer 50 mM KPOg4pH 7,3

Ascorbat : 990 mM in P;-Puffer

Katalase : 25000 U/ml Katalase in P;-Puffer

Substrat  : 1-**C0,-4-Hydroxyphenylpyruvat (2000 dpm/ul 00,33 nMol/20 pl) in
Pi-Puffer

Der Testansatz bestand aus 750 ul P;-Puffer, 100 ul Ascorbat, 100 ul Katalase und
50 pl der zu bestimmenden Probe in einem Scintillationsgefal3. Die Enzymreaktion
wurde durch Zugabe des Substrates gestartet und die GefaRe mit den bereits
vorbereiteten Deckeln verschlossen. Die Ansatze wurden nun 45 min bei 30°C
geschittelt und die Reaktion durch Injektion der Schwefelsdure gestoppt. Durch die
Ansauerung des Mediums wurde das geléste **CO, in die Gasphase uberfiihrt. Zur
quantitativen Fallung des '*CO, durch das Ba(OH), in den Filtern wurden die
Ansatze weitere 45 min bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Gefalie
geodffnet, die Glasfaserrundfilter in frische Scintillationsgefalde mit 5 ml Filtercountld

tiberfiihrt und die Menge des gebundenen **CO, im LSC bestimmt.
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3.3.2.2 Photometrischer Test

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte modifiziert nach (Lindstedt and Rundgren, 1982a)
in einem photometrischen Test bei 308 nm.

Bei dieser Wellenlange wird die Abnahme von 4-HP in der Enolform gemessen. In
walRrigen Losungen liegt 4-HP jedoch zum Uberwiegenden Teil in der Ketoform vor.
Durch die Zugabe von Boratpuffer wird das Gleichgewicht in Richtung Enolform
verschoben. Unter den gewahlten Bedingungen liegt 4-HP zu 25 % in der Enolform
vor. Die Zugabe von 0,8 M KH,PO,4 beschleunigt die Einstellung des Gleichgewichts.
Der Testansatz bendtigte vor der Messung ca. 5-10 min zur Einstellung des Keto-
Enolgleichgewichts. Die 4-HPPD Aktivitat wurde fir 15 min bei 25°C bestimmt.

Der Testansatz enthielt: 900 pl 0,8 M  KHyPOq4
0,4 M  H3BO;
0,2 M Tris/HCl pH 7,5
57 mM Ascorbinsaure
1200 U Katalase
250 upuM 4-HP

Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von :

100 pl 10 mM Hepes/NaOH pH 7,0
0,1 mM FeSO,
1-5 ug 4-HPPD

3.3.3 Einengen und Umpuffern von Proteinlésungen

3.3.3.1 Ultrafiltration

Eine Methode zum schnellen und effektiven Einengen und Aufkonzentrieren von
Proteinldsungen ist die Ultrafiltration durch hydrophile, inerte Membranen. Hier
wurden Membranen aus Polysulfonether (Biomax 30 kDa, Millipore) bzw. aus
regenerierter modifizierter Zellulose (YM 10 + YM 30, Amicon) mit definierten
Ausschluf3groRen von 10 und 30 kDa verwendet. GréRere Volumina (50-300 ml)

wurden mit Ruhrzellen der Firma Amicon eingeengt. Hierbei wurde die Proteinlésung
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unter langsamen Rihren durch eine horizontal liegende Membran gedrickt. Der
dazu nétige Druck von 3,5 bar wurde Uber eine Stickstoff-Druckgasflasche erzeugt.
Kleinere Volumina konnten durch Zentrifugation in Ultrafree 15 Ultra-
filtrationseinheiten (Millipore) eingeengt werden. Die Polysulfonethermembran ist
senkrecht angeordnet, so dalR bei einer Zentrifugation eine tangentiale Anstrémung
der Membran erfolgt. Die Verluste durch Adsorption von Protein an die
Membranoberflache sind hierbei minimal.

Durch mehrmaliges Auffullen mit Puffer und erneutes Einengen koénnen so

Proteinldsungen entsalzt und umgepuffert werden.

3.3.3.2 Entsalzen von Proteinlésungen uber Gelfiltration

Die Entsalzung von Proteinlésungen erfolgte entweder durch Gelfiltration Uber
PD-10 Saulen oder HiTrap Desalting Saulen (beide Pharmacia Biotech, Freiburg),
oder Ultrafiltration (3.3.3.1).

3.3.3.3 Ammoniumsulfatfallung

Die  Ammoniumsulfatfallung wurde zur Aufkonzentrierung von Proteinlésungen
angewandt. Durch das Ausnutzen der unterschiedlichen Lo&slichkeit verschiedener
Proteine bei Ammoniumsulfatkonzentrationen zwischen 10 und 90 % Sattigung kann
auch ein Reinigungseffekt erzielt werden.

Der zu féllenden Proteinldsung wurde das fein gemdrserte Ammoniumsulfat langsam
bis zum gewinschten Sattigungsgrad unter standigem Ridhren zugegeben.
Anschliel3end wurde die Losung fur 30 min auf Eis gerihrt und 30 min bei 20000 xg
und 4°C zentrifugiert. Das Proteinpellet wurde im jeweiligen Puffer der Wahl

resuspendiert.

3.3.4 Elektrophoretische Methoden

3.3.4.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Fur die diskontinuierliche SDS Gelelektrophorese wurde die von (Laemmli, 1970)

beschriebene Methode leicht modifiziert. Es wurden entweder 17 x 15 cm groR3e
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Gele, oder Minigele der GroRe 8,5 x 9 cm jeweils mit einer Dicke von 0,8 mm
verwendet. Die gro3en Gele wurden einzeln, die Minigele wurden zu jeweils 8 im
Gelgiel3stand (Eigenbau MPI fur Biochemie, Martinsried) gegossen und
anschlie3end feucht bei 4°C gelagert.

Trenngel: 12,5 % Acrylamid Sammelgel: 5,0 % Acrylamid
0,3 % Bisacrylamid 0,3 % Bisacrylamid
0,8 % SDS 0,8 % SDS
0,375 M Tris/HCI pH 8,8 0,125 M Tris/HCI pH 6,8
0,1 %APS 0,05 % APS
0,5 % TEMED 0,25 % TEMED
Laufpuffer : 0,025 M Tris 2x Probenpuffer: 63,0 mM Tris/HCI pH 6,8
0,192 M Glycin 0,05 9% Bromphenolblau
0,1 % SDS 4 % SDS

10 % Glycerin
375 mM DTT

Die Proteinproben wurden vor dem Auftrag auf das Gel 1:1 mit 2x Probenpuffer
vermischt und 3 min bei 95°C erhitzt.

3.3.4.2 Farbungen

a) Silberfarbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Die Silberfarbung von Proteingelen erfolgte modifiziert nach der Methode von
(Willoughby and Lambert, 1983).

Die Gele wurden zun&chst zur Fixierung und zur Entfernung des SDS 3 x 15 min in
Fixierer inkubiert, anschlie3end 4 x 2 min in H,O gewaschen und 2 min in 1,5 % (v/v)
Glycerin stabilisiert. Erst unmittelbar vor der Farbung wurden 35 ml Losung A mit 65
ml Lésung B gemischt und hinzugegeben. Die Farbung dauerte 7-10 min. Das Gel
wurde kurz mit H,O gespilt und die Farbung durch zweimaliges Waschen in 50 mM
EDTA gestoppt.
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Fixierer : 45 % Methanol (v/v) + 10 % Essigsaure (v/v)
LosungA : 0,5 M NayCOs3
LosungB : 2 mM NH4NO3

12 mM AgNO;3

3,5 mM Wolframatokieselsaure

0,5 % Formaldehyd (v/v)

b) Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Die Gele wurden 30 min in Farbelésung inkubiert (Schiittler). Die Entfarbung des
Hintergrundes erfolgte in Entfarber 2-4 h bei 45°C, oder uber Nacht bei

Raumtemperatur.

Farbelosung : 50 %Ethanol (v/v) + 10 % Essigsaure (v/v)
+ 0,1 % Coomassie R 250 (w/v)
Entfarber :  30% Ethanol (v/v) + 7 % Essigsaure (v/v)

c) Coomassiefarbung von PVDF-Membranen

PVDF-Membranen wurden 10 min in Farbeldsung (s. b) gefarbt und zur Entfarbung
uber Nacht in PVDF-Entfarber inkubiert.

PVDF-Entfarber : 50 % Methanol (v/v) + 10 % Essigsaure (v/v)

3.3.4.3 Elektroblotting

Der Membrantransfer von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen wurde im Tank-
Blot Verfahren (Towbin et al, 1979) durchgefuhrt. Es wurde eine Polyvinyliden-
difluoridmembran (Millipore, Immobilon PVDF, Porengrée 0,45 um) verwendet. Die
hydrophobe Membran wurde zun&chst 1 min in Methanol benetzt. Anschlielend
wurde das Methanol durch Waschen in H,O entfernt und die Transfermembran fir 5

min in Transferpuffer inkubiert. Der Aufbau des ,Blotting-Sandwiches* war wie folgt:
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Schaumstoffpad (Anode)

2 Lagen 3 MM Papier (Whatman)

PVDF Membran

Polyacrylamid-Gel

2 Lagen 3 MM Papier

Schaumstoffpad (Kathode)
Alle Komponenten des ,Blotting-Sandwiches* wurden vor dem Zusammenbau in
Transferpuffer getrénkt. Der Transfer erfolgte in einer Blotkammer (BioRad Trans
Blot Cell) fir 4 h bei 285 mA in einem Eisbad.

Transferpuffer : 20 % Methanol (v/v)
25 mM  Tris
190 mM Glycin

3.3.4.4 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung wurde unter Verwendung von 5 % Acrylamid
Fertiggelen der Firma NOVEX im pH Bereich von 3,0 bis 7,0 nach den Angaben des
Herstellers durchgefuhrt.

3.3.5 Reinigung 4-HPPD aus etiolierten Maiskeimlingen

3.3.5.1 Herstellung des Mais Rohextraktes

Je 250 g schockgefrorene, etiolierte Maiskeimlinge (3.1) wurden, wie unter 3.2
beschrieben, in der Retsch Zentrifugalmuihle aufgeschlossen, mit Aufschlu3puffer M
versetzt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde tber einen Faltenfilter geklart und
anschlie3end eine Ammoniumsulfatfallung bis 45 % Sattigung (3.3.3.3) durchgefuhrt.
Das Proteinpellet wurde in 10 ml 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 % (v/v) Glycerin; 2 uM
Sulcotrion aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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3.3.5.2 Reinigung von Mais-4-HPPD Uber Hydrophobe Interaktions-

chromatographie

65 ml Rohextrakt (s.0.) wurden mit 35 ml 3 M (NH,4)>,SO,4 pH 7,5 versetzt, die Lésung
15 min bei 20000 xg und 4°C abzentrifugiert und auf eine in 50 mM Tris/HCI pH 7,5;
10 % (viv) Glycerin; 1 M (NH4).SO, equilibrierte Phenylsepharose FF
(Saulenvolumen 140 ml; FluRBrate 12 ml/min) (Pharmacia) aufgetragen.
Verunreinigungen wurden Uber einen steilen Gradienten von 1 M bis 0,075 M
(NH,4)2S0O4 entfernt und die Saule mit insgesamt 6 Saulenvolumen Puffer gewaschen.
Die Elution der 4-HPPD erfolgte mit 10 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 % (v/v) Glycerin.
Fraktionen mit 4-HPPD Aktivitat (3.3.2) wurden vereinigt und mit einer Amicon
Ruhrzelle eingeengt (3.3.3.1).

3.3.5.3 Reinigung von Mais 4-HPPD uber Anionenaustausch -
chromatographie

a) DEAE-Sepharose FF

Die eingeengten Fraktionen der Reinigung Uber Phenylsepharose FF wurden 1:1 mit
10 mM Tris/HCI verdinnt und auf eine in 100 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 % (v/v)
Glycerin equilibrierte DEAE-Sepharose FF Saule (Saulenvolumen 48 ml; FluRrate
8.00 ml/min) aufgetragen. Die Elution der 4-HPPD erfolgte in einem linearen
Gradienten von 0-300 mM NaCl. Die Fraktionen mit 4-HPPD Aktivitat wurden
vereinigt, Uber eine Amicon Ruhrzelle eingeengt und in 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 %

Glycerin umgepuffert.

b) Mono Q

Die Probe aus Schritt a) wurde nun auf eine mit 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 %
Glycerin (v/v) equilibrierte Mono Q HR 10/10 Saule (Saulenvolumen 8 ml; Flul3rate
4 ml/min) (Pharmacia) aufgetragen und Uber einen linearen Gradienten von 0-200
mM NacCl die 4-HPPD eluiert. Die 4-HPPD Aktivitat enthaltenden Fraktionen wurden
vereinigt, Uber eine Amicon Ruhrzelle bis auf 5 ml eingeengt und anschliel3end Uber
PD 10- Saulen (3.3.3.2) in 10 mM KP; pH 5,7 umgepuffert.
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3.3.5.4 Reinigung der Mais 4-HPPD uber Hydroxylapatitchromatographie

Die Probe nach Mono Q wurde weiter tber eine in 10 mM KP; pH 5,7 equilibrierte
Saule aus keramischem Hydroxylapatit (CHT; BioRad) gereinigt (HR 5/20;
Saulenvolumen 4 ml; Pharmacia). Die 4-HPPD wurde Uber einen linearen Gradienten
von 10-250 mM KP; pH 5,7 von der Saule eluiert. Die Fraktionen wurden sofort mit
1/10 des Volumens 1M Tris/HCI pH 7,5 neutralisiert und es wurde ein Aktivitatstest
durchgefuhrt. Die Fraktionen mit 4-HPPD Aktivitat wurden Uber SDS-

Gelelektrophorese analysiert und die 4-HPPD identifiziert.

3.3.5.5 Molekulargewichtsbestimmung tber Gelfiltrationschromatographie

Mittels Gelfiltration kdnnen Proteine chromatographisch nach ihnrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Bei den verwendeten Saulenmaterialien handelt es sich um
porbse Matrizes definierter PorengréfRe. Je grol3er ein Molekil ist, desto schlechter
kann es in die Poren eindringen und desto friher wird es von der S&ule eluiert.
Diesen Molekularsiebeffekt nutzt man aus, um Proteine unterschiedlicher GroR3e
voneinander zu trennen oder um, nach vorheriger Eichung mit Proteinen bekannter
GroRRe, das Molekulargewicht von noch unbekannten Proteinen zu bestimmen. Hier
wurde eine Superose 12 HR 10/30 Gelffiltrationssaule (Pharmacia) zur
Molekulargewichtsbestimmung verwendet.

Die Chromatographie erfolgte isokratisch bei 0,3 ml/min mit 100 mM Hepes/NaOH
pH 7,0; 200 mM NaCl. Das AusschluBvolumen wurde mit Dextranblau (MG 2 x 10°
Da) als 1,8 ml und das totale Saulenvolumen mit Isathin als 12 ml bestimmt. Die
Berechnung der Eichgerade erfolgte nach Ermittlung der K,, Werte der verwendeten

Eichproteine. Dabei ist K,, definiert als :

Ka\/ = (Ve'VO)/(Vt'VO)

Hier ist Ve das Elutionsvolumen des Proteins, Vo das AusschluRvolumen der Saule

und V; das gesamte Bettvolumen der Saule.
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Eichproteine:
Aldolase (Tetramer) 156 kDa
BSA 66 kDa
Ovalbumin 45 kDa
Aldolase (Monomer) 39 kDa
Kohlensaure-Anhydrase 29 kDa
Cytochrom C 16 kDa

0.20+

ara 4-HPPD
(88 kDa)

|

0.15+4

0.10+

av

0.05+

000 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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MW [kDa]

Abb. 10 Eichgerade Superose 12 HR 10/30

3.3.5.6 Molekulargewichtsbestimmung Uber Dynamic Light Scattering (DLS)

Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit einem ,Dyna Pro“ Light scattering
System der Firma Protein Solutions durchgefiihrt. Das Protein wurde in einer
Konzentration von etwa 1mg/ml im jeweiligen Puffer verdinnt und durch einen 0,1

um Membranfilter gedriickt, um Aggregate und Staubpartikel zu entfernen.

3.3.7 Chromatofokussierung tiber Mono P

Die Chromatofokussierung wurde mit einer Mono P HR 5/5 Séule (Pharmacia) im pH
Bereich von 7-4 durchgefuhrt . Die Saule wurde zunachst mit 5 Saulenvolumina
25 mM BisTris/HCI pH 6,7 + 10 % (v/v) Glycerin equilibriert. Die zu trennende Probe

wurde in dem gleichen Puffer aufgetragen und anschlie3end mit 10 ml Polybuffer™
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74 (Pharmacia) ein pH-Gradient aufgebaut und die Proteine entsprechend ihres

isoelektrischen Punktes eluiert.

3.3.8 Proteolytische Spaltung von Proteinen

Das zu spaltende Protein wurde nach SDS Gelelektrophorese und anschliel3ender
Farbung mit Coomassie Blau R 250 aus dem Gel ausgeschnitten.

Die Gelstucke wurden 2 x 10 min in 1 ml H,O gewaschen und 2 x 10 min in 500 pl
H>0O:AcN3 1:1 entfarbt. Das Gelstlick wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet und
in 100 pl 100 mM Tris/HCI pH 8,5 aufgenommen. Die Spaltung erfolgte mit 1 ug
Trypsin Uber Nacht bei 37°C.

Die so gewonnenen Peptide wurden tber RP-HPLC auf einer 2,1 x 215 mm Vydac
C18 Saule aufgetrennt (Laufmittel, A: 0,01 % HCOOH in H;0O; B:0,1 % HCOOH in
CH3CN), die Peaks von Hand fraktioniert und anschlieRend sequenziert (3.3.9).

Uber diese Methode lassen sich nur relativ kurze Peptide gewinnen, da die langeren

in der Gelmatrix fixiert vorliegen und so nicht eluiert werden kdnnen.

3.3.9 N-terminale Sequenzanalyse von Proteinen und Peptiden

Proteine kdnnen uber den automatisierten Edman-Abbau sequenziert werden. Die
jeweils N-terminale Aminosdure wird chemisch in das spezifische PTH Derivat
umgewandelt. Durch den Vergleich mit Standard-Aminosauregemischen werden die
PTH-Derivate nach Auftrennung tber HPLC den Aminosauren zugeordnet und somit
identifiziert. Die Proben wurden nach Auftropfen oder Elektrotransfer auf eine PVDF-
Membran, im Labor von Dr. Dirr, Zentrale Forschung Dienste Strukturforschung,
Bayer AG Leverkusen sequenziert.

Verwendet wurde ein Applied Biosystems Automated Sequencer 476A mit online
HPLC. Die erhaltenen Sequenzen wurden zum Teil Uber MALDI-PSD (Kratos)

anhand ihrer Massen verifiziert.
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3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Arbeiten mit Bakterien

Bei allen Arbeiten mit Bakterien wurde sorgfaltig auf die Sterilitdt der Arbeitsgerate
und Medien und somit auf die Vermeidung von Kontaminationen durch andere
Mikroorganismen oder Phagen geachtet. Kulturmedien, Lésungen und Arbeitsgerate

wurden autoklaviert oder steril filtriert.

3.4.1.1 Verwendete Bakterienstamme

BL 21(DE3) F ompT hsdSg(rs" mg’) gal dcm (DE3)

HMS 174(DE3) F recAl hsdR(rkiz Mki2") Rif? (DE3)

AD494(DE3) Aara-leu7967 AlacX74 AphoA Pvull phoR Amal F3
F'(lac+(lac?)pro) trxB.:kan (DE3)

DH5a F @80d/acZAM15 AlacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17 (r« mx’) phoA supE44 A" thi-1 gyrA96 relAl

Y1090r A(lac)U169 Alon? AraD139 strA supF mcrA mcrB hsdR

trpC22:Tn10 (Tet') (pMC9 Amp' Tet")

Alle Stamme sind E.coli K12 Derivate. Sie wurden von den Firmen Novagen
(HMS174(DE3); BL 21(DE3)) und Stratagene (Y1090r; DH5a; BL 21(DE3))
bezogen.

DE3-Stamme sind ADE3 lysogen, d.h. sie tragen das Gen fir T7 RNA Polymerase
unter Kontrolle des /lacUV5 Promotors. Diese Stamme sind damit geeignet zur

Expression von Genen unter der Regulation des T7 Promotors.
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3.4.1.2 Verwendete Plasmide

PGEX4T2
pTrcHisB
pPET 3a

PET 14b

pET 21d
PET 32a

pLysS

pMosblue

pTac-Promotor; Ampicillinresistenz; Glutathion-S-Transferase-
Fusionsprotein mit Thrombin abspaltbar

pTrc-Promotor; N-terminaler HisTag
T7-Promotor;Ampicillinresistenz
T7-Promotor;Ampicillinresistenz; N-terminaler HisTag mit
Thrombin abspaltbar

T7lac-Promotor; Ampicillinresistenz; C-terminaler HisTag
T7lac-Promotor; Ampicillinresistenz; N,C-terminaler HisTag;
Thioredoxin-Fusionsprotein mit Thrombin abspaltbar

pET kompatibles Plasmid, tragt das Gen fir Lysozym und
reduziert durch dessen Expression die basale Expression von
pET-Konstrukten; Chloramphenicolresistenz.

universelles Plasmid zur Klonierung von DNA Fragmenten;

Ampicillinresistenz

3.4.1.3 Oligonukleotide fir die PCR

MHDF1
MHDR1
MHDFNdel
MHDRBamHI
MHDFRcal
MHDFBamHI
MHDRNOotl
MHDRECcoRI

HHDFNdel
HHDRBamHI

CHDNCdel
CHDBamHlI

5-ATGACAACCTACAACAACAAAGGACCA-3
S5-TTACATTCCAGACCTCACACATTGGGC-3
5-GGAATTCCATATGACAACCTACAACAAAGGACCA-3
5-CGCGGATCCTTACATTCCAGACCTCACACCATTGGGC-3
5-ACACTCATGACAACCTACAACAAAGGACCA-3
5-CGCGGATCCATGACAACCTACAACAACAAAGGACCA-3
5-AAGGAAAAAAGCGGCCGCCATTCCAGACCTCACACCATT-3!
5-CGGAATTCTTACATTCCAGACCTCACACCATTGGGC-3

5-GGAATTCCTATGACGACTTACAGTGACAAAGGGGC-3!
5-GCGGATCCTTACATGCCGGGCACCACCC-3!

5-GGAATTCCTATGGCATCAGCAGCGG-3'
5-GCGGATCCTTATTGCTTGGCTTCAAGG-3
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RHDNdel 5-GGAATTCCTATGCCTCCCACTCCCACCCCCACCGCC-3
RHDBamHI 5-GCGGATCCTTATTGCTTGGCTTCAAGG-3'
AHDNdel 5-GGAATTCCTATGGGCCACCAAA-3

AHDBamHI 5-GCGGATCCTTATTGCTTGGCTTCAAGG-3'
AN31Ndel 5 -GGAATTCCTATGTTCGTAAGAAAGAATCC-3
AN45Ndel 5-GGAATTCCTATGCGCTTCCATCACATCGA-3'
AN55Ndel 5-GGAATTCCTATGGACGCAACCAACGTCGCT-3
AN84Ndel 5-GGAATTCCTATGTCCGGTGACCTCCGATTC-3
T7P S5 -TAATACGACTCACTAT-3'

T7R 5-GTTTTCCCAGTCACGACGT-3'

MF 5-CTCTACGGCGACGTCGTGCT-3'

MR 5-AGCACGACGTCGCCGTAGAG-3'

M2F 5-CTGCTCCCGCTCAACGAGC-3

M2R 5-GCTCGTTGAGCGGGAGCAG-3

3.4.1.4 Vermehrung von Bakterien

3.4.1.4.1 Flussigkulturen

Autoklaviertes LB-Medium (Luria-Bertani Medium) wurde, nach Zugabe der jeweils
erforderlichen Antibiotika, mit einer einzelnen Kolonie einer Plattenkultur angeimpft.
Die Flussigkulturen wurden, soweit nicht anders beschrieben, bei 37°C und 200-250

Upm im Schuttler inkubiert.

LB-Medium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1000 ml mit H,O, pH 8,0 mit NaOH einstellen.
Die jeweiligen Antibiotika wurden nach dem Autoklavieren und Abkuhlen des
Mediums unter 60°C zugegeben. Dazu wurden 1000 x konzentrierte Stammlésungen

hergestellt, diese steril filtriert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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Antibiotika Stammldsungen:

Ampicillin > 100 mg/ml in HO
Carbenicillin : 100 mg/ml in H,O
Kanamycin : 15 mg/ml in HO
Chloramphenicol : 34 mg/ml in Ethanol (vor Licht geschuitzt lagern !)

3.4.1.4.2 Fermentation von E.coli

Batch-Fermentationen der Expressionsplasmide pET14bMHPD bzw. pET14bAHPD
wurden von der Firma Rheinbiotech (Hilden) durchgefihrt. Die Fermentationen
erfolgten im 20 | Mal3stab in LB-Medium + 100 mg/I Carbenicillin, ohne Regulation
von pH und pO,. Ausgehend von einer Plattenkultur wurde zunéchst eine 200 ml
Vorkultur in LB-Medium + 100 mg/I Carbenicillin beimpft und bis zu einer ODggo VON
3,0-3,5 bei 37°C kultiviert. Mit dieser wurde der Fermenter bei einer Start-ODggg VOn
0,1 angeimpft und bis zu einer ODggp von 0,6 bei 30°C gefahren. Nach der Induktion
mit 1 mM IPTG erfolgte die weitere Kultur tber Nacht bei 18°C. Die Zellen wurden
schlieB3lich durch DurchfluBzentrifugation geerntet, 1:1 in AufschluBpuffer R

aufgenommen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

AufschluBpuffer R: 50 mM KP; pH 8,0 + 500 mM NaCl

3.4.1.4.3 Plattenkulturen

LB-Medium wurde mit 1,5 % Agar versetzt und autoklaviert. Nach dem Abkihlen auf
ca. 60°C wurde das jeweils erforderliche Antibiotikum zugegeben (3.4.1.4.1) und je
30-35 ml in eine sterile Petrischale gegeben. Nach dem Erstarren des Agars wurden
die Platten bei 4°C gelagert.

Zum Ausplattieren von Kulturen wurden 100-200 pl einer Flussigkultur auf die Platte
gegeben und mittels eines Drygalskispatels gleichmaliig verteilt. Alternativ wurde
mittels einer sterilen Impfése eine Einzelkolonie gleichméRig ausgestrichen. Die
Platten wurden anschlieRend 14-20 h bei 37°C inkubiert.
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3.4.1.4.4 Konservierung von Bakterien

Plattenkulturen kdnnen bei 4°C ca. 6 Wochen gelagert werden. Zur langerfristigen
Aufbewahrung von Bakterien wurden Glycerinkulturen hergestellt. Dazu wurden
500 ul einer in der stationdren Phase befindlichen Flussigkultur mit dem gleichen
Volumen Glycerin vermischt, 20 min auf Eis inkubiert und daraufhin in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.4.1.5 Herstellung transformationskompetenter Zellen

Die Herstellung transformationskompetenter Bakterien erfolgte nach (Hanahan,
1983). 30 ml LB-Medium wurden mit 0,2 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis
zu einer ODgpo von 0,5 bei 37°C geschittelt. Die Kultur wurde 5 min auf Eis gekuhlt
und dann abzentrifugiert (5 min, 4000 xg, 4°C). Das Bakterienpellet wurde in 10 ml
TFB | resuspendiert und erneut 1 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden nochmals
wie oben abzentrifugiert und in 2 ml TFB Il aufgenommen. Die Suspension wurde
weitere 15 min auf Eis inkubiert, in Aliquots von je 100 pl in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

TFB | (TransForming Bufferl) : 30mM Kaliumacetat pH 6,8
10mM CacCl,
100mM RbCI
50mM MnCl,
15 % Glycerin (v/v)

TFB Il (TransForming Buffer 1) : 10mM MOPS pH 5,8
10mM RDbCI
15mM CacCl;
15 % Glycerin (v/v)

3.4.1.6 Transformation von Bakterien mit Fremd-DNA

100 ul transformationskompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 10 pl

eines Ligationsansatzes bzw. 0,01-1 pg Plasmid-DNA fur weitere 30 min auf Eis



44 Material und Methoden

inkubiert. Die Bakterien erhielten fir 30 s einen Hitzeschock bei 42°C und wurden
anschlieend fur weitere 2 min in ein Eisbad tberfuhrt. Nach Zugabe von 400 pl
SOC-Medium wurden die Zellen 1 h bei 37°C im Schittler inkubiert und schlieRRlich

200 pl auf eine LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

SOB-Medium: 20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
0,5 g NacCl
ad. 1000 ml mit H,O; autoklavieren und vor Gebrauch 10 ml
einer steril filtrierten 1 M MgCl,-Lésung hinzugeben
SOC-Medium: 2 ml 20 % (w/v) Glucose + 98 ml SOB

3.4.2 Arbeiten mit Phagen

3.4.2.1 Anzucht der Bakterien zur Infektion mit Phagen

50 ml LB-Medium + 0,2 % Maltose wurden mit einer Einzelkolonie Y1090r beimpft.
Die Kultur wurde 16 h bei 37°C im Schdttler inkubiert und anschliel3end 10 min bei
4000 xg abzentrifugiert. Die pelletierten Bakterien wurden in 20 ml 10 mM MgSO4
aufgenommen und die ODgyo durch Verdinnung in SM + 20 mM MgCl, auf 2,0

eingestellt.

SM : 0,1 M Tris/HCI pH 7,5
0,1 M NacCl
2,0 % Gelatine

3.4.2.2 Herstellung eines Phagenlysates

Je 100 pl der unter 3.4.2.1 gewonnen Bakterien wurden mit je 100 pl einer 1:10* bzw.
1:10° verdiinnten Agtll cDNA Bank aus Mauseleber (Clontech) vermischt und in 3
ml 0,7 % Topagar bei 47°C aufgenommen. Die Suspension wurde auf jeweils eine
auf 42°C vorgewarmte und unter der Sterilbank getrocknete LB-Agarplatte
gleichmaliig verteilt. Nach dem Erstarren wurden die Platten 16 h bei 37°C inkubiert.

Die hohere Verdunnung brachte bereits eine konfluente Lyse und wurde zur
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Herstellung des Phagenlysates verwendet. Dazu wurden 5 ml SM auf die Platte
gegeben, 3 h bei RT inkubiert, anschlielend wieder abgenommen und mit 1 ml SM
nachgespult. Das Phagenlysat wurde mit 120 pl Chloroform versetzt und Zelltrimmer
und Agarreste 10 min bei 5000 xg abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 4°C

gelagert.

3.4.2.3 Isolation von Phagen DNA

Die Isolation von Phagen DNA wurde unter Verwendung des Lambda DNA Kits
(Qiagen) durchgefihrt. 10 ml Phagenlysat wurden mit 30 ul L1 ftr 30 min bei 37°C
inkubiert, anschlieend wurden 2 ml 4°C kalter Puffer L2 hinzugegeben und die
Mischung fur 60 min auf Eis gestellt. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C fur 10 min
bei 10000 xg. Das Pellet wurde in 1 ml L3 resuspendiert, vorsichtig mit 1 ml L4
vermischt, 10 min im Wasserbad bei 70°C inkubiert, in ein Eisbad tberfuhrt, mit 1 ml
L5 versetzt und bei 4°C fiir 30 min bei 15000 xg abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und erneut bei 4°C fir 10 min bei 15000 xg zentrifugiert.

Der so geklarte Uberstand wurde auf eine bereits mit 1 ml Puffer QBT equilibrierte
QiagenTip 20 aufgetragen. Nach dem Einsinken wurde mit 2 ml QC gewaschen und
die DNA mit 1,5 ml QF eluiert.

Zur Fallung wurde die DNA mit 0,7 Volumina 2-Propanol versetzt und 30 min bei 4°C
und 15 000 xg pelletiert. Abschlielend wurde die DNA mit 1,5 ml 70 % Ethanol
gewaschen und erneut bei 4°C fur 10 min bei 15000 xg abzentrifugiert. Das so

erhaltene Pellet wurde in 100 pl TB aufgenommen.

L1 : 300 mM NacCl; 100 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,2 mg/ml BSA; 20
mg RNase A; 6 mg/ml DNase 1

L2 : 30 % PEG 6000; 3 M NacCl

L3 : 100 mM NaCl; 100 mM Tris/HCI pH 7,5; 25 mM EDTA

L4 : 4% SDS

L5 : 3 M Kaliumacetat pH 5,5

QBT : 750 mM NacCl; 50 mM MOPS pH 7,0; 15 % Ethanol; 0,15 % Triton X-100

QC : 1,0 M NaCl; 50 mM MOPS pH7,0; 15 % Ethanol

QF : 1,25M NaCl; 50 mM Tris/HCI pH 8,5; 15 % Ethanol

TB : 10 mM Tris/HCI pH 8,5
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3.4.3 Arbeiten mit RNA

Bei allen Arbeiten mit RNA wurden stets nur RNAse freie Puffer verwendet.
Reaktionsgefaie und Pipettenspitzen wurden doppelt autoklaviert. RNA-
Praparationen wurden mit 0,2 U/ul RNAse Inhibitor (Invitrogen) versetzt und bei

—20°C gelagert.

3.4.3.1 Isolierung von RNA aus pflanzlichen Geweben

Die RNA Isolierung erfolgte mit dem ,RNeasy Plant Mini Kit' (Qiagen). Das
Pflanzenmaterial wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und in tiefgefrorenem
Zustand fein aufgemorsert. Je 100 mg Gewebe wurden in 450 pl
Guanidiniumisothiocyanatpuffer (RLT) aufgenommen, die Zellen so lysiert und die
Proteine denaturiert. Durch eine Zentrifugation durch einen ,Qiashredder” wurde das
Zellmaterial homogenisiert. Das Lysat wurde nun mit 225 pl Ethanol versetzt und
durch Zentrifugation an eine Silicagel Matrix (RNeasy Mini Spin column) gebunden.
Die RNA wurde einmal mit 700 pl Puffer RW1 und zweimal mit 500 ul Puffer RPE
gewaschen. Die RNA (10-20 pg) wurde mit 50 pl H,O von der Saule eluiert.

RLT, RW1, RPE : keine Herstellerangaben

3.4.3.2 RT-PCR

Bei der RT-PCR wird polyadenylierte mRNA zun&chst mit reverser Transkriptase
(RT) in cDNA Ubersetzt. Die gewlnschte cDNA wird nun mit genspezifischen Primern
amplifiziert.

3.4.3.2.1 Synthese von Erststrang cDNA mit reverser Transkriptase

Zur Synthese von cDNA aus RNA mit einem hohen Gehalt von Sekundéarstruktur
wurde die ,displayTHERMO-RT" von Display Systems Biotech verwendet. Die RNA

wird zundchst 10 min bei 65°C denaturiert und anschlielRend 40 min bei 42°C und

15 min bei 65°C durch die reverse Transkriptase transkribiert.
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Versuchsansatz: 4 5x displayTHERMO-RT Puffer

2 pl dNTP Mix (5 mM)

2 pl T2sV Primer oder genspezifischer Primer (10 pM)
1 pl Initiator Mix

1 Mg RNA

ad 18 pl H.O (RNase frei)

Nach der 10 minutigen Inkubation bei 65°C werden 2 pl Terminator Mix zugegeben.
Die cDNA konnte entweder sofort fur die PCR verwendet oder bei —20°C gelagert

werden.
3.4.3.2.2 PCR zur Amplifikation einer spezifischen cDNA

Die gesuchte cDNA wurde Uuber eine modifizierte PCR (vgl. 3.4.5.1) mit
genspezifischen Primern amplifiziert.

Der hohe Sekundéarstrukturanteil der RNA und damit auch der cDNA machte eine
Verlangerung der Elongationszeit auf 10 min und eine Erhéhung der Zyklenzahl auf
35 notig. Zur Erhdéhung der Spezifitat wurden 10 % (v/v) ,Q-Solution* (Qiagen)

zugegeben.
3.4.4 Arbeiten mit DNA
3.4.4.1 Agarosegelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrem
Molekulargewicht erfolgte in Agarosegelen. Als Laufpuffer wurde TBE oder TAE
verwendet. Zur Herstellung eines Agarosegels wurden 1,0 - 1,5 % Agarose (w/v)
(Biozym) in Laufpuffer aufgekocht bis sich die Agarose vollstandig aufgel6st hatte.
Die geloste Agarose wurde mit H,O wieder auf das Ausgangsvolumen gebracht und
nach Abkuhlen der Losung auf 50-60°C mit 0,05 % Ethidiumbromid zur Detektion der
DNA unter UV-Licht versetzt. Die Agarose wurde nun in vorbereitete Gelkammern
gegossen und nach dem Erstarren mit Laufpuffer Giberschichtet.

Die zu trennenden Proben wurden mit einem Funftel ihnres Volumens 6x Probenpuffer

vermischt und in die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 8-10
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mA/cm Gellange fur 45-120 min. Die aufgetrennte DNA konnte unter UV-Licht
(A=254 nm) aufgrund der Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids detektiert

werden.

TAE : 40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA gel6st bei pH 8,0
TBE : 90 mM Tris; 90 mM Borsaure; 2 mM EDTA geldst bei pH 8,0
6x Probenpuffer : 30 % (v/v) Glycerin; 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

3.4.4.2 DNA-Sequenzierung (,Cycle Sequencing®)

Die DNA Sequenzierung unter gleichzeitiger Anwendung der Polymerase
Kettenreaktion (PCR; vgl.3.4.5.1) beruht auf der Kettenabbruchmethode nach
(Sanger et al., 1977). Die benétigten DNA-Mengen sind hier jedoch deutlich kleiner,
da die DNA-Vorlage nach jedem Amplifzierungszyklus und darauffolgender
Denaturierung wieder freigesetzt wird und damit erneut fur die Anlagerung des
Primers zur Verfligung steht.

1 pg einer Plasmid-DNA-Vorlage wurde mit 3,2 pmol Sequenzierprimer und 7 pl
PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Terminator
Mix) versetzt und mit H,O auf 20 pl aufgefillt. Der Terminator Mix (Applied
Biosystems) bestand aus dNTPs, sowie aus mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen markierten ddNTPs in jeweils optimierten Konzentrationen. Auf3erdem
waren 168,4 mM Tris/HCI pH 9,0; 4,2 mM (NH,4).SO4; 42,1 mM MgCl, und 0,42 U/ul
AmpliTaqg DNA-Polymerase enthalten. Die Sequenzierreaktion mit dem
Temperaturprofil einer PCR fuhrte zur Amplifikation von verschieden langen DNA-
Fragmenten, die jeweils mit einem fluoreszenzmarkierten ddNTP endeten. Die
Reaktionsprodukte wurden mit Hilfe von Micro-Spin S-200 Saulchen (Pharmacia)
aufgereinigt, mit Ethanol geféllt und auf ein Polyacrylamid Gel aufgetragen. Die
Elektrophorese, Detektion der Fluoreszenzsignale, sowie deren Auswertung wurden
mit einem ABI Prism DNA-Sequenator (Modell 373, Applied Biosystems)
durchgefuhrt.
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3.4.4.3 Vermehrung und Praparation von DNA-Fragmenten

3.4.4.3.1 Schnellisolierung von Plasmid-DNA aus  E.coli

Die Schnellisolierung bis 20 pg Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des Plasmid Mini Prep
Kits (Qiagen) modifiziert nach (Birnboim and Doly, 1979) durchgefiihrt. Die Bakterien
werden dabei durch eine NaOH/SDS-Behandlung lysiert und Proteine sowie
genomische DNA durch Kaliumacetat geféllt. Die weitere Reinigung der Plasmid-
DNA geschieht durch lonenaustauschchromatographie.

4 ml einer E.coli Ubernachtkultur wurden bei 4000 xg 5 min abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in 300 pl P1 resuspendiert. Zu dieser
Suspension wurden 300 ul P2 gegeben und die Zellen maximal 5 min bei RT lysiert.
Anschlie3end wurden 350 pl N3 hinzupipettiert, und denaturierte Nukleinsauren und
Proteine wurden durch Zentrifugation (10000 xg 10 min, 4°C) entfernt. Der so
gewonnene Uberstand wurde auf eine Qiaprep spin Saule aufgetragen und 1 min bei
10000 xg abzentrifugiert. Die S&ule wurde nun nacheinander mit 500 yl PB und
750 ul PE gewaschen, die Puffer jeweils wie oben abzentrifugiert und verworfen.
Nach einem zusatzlichen Zentrifugationsschritt, zur Entfernung von Pufferresten,
kann die an die Saule gebundene Plasmid-DNA durch eine weitere Zentrifugation in
50 ul TE eluiert werden.

P1 : 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 100ug/ml RNase A

P2 : 200 MM NaOH; 1 % SDS

N3+PB+PE : keine Herstellerangaben

3.4.4.3.2 Midipraparation von Plasmid-DNA aus  E.coli

Zur Reinigung von Plasmid-DNA bis 100 pg wurde der Plasmid Midi Kit (Qiagen)
verwendet. Die Methode beruht auf den gleichen Prinzipien wie der Mini prep Kit
(3.4.4.3.1). 100 ml Bakterienkultur wurden abzentrifugiert (4000 xg, 10 min 4°C) und
das Pellet in 4 ml P1 resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurde das gleiche Volumen
P2 dazugegeben, der Ansatz gemischt und flr 5 min bei RT inkubiert. Es wurden nun
4 ml P3 hinzugefigt, erneut gemischt und préazipitiertes Protein und DNA
abzentrifugiert (20000 xg, 30 min 4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und
erneut zentrifugiert (20000 xg, 15 min, 4°C). Der geklarte Uberstand wurde nun auf
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eine mit QBT (3.4.2.3) equilibrierte QiaTip 100 Saule aufgetragen. Nach dem
Einsinken der Probe wurde die Saule mit 2 x 10 ml QC gewaschen und die DNA mit

5 ml QF eluiert. Anschlie3end erfolgte eine 2-Propanolfallung (3.4.4.4.2)

3.4.4.4 Reinigung und Konzentrierung von DNA

3.4.4.4.1 Ethanolfallung

Geloste Nukleinsauren wurden nach Zugabe von 1/10 des Probenvolumens 3 M
Natriumacetat pH 4,8 und 3 Volumina Ethanol auf Eis bzw. bei -20°C, 15 min bis
Uber Nacht geféllt und durch Zentrifugation (20-30 min, 15000 xg, 4°C) sedimentiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit wenig Ethanol gewaschen und
anschlieBend getrocknet. Das trockene Pellet wurde in H,O oder TB-Puffer

(s. 3.4.2.3) aufgenommen.

3.4.4.4.2-Propanolfallung

Durch Zugabe von 1/10 des Volumens 3 M Natriumacetat pH 4.8 und 1 Volumen
2-Propanols wurden durch 30 min Inkubation auf Eis Nukleinsauren gefallt und
anschlie3end wie unter 3.4.4.4.1 abzentrifugiert und resuspendiert.

3.4.4.4.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde zunéachst das, das jeweilige DNA-
Fragment enthaltende Agarosestiick aus dem Gel ausgeschnitten. Die weiteren
Schritte wurden unter Verwendung des Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
durchgefiuihrt. Das Agarosebléckchen wurde im dreifachen Volumen des
Gelstuckgewichtes Puffer QX1 (3 M Nal, 4 M NaClO4, 10 mM Na,SO3z;, 10 mM
Tris/HCI pH 7,0) aufgenommen und 10 min bei 50-60°C bis zur vollstdndigen
Auflésung der Agarose inkubiert. Die Suspension wurde nun auf eine Qiaquick Spin
Saule gegeben und 1 min bei 14000 Upm in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert.
Die DNA bindet bei diesem Schritt an die Saule. Als erster Waschschritt wurden

750 pl QX1 auf die Saule gegeben und wie oben abzentrifugiert. In einem zweiten
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Waschschritt wurden 750 pl Puffer PE (keine Herstellerangaben) auf die Saule
pipettiert und wie oben abzentrifugiert.

Zur Entfernung etwaiger Reste des Puffers PE wurde dieser verworfen und die Saule
erneut wie oben zentrifugiert. Die DNA wurde in einem Volumen von 50 pyl 10 mM

Tris/HCI pH 8,5 durch eine weitere Zentrifugation eluiert.
3.4.5 Enzymatische Reaktionen an DNA
3.4.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Durch die PCR koénnen innerhalb kurzer Zeit definierte DNA-Abschnitte bis zu

10%ach amplifiziert werden (Saiki et al., 1985). Die gewiinschte DNA-Sequenz wird

mit Hilfe zweier Oligonukleotide als Primer, die jeweils komplementar an Strang und

Gegenstrang des DNA-Abschnitts binden, und der thermostabilen Polymerase aus

Thermus aquaticus (Taq) bzw. Pyrococcus woesei (Pwo) vervielfacht. Ein Standard

PCR-Reaktionszyklus hatte folgendes Profil:

1. Denaturierung der zu amplifizierenden DNA bei 94°C fir 30 s (vor Beginn der
Reaktion fir 3 min)

2. Anlagerung (,Annealing“) der Primer bei 50-70°C

3. Elongation bei 72°C fur 1-4 min (Als Abschluf 7 min)

Die Schritte 1.-3. wurden 25-35 Mal wiederholt.

3.4.5.2 Spaltung der DNA durch Restriktionsendonucleasen

Zur Charakterisierung von DNA durch Restriktionsanalyse oder bei der Konstruktion
von Plasmiden wurden 0,1-2,0 pg DNA mit 0,1-2 U verschiedener Restriktions-
endonukleasen fur 60-120 min nach den jeweiligen Angaben des Herstellers
gespalten. Bei Doppelspaltungen mit Enzymen unterschiedlicher Puffer-
anforderungen wurde zuerst mit dem Enzym gespalten, das die niedrigere
Salzkonzentration benétigt, dann die Salzkonzentration erhdht und das zweite
Restriktionsenzym zugegeben. Zur Kontrolle der Reaktion wurden die Anséatze auf

einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (3.4.4.1).
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3.4.5.3 Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase wurde durchgefuhrt, um die
5°-Phosphorsdauremonoester zu hydrolysieren, die nach Spaltung von DNA mit
Restriktionsendonucleasen entstanden. Alle verwendeten Vektoren wurden so
behandelt, um eine mogliche Religation zu verhindern. Die geschnittene DNA wurde
mit 0,2 U ,shrimp* alkalischer Phosphatase pro pg Plasmid-DNA fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde anschliel3end durch Inkubation fir 20 min bei 65°C

gestoppt.

3.4.5.3 Ligation von DNA Fragmenten

Die dauerhafte Verbindung von zwei DNA-Fragmenten erfordert die Knupfung von
Phosphodiesterbindungen mit Ligase. Dazu mul3 zumindest ein DNA-Fragment ein
5’-Phosphat tragen. Standard-Ligationsansatze wurden bei einem molaren Vektor zu
Insert Verhaltnis von 1:1 und 1:3 durchgefiihrt. Die Ligation erfolgte fir 16 h bei
16°C.

150 - 300 ng Vektor DNA
X ng Insert DNA (molares Verhaltnis Vektor : Insert s.0.)
2 ul 10x Ligationspuffer (Gibco)
1 pl T4-Ligase (Gibco)
ad 20 pl mit H,O

3.4.6 Expression von rekombinanten Proteinen in E.coli

Die Expression von rekombinanten Proteinen erfolgte in Flussigkulturen (3.4.1.4.1).
Diese wurden mit stationdren Kulturen der verschiedenen E.coli K12 Stamme
(3.4.1.1), transformiert mit unterschiedlichen Expressionsplasmidkonstrukten bei
einer ODggp von 0,1 - 0,2 angeimpft und bis zu einer ODgg von 0,6-0,8 bei 37°C auf
einem Schiittler inkubiert. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 1 mM IPTG. Zur
Optimierung der Expression des jeweiligen Konstruktes wurden die Kulturen fur
verschiedene Zeiten (4-16 h) bei unterschiedlichen Temperaturen (18°C-37°C) bei
200 Upm inkubiert.
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3.4.6.1 Zellaufschluf® von E.coli durch Ultraschall

Die rekombinanten E.coli Zellen wurden durch gepulsten Ultraschall aufgeschlossen.
Dazu wurden die Zellen in einem Rosettengefald auf Eis in einem Branson Sonifier
250 mit MacroTip fur 7 min, bei 50 % Intensitat und 50 % ,Duty-Cycle* sonifiziert.
Zelltrummer und unlésliche Bestandteile wurden anschlielend abzentrifugiert
(20000 xg, 15 min, 4°C).

3.4.6.2 Reinigung von rekombinanter 4-HPPD Uber Metallchelat-
chromatographie

Die Reinigung der rekombinanten 4-HPPD mit N-terminaler 6x Histidinmarkierung
(HisTag; Plasmidkonstrukte pET14bAHPD, pET14bRHD, pET14bMHPD) erfolgte

2 * peladene Talonsaule

durch Metallchelatchromatographie Uber eine mit Co
(Clontech). Dazu wurde der nach Zellaufschlul3 erhaltene Zentrifugationsuberstand
auf die Saule aufgetragen. AnschlieBend wurde die Saule mit 30 Saulenvolumen
AufschluBpuffer R (3.4.1.4.2) gewaschen und unspezifisch gebundene Proteine mit
15 Saulenvolumina 100 mM Hepes/NaOH pH 7,0; 200 mM NacCl; 15 mM Imidazol
entfernt. Die Elution der His-4-HPPD erfolgte in einem Schritt mit 3 S&ulenvolumina
100 mM Hepes/NaOH pH 7,0; 200 mM NaCl; 250 mM Imidazol. Das Protein wurde
Uber Ultrafiltration (3.3.3.1) eingeengt und in 10 mM Hepes/NaOH pH 7,0

umgepuffert.

3.4.6.3 Abspaltung des N-terminalen HisTag

Die Abspaltung des HisTag von rekombinanter 4-HPPD erfolgte durch Inkubation mit
rekombinantem, biotinyliertem Thrombin (Novagen).

Die Proteinldsung wurde 16 h bei 4°C mit 0,5 U Thrombin/mg Protein inkubiert.

Das biotinylierte Thrombin konnte nach einer Inkubation mit 20 pl Streptavidin
Agarose/U Thrombin fir 60 min bei 4°C gebunden und durch eine Zentrifugation
(5 min, 10000xg, 4°C), oder Filtration der Probe Uber einen 0,22 um Membranfilter
(Millipore GV) entfernt werden.



54 Material und Methoden

3.4.6.4 Reinigung von rekombinanter ara 4-HPPD durch lonenaus-

tauschchromatographie

Nach der Abspaltung des N-terminalen HisTag wurde dieser und die verbliebenen
Verunreinigungen durch lonenaustauschchromatographie Gber eine Resource Q
Saule (Saulenvolumen 6 ml; FluRrate 6 ml/min) (Pharmacia) abgetrennt. Die Saule
wurde zundchst mit 10 Saulenvolumen Puffer A (50 mM Hepes/NaOH pH 7,0)
equilibriert. Es wurden jeweils 50-120 mg rekombinanter Arabidopsis thaliana
4-HPPD in 10 mM Hepes/NaOH pH 7,0 aufgetragen. Ungebundenes Protein wurde
durch Waschen mit 4 Saulenvolumen Puffer A entfernt. Die Auftrennung und Elution
der 4-HPPD erfolgte in einem linearen Gradienten von 0-300 mM NacCl.
Anschlieend wurde die Saule mit je 3 Saulenvolumen 1 M NaCl und Puffer A
gewaschen. Aliquots der gesammelten Fraktionen wurden gelelektrophoretisch tber
SDS-PAGE (3.3.4.1) aufgetrennt, die Fraktionen mit 4-HPPD vereinigt, Uber
Ultrafiltration (3.3.3.1) eingeengt und in 10 mM Hepes/NaOH pH 7,0 umgepuffert.
Das Protein wurde so fur die Kristallisation verwendet (3.5) oder in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.5 Kristallographische Methoden

3.5.1 Kristallisation von rekombinanter ara 4-HPPD

Gereinigte rekombinante ara 4-HPPD wurde durch Ultrafiltration in 10 mM
Hepes/NaOH pH 7,0 umgepuffert und eingeengt bis zu einer Konzentration von
12 mg/ml. Die Kristallisation wurde nach dem Dampfdruckdiffusionsverfahren,
(McPherson, 1982) im hangenden Tropfen durchgefiihrt. Ein das Protein und einen
Anteil Reservoirldsung enthaltender Tropfen befand sich an der Unterseite eines
silikonisierten Deckglases Uber einem mit Prazipitanz gefilltem Reservoir. Das
Deckglas verschlo3 das Reservoir luftdicht. Die hoher konzentrierte Reservoirlésung
entzog dem Tropfen langsam Uber den Dampfdruck Wasser. Der Tropfeninhalt
wurde ankonzentriert bis das Protein kristallisierte. Die ara 4-HPPD kristallisierte in
einer 1:1 Mischung aus Proteinlésung und 50 % MPD + 6 % PEG 200 in 25 mM
Natriumcitrat/HCI pH 5,6.
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3.5.2 Datensammlung und Datenauswertung

Die Kristalle rekombinanter 4-HPPD wurden entweder in eine silanisierte
Glaskapillare montiert, oder mit einer Nylonschlinge aufgenommen und in flissigem
N, schockgefroren.

Die Messung erfolgte mit Graphit monochromatisierter CuKa Ro&ntgenstrahlung
(A=1,5418 A) von einem Rigaku RU 200 Réntgendrehanodengenerator (Rigaku,
Tokyo, Japan; maximale Leistung: 45kV bei 120 mA) auf einer Imageplate
(MarResearch, Hamburg). Zur Bestimmung der Kristallorientierung und der
Elementarzellparameter, sowie zur weiteren Prozessierung der Diffraktionsdaten
wurde MOSFLM 6.00 (Leslie, 1998) verwendet. Die Datenskalierung und Reduktion
wurde mit SCALA und TRUNCATE aus dem CCP4 Programmpaket (Collaborative
Computational Project, 1994) durchgefihrt.

3.6 Kristallisation von rekombinanter anorganischer Pyrophosphatase aus

Saccharomyces cerevisiae.

Gereinigte rekombinante anorganischer Pyrophosphatase aus Saccharomyces
cerevisiae. wurde durch Ultrafiltration bis auf 7-9 mg/ml eingeengt. Die Kristallisation
erfolgte nach dem Dampfdruckdiffusionsverfahren im sitzenden Tropfen (McPherson,
1982). Der Tropfen befand hier oberhalb eines mit Prazipitanz geflillten Reservoirs
auf einem Plastiksockel. Das Reservoir wurde luftdicht mit transparenter Klebefolie
verschlossen. Die héher konzentrierte Reservoirlésung entzog dem Tropfen langsam
Uber den Dampfdruck Wasser. Der Tropfeninhalt wurde ankonzentriert bis das
Protein kristallisierte. Die PPase kristallisierte in einer 1:1 Mischung aus
Proteinlésung und 30 — 35 % PEG 1000 + 0,1 M Na-Citrat/HCI pH 6,0.

3.6.1 Strukturlésung Modellbau und Verfeinerung

Fur alle Patterson-Suchen wurde das Programm AMoRe (Navaza, 1994) verwendet.
Als Suchmodel diente die Saccharomyces cerevisiae PPase (Harutyunyan et al.,
1996). Alle Verfeinerungen wurden mit X-PLOR 3.851 (Bringer, 1992a)
durchgefuhrt. Als Zielfunktion wurde der kristallographische R-Faktor minimiert,

wobei geometrische Parameter (Engh and Huber, 1991) bertcksichtigt wurden. Um
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ein objektives Kriterium fir den Erfolg der Verfeinerung zu haben, wurden 5 % aller
Reflexe zufallig ausgewahlt und als Testset nicht mit in die Verfeinerung einbezogen
(Bruinger, 1992b). Der aus ihnen berechnete freie R-Faktor liegt im Regelfall etwa 5
% hoher als der kristallographische R-Faktor und warnt vor einer Uberanpassung der
Messdaten an das Modell. Im Anschluf3 an die Verfeinerungen wurden individuelle
Temperaturfaktoren korrigiert. Atomare Modelle wurden mit dem Programm O
Version 6.2.3 (Jones et al., 1991) in die Elektronendichte eingepasst.

Die Inhibitormodelle wurden mit dem Programm SYBYL Version 6.4 (Tripos Inc., St.

Louis, USA 1997) generiert und energetisch minimiert.
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Ergebnisse

4.1 4-HPPD aus Zea mays
4.1.2 Vorversuche zur Wahl des Ausgangsmaterials

Das Ausgangsmaterial fur eine erfolgreiche Reinigung von 4-HPPD aus einer Pflanze
sollte eine moglichst hohe spezifische 4-HPPD Aktivitat und eine mdglichst wenig
komplexe Proteinzusammensetzung aufweisen. Zunachst wurden verschieden alte
Keimlinge der Kulturpflanzen Mais und Reis auf ihre 4-HPPD Aktivitat hin untersucht
(vgl. Abb. 11). Es wurden jeweils gleich alte etiolierte und normal ergriinte Keimlinge
verglichen.

Bei Reis zeigte sich eine von Keimlingsalter und Etiolierung relativ unabhangige
spezifische 4-HPPD Aktivitat von etwa 0,03 nmol 4-HP/mg Protein/min. Die
spezifische Aktivitat des Enzyms in Maiskeimlingen war bei 3 Tage alten Pflanzen ca.
3x hoher, 0,095 nmol 4-HP/mg Protein/min. Sie sank mit zunehmendem
Keimlingsalter allerdings deutlich ab. Aufl3erdem ist die zur Verfugung stehende
Biomasse bei Maiskeimlingen deutlich groRer als bei Reiskeimlingen. Fur die
Reinigung wurden 6 Tage alte etiolierte Maiskeimlinge verwendet. Dieses
Ausgangsmaterial wies eine relativ  niedrige = Komplexitdt in  der
Proteinzusammensetzung, d.h. eine relativ hohe spezifische Aktivitat der 4-HPPD bei

einer ausreichenden Verfugbarkeit von Biomasse auf.
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Abb. 11 Spezifische 4-HPPD Aktivitat verschieden alter Keimlinge von Mais und

Reis.



58 Ergebnisse

4.1.3 Einleitende Charakterisierung der Mais 4-HPPD

Eine korrekte Bestimmung der 4-HPPD Aktivitat im Maisrohextrakt nach
Zellaufschlul? war wegen der Existenz eines unbekannten, niedermolekularen
Inhibitors des Enzyms nicht moglich. Der Inhibitor konnte durch eine
Ammoniumsulfatfallung oder durch Gelfiltrationschromatographie uUber Sephadex
G25 vollstandig abgetrennt werden (s. Tab. 2). Die Mais 4-HPPD im mit
Ammoniumsulfat gefallten Rohextrakt wurde daher fir alle im folgenden

beschriebenen Experimente zur einleitenden Charakterisierung verwendet.

nmol/mg Protein/min
Rohextrakt 0.005 = 0.002
nach Sephadex G25 0.025 + 0.004
nach Ammoniumsulfatfallung 0.024 + 0.004

Tab.2  Spezifische 4-HPPD Aktivitat von 6 Tage alten Maiskeimlingen nach
Zellaufschlul3; Ammoniumsulfatfallung (80 %), oder Umpuffern uber
Sephadex G25.

4.1.3.1 Bestimmung der pH Stabilitat

Die pH Stabilitat der Mais 4-HPPD wurde anhand einer mit Ammoniumsulfat gefallten
und Uber DEAE-Sepharose vorgereinigten Probe bestimmt.

Die Proben wurden vor der Aktivitatsbestimmung 4 h im entsprechenden Puffer
inkubiert. Zwischen pH 5 und pH 6,5 wurde Na-Citrat, zwischen pH 7 und pH 9 wurde
Tris als Puffersubstanz verwendet.

Die Mais 4-HPPD besitzt einen relativ schmalen Bereich der pH Stabilitat zwischen
pH 7,0 und pH 8,0 (s. Abb. 12). Unterhalb von pH 5,5 bzw. oberhalb von pH 8,5 ist
dagegen kaum noch Enzymaktivitdt nachweisbar. Bei sauren pH Werten wird

wahrscheinlich das Fe" im aktiven Zentrum der 4-HPPD oxidiert.
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Abb. 12 Bestimmung der pH Stabilitat der Mais 4-HPPD.

4.1.3.2 Effekt verschiedener zweiwertiger lonen auf die Enzymaktivitat

Mais 4-HPPD besitzt ein Fe(ll) im aktiven Zentrum. Wird dieses Fe(ll) zu Fe(lll)
oxidiert, so ist die 4-HPPD nicht mehr aktiv. Es wurde versucht, das Enzym durch die
Zugabe von Fe(ll) und verschiedener anderer zweiwertiger lonen zu stabilisieren
(vgl. Tab. 3).

Die Metallionen wurden jeweils in drei verschiedenen Konzentrationen (0,01 mM,
0,1 mM; 1,0 mM) zum Testansatz hinzugefiigt. Cu?* storte den radioaktiven
Aktivitatstest schon in der niedrigsten Konzentration erheblich. Bei Mn?* lieR sich in
den beiden hoheren Konzentrationen ein leicht stabilisierender Effekt beobachten.
Zn?* wirkte in den beiden héheren Konzentrationen inhibierend auf das Enzym. Mg**
und Ca?* zeigten keinen Effekt auf die Aktivitat der Mais 4-HPPD, bzw. sie wirkten in
einer Konzentration von 1 mM leicht inhibierend. EDTA und EGTA als
Komplexbildner mit zweiwertiger lonen haben in den genannten Konzentrationen
ebenfalls keinen Effekt auf die 4-HPPD Aktivitat, wirken in h6heren Konzentrationen

allerdings inhibierend. Dies beruht auf ihrer Fahigkeit Fe** zu chelatieren.
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, Aktivitat [%]
Metallion
0,01 mM 0,1 mM 1,0 mM

Fe’* 101 98 97
ca®* 100 101 92
Mn?* 98 102 112
Zn** 84 67 18
Mg~ 101 98 91
CU2+ % _* _*
EDTA 101 97 99
EGTA 95 98 97

Tab.3  Effekte verschiedener zweiwertiger lonen auf die 4-HPPD Aktivitdt im
Maisrohextrakt im radioaktiven Aktivitatstest; * = konnte nicht bestimmt

werden.

4.1.3.3 Inhibition und Stabilisierung von Mais 4-HPPD durch Sulcotrion

Die Mais 4-HPPD liel3 sich wie alle bisher bekannten 4-HPPDs durch 1,3-Diketone
wie z.B. Sulcotrion inhibieren. Der plsg Wert konnte mit 8.5 bestimmt werden.
Gleichzeitig wurde das Enzym aber auch durch die Zugabe von Sulcotrion in Lésung
stabilisiert. Bei Lagerung bei 4°C verlor ein Maisrohextrakt innerhalb von 24 h 53 %
seiner 4-HPPD Aktivitat. Nach 96 h bei 4 °C war keine Enzymaktivitdt mehr messbar

Zur Stabilisierung der Enzymaktivitat wurde Sulcotrion in Konzentrationen von 107
M-10" M zugegeben. Nach der Lagerung wurde zur Aktivitatsbestimmung der
4-HPPD das Sulcotrion Uber Gelfiltration entfernt. Bereits bei der niedrigsten
Sulcotrionkonzentration konnte eine deutliche Stabilisierung der Mais 4-HPPD
beobachtet werden. Bei einer Sulcotrionkonzentration von 10° M konnten die
Aktivitatsverluste um 50 % vermindert werden (s. Tab. 4).



Ergebnisse 61

Fraktion Lagerung Aktivitat [%]

Maisrohextrakt |, frisch* 100
-80 °C 90
24 h 4°C 47
24 h 4°C + 10®° M Sulcotrion 61
24 h 4°C + 10" M Sulcotrion 64
24 h 4°C + 10" M Sulcotrion 73
24 h 4°C + 10™ M Sulcotrion 74

Tab. 4  Stabilisierung von Mais 4-HPPD durch Sulcotrion; Lagerung 24 h bei 4°C.

4.1.4 Reinigung von 4-HPPD aus Mais

Das Ausgangsmaterial fir die Reinigung von 4-HPPD aus Mais bildeten 5 kg
etiolierte, 6 Tage alte Maiskeimlinge. Diese wurden in Portionen von jeweils 500 g
verarbeitet und zum geeigneten Zeitpunkt wahrend der Reinigung vereinigt.

Mais 4-HPPD konnte zur Aufbewahrung wéhrend der Reinigung ohne grél3eren
Aktivitatsverlust (5-10 %) in flissigem N, eingefroren und bei —80°C gelagert werden
(vgl. Tab. 4). Die Reinigung bestand aus einer Ammoniumsulfatfallung und
verschiedenen chromatographischen Methoden. Die gesamte Reinigung ist in Tab. 5
zusammengefasst. Insgesamt konnte ein Anreicherungsfaktor von 1251 erreicht
werden. Die Ausbeute an 4-HPPD betrug 0,6 % oder ca. 20 pg, welche zur
Mikrosequenzierung verwendet wurden. Die Aktivitatsverluste bei den einzelnen
Chromatographieschritten waren teilweise erheblich und eine Stabilisierung der Mais
4-HPPD wahrend der Aufreinigung durch die Zugabe von mindesten 10 % Glycerin

und 2 uM Sulcotrion zu allen verwendeten Puffern nur zum Teil erfolgreich.

4.1.4.1 Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung

Den ersten Reinigungsschritt bei der Aufreinigung von nativer Mais 4-HPPD bildete
eine fraktionierte Ammoniumsulfatfallung zwischen 45 % und 22 %. Unterhalb von
22 % ist Mais 4-HPPD gut I6slich. Oberhalb von 45 % féllt kein weiteres Enzym mehr
aus. Nach dem Zellaufschlu3 in der Zentrifugalmihle (Retsch) wurde der so

erhaltene Rohextrakt zundchst mit 45 % (w/v) Ammoniumsulfat geféllt und
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abzentrifugiert. Das Pellet wurde in AufschluBpuffer M resuspendiert, erneut mit 22 %
(w/v) versetzt und wiederum abzentrifugiert.

Bei diesem Schritt werden bereits kontaminierende Proteine sowie ein Grol3teil von
niedermolekularen Inhaltsstoffen wie Phenole und andere sekundare Pflanzenstoffe
abgetrennt. Durch die Ammoniumsulfatfallung wurde die 4-HPPD Aktivitat um den
Faktor 2,5 (s. Tab. 5) angereichert. Die Ausbeute in diesem Schritt betrug 77,5. Der
so erhaltene Uberstand konnte sofort fur die hydrophobe Interaktions-

chromatographie auf Phenylsepharose verwendet werden.

4.1.4.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Der nach der fraktionierten Ammoniumsulfatfallung erhaltene Uberstand wurde auf
eine mit 50 mM Tris/HCI pH 7,5 + 1,0 M (NH,4)2SO4 + 10 % Glycerin equilibrierte
Phenyl-Sepharose FF S&aule aufgetragen. Die Leitfahigkeit wurde in einem Schritt auf
10 % abgesenkt und kontaminierende Proteine abgetrennt (s. Abb. 13). Die Mais
4-HPPD bindet sehr stark an die Phenyl-Sepharose, so dal3 zur vollstadndigen Elution
eisgekuhlter 10 mM Tris/HCI pH 7,5 + 20 % Glycerin Puffer verwendet werden
mufte. Die Ausbeute in diesem Reinigungsschritt lag bei 17 %, bei einer
Anreicherung der 4-HPPD um den Faktor 7. Die die Aktivitat enthaltenden Fraktionen

von jeweils drei Saulenlaufen wurden vereinigt.
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Abb. 13 Reinigung von Mais 4-HPPD uber Phenyl-Sepharose FF; die 4-HPPD

Aktivitat ist in griin eingezeichnet.
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4.1.4.3 DEAE-Sepharose FF

Zur weiteren Reinigung des Enzyms wurde eine lonenaustauschchromatographie
Uber den schwachen Anionenaustauscher DEAE-Sepharose FF durchgefuhrt. Die
Saule war equilibriert mit 50 mM Tris/HCI pH 7,5. Die 4-HPPD Aktivitat eluierte in
einem linearen Gradienten zwischen 100 und 200 mM NacCl (vgl. Abb. 14).

Der Anreicherungsfaktor lag in diesem Schritt bei 3,5 bei einer Ausbeute von 30 %
Die Fraktionen mit 4-HPPD Aktivitat wurden vereinigt, durch Ultrafiltration in einer
Amicon Ruhrzelle entsalzt, und umgepuffert in 50 mM Tris/HCI pH 7,5 + 10 %
Glycerin.
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Abb. 14 Reinigung von Mais 4-HPPD uber DEAE-Sepharose FF; die 4-HPPD

Aktivitat ist in griin eingezeichnet.

4.1.4.4 Mono Q

Die gesammelten Fraktionen von 2 DEAE-Sepharoselaufen wurden auf einer Mono
Q HR 10/10 Saule weiter aufgereinigt. Mono Q ist ein starker Anionenaustauscher
mit einer etwas anderen Spezifitat als DEAE-Sepharose und einer wesentlich
hoheren Auflosung. Die Saule war ebenfalls mit 50 mM Tris/HCI pH 7,5 equilibriert
und die 4-HPPD Aktivitat eluierte in einem linearen Gradienten zwischen 100 und
150 mM NaCl (s. Abb. 15). Die Ausbeute lag hier bei 28,3 %; bei einem

Anreicherungsfaktor von 2,5.
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Abb. 15 Reinigung von Mais 4-HPPD uber Mono Q; die 4-HPPD Aktivitat ist in griin

eingezeichnet.

4.1.4.5 Hydroxylapatit

Die 4-HPPD Fraktionen nach Mono Q wurden vereinigt und uber Ultrafiltration in
einer Amicon Ruhrzelle entsalzt und umgepuffert in 10 mM KP; pH 5,7. Eine Saule
aus keramischen Hydroxylapatit (CHT 20 um; BioRad) wurde ebenfalls mit diesem
Puffer equilibriert und die Probe aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linearen
Gradienten von 10 bis 250 mM KP;. Die 4-HPPD eluierte kurz nach der
Hauptkontamination (Amylogenin), konnte aber nicht ganz von dem 42 kDa grol3en

Protein abgetrennt werden.(s. Abb. 16).
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Abb. 16 Reinigung von Mais 4-HPPD Uber keramisches Hydroxylapatit; die
4-HPPD Aktivitat ist in griin eingezeichnet.
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Abb. 17 SDS-PAGE verschiedener Fraktionen der Reinigung von 4-HPPD aus

Maiskeimlingen.

Fraktion Protein spez. Aktivitat Anreicherung | Gesamtaktivitdt | Ausbeute
[mg] [nmol/mg Protein/min] [nmol/min] [%]

Rohextrakt ca. 80000 0,02 1 1600 100,0
45 % (NH4),SO, ca. 25000 0.05 25 1240 77,5
Phenylseph. FF 615 0,34 17 210 13,1
DEAE Seph. FF 51,4 1,2 60 61,7 3,9
Mono Q 6,05 3 150 18,2 1,1
CHT 0,38 25,02 1251 9,5 0,6
Tab.5 Zusammenfassung der Reinigung von Mais 4-HPPD aus etiolierten

Maiskeimlingen.
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Auf eine weitere Aufreinigung wurde an dieser Stelle verzichtet, obwohl die Mais
4-HPPD noch nicht homogen vorlag. Der erreichte Reinigungsgrad ermdglichte ein
Ausschneiden der 4-HPPD Bande nach SDS-PAGE. So konnten ausreichende
Mengen des Enzyms fur einen Trypsinverdau (4.1.4.8) und anschlielende
Aminosauresequenzierung gewonnen werden. Bei einer weiteren Aufreinigung
hatten die Aktivitatsverluste in keinem Verhéltnis zum gewilnschten Zweck, der

Gewinnung von Sequenzinformation, gestanden.

4.1.4.6 Bestimmung des apparenten Molekulargewichts tber
Gelfiltrationschromatographie

Die Bestimmung des apparenten Molekulargewichts erfolgte mit einer mit
Ammoniumsulfat geféllten und Uber DEAE-Sepharose bereits vorgereinigten Probe
auf einer Superose 12 HR 10/30. Die Bestimmung wurde dreimal durchgefuhrt.

Anhand des Vergleichs mit der zuvor erstellten Eichgerade (s. Abb. 10) liel3 sich das
Molekulargewicht der Mais 4-HPPD mit 88 kDa ermitteln. Dies ist deutlich groR3er als
das Molekulargewicht des Monomers mit 48 kDa, so da3 Mais 4-HPPD vermutlich,

wie auch alle anderen bisher bekannten eukaryotischen 4-HPPDs, als Dimer vorliegt.

4.1.4.7 Bestimmung des isoelektrischen Punktes tber
Chromatofokussierung

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes der Mais 4-HPPD erfolgte an einer
durch  Ammoniumsulfatfallung und Chromatographie Uber DEAE Sepharose
vorgereinigten Probe durch Chromatofokussierung tber eine Mono P Saule. Der
Versuch wurde insgesamt dreimal duchgefiuihrt (Die Chromatogramme sind nicht

abgebildet). Der isoelektrische Punkt konnte so mit 5,5 bestimmt werden.

4.1.4.8 Trypsinverdau und Mikrosequenzierung verschiedener Peptide

Die Proteine der die 4-HPPD Aktivitat enthaltenen Fraktion nach Chromatographie
Uber Hydroxylapatit wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde mit
Coomassie Blau R250 gefarbt und die vermutlich die 4-HPPD enthaltende Bande
ausgeschnitten. Nach der Spaltung mit Trypsin und anschlieRender Trennung der
Peptide tber HPLC konnten die Sequenzen von insgesamt 6 Peptiden bestimmt
werden. Aul3erdem konnte der N-Terminus des Proteins bestimmt werden. Wahrend
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Arabidopsis thaliana

Daucus carota

angereichert und konnte auch im letzten Reinigungsschritt nur partiell abgetrennt
Zea mays Peptide

der Reinigung von 4-HPPD wurde ein 43 kDa grol3es Protein ebenfalls stark
Durch einen Vergleich mit den 4-HPPD Sequenzen von Arabidopsis thaliana und

Daucus carota konnten alle tUber Mikrosequenzierung erhaltenen Peptide eindeutig

konnte als Amylogenin identifiziert werden. Die Homologie zu Reis Amylogenin
als Mais 4-HPPD Fragmente identifiziert werden (s. Abb. 18).

werden. Diese Hauptkontaminante wurde ebenfalls N-terminal ansequenziert und
betragt 96 % (EMBL:TAE18625; De Pater S., Buijk A. & Kjine J., 1999).

4.1.4.9 Vergleich mit bekannten Sequenzen
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sequenzen der 4-HPPD von Arabidopsis thaliana und Daucus carota.
Konservierte Aminosauren sind dunkelblau, homologe Aminosduren sind

Abb. 18 Sequenzvergleich der Peptide von Mais 4-HPPD mit den Aminoséaure-
grin unterlegt.
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4.1.5 Isolation und Klonierung der cDNA

Die cDNA der Mais 4-HPPD wurde uber RT-PCR isoliert. Dazu wurde zun&chst
Gesamt-RNA aus 6 Tage alten etiolierten Keimlingen prapariert. Die Ausbeute betrug
254 pg RNA/g Frischgewebe. Die Erststrang-cDNA-Synthese erfolgte mit OligodT-
Primern. Aufgrund des hohen Sekundarstrukturanteils der Mais 4-HPPD mRNA
wurde die reverse Transkription mit einer thermostabilen RT bei 65 °C durchgefinhrt.
Die Erststrang cDNA Synthese mit AMV bzw. M-MLV reverser Transkriptase bei
42°C fuhrte nicht zum gewunschten Erfolg.

Anschliel3end folgte eine modifizierte PCR mit genspezifischen Primern (s. 3.4.3.2.2).
Der 5'-Primer wurde anhand des N-Terminus der nativen Mais 4-HPPD definiert
(CHDNdel). Der 3'-Primer wurde ausgehend von der Konsensussequenz des
konservierten C-Terminus aller bis dahin bekannten pflanzlichen 4-HPPDs gewahlt
(CHDBamHI). Beiden Primern wurde eine Restriktionsschnittstelle zur spateren
Klonierung in einen Expressionsvektor angehangt. So konnte ein ca. 1300 Bp grol3es
DNA-Fragment spezifisch amplifiziert ~ werden. Die putative Mais
4-HPPD cDNA wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und BamHI geschnitten und
in den ebenfalls mit diesen Enzymen geschnittenen Expressionsvektor pET14b
ligiert. Das Plasmidkonstrukt Mais 4-HPPD in pET14b wurde in kompetente E.coli.
BL21(DE3) transformiert. Die Zellen wurden auf LBcap Platten plattiert und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Ausgehend von einer tUber Nacht Flissigkultur wurde
Plasmid-DNA isoliert und zur Uberpriifung der korrekten Sequenz mit den Primern
T7F, T7R, MF, MR, M2F und M2R sequenziert (vgl. Abb. 19).
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70

139

208

277

346

415

484

553

622

691

760

829

898

967

1036

1105

1174

TTCGTCCGCTTCAACCCGCGCT CCGACCGCT TCCACACGCT CGCGT TCCACCACGT GGAGCTCTGGTGC
F VRFNWPRSDRFHTLAFHMHYVYETL WZC

GCCGACGCGECCT CCECCECEEECCECT TCTCCT TCEECCT GGECGCECCGCT CACCGCACGCTCCGAC
ADAASAAGRFSFGLGAPLAARSD

CTCTCCACGGGECAACT CCECECACGCGT CCCTGCTGCT CCGCTCCGECTCCCTCTCCTTCCTCTTCACG
L S TGNZSAHASTULIULILIRSGSUL S FL FT

GCGCCCT ACGCGCACGECECCGACGCT GCCACCECCGECECT GCCCT CCT TCT CCGCCGCCGCCGLGLGG
APY A HGADAATAALWPSFSAAAAR

CGCTTCGCAGCCGACCACGECCT CGCGGT GCECECCGT CGCGECT CCACGT CACCGACGCCGAGGACGCC
R F A ADHGGLAVRAVAL RV ADATEDA

TTCCGCECCAGCGT CECGEECCEEEECECECCCAEECET TCEECCCCGT CGACCT CGECCECEECTTCCEC
FRASVAAGARZPAFGPVDULGRGTEFR

CTCGCCGAGGT CGAGCT CTACGGCGACGT CGT GCTCCGGTACGT GAGCT ACCCGGACGECGCCGLGEEC
L AEV ELYGDVVYVL RYVSYPDSGAASG

GAGCCCT TCCT GCCGEGEGT TCGAGGECGT GGCCAGCCCCGEEECEECCGACTACGEECTGAGCAGGT TC
E PFL P GFEGVASUPGAADYGL S RF

GACCACAT CGT CGGCAACGT GCCEGAGCT GECGCCCECCGCCECCTACT TCECCEECTTCACGEEGT TC
DHI VGNVPELAPAAAYFAGTFT GF

CACGAGT TCGCCGAGT TCACGACGGAGGACGT GEECACCGCGEEAGAGCGGECCTCAACTCCATGGT GCTC
HEFAEZFTTEWDVSGTAESGLNZSMVL

GCCAACAACT CGGAGAACGT GCTGCT CCCGCT CAACGAGCCGEGET GCACGGCACCAAGCGCCGECAGCCAG
AANNS S ENVLLUPLNEWPVHGTKRRS Q

ATACAGACGT TCCT GGACCACCACGGECEECCCCEECGT GCAGCACAT GGCGECT GECCAGCGACGACGT G
I Q T F L DHHGGPSGVYVY QHMALASDDYV

CTCAGGACGCT GAGGGAGAT GCAGGCGCECT CGECCAT GGGECGECT TCGAGT TCATGGCGCCTCCCACA
L RTLREMQARSAMGGFEFMAWPUPT

TCCGACTACTACGACGECGT GAGGCGECECGCCCEEGEACGT GCTCACGGAAGCACAGATTAAGGAGT GC
S by Y D GVRIRRAGDUVLTEAQOQI KEZC

CAGGAGCT AGGEGEGT GCTGGT GGACAGGGAT GACCAGGEGECGT GCTGCTCCAAATCTTCACCAAGCCAGT G
QEL GGVL VDRDDOQGYVYLULOQI FTIKWPYV

GGGGACAGGCCAACCCTGT TCTTGGAAAT CATCCAAAGGAT CGGGT GCAT GGAGAAGGAT GAGAAGGEEG
GDRWPTULFLEI I QRI GCMEIKDE K G

CAAGAATACCAGAAGGGT GECT GCGECEEGET TCEECAAGGGAAACT TCTCGCAGCTGT TCAAGT CCATC
Q EY Q K GGCGGFGKGNFSQL F K S |

GAGGATTATGAGAAGT CCCTTGAAGCCAAGCAA
E DY E K S L E A K Q

Abb.

19 Sequenz der Mais 4-HPPD cDNA.
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4.1.6 Heterologe Uberexpression der Mais 4-HPPD in  E.coli

Die Uberexpression erfolgte wie unter 3.4.5 beschreiben in Schiittelkolben bei
Raumtemperatur. Die Ausbeute betrug etwa 3 mg losliche Mais 4-HPPDII

Bakterienkultur mit einer spezifischen Aktivitat von 4,4 nmol/mg Protein/min.

4.1.7 Reinigung des rekombinanten Proteins

Die rekombinante Mais 4-HPPD wurde wie unter 3.3.3 beschrieben durch

Chromatographie uber eine Metallchelatsaule gereinigt (s. Abb. 20).

kDa
Y 1 Cytoplasmafraktion
- 66 2 Durchlauf Talonsaule
R —— _ 45 3 Waschschritt pH 7,0
. - 4 Elution mit 250 mM Imidazol pH 7,0

__E EE -3l 5 nach Thrombinspaltung
-21,5 6 nach Rechromatographie Talon

r— -14 7 Molekulargewichtstandard

1 2 2 3 4 5 6 7

Abb. 20 SDS-PAGE der Reinigung rekombinanter Mais 4-HPPD aus E.col..

4.2 4-HPPD aus Oryza sativa var. indicia
4.2.1 Isolation und Klonierung der cDNA

Die cDNA der Reis 4-HPPD wurde wie unter 3.1.5 fir Mais beschrieben tber RT-
PCR isoliert. Die Ausbeute betrug 183 pg RNA/g Frischgewebe.

Anschliel3end folgte eine modifizierte PCR mit genspezifischen Primern (s. 3.4.3.2.2).
Der 5-Primer wurde anhand eines EST Klones aus dem ,Rice Genome Project”
(EMBL C26160) definiert (RHDNdel). Der 3‘-Primer wurde ausgehend von der
Konsensussequenz des konservierten C-Terminus aller bis dahin bekannten
pflanzlichen 4-HPPDs gewahlt (CHDBamHI). Beiden Primern wurde eine
Restriktionsschnittstelle zur spateren Klonierung in einen Expressionsvektor

angehangt. So konnte ein ca. 1250 Bp grol3es DNA-Fragment spezifisch amplifiziert
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werden. Die Reis 4-HPPD cDNA wurde mit den Restriktionsenzymen Ndel und
BamHI geschnitten und in den ebenfalls mit diesen Enzymen geschnittenen
Expressionsvektor pET14b ligiert. Das Plasmidkonstrukt Reis 4-HPPD in pET14b
wurde in kompetente E.coli BL21(DE3) transformiert. Die Zellen wurden auf LBcarn
Platten plattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ausgehend von einer Uber Nacht
Flussigkultur wurde Plasmid-DNA isoliert und zur Uberprifung der korrekten
Sequenz mit den Primern T7F, T7R, MF, MR, M2F und sequenziert (s. Abb. 22).

4.2.2 Heterologe Uberexpression der Reis 4-HPPD in  E.coli

Die Uberexpression erfolgte wie unter 3.4.5 beschreiben in Schiittelkolben bei
Raumtemperatur Die Ausbeute betrug etwa 3 mg losliche Reis 4-HPPDII

Bakterienkultur mit einer spezifischen Aktivitat von 4.4 nmol/mg Protein/min.

4.2.3 Reinigung des rekombinanten Proteins

Die rekombinante Reis 4-HPPD wurde wie unter 3.3.3 beschrieben durch

Chromatographie tber eine Metallchelatsaule gereinigt (s. Abb. 21.)

kDa
— 97 1 Cytoplasmafraktion
- - 66 2 Durchlauf Talonsaule
a——y 45 3 Waschschritt pH 7,0
4 Elution mit 250 mM Imidazol pH 7,0
~-31 5 Molekularaewichtstandard
«-215
e —
— b --14
1 2 2 3 45

Abb. 21 SDS-PAGE der Reinigung rekombinanter Reis 4-HPPD aus E.coli.
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1 ATGCCTCCCACT CCCACCCCCACCGCCACCACCGECGCCGT CTCGECCGECT GCAECGECEEEEGAGAAC
MP P TPTWPTATTGAVSAAAAAGTEN

70 GCGGEGGTTCCGCCT CGT CGEGECACCGCCGCT TCGT CCGCGCCAACCCGCGGAGCGACCGGT TCCAGECG
AAGFRLV GHRRFVRANPIRSUDIRTEFEFIOQA

139 CTCGCGT TCCACCACGT CGAGCT CTGGT GCECCGACGCCELGT CCECCECEEECCEGT TCECCTTCGECC
L AFHHYVEL WCADAASAAGRFATFA

208 CTGGEGECECGCCAECT CACCGCCAGGT CCGACCT CTCCACGEEGAACT CCGCGCACGCCTCCCTCCTCCTC
L GAPLAARSDLS ST GNSAHASILILIL

277 CGCTCCGCCTCCGT CGCGT TCCTCTTCACCGCCCCCTACGECGECGACCACGECGT CAECGCEGACGLG
R S A SV AFLFTAPYGGDMHGVGADA

346 GCCACCACCGCCTCCATCCCTTCCTTCTCCCCAGGCGCCGCGCGGAGGT TCGCCGCGGACCACGELCTC
AT TASI P SF SPGAARRFAADMHTGIL

415 GCGGTGCACGCCGT GECGCT GCGCGT CGCCGACGECGEECCGACGLCT TCCGCECCAGCGT CGCGECCEET
AV HAV AL RV ADAADAFIRASVAASG

484 GCGECGCCCGECGT TCCAGCCCGCCGACCT CGECEGT GACT TCGECCT CGCGGAGGT GGAGCTCTACGEC
ARPAFQPADL GGG GFGLAEVEWLYG

553 GACGICGIGCTCCGTTTCGT CAGCCACCCGGACGECGECCGACGCECCCT TCCTCCCGEGT TTCGAGEEC
bvv<>L RFVSHWPDG GADAPUEFLUPGTFEG

622 GICAGCAACCCGGEECAECCGT GGACT ACGECCT CCECCGGT TCGACCACGT CGT CGGCAACGT GCCGGAG
VvV S NP GAV DY GLRRFDMHVYVV GNV P E

691 CTCGCTCCGGTAGCCGCGTACATCTCCGEGET TCACCGGEGT TCCACGAGT TCGCCGAGT TCACCGCCGAG
L APV AAYI S GFTGFMHEFAEFT AE

760 GACGT GGGCACCGCCGAGAGCGGCCT CAACT CGGT GGT GCT CGCCAACAACGCGGAGACCGTGCTECTG
DV GTAE S GLNSVVLANNAETWVLIL

829 CCGCTCAACGAGCCGGT GCACGECACCAAGCGGECGEEAGCCAGATACAGACGT ACCT GGACCACCACGEC
P L NEPVHGTIKIRRSQI QT YL DHHG

898 GGECCCGEEEGET GCAGCACAT CGCGCT GGCCAGCGACGACGT GCTCGGGACGCT GAGGGAGAT GCGEGEECG
GP GVQHI AL ASDDVILSGTILIREMRA

967 CGCTCCGCCATGGEECEECT TCGAGT TCTTGGCECCGCCGCCGCCCAACTACT ACGACGECGT GCGECGG
R S AMGGFEFLAPZPZPPNYY DGV RR

1036 CGCGCCGGEEGACGT GCTCT CGGAGGAGCAGAT CAACGAGT GCCAGGAGCT CGEGGT GCTCGTGGACAGG
R AGDVLSEEQI NECOQELGV LV DHR

1105 GATGACCAGGGGEGTGI TGCTCCAGATCTTCACCAAGCCAGT AGGAGACAGGCCAACCTTTTTCTTGGAG
bDQ@QGVLL QI FTKWPV GDWRPTFF L E

1174 ATGATACAAAGGATTGGGT GCATGGAGAAGGAT GAGAGT GGGCAGGAGT ACCAGAAGGGCGGCT GCGRC
M1 QR I GCMETJKTUDTETSG GO QEYOQIKGGTCG

1243 GGGTTTGEGAAGGGECAACT TCTCGGAGCT GTTCAAGI CCAT TGAGGAGT ATGAGAAGT CCCTTGAAGCC
GF GK GNF S EL F K S 1 EEY EK S L E A

1312 AAGCAATAG
K Q *

Abb. 22 cDNA Sequenz der 4-HPPD aus Oryza sativa.
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4.3 4-HPPD aus Mus musculus
4.3.1 Isolation und Klonierung der cDNA

Die cDNA fir Maus 4-HPPD wurde Uber die Polymerase Kettenreaktion aus einer
Mauseleber Agtll cDNA Bank (Clontech) isoliert. Die cDNA Bank wurde zunachst
amplifiziert, ein Phagenlysat hergestellt und die ADNA aufgereinigt.

Ausgehend von der bereits bekannten cDNA Sequenz (Genbank Accession No.
D29987; (Endo et al., 1995)) wurden die Oligonukleotidprimer MHDF | und MHDR |
definiert und die Maus 4-HPPD cDNA Uber PCR amplifiziert. Der gesamte PCR-
Ansatz wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt. Das gewilnschte PCR-Produkt
(1181 Bp) wurde aus dem Gel ausgeschnitten und aus dem Agaroseblockchen
eluiert. AnschlieRend wurde die DNA in den Klonierungsvektor pMosblue ligiert und
in kompetente E.coli DH5a transformiert. Die positiven Klone konnten uber
Blau/Weil3 Selektion identifiziert werden. Ausgehend von einer Uber Nacht
Flussigkultur wurde Plasmid-DNA isoliert und zur Uberpriufung der korrekten
Sequenz mit den Primern T7 und U19mer sequenziert (s. Abb. 23).

Die pMosblue-Maus4-HPPD Plasmid DNA wurde als Ausgangsmaterial fur alle
weiteren Klonierungen verwendet.

Maus 4-HPPD wurde in verschiedene Expressionsvektoren kloniert, um eine
maximale Uberexpression zu erreichen. Die cDNA wurde Uber eine erneute PCR
zunéchst amplifiziert und durch die Wahl von geeigneten Primern jeweils mit den

entsprechenden terminalen Restriktionsschnittstellen versehen (s Tab. 6).

Vektor Primer forward | Primer reverse | E.coli [Expressionsstamm
pPET3a MHDFNdel MHDRBamHI HMS174(DE3)/BL21(DE3)
pET14b MHDFNdel MHDRBamHlI HMS174(DE3)/BL21(DE3)
pET21d MHDFRcal MHDRNOotl HMS174(DES3)

pET32a MHDFRcal MHDRBamHI AD494 (DE3)

pThioHisB MHDFRcal MHDRBgII DH5a

PGEX4T2 MHDFBamHI MHDRECcoRI DH5a

pTrcHisB MHDFBamHI MHDRECcoRI DH5a

Tab. 6 verwendete Expressionsvektoren und PCR Primer.
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1 ATGACAACCTACAACAACAAAGGACCAAAGCCT GAGAGAGGECCGGT TCCTCCATTTCCACTCGGTGACC
M TTYNNIKUGPIKWPERGRFLHFMHSVT

70 TTCTGGGT TGGCAAT GCCAAGCAGECTGCTTCCTTCTACT GCAACAAGATGEECTTTGAACCTCTGGECC
F WV GNAKOQOQOQAASFYI CNIKMMGTFEPL A

139 TACAGGGGECCTAGAGACT GGCT CCCEEGAGGT AGT CAGCCACGT CATCAAGCGAGCGAAAATTGTGTTT
Y R GL ETGSREVV SHVI KRGKI VF

208 GITCTCTGCTCTGCTCTCAATCCCTGGAACAAAGAGAT GGGCGACCACT TGGT GAAGCAT GGCGACGEG
v L CS AL NPWNIKIEMMGDMHILV KHGD G

277 GTGAAAGACATCGCATTCGAGGT GGAAGACT GCGACCACAT TGT GCAGAAAGCT CGAGAACGEGEGECECC
v K DI A FEVEUDZ CDMHI V QKARERGA

346 AAAATTGT GCGGGAGCCAT GGGT GGAGCAAGACAAAT TTGCGAAGGT GAAGT TTGCTGT GCTGCAGACG
K1 VREWPWYVE QDI KUFGKVKFAVL QT

415 TATGGAGATACCACACACACCCTGGTGGAGAAGATCAACTACACTGGECCGT TTCTTACCTGGATTCGAG
Y G6bDTTHTULV EIKI NYTGRUFL P GF E

484 GCCCCAACATACAAGGATACCCTGCTTCCAAAACTACCCAGATGTAACCTTGAGATCATTGACCACATT
AP TY KDTULULPKULPRCOCNWLETI I DHI

553 GTAGGCAACCAACCCGACCAAGAAAT GCAGT CTGCOCTCAGAAT GGTACCT GAAAAACCT GCAGTTCCAC
VGNQPD QQEMOQSASTEMWYTULTIKNTLOQF H

622 CGGTTCTGGTCCGT GGACGACACGCAGGT GCACACGGAGTACAGCTCTCTGCGCTCCATTGTI GGTGACC
R FWSVDDTOQVHTEYSSLRSI VVT

691 AACTACGAGGAATCCATCAAAAT GCCCAT CAACGAGCCAGCT CCGEGECAGGAAGAAGT CTCAGATCCAG
NY EESI KMPI NEWPAPGRIKIKSOQI Q

760 GAATATGIGGACTATAATGGEGEGET GCTGGEGEGT CCAGCACAT CGCT CTCAAGACGGAAGACATCATCACA
E YV DYNGGAGYQHI AL KTETDI I T

829 GCAATCCGCCACT TGAGCGAGCGAGECACGGAGT TCTTGECAGCCCCATCTTCTTACTACAAACTGCTT
Al RHL RERGTEFULAAPSSYYKLL

898 CGGGAGAATCTCAAGT CAGCCAAGAT CCAGGT GAAAGAGAGCAT GGACGT CCTGGAGGAGCTGCATATC
R ENLKSAKI QVKESMDV L EE L HI

967 CTAGICGACTATGACGAGAAAGGCTACCT CCTACAGATCTTCACCAAGCCCAT GCAGGACCGGECCCACA
L vDbyYDEKGYLULQI FTIKWPMOQDRPT

1036 CTCTTCCTGGAAGTCATTCAACGT CACAACCACCAGGECECTTTGGAGCGEGCAACTTCAACTCTCTGITC
L F L EVI QRHNHQGF GAGNUZFNSL F

1105 AAGGCGT TCGAGGAGGAGCAAGCCCT ACGGGEGECAACCT CACT GACCT GGAGCCCAATGGT GTGAGGT CT
K AOFFEEEQALRGNTLTDULIEWPNG GVR S

1174 GGAATGTAA
G M *

Abb. 23 cDNA Sequenz der Maus 4-HPPD.
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Das PCR Produkt und der jeweilige Vektor wurden jeweils mit den entsprechenden
Restriktasen geschnitten und der Vektor an seinem 3' Ende mit alkalischer
Phosphatase dephosphoryliert. AnschlieRend wurden PCR-Produkt und Vektor mit
T4-Ligase ligiert und in E.coli transformiert. Verwendet wurden die jeweils unter

3.1.4.4 angegebenen E.coli K12 Derivate.

4.3.2 Heterologe Uberexpression von Maus 4-HPPD in  E.coli

Die Uberexpression erfolgte entweder in Schiittelkolben oder durch Fermentation bei
Rheinbiotech. Die erreichbare Ausbeute betrug bei Verwendung der
Expressionsvektoren pET14b oder pET32a etwa 5 mg losliche Maus 4-HPPD/I
Bakterienkultur mit einer spezifischen Aktivitat von 5,8 nmol/mg Protein/min im
Rohextrakt.

4.3.3 Reinigung des rekombinanten Proteins

Die Reinigung von Maus 4-HPPD erfolgte durch zweifache Chromatographie tber
eine Talon Metallchelatsdule. Zun&chst wurden die Zellpellets in Aufschluf3puffer R
aufgenommen, mit Ultraschall aufgeschlossen und zur Klarung des Uberstands
abzentrifugiert. Durch die erste Chromatographie tber eine Talon Metallchelatsaule
konnte die Maus 4-HPPD bis zu etwa 90 % gereinigt werden (s. Abb. 24). Der
N-terminale HisTag wurde quantitativ mit Thrombin abgespalten. Zur Abtrennung der
verbliebenen Kontaminationen, der HisTags und des Thrombins sowie zur
Gewinnung einer homogenen Enzymfraktion wurde eine weitere Chromatographie
Uber die Talonsaule durchgefihrt (s. Abb. 24). Dazu wurde die Probe durch
Ultrafiltration in 50 mM KP; pH 7.5 + 250 mM NaCl + 10mM Imidazol umgepuffert.
Die Saule wurde ebenfalls in diesem Puffer equilibriert. Der Durchlauf enthielt die

aktive Maus-4HPPD mit einer spezifischen Aktivitat von 99,9 nmol/mg Protein/min.
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kDa 1 Molekulargewichtsstandard
“s - .97 2 Cytoplasmafraktion
< _66 3 Durchlauf Metallchelatsaule
4 Waschschritt pH 8,0
ey s 5 Waschschritt pH 7,0
6 Elution mit 250 mM Imidazol pH 7,0
7 nach Spaltung mit Thrombin
= % 8 nach Q-Sepharose
® i - 215

:iig o

1 2 3 4 56 7 8 1

Abb. 24 SDS-PAGE der Reinigung rekombinanter Maus 4-HPPD aus E.coli.

spezifische Aktivitat _
. Proteinmenge
Fraktion [nmol/mg
o [mg/l E.coll]
Protein/min]

Cytoplasmafraktion 5,8 165
Durchlauf Metallchelatsaule 0,0 139
Waschschritt pH 8,0 0,1 12,1
Waschschritt pH 7,0 45,9 9,2
Eluierte 4-HPPD 99,9 4,5

Tab.7  Reinigung von Maus 4-HPPD; Proteinmenge und spezifische Aktivitat der

einzelnen Fraktionen bezogen auf 1 | Bakterienkultur in LB-Medium.

4.4 Isolation und Klonierung der 4-HPPD aus Mensch

Die cDNA fiur humane 4-HPPD wurde Uber die Polymerase Kettenreaktion aus einer
Leber ATriplEx cDNA Bank (Clontech) isoliert.

Ausgehend von der bereits bekannten cDNA Sequenz (Genbank Accession No.
NM_002150; (Ruetschi et al., 1993)) wurden die Oligonukleotidprimer HHDFNdel
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und HHDRBamHI definiert und die humane 4-HPPD cDNA Uber PCR amplifiziert.
Nach der Verifizierung der DNA Sequenz (s. Abb. 26 ) wurde das PCR-Produkt wie
unter 3.3.1 beschreiben gereinigt, in pET14b ligiert und in E.coli BL21(DE3)

transformiert.

4.4.1 Uberexpression und Reinigung der Mensch 4-HPPD

Die Uberexpression erfolgte wie unter 3.4.5 beschreiben in Schittelkolben bei
Raumtemperatur. Die erreichbare Ausbeute betrug etwa 1-3 mg losliche humane
4-HPPD/I Bakterienkultur mit einer spezifischen Aktivitat von 3,8 nmol/mg Protein/min
im Rohextrakt.

Die Reinigung der Mensch 4-HPPD erfolgte wie unter 3.3.3 beschreiben. Die
Ausbeute betrug weniger als 1 mg 4-HPPD /I Bakterienkultur (vgl. Abb. 25).

kDa
- 97 1 Cytoplasmafraktion
E —— -66 2 Durchlauf Talonsaule
— - .= 3 Waschschritt pH 7,0
_31 4 Elution mit 250 mM Imidazol pH 7,0
— —
-21,5

Abb. 25 SDS-PAGE der Reinigung rekombinanter Mensch 4-HPPD aus E.col..
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1 ATGACGACTTACAGT GACAAAGGGEGCAAAGCCT GAGAGAGECCGATTCCTCCACTTCCACTCTGTGACC
M TTY SDIKGAKWPERUGRFLMHFMHSVT

70 TTCTGGGT TGGCAACGCCAAGCAGGECCGCGT CATTCTACTGCAGCAAGATGGGCTTTGAACCTCTAGCC
F WV GNAKQAASFYCSIKMGTFTEPTL A

139 TACAGGGGECCT GGAGACCGGT TCCCEEGAGGT GGT CAGCCATGTAATCAAACAAGCGAAGATTGTGTTT
Y R GL ETGSREVV SHVI KQGIKII VF

208 GI'CCTCTCCTCAGCGCTCAACCCCT GGAACAAAGAGAT GGECGAT CACCT GGT GAAACACGGT GACGGA
V. SSALNPWNIKEMGDMHTLV KHGTDG

277 GTGAAGGACATTGCGI TCGAGGT GGAAGATTGT GACTACAT CGT GCAGAAAGCACGGGAACGEEGECECC
vV K DI A FEVEUDZ CDYI V QKARERGA

346 AAAATCATGCGGGAGCCCT GGGTAGAGCAAGACAAGT TTGCGAAGGT GAAGT TTGCTGT GCTGCAGACG
K1 MREWPWVE QDI KUFGKVKFAVL QT

415 TATGGGGACACCACACACACCCT GGTGGAGAAGATGAACTACATCGECCAATTCTTGCCTGGATATGAG
Y GbDTTHTULV EKMNYI G QF L P GY E

484 GCCCCAGCGI TCATGGACCCCCTACT TCCTAAACT GCCCAAATGCAGT CTGGAGATGATCGACCACATT
AP A F MDWPLULWPIKLUPKZOCSLEMI DHI

553 GTGGGAAACCAGCCT GATCAGGAGAT GGTGTCCGCCT COGAAT GGTACCT GAAAAACCT GCAGTTCCAC
VGNQPDO QEMYSASEMWYTLIEKNLGOQTFH

622 CCCTTCTGGT CCGT GGAT GACACGCAGGT GCACACGGAATATAGCTCTCTGCGATCCATTGTGGTGECC
R F WSV DDTOQVHTEYSSLIRSI V VA

691 AACTATGAAGAGI CCATCAAGATGCCCAT CAAT GAGCCAGCGCCT GGCAAGAAGAAGT CCCAGATCCAG
NY EESI KMPI NEWPAPGIKIKIKSQI Q

760 GAATATGT GGACTATAACGGEGEEECGECT GEGGT CCAGCACAT CGCTCTCAAGACCGAAGACATCATCACA
E YV DYNGGAGVYQHI AL KTETDTI I T

829 GCGATCTCGCCATTGAGAGAGAGAGCECCTGGAGI TCTTATCTGI TCCCTCCACGTACTACAAACAACT G
Al RHL RERGLEUZFULSVPSTYYKOQTL

898 CGGGAGAAGCTGAAGACGGCCAAGAT CAAGGT GAAGGAGAACATTGATGCCCT GGAGGAGCTGAAAATC
R E KL KTAIKI KV KENI DALETETL K/ I

967 CTGGIGGACTACGACGAGAAAGGCTACCT CCTGCAGATCTTCACCAAACCGGT GCAGGACCGGECCCACG
L vbyY DI EKOGYLULOQI FTIKWPV QDRPT

1036 CTCTTCCTGGAAGT CATCCAGCGCCACAACCACCAGEGT TTTGGAGCCGECAACTTCAACTCACTGITC
L F L EVI QRHNHOQGTFU GAGNTFNSILF

1105 AAGGCTTTCGAGGAGGAGCAGAACCT GCGGEGEGET AACCT CACCAACAT GGAGACCAAT GGEGTGGTGCCC
K AFEEEQNLIRGNLTNMMETNGVVP

1174 GGCATGTAA
G M *

Abb. 26 cDNA Sequenz 4-HPPD aus Mensch.
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4.5 4-HPPD aus Arabidopsis thaliana (ara 4-HPPD)
4.5.1 Isolation und Klonierung des Gens

Zur lsolation der cDNA fur Arabidopsis thaliana 4-HPPD wurde zunachst Gesamt-
RNA aus Arabidopsis Keimlingen (Bayer AG) isoliert. Nach der Synthese von
Erststrang cDNA mit reverser Transkriptase wurde die 4-HPPD cDNA mittels der
Polymerasekettenreaktion amplifiziert.

Ausgehend von der bereits bekannten cDNA Sequenz (Genbank Accession No.
Uu89267; (Bartley, 1997)) wurden die Oligonukleotidprimer AHDFNdel und
AHDBamHI definiert und die ara 4-HPPD cDNA Uber PCR amplifiziert. Der gesamte
PCR-Ansatz wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt. Das gewlinschte PCR-
Produkt (1337 Bp) wurde aus dem Gel ausgeschnitten und aus dem
Agaroseblockchen eluiert. Anschliel3end wurde die DNA mit den Restriktasen Ndel
und BamHI geschnitten und in die ebenfalls mit diesen Enzymen geschnittenen und
dephosphorylierten  Expressionsvektoren pET3d und pET14b ligiert. Die
Vektorkonstrukte wurden in kompetente E.coli HMS174(DE3) transformiert. Die
Zellen wurden auf LB Platten plattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.5.2 Heterologe Uberexpression der ara 4-HPPD in  E.coli

Die Uberexpression erfolgte wie unter 3.4.5 beschreiben entweder in Schiittelkolben
oder durch Fermentation bei der Firma Rheinbiotech.

Die erreichbare Ausbeute betrug etwa 30-50 mg loésliche ara 4-HPPDII
Bakterienkultur mit einer spezifischen Aktivitat von 32 nmol/mg Protein/min (Tab. 8).

4.5.3 Reinigung des rekombinanten Proteins

Die rekombinante ara 4-HPPD wurde Uber eine Zweischrittreinigung isoliert. Die
Zellpellets wurden in  AufschluBpuffer R aufgenommen, mit Ultraschall
aufgeschlossen und zur Klarung des Uberstands abzentrifugiert. Durch
Chromatographie tber eine Talon Metallchelatsaule konnte die ara 4-HPPD bis zu
etwa 95 % gereinigt werden (vgl. Abb. 27). Der N-terminale HisTag wurde quantitativ
mit Thrombin abgespalten. Zur Abtrennung der verbliebenen Kontaminationen, der
HisTags und des Thrombins sowie zur Gewinnung einer homogenen Enzymfraktion

wurde eine Chromatographie tber Resource Q durchgefihrt (s. Abb. 28).
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Ara 4-HPPD eluiert in zwei nicht vollstandig trennbaren Peaks. Beide Peaks
enthalten aktives Protein, zeigen Aktivitat und verhalten sich bei der Kristallisation
gleich.

Der zweite Peak enthalt allerdings noch Proteinkontaminationen. Daher wurden die
Peaks getrennt gesammelt und zur Kristallisation eingesetzt.

Beide Peaks enthalten ara 4-HPPD als Dimer. Dieses wurde durch Gelfiltrations-
chromatographie tber Superose 6 (apparentes MW ca. 90 kDa) und durch ,Dynamic
Light Scattering“ (MW= 102 kDa) verifiziert.

Die ara 4-HPPD wurde fur die Kristallisation Uber Ultrafiltration bis zu einer
Konzentration von 12 mg/ml eingeengt und in 10 mM Hepes/NaOH umgepuffert.
Ausbeuten und spezifische Aktivitaten der ara 4-HPPD wahrend der Reinigung sind

in Tabelle 8 zusammengefasst.

: Proteinmenge spezifische Aktivitat
Fraktion o
[mg] [nmol/mg Protein/min]
Zellrohextrakt 221 13,3
ara-4HPPD nach Talon 104 32
ara-4HPPD nach Resource Q Pool 1 51 31
ara-4HPPD nach Resource Q Pool 2 36 27

Tab.8 ara 4-HPPD Reinigung; Proteinmenge und spezifische Aktivitdt der

einzelnen Fraktionen bezogen auf 2 | Bakterienkultur in LB-Medium.
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Abb. 27 Metallchelatchromatographie der ara-4HPPD uber Talon.
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Abb. 28 lonenaustauschchromatographie der ara-4-HPPD Uber Resource Q.
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Abb. 29 SDS-PAGE der Reinigung rekombinanter ara-4HPPD aus E.coli.

4.5.4 Stabilisierung von ara 4-HPPD durch Zugabe von Eisen!’salzen

Gereinigte ara 4-HPPD 12 mg/ml in 10 mM Hepes/NaOH pH 7,0 verlor bei
einwOchiger Lagerung bei 4°C ihre Aktivitat fast vollstandig. Sie konnte allerdings
durch die Zugabe von 0,1 mM Fe! Salzen wieder zu 100 % rekonstituiert werden.

Abbildung 30 zeigt die Effekte von verschiedenen Fe!” Salzen auf die Aktivitat
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7 Tage gelagerter ara 4-HPPD. Fel, und FeBr; zeigten einen inhibierenden Effekt auf
die ara 4-HPPD. Alle anderen Fe!" Salze waren in der Lage das Enzym wieder zu
aktivieren. Fe" Salze und Reduktionsmittel wie DTT und 2-Mercaptoethanol hatten
keinen aktivierenden Effekt auf ara 4-HPPD.

Durch die Zugabe von 0,1 mM Fe-Gluconat konnte vollstéandig inaktive ara 4-HPPD
auch nach 30 tagiger Lagerung im Kuhlschrank noch reaktiviert werden. Der
Aktivitatsverlust im Vergleich zu frischem Material betrug hier ca. 15 % .

0.14

0.0 _—
-0.14
-0.2 Kontrolle
e -0.31 Fel,
s 1 FeSO,
8 -0-47 FeBr,
3 -0.5- FeCl,
0.6 Fe-Lactat
R Fe-EDTA
'0'7__ Fe-Gluconat
-0.8
T T T T T T T T T

Abb. 30 Der aktivierende Effekt verschiedener Fe!" Salze auf ara 4-HPPD im

Aktivitatstest wie unter 3.3.2.2 beschrieben.

4.5.5 Herstellung N-terminaler Deletionsmutanten.

Zur Verbesserung der Kristallordnung wurden N-terminale Deletionsmutanten von
ara 4-HPPD hergestellt. Dies geschah uber eine PCR mit entsprechenden
N-terminalen Primern. Insgesamt wurden 4 Mutanten erzeugt, die um 31, 45, 55 und
84 Aminosauren verkirzt waren. Die Mutante araAN31 war &hnlich aktiv wie der
Wildtyp und wurde auch zur Kristallisation eingesetzt. Die Mutanten araAN45 und
araANS55 zeigten nur noch 53 bzw. 48 % der Aktivitat des Wildtyps und araAN84 war

inaktiv (s. Tab. 9).
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Mutante Aktivitat [%0]
Wildtyp 100
araAN31 101
araAN45 53
araAN55 48
araAN84 3

Tab. 9  Enzymaktivitat verschiedener ara 4-HPPD Deletionsmutanten.

4.5.6 Kristallisation

Ara-4 HPPD kristallisierte unter den in 3.5.2 beschriebenen Bedingungen. Erste
tetragonale Kristalle konnten bei Raumtemperatur nach etwa 10 Tagen beobachtet
werden. Sie wuchsen in 4-6 Wochen bis zu einer Grofze von 0,2 x 0,2 x 0,3 mm.
Diese beugten die Rontgenstrahlung einer konventionellen Réntgenquelle (Cu-
Drehanode) bis zu einer Auflésung von ca. 3,2 A. Ohne Abspaltung des HisTag
kristallisierte ara 4-HPPD ebenfalls unter den angegebenen Bedingungen. Bei der
Kristallisation von araAN31 muf3te die MPD Konzentration um 5 % abgesenkt
werden. Die Kristalle von am N-Terminus modifizierter ara 4-HPPD waren jedoch
allesamt stark verwachsen und fehlgeordnet. Ara 4-HPPD kristallisierte auf3erdem
mit verschiedenen niedermolekularen PEG’s als Prazipitanz. Diese Kristalle waren
allerdings ebenfalls fehlgeordnet. Alle ara-4 HPPD Kristalle zeigten eine anisotrophe
Mosaizitat entlang einer der Kristallachsen. Diese machte eine Datensammliung
meist unmoglich. Es gelang jedoch, einen Datensatz mit einer Mosaizitat von 0,9°

aufzunehmen und auszuwerten.

4.5.7 Datensammlung

Die Kristalle wurden mit einer Nylonschlinge aus dem Tropfen geerntet und sofort in
flussigen N, uberfuhrt. Der Kristallisationspuffer funktioniert hier als Cryoprotektanz.

Die Datensammlung erfolgte bei 100 K auf einem Imageplate Detektor
(MarResearch, Hamburg). Die Auswertung der Daten wurde mit MOSFLM 6.00
durchgefiihrt. Die Zellkonstanten betrugen a=b=98,5 A und ¢=186,7 A mit a=p=y=90°

und die Raumgruppe wurde mit P422 bestimmt. Zur Aufnahme des Datensatzes
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wurde der Kristall parallel zu einer der zweizéahligen Achsen orientiert und tUber einen

Bereich von insgesamt 45° jeweils um 1° pro Bild weitergedreht.

0,3 mm

Abb. 31 Kristall von ara 4-HPPD.

Abb. 32 1° Rotationsaufnahme ara 4-HPPD Kristall auf einem Imageplate
Detektor. Der Plattenrand lag bei 2,9 A.
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Datensatz ara-4HPPD
Auflosung (A) 3,2
Raumgruppe P422
Zellachsen a=b,c (A) 98,5, 186,7
Vollstandigkeit (%) 82
Multiplizitat 2,3
gemessene Reflexe 67542
unabhéangige Reflexe 16577
Rmerge" 11,2

Tab. 10 Statistik der Datensammlung von ara 4-HPPD (1 Der Rmerge ist definiert als
Z hZi[I(h,i) —{I(h))]lz hZiI(h,i), wobei I(h, i) die Intensitat der Messung

i von h und I(h) der entsprechende Durchschnittswert von h fur alle

i Messungen von h ist; die Summation geht tber alle Messungen).
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4.6 Anorganische Pyrophosphatase aus Saccharomyces cerevisiae
4.6.1 Kristallisation

PPase aus Hefe kristallisierte unter den in 3.5.2 beschriebenen Bedingungen. Erste
tetragonale Kristalle konnten bei Raumtemperatur nach etwa 1-2 Tagen beobachtet
werden. Sie wuchsen in 2-3 Wochen bis zu einer Gro3e von 1 x 0,6 x 0,6 mm. Es
traten zwei verschiedene Kristallformen in einem Tropfen auf. Beide Kristallformen
hatten die Raumgruppe P2:2:2;. Kristallform | hatte Zellachsen von ca. a=50,00;
b=77,50; c= 161,50 A und Kristallform Il hatte Zellachsen von a=52,00; b=76,50;
c=141,50 A. Kristalle beider Kristallformen beugten die Réntgenstrahlung einer
konventionellen Rontgenquelle (Cu-Drehanode) bis zu einer maximalen Auflésung

von ca. 2,0 A.

Abb. 33 Kristalle von PPase aus Saccharomyces cerevisiae. a) Kristallform |,

montierter Kristall in Glaskapillare (<1 mm); b) Kristallform II, die Grol3e

des Kristalls betragt ca. 0,6 x 0.3 x 0.2 mm.

4.6.2 Cokristallisation mit Inhibitoren

Kristalle der Hefe PPase Kristallform | wurden Gber Nacht in vorher equilibrierten
Tropfen von 32,5 % PEG 1000 + 0,1 M Na-Citrat/HCI pH 6,0 + 10 mM MgCl, mit den
Inhibitoren PNP (Imidodiphosphat) oder PCP (Methylendiphosphonsaure) jeweils in

einer Konzentration von 30 mM inkubiert.
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4.6.3 Datensammlung und Auswertung

Die Datensammlung erfolgte bei 4 °C auf einem Imageplate Detektor (MarResearch,
Hamburg).Die Auswertung der Daten wurde mit MOSFLM 6.01 (Leslie, 1998),
SCALA und TRUNCATE (CCP4) durchgefuhrt. Die Datenauswertung der

verschiedenen Datensatze ist in Tab. 11 zusammengefasst.

Abb. 34 1° Rotationsaufnahme Hefe PPase auf einem Imageplate Detektor. Der
Plattenrand lag bei 2,0 A.
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Datensatz PNP PCP
Auflosung [A] 2,30 2,45
Raumgruppe P212121 P212:21
Zellachsen a, b, c 51,27 48,77
77,74 78,04
164,44 160, 86
Vollstandigkeit [%)] 99,2 98,2
Multiplizitat 3,5 54
Rmerge 9,6 13,4
gemessene Reflexe 196456 148846
unabhéngige Reflexe 31841 22810

Tab. 11 Statistik der Datensammlung von Saccharomyces cerevisiae PPase mit
den Inhibitoren PNP und PCP (* Der Rpege ist definiert als

> hZi[I (hi)=(I(h)))/ S Y il(h,i), wobei I(h, i) die Intensitat der Messung

i von h und I(h) der entsprechende Durchschnittswert von h fur alle

i Messungen von h ist; die Summation geht tber alle Messungen).

4.6.4 Strukturlésung der Inhibitorkomplexe

Die Inhibitorkomplexe wurden uber die Methode des molekularen Ersatzes mit dem
Programm AMoRe (Navaza, 1994) gelost. Als Suchmodel wurde die Saccharomyces
cerevisiae PPase ohne Heteroatome und Wassermolekiile (Harutyunyan et al., 1996)
verwendet. Die Verfeinerungen wurden mit X-PLOR 3.851 (Bringer, 1992a)
durchgefuhrt.

Die Statistik der Verfeinerung der Datensatze der Inhibitorkomplexe von
Saccharomyces cerevisiae PPase mit PNP und PCP sind in Tab. 11
zusammengefasst. Das so erhaltene Modell gibt die Aminosauren 1-282 beider
PPase Monomere wieder. Die C-terminalen 4 Aminoséduren und der ebenfalls
C-terminale HisTag sind in der Elektonendichte nicht erkennbar. Ansonsten
entsprechen die so erhaltenen Modelle sehr gut dem Suchmodell mit einem Dimer in
der asymetrischen Einheit. Die mittlere Rms-Abweichung fir die Koordinaten des

Suchmodells lag bei 0,27 bzw 0,29 A. Bedingt durch die limitierte Auflésung der
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Datensatze (2,3 A fur PNP; 2,45 A fir PCP) wurden nur 170 bzw. 112
Wassermolekile eingebaut. Die R-Faktoren wurden bis auf 18,8 (PNP) und 18,6
(PCP) verfeinert.

Datensatz PNP PCP
Aufldsungsbereich [A] 12-2,3 12-2,45
unabhangige Reflexe [1>20] 29848 22773
R-Faktor 18,8 18,6
Freier R-Faktor 23,15 22,4

Rms Abweichung

Bindungslangen [A] 0,006 0,007
Bindungswinkel [°] 1,37 1,47
Koordinaten [A] 0.29 0.27
mittlerer B Faktor [A?] 37,07 25,00
Proteinatome 4498 4498
Mg“* lonen 8 8
PNP Atome 18 18
Wassermolekile 170 112

Tab. 12 Verfeinerungsstatistik von Saccharomyces cerevisiae PPase mit den
Inhibitoren PNP und PCP.

4.6.5 Architektur des aktiven Zentrums

Das aktive Zentrum der Saccharomyces cerevisiae PPase besteht aus 20
Aminosauren. Diese formen eine relativ weite Tasche, deren Boden von den
aromatischen Resten Y93 F189 W188 gebildet wird. Der vom Ldsungsmittel
zugangliche Eingangsbereich des aktiven Zentrums wird ausschlief3lich von positiven
Aminosaureresten K56, L78, K193 und K198 aufgebaut. Die gegeniberliegende
Wand des aktiven Zentrums besteht aus den negativ geladenen Aminosauren E48,
E58, D71, D115, D117, D120, D147, E148, E150 und D152 (vgl. Abb. 6).

Die Lokalisation der vier Mg®* lonen und der Substratanaloga PNP und PCP ergab

sich eindeutig aus Bereichen hoher positiver Differenzdichte (s. Tab. 13). Alle 4
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Magnesiumatome sind oktaedrisch koordiniert, zum Teil mit negativ geladenen

Aminosaureseitenketten, zum Teil mit Wassermolekilen und zum Teil mit den

Atomen der Inhibitoren PNP und PCP.

Atom oin Fo-F;

PNP PCP
Mg** 1 5,4 51
Mg?* 2 5,2 4,1
Mg® 3 4,7 3,9
Mg®* 4 4,2 2,4
POs1 5,3 3,9
PO;3 2 4,9 4,1

Tab. 13 Dichtepeaks der Magnesiumionen und der Inhibitoren PCP und PNP im

aktiven Zentrum der Hefe PPase.

Abb. 35 Stereobild einer Uberlagerung der aktiven Zentren von Hefe PPase im
Komplex mit PNP (griin; Mg®* rot) und PCP (grau; Mg®* gelb).
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Uberlagert man die aktiven Zentren der Inhibitorkomplexe von PPase mit PNP und
PCP so zeigen sich erhebliche Ubereinstimmungen, sowohl in der Position des
Substratanalogons, als auch der Mg®* lonen (s. Abb. 35). Im folgenden soll daher vor
allem auf die Architektur des aktiven Zentrums der Hefe PPase im Komplex mit PNP
eingegangen werden. Dieser Inhibitor ahnelt dem natirlichen Substrat am meisten in
Bindungslangen und Bindungswinkeln. AuRerdem sind im Inhibitorkomplex mit PCP
nicht alle Koordinierungsstellen der Mg?* lonen klar zu identifizieren und tiberdies ist
Mg®* 4 nur schwach in der Dichte erkennbar.

Mg?* 1 ist koordiniert mit D115, D120 und D152 und drei Wassermolekiilen (1, 2 und
3), bindet also die Substratanaloga nicht direkt. Eines dieser Wassermolektle (1)
kann allerdings eine Wasserstoffbriickenbindung zum O; Atom des PNP aufbauen
(s. Tab. 15). Mg®* 2 ist koordiniert mit den Carboxylgruppen von D117 und D120, den
Wassermolekiilen 1, 4 und 5 und dem Og Atom des Liganden. Mg?* 3 ist wiederum
an zwei Carboxylgruppen von D147 und D152 und zwei Wassermolekile (6 und 7)
gebunden. AulRerdem verbrickt es die beiden Phosphatgruppen des PNP uber die
Atome Os und Oy. Mg?* 4 ist koordiniert mit E58, den Wassermolekiilen 4, 10, 8 und
9, sowie dem Stickstoffatom (N3) des PNP. Der Inhibitor selber bindet aul3er an die
genannten Mg®* Atome und Wassermolekiile vor allem an die Seitenketten der
basischen Aminosauren K56, R78, K154, K193 und an die OH Gruppen von Y93 und
Y192. Eine Phosphatgruppe (Pi1) des Inhibitors ist dabei dem Inneren des aktiven
Zentrums und damit den Magnesiumionen 1 und 2 zugekehrt. Die andere
Phosphatgruppe (P;2) hat Kontakt mit dem Ldsungsmittel und ist relativ nahe dem
Eingang des aktiven Zentrums und mit den erwahnten basischen Aminoséuren
koordiniert.

Alle gerade genannten Interaktionen sind in den Tabellen 14 und 15 sowie in Abb. 36

zusammengefasst.
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von nach Distanz (A) von nach Distanz [A]
Mgt 1 D115 2,64 Mg** 3 D147 3,17
D120 2,16 D152 2,33
D152 2,30 PNP (Oy) 2,40
H.O 1 2,56 PNP (Os) 2,50
H,O 2 2,06 H,O 6 3,30
H.O 3 3,24 H,O 7 2,60
Mg®* 2 D117 3,80 Mg®* 4 E58 2,70
D120 2,60 PNP (Na3) 2,90
PNP (Og) 2,70 H,O 4 3,43
H.O 1 2,70 H,O 8 2,84
H,O 4 2,79 H,0 9 2,55
H,O 5 3,06 H,O 10 3,73

Tab. 14 Mégliche Koordination der Mg?* lonen im aktiven Zentrum der PPase im
Komplex mit PNP. Symbole in Klammern bezeichnen die Atome des PNP wie in Tab.
15. X)wieder.

04\ \ o, von 2r;lach Distanz [A]
O/Pl/ S\PzLOs 0, Mg 3 2,51
5 | | K154 3,23
02 09 H,O 1 2,70
von nach Distanz [A] Os Mg?* 2 3,12
O, R78 3,05 K56 3,13
Y192 2,82 H,O 4 2,80
Oy4 R78 2,82 H,O 12 3,74
H,O 9 2,81 Og Y93 2,63
Os Mg** 3 2,40 H,O 7 3,23
K193 3,32 H,O 11 2,58
H,O 7 3,16 N3 Mg** 4 2,93
H,O 9 3,41

Tab. 15 Interaktionen des Inhibitors PNP mit den Atomen des aktiven Zentrums der

Hefe PPase.
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Abb. 36 Stereobild des aktiven Zentrums von Saccharomyces cerevisiae PPase. im
Komplex mit PNP. Die Aminoséuren des aktiven Zentrums und das Ca
Ruckgrat des Proteins sind in grau, Wassermolektle in hellblau und die
Magnesiumatome in lila gezeichnet. Die Koordinierung der Mg? und

Bindungen des PNP sind durch gestrichelte Linien dargestellt.
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Diskussion

5.1 4-HPPD aus etiolierten Maiskeimlingen

4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase ist ein Schlisselenzym der a-Tocopherol- und
Plastochinonsynthese bei Pflanzen. Dies macht es zu einem guten Zielenzym fir
herbizide Wirkstoffe. In dieser Arbeit wurde die Mais 4-HPPD aus etiolierten
Keimlingen aufgereinigt, um einerseits Sequenzinformationen, wichtig zur
Identifizierung des Gens, zu erhalten und um anderseits eine einleitende
biochemische Charakterisierung des Enzyms durchfiihren zu kénnen. Maiskeimlinge
wurden als Ausgangsmaterial gewahlt, da sie von allen getesteten Pflanzenarten
(Arabidopsis, Reis, Erbse, Gerste) die hochste spezifische 4-HPPD Aktivitat
aufwiesen. Mais ist eine der vier wichtigsten Kulturpflanzen Gberhaupt und daher von
grofRem Interesse im Bereich des Pflanzenschutzes.

5.1.1 Einleitende Biochemische Charakterisierung

Mais 4-HPPD wird im Zellrohextrakt durch einen unbekannten, endogenen
niedermolekularen Inhibitor gehemmt. Diese Verbindung laRt sich tGber Gelfiltration
oder Ammoniumsulfatfallung abtrennen. Insgesamt ist die Mais 4-HPPD im
Rohextrakt oder in partiell aufgereinigten Fraktionen instabil. Das Enzym kann nur
zum Teil durch die Zugabe von Sulcotrion stabilisiert werden (s. 3.1.3.3). Sulcotrion
chelatiert das Fe im aktiven Zentrum der 4-HPPD und schiitzt es vermutlich so vor
einer Oxidation. Inaktive Mais 4-HPPD kann weder durch die Zugabe von
Reduktionsmitteln, noch von Fe®" oder anderer zweiwertiger lonen reaktiviert
werden. Zweiwertige lonen haben aul3erdem keine stabilisierende Wirkung
(s. 3.1.3.2).

Im Gegensatz dazu kann rekombinante ara 4-HPPD mit Fe"Salzen zu 100 % in
ihrer Aktivitat rekonstituiert werden (s. 3.5.4). Dies deutet auf eine unterschiedlich
feste Bindung des Eisenatoms im aktiven Zentrum, also auf eine unterschiedliche
Koordination des Fe” hin. Auch andere Additive, wie Glycerin oder BSA konnen den
Aktivitatsverlust nicht verringern. Bei einer Lagerung bei 4°C ist nach wenigen Tagen
keine Enzymaktivitat mehr messbar. Die 4-HPPD kann allerdings nach Einfrieren in
flissigem Stickstoff bei —80°C gelagert werden. Der Aktivitatsverlust betragt dabei
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5-10 %. Mais 4-HPPD hat einen relativ schmalen Bereich der pH Stabilitat etwa
zwischen pH 7,0 und 8,0. Im sauren Bereich wird wahrscheinlich das Fe** im aktiven
Zentrum oxidiert bzw. aus dem Enzym herausgelost.

Der isoelektrische Punkt der Mais 4-HPPD konnte nach Chromatofokussierung mit
5,6 bestimmt werden. Dies deckt sich recht gut mit dem spater anhand der cDNA
Sequenz errechneten pl von 5,48.

Das apparente Molekulargewicht des Enzyms konnte dber Gelfiltrations-
chromatographie nur relativ ungenau mit 88 kDa bestimmt werden. Dies ist deutlich
groRRer als das Molekulargewicht des Monomers mit 48 kDa, allerdings auch kleiner
als das Molekulargewicht des erwarteten Dimers mit 96 kDa. Die Bestimmungen
wurden mit einer nur teilweise aufgereinigten Fraktion durchgefuhrt, so dal3

maoglicherweise Verunreinigungen das Ergebnis beeintrachtigten.

5.1.2 Reinigung der Mais 4-HPPD

Mais 4-HPPD konnte im Verlauf der Proteinreinigung um einen Faktor von 1251
angereichert werden (s. 4.1.4.5). Trotz des hohen Reingungsfaktors lag die 4-HPPD
am Ende der Reinigung nicht homogen vor. Die Ausbeute betrug lediglich 0,6 %. und
die Verluste an Gesamtaktivitat waren bei jedem Reinigungsschritt erheblich. Das
Enzym war auch nur bedingt durch die Zugabe von Sulcotrion zu stabilisieren.

Auf eine weitere Aufreinigung wurde verzichtet, da jeder weitere Reinigungsschritt
weitere, groRe Aktivitatsverluste bedeutet hatte. Nach einer Auftrennung Uber SDS-
PAGE konnte die Mais 4-HPPD Bande ausgeschnitten werden. Ausgehend von 5 kg
etiolierten Maiskeimlingen, entsprechend einer Gesamtproteinmenge von etwa 80 g,
blieben am Ende nur 20 pg 4-HPPD. Das Protein wurde im Gel mit Trypsin verdaut
und die Sequenz von insgesamt sieben Peptiden, darunter auch der in vivo
N-Terminus, Gber Mikrosequenzierung bestimmit.

Alle Uber Mikrosequenzierung gewonnen Peptide konnten durch Sequenzvergleiche
mit den 4-HPPDs aus Daucus carota und Arabidopsis thaliana als Fragmente der
Mais 4-HPPD identifiziert werden (vgl. Abb. 18).

4-HPPD ist in Maiskeimlingen und anderen pflanzlichen Geweben nur in geringer
Menge vorhanden. Aul3erdem ist das Enzym recht instabil. Es ist daher nicht oder
nur mit extrem hohen Aufwand mdoglich, ausreichend Protein fir eine umfassende

biochemische Charakterisierung oder gar Strukturaufklarung aufzureinigen. Die Uber
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Mikrosequenzierung gewonnene Sequenzinformation konnte allerdings zur
Identifikation der Mais cDNA genutzt werden. Die Klonierung der Mais 4-HPPD
cDNA, sowie eine Uberexpression des Proteins in E. coli bieten die Moglichkeit
ausreichend Protein fur eine weitere Charakterisierung zu gewinnen.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Reinigung einer nativen Mais 4-HPPD
beschrieben. Mais 4-HPPD ist wie alle bislang bekannten eukaryotischen 4-HPPDs
wahrscheinlich ein Dimer. Das Monomermolekulargewicht des Enzyms mit 48 kDa
stimmt gut mit dem der anderen 4-HPPDs aus Pflanzen Uberein (Bartley, 1997,
Chrost et al., 1999; Garcia et al., 1999). Die spezifische Aktivitdt des Enzyms betrug
25,06 nmol/mg Protein/min. Diese Ergebnisse stehen in klarem Gegensatz zu der
Publikation von (Barta and Boger, 1996).

Die Autoren beschreiben hier die Aufreinigung eines monomeren Enzyms mit einem
Molekulargewicht von 43 kDa bis zu Homogenitdt. Dies bei einem
Aufreinigungsfaktor von nur 105 und einer geringen spezifischen Aktivitdt von nur
1,18 nmol/mg Protein/min.

In der vorliegenden Arbeit wird ebenfalls ein Protein mit einem Molekulargewicht von
ca. 43 kDa bei der Aufreinigung der Mais 4-HPPD in sehr groRer Menge
angereichert. Es kann erst im letzten Chromatographieschritt abgetrennt werden.
(vgl. 4.1.4.5). Uber seine N-terminale Aminosauresequenz konnte dieses Protein als
Amylogenin (EMBL:TAE18625) identifiziert werden. Aller Wahrscheinlichkeit nach
haben (Barta and Bdger, 1996) die Aufreinigung von Amylogenin beschrieben. In

ihrer Praparation war Mais 4-HPPD als ,Verunreinigung“ enthalten.

5.2 Rekombinante 4-HPPD cDNA aus Arabidopsis thaliana, Mais und Reis

Die umfassende biochemische Charakterisierung und Kristallisation einer
pflanzlichen 4-HPPD als potentielles Zielenzym fur herbizide Wirkstoffe erfordert
grof3e Mengen, d.h. mehr als 100 mg an gereinigtem Protein. Diese Mengen sind nur
rekombinant durch heterologe Uberexpression des Enzyms in E.coli zu gewinnen.

In dieser Arbeit wurden die 4-HPPD aus dem dikotylen Ackerunkraut und
Modellorganismus Arabidopsis thaliana und aus den monokotylen Kulturpflanzen

Mais und Reis kloniert, in E.coli Uberexprimiert und bis zur Homogenitat gereinigt.
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Die 4-HPPD cDNAs aus Mais und Reis wurden in dieser Arbeit erstmals
beschreiben. Die 4-HPPD aus Arabidopsis thaliana wurde ausgehend von der bereits
bekannten Sequenz (Genbank Accession No. U89267; (Bartley, 1997)) kloniert.

Zusammen mit den 4-HPPDs aus Maus und Mensch (s. 4.3) bilden diese Arbeiten
ein breites Fundament und eine gute Ausgangsposition zur Kristallisation und
vergleichenden, biochemischen Analyse eines oder mehrerer Enzyme und zur

Entwicklung selektiv wirkender herbizider Wirkstoffe.

5.2.1 Isolation der cDNA und Klonierung

Die Isolation und Synthese der cDNA der drei pflanzlichen 4-HPPD cDNAs erfolgte
uber RT-PCR. Zunéchst wurde aus dem jeweiligen Pflanzenmaterial Gesamt-RNA
isoliert und diese mit Oligo dT Primern zur Erststrang cDNA Synthese verwendet. Die
Arabidopsis thaliana cDNA konnte problemlos mit Hilfe von sequenzspezifischen
Primern amplifiziert werden. Zur Amplifikation von Mais 4-HPPD cDNA wurden ein
5'- Primer ausgehend von der in vivo N-terminalen Aminosauresequenz und ein
3'-Primer ausgehend von der sehr konservierten C-terminalen Nukleotidsequenz der
4-HPPDs aus Hordeum vulgare, Daucus carota und Arabidopsis thaliana definiert.
Dieser 3'-Primer wurde ebenfalls zur Amplifikation der Reis cDNA verwendet. Der
5-Primer fur die Reis 4-HPPD wurde aus dem EST Klon EMBL C26160 abgeleitet.
Die reverse Transkription von Mais und Reis 4-HPPD mMRNA war mit
Standardmethoden zunachst nicht moglich, da die mRNA starke Sekundarstrukturen
bildete. Nur der kombinierte Einsatz einer thermostabilen reversen Transkriptase
(DISPLAY Systems), eines modifizierten PCR Protokolls (s. 3.4.3.2.2) und der
,Q-Solution* (Qiagen) ermdglichte schliellich die Amplifikation der cDNA in voller
Lange. Die cDNAs wurden alle nach Anheftung der Restriktionsschnittstellen Ndel

und BamHI in den Expressionsvektor pET14b kloniert.

5.2.3 Expression und Reinigung

Die pflanzlichen 4-HPPDs aus Arabidopsis thaliana, Mais und Reis wurden heterolog
in E.coli BL21 (DE3) unter der Kontrolle des starken T7 Promotors im
Expressionsvektor pET14b exprimiert. Der Vektor enthalt zusatzlich einen

N-terminalen HisTag, der mit Thrombin abspaltbar ist. Bei einer Inkubation bei 37 °C
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wurden alle drei Enzyme in groB3er Menge, allerdings zum grof3ten Teil unldslich in
.inclusion bodies" exprimiert. Eine Expression bei Raumtemperatur fihrte zu einem
verlangsamten Zellwachstum und auch zu grol3eren Mengen |Gslicher aktiver
4-HPPD. Die Ausbeute betrug bei ara 4-HPPD bis etwa 50 mg Protein/l
Bakterienkultur. Die Ausbeuten von loslicher Mais und Reis 4-HPPD waren deutlich
geringer, etwa 1-3 mg Protein/l Bakterienkultur. Alle drei Enzyme konnten durch eine
Einschrittreinigung Uber eine Talon Metallchelats&ule bis zu einem Reinheitsgrad von
mindestens 90 % aufgereinigt werden.

Fur die Kristallisation und Strukturlésung eines Proteins werden mindestens 100 mg
homogenes Protein bendtigt. Daher wurde nur die 4-HPPD aus Arabidopsis fur
Kristallisationsexperimente eingesetzt (vgl. 4.4). Die l6sliche Expression von Mais
und Reis 4-HPPD ist zu gering und muf3 zunachst optimiert werden. Dies kdnnte
Uber eine Fusion mit den gut I6slichen Proteinen Glutathion-S-Transferase, Maltose
binding Protein oder Thioredoxin versucht werden. Alternativ kdnnte eine Expression
der 4-HPPD in Hefe durchgefihrt werden. Nach Abspaltung des Fusionsproteins
Uber eine geeignete Protease kann auch hier die Kristallisation versucht werden.

5.2.4 Sequenzvergleich der bekannten pflanzlichen 4-HPPDs

Die bis jetzt bekannten pflanzlichen 4-HPPDs aus Oryza sativa, Zea mays, Hordeum
vulgare, Daucus carota und Arabidopsis thaliana sind zueinander sehr homolog
(insgesamt > 70 % ldentitat). Der C-terminale Bereich der Enzyme ist deutlich besser
konserviert als der N-terminale Bereich. Besonders fallt dabei auf, daf3 die N-Termini
der 4-HPPDs besonders in den ersten 25 Aminosauren stark von einander
abweichen (s. Abb. 37). Zwischen den Enzymen aus den monokotylen Pflanzen
Oryza sativa, Hordeum vulgare und Zea mays einerseits, und aus den dikotylen
Pflanzen Daucus carota und Arabidopsis thaliana andererseits, lassen sich zwar
jeweils Homologien erkennen, welche jedoch im Vergleich zum Rest der Proteine
eher gering sind. Die N-Termini der monokotylen Pflanzen Oryza sativa und
Hordeum vulgare sind sehr reich an Prolin, Threonin und Alanin. Sie enthalten auf
den ersten 20 AS keine einzige geladene Aminosaure. Die Enzyme der
a-Tocopherol- und der Plastochinonsynthese sind ausnahmslos im
Chloroplastenenvelope lokalisiert (Soll et al., 1985), daher scheint es logisch und

wahrscheinlich, dall auch die 4-HPPD im Chloroplasten lokalisiert ist. Die
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N-terminale Sequenz bis Aminosaure 45 wurde mit dem Programm PSORT
untersucht und weist Homologien mit einem Chloroplastenimportsignal auf. Fur ein
solches Signal wirde auch der um ca. 15 Aminosauren verklrzte, Uber
Mikrosequenzierung bestimmte in vivo N-Terminus der 4-HPPD aus Zea mays
sprechen.

Bei den 4-HPPDs aus dikotylen Pflanzen wird jedoch eine Lokalisation im
Cytoplasma angenommen (Garcia et al, 1997; Garcia et al., 1999). Auch bei
4-HPPD aus Suspensionszellkulturen von Daucus carota werden in vivo die ersten
31 Aminosauren abgespalten (Garcia et al., 1997). Bei diesen Ergebnissen muss
jedoch bertcksichtigt werden, dal3 die Autoren zum einen die Lokalisation von
4-HPPD in einer nicht griinen Suspensionszellkultur der Méhre und zum anderen von
Arabidopsis thaliana 4-HPPD in transgenem Tabak beschreiben. Ob die Situation bei
unmodifizierten dikotylen Pflanzen genauso ist, mu3 erst noch gezeigt werden. In
welchem Zellkompartiment Mais und Reis 4-HPPD lokalisiert sind, kann aufgrund der

vorliegenden Daten nicht eindeutig geklart werden.
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Abb. 37 Sequenzvergleich der pflanzlichen 4-HPPD Enzyme. Konservierte Reste
sind farbig unterlegt.




Diskussion 101

5.3 Rekombinante 4-HPPD aus Maus und Mensch

In tierischen Organismen ist 4-HPPD in Leber und Niere lokalisiert und katalysiert
einen Schritt beim Abbau aromatischer Aminoséuren, insbesondere von Tyrosin.
Diese von der 4-HPPD in Pflanzen abweichende Funktion im Stoffwechsel macht
eine weitere Charakterisierung der Saugerenzyme auch fir den Bereich des
Pflanzenschutzes interessant, da Toxizitatsprobleme von 4-HPPD Inhibitoren
ausgeschlossen werden mussen. Eine Kristallisation und Strukturldsung einer
Sauger 4-HPPD wirde zu einem besseren Verstandnis von Gemeinsamkeiten im
Reaktionsmechanismus, sowie zur Entwicklung fir Pflanzen spezifischer Inhibitoren
fuhren. Auch im medizinischen Bereich werden spezifische Inhibitoren von Sauger
4-HPPD zur Therapie von Tyrosindmien bendtigt.

5.3.1 Isolierung und Klonierung sowie Expression und Reinigung von 4-HPPD

aus Maus und Mensch

Die Isolierung der beiden Sauger 4-HPPDs erfolgte Uber PCR aus Leber cDNA
Banken mit genspezifischen Primern der beiden bereits bekannten Gene. Kloniert
wurden beide cDNAs wie, bereits zuvor beschrieben, in pET Vektoren (Novagen).
Die Expression erfolgte in E.coli. Beide Sauger 4-HPPDs wurden lberwiegend in
.inclusion bodies" exprimiert. Die maximal erreichbare Ausbeute an loslicher, aktiver
4-HPPD pro Liter Bakterienkultur betrug 1 mg beim humanen Enzym und 5 mg beim
Mausenzym. Die Menge an loslichem Protein lie3 sich durch die Verwendung
verschiedener Fusionsproteine (Glutathion-S-Transferase, Thioredoxin), oder
verschiedener Promotoren (T7, Tac, Trc) nicht erhéhen. Eine Expression in
Hefezellen sollte hier in Zukunft erwogen werden. Mit Maus 4-HPPD wurden
Kristallisationsexperimente durchgefuihrt, bis jetzt konnten allerdings keine Kristalle

beobachtet werden.

5.4 Kristallisation von 4-HPPD aus Arabidopsis thaliana

Die 4-HPPD aus Arabidopsis thaliana kristallisierte in 50 % MPD + 6 % PEG 200 und
0,1 M Na-Citrat pH 5,4-5,8. Der Kristallisationspuffer war hier gleichzeitig ein

Cryoprotektanz. Die Kiristalle beugten die Rontgenstahlen eines Drehanoden-
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generators teilweise bis 2,0 A. Die Raumgruppe der Kristalle war P422 mit
Zellkonstanten von a= b= 98,5 und ¢=186,7 . Allerdings wiesen fast alle 4-HPPD
Kristalle eine hohe anisotrophe Mosaizitat entlang der ¢ Achse auf. Die Mosaizitat
betrug durchweg mehrere Grad und machte eine Datenauswertung unmdglich. Alle
Versuche, die Kristallordnung durch eine Variation der Kristallisationsbedingungen zu
verbessern waren nicht von Erfolg gekront. Insgesamt wurden Uber 10000
verschiedene Kristallisationsbedingungen untersucht.

Es gelang jedoch, genau einen Datensatz eines besser geordneten Kiristalls
aufzunehmen. Dieser Datensatz reicht zur Auflésung der Struktur jedoch nicht aus,
da bislang kein verwandtes Protein in seiner Raumstruktur aufgeklart worden ist und
Patterson Suchmethoden somit nicht zu Strukturldosung herangezogen werden
konnen. Der Kristall war in seiner Qualitat leider nicht zu reproduzieren, daher konnte
die Struktur auch nicht tber die Methode des Isomorphen Ersatzes (MIR) geldst
werden. Die Kristallisation von 4-HPPD mit angeheftetem N-terminalem HisTag, oder
die Kristallisation von verschiedenen N-terminal verkirzten Enzymmutanten fihrte
leider zu einer Verschlechterung der Kristallordnung. Auf C-terminale
Deletionsmutanten musste verzichtet werden, da alle 4-HPPDs in diesem Bereich
eine hochkonservierte Aminosauresequenz aufweisen. Bei 4-HPPD aus Ratte reicht
eine Deletion von 13 Aminosauren am C-terminalen Ende aus, um das Enzym
komplett zu inaktivieren (Lee et al, 1996). Ein C-terminal angehangter HisTag
bewirkt ebenfalls eine Inaktivierung des Enzyms (eigene Beobachtungen). Eine
Strukturléosung von Arabidopsis thaliana 4-HPPD kann nach Aufklarung der
Kristallstruktur einer 4-HPPD eines anderen Organismus Uber die Methode des

molekularen Ersatzes versucht werden.

5.5 Anorganische Pyrophosphatase aus Saccharomyces cerevisiae

Ldsliche anorganische Pyrophosphatase katalysiert die Hydrolyse von PP; zu 2 P;
und somit eine sehr wichtige Reaktion im Stoffwechsel aller bekannter Organismen.
Erst die Spaltung des Pyrophosphats macht viele Reaktionen, die durch die
Hydrolyse von Nukleotidtriphosphaten zu Nukelotidmonophosphaten und PP;
vorangetrieben werden, irreversibel (Kornberg, 1962; Stetten, 1960). Die Entwicklung
selektiver PPase Inhibitoren steht sowohl im Pflanzenschutz bei der Bek&dmpfung von
Pilzen, als auch in der Medizin bei der Therapie von Osteoporose und der

Krebsbekampfung im Mittelpunkt des Interesses. Die Rontgenstrukturanalyse von
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Inhibitorkomplexen der Saccharomyces cerevisiae Pyrophosphatase ermdglicht eine
weitere Charakterisierung der Architektur ihres aktiven Zentrums und des
Reaktionsmechanismus der PP; Hydrolyse. Ausgehend von den hier gewonnenen

Erkenntnissen kdnnen weitere PPase Inhibitoren entwickelt werden.

5.5.1 Kristallisation des Enzyms

Ldsliche anorganische Pyrophosphatase kristallisierte in 30-35 % PEG 1000, 0,1 M
Na-Citrat pH 6,0 + 10 mM MgCl,. Unter diesen Bedingungen traten zwei
Kristallformen auf. Beide hatten die Raumgruppe P2;2,2; unterschieden sich aber in
ihren Zellkonstanten. Kristallform 1 mit ihren Zellkonstanten von ca. a=50, b=77,5,
und c= 161,5 A. war bereits bekannt (Heikinheimo et al., 1995). Kristallform Il wurde
hier zum ersten Mal beschrieben und hat Zellkonstanten von a=52,00; b=76,50;
c=141,50 A. Beide Kristalle beugten Réntgenstrahlung etwa gleich gut und wurden
zur Herstellung von Inhibitorkomplexen verwendet.

Die Substratanaloga PNP und PCP und auch das eigentliche Substrat PP; haben
keine sehr hohe Affinitat zu Saccharomyces cerevisiae PPase. Der K, Wert fur PP;
liegt, wie auch der plsg Wert von PNP, im mikromolaren Bereich (Rumsfeld, 1997,
Tuominen et al.,, 1998). Zur Bildung von Inhibitorkomplexen muf3ten die Kristalle
1-2 Tage in LOsungen mit Inhibitorkonzentrationen von mindestens 5-10 mM
eingelegt werden. Die Kristallpackung konnte hier das Eindringen der Inhibitoren in
das aktive Zentrum des Enzyms erschwert haben. Eine Cokristallisation mit dem
Enzym war nicht moglich. Vermutlich waren die Inhibitoren tber einen so langen

Zeitraum (2-3 Wochen), in Losung, unter den Kristallisationsbedingungen nicht stabil.

5.5.2 Inhibitorkomplexe mit PNP und PCP

Die nicht hydrolysierbaren Substratanaloga PNP und PCP haben groRe Ahnlichkeit
mit dem natirlichen Substrat und binden in das aktive Zentrum der PPase. In der
Elektronendichte ist die Orientierung der Phosphatgruppen klar zu erkennen, wie am
Beispiel von PNP in. Abb. 38 dargestellt.
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Abb. 38 Aktives Zentrum von Saccharomyces cerevisiae PPase im Komplex mit
PNP. Das Ca Rickgrat des Proteins ist in grau, die Aminosauren des
aktiven Zentrums sind in griin, Wasser in hellblau und Mg?* Atome in lila
dargestellt. Eine mit 1,0 o konturierte 2Fy-F. Elektronendichte ist dem PNP

Uberlagert.

PPase ist in seinen kinetischen Eigenschaften ein nahezu perfekter Katalysator. Das
Verhéltnis von Kea/Knm liegt bei 3 x 107 M*s™ (Harutyunyan et al., 1996). Seine hohe
Wechselzahl wird durch eine nur moderate Affinitdt zu seinem Substrat erkauft. Dies
erklart auch die hohe Mobilitat von PNP oder PCP sowie von Mg®* 3 und Mg** 4,
welche sich in den Inhibitorkomplexen von PPase und PCP oder PNP durch recht
hohe B-Faktoren von 50-65 ausdriickt. Die Magnesiumatome 1 und 2 sind dagegen
relativ fest gebunden. Diese Beobachtungen lassen sich gut mit dem in der Literatur
diskutierten Mechanismus der Substratbindung in Einklang bringen (Baykov et al.,

1999; Harutyunyan et al., 1996). Hiernach binden zunachst die Magnesiumionen
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Mg?* 1 und Mg** 2 an das aktive Zentrum. AnschlieBend erfolgt die Bindung des
Substrats zusammen mit Mg?* 3. Mg®* 4 bindet zum Schlu und ist fiir die Hydrolyse
des Pyrophosphats wohl nicht essentiell (Harutyunyan et al., 1996). Alle bisher
verdffentlichten Arbeiten zeigen Hefe PPase mit gebundenen Mn?* lonen statt mit
dem physiologischen Cofaktor Mg®* (Harutyunyan et al., 1996; Harutyunyan et al.,
1981; Heikinheimo et al., 1995). Mn** bindet weitaus stérker als Mg®* an das Enzym,
trotzdem enthalt das aktive Zentrum einer ,ruhenden“ PPase nur ein gebundenes.
Mn?* lon. In der vorliegenden Arbeit konnten erstmals alle 4 physiologisch wichtigen

Mg?* lonen identifiziert werden; Mg?* 4 scheint jedoch relativ mobil zu sein.

Abb. 39 Oberflachendarstellung a) des PPase Dimers b) Ausschnittvergréf3erung
des aktiven Zentrums, mit jeweils dem gebundenen PNP. Die Oberflachen
sind gemaR ihres elektrostatischen Potentials eingefarbt. Mg lonen sind
in lila dargestellt. Mit * ist die Lage des aktiven Zentrums des anderen

Monomers bezeichnet.

Die GroRe der Tasche des aktiven Zentrums, seine Lokalisation an der
Molekiiloberfliche und der Abstand von ca. 40 A zwischen den beiden

Substratbindungsstellen des PPase Dimers legen die Vermutung nahe, dal? auch
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noch sehr viel grélRere Inhibitormolekile als PNP oder PCP binden kdnnen
(vgl. Abb. 39). Die Vielzahl von Aminosauren, die an der Substratbindung beteiligt
sind bieten einen breiten Spielraum fur die Entwicklung von spezifisch wirkenden und

fester bindenden Inhibitoren.
5.5.3. Reaktionsmechanismus

Die Hydrolyse von Pyrophosphat folgt wahrscheinlich einem Sy2 Mechanismus. Ein
Hydroxylanion greift die P; 2 Phosphatgruppe aus der Richtung entgegengesetzt der
P-O Bindung an. Es bildet sich ein trigonal bipyramidaler Ubergangszustand aus
(Baykov et al., 1999). Dieser Ubergangszustand wird stabilisiert durch die Mg®* lonen
und die positiv geladenen Aminosaureseitenketten von K56 und K154 fur P; 2 und
von R78, K193 und der OH-Gruppe von Y192 fur Pil. Dies schwécht die P-O
Bindungen. Das Wassermolekiil (H,O 1; Abb. 38) wird durch seine Bindung an Mg?*
1 und Mg®* 2 sowie seine Wasserstoffbriickenbindung an D117 stark polarisiert, so
dal3 letztendlich die generelle Base, das Hydroxylanion am P2 Atom als Nukleophil
angreift. Die P; 2 Gruppe bewegt sich ein Stick auf das Hydroxylanion zu, wodurch
die P-O Bindungen gespalten wird. P; 1 verlal3t das aktive Zentrum als
Abgangsgruppe. Ein weiteres Wassermolekul (H,O 9; Abb. 38) fungiert hier als
generelle Saure.

Eine Uberlagerung des PNP Inhibitorkomplexes mit nativer PPase einerseits und der
PPase mit den gebundenen Reaktionsprodukten andererseits zeigt, dal3 alle drei
Strukturen groRe Ubereinstimmungen zeigen. Nach der Bindung von PNP lassen
sich so gut wie keine Konformationsanderungen im aktiven Zentrum beobachten. Die
Position der Mg®" lonen ist jedoch etwa 0,5-1 A voneinander verschieden
(s. Abb. 40). Die obengenannten Interaktionen kénnen auch hier beobachtet werden
(vgl. Abb. 36) Das nukleophile Wasser (H,O 1) ist ebenfalls erkennbar. Es liegt
allerdings nicht entgegengesetzt der P2-N3 Bindung orientiert, welche bei PNP die
P-O Bindung ersetzt. In der beobachteten Orientierung ware H,O 1 nicht in der Lage
das Phosphoratom P2 anzugreifen. Es ist denkbar, dal3 das eigentliche Substrat,
etwa 180° um seine Langsachse gedreht bindet und so denn nukleophilen Angriff

ermoglicht.
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Abb. 40 Stereobild der Uberlagerung des aktiven Zentrums von Hefe PPase im
Komplex mit PNP (gelb), ohne Liganden (rot) (Harutyunyan et al., 1981);
und im Komplex mit 2 P; (blau) (Harutyunyan et al., 1996 ).

Ausgehend von den hier diskutierten Ergebnissen werden weitere Komplexstrukturen
von Saccharomyces cervisiae PPase z.B. mit Inhibitoren der Klasse der
Bisphosphonate, oder mit Nukleotiden und Nukleotidanaloga weiteren Aufschlufd zu
den Bindungsmaglichkeiten im aktiven Zentrum der Pyrophosphatase geben kénnen.
Erste Ergebnisse bei der Cokristallisation mit dem nichthydrolysierbaren ATP
Analogon AMPPNP zeigen eine - wenn auch nur sehr schwache - Besetzung des
aktiven Zentrums durch die B und y Phosphatgruppe des Liganden. Diese
Ergebnisse missen noch optimiert werden, geben allerdings Anlass zu der
Annahme, daf} auch relativ grof3e Inhibitormolekile in der Lage sind in das aktive
Zentrum der PPase zu binden. Die Inhibitorkomplexe kdnnen auch als Grundlage fur
.Modelling“ Experimente dienen. Berlcksichtigt man das unterschiedliche
Bindungsverhalten der vier Mg lonen, Mg®* 1 und 2 binden viel stérker als Mg?* 3
und 4 (s. 5.2.2), so sind z.B. Inhibitoren denkbar, welche die Metallatome ganz oder
teilweise ersetzen. Weiteren Aufschluld tber unterschiedliche Bindungsspezifitaten
und Gemeinsamkeiten, sowie Unterschiede in der Architektur des aktiven Zentrums
bei verschiedenen loslichen Pyrophosphatasen kann die Kristallisation und
Rontgenstrukturanalyse anderer besonders eukaryotischer Pyrophosphatasen

bieten.
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Abkilrzungen

4-HPPD 4-Hydroxyphenylpyruvat Dioxygenase
4-HP 4-Hydroxyphenylpyruvat

A Angstrgm (10% m)

Abb. Abbildung

APS Ammoniumpersulfat

ara Arabidopsis thaliana

AS Aminosaure

BSA Bovine serum albumine

Da Dalton

DEAE Diethylaminoethyl

DLS Dynamic Light Scattering

DNA Desoxyribonucleic Acid

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

ddNTP Di-Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EST Expressed Sequence Tag

FF Fast-Flow

FG Frischgewicht

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinsulfonsaure
HPLC High Performance Liquid Chromatography
IEF Isoelektrische Fokussierung

IPTG Isopropylthiogalactosid

kB Kilobasen

KP; Ko;HPO,/KH,PO,

LB Luria Bertani

LSC Liquid Scintillation Counter

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
MES Morpholinoethansulfonsaure

MG Molekulargewicht

min Minute

MOPS 3-NMorpholino-propansulfonsaure
oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PCP Methylendiphosphonséure

PCR Polymerase Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PNP Imidodiphosphat

PP Pyrophosphat

PPase |6sliche anorganische Pyrophosphatase
PVDF Polyvinylidendifluorid

RP reversed phase

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

Tab. Tabelle

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
Tris N-Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
U Unit (Enzymeinheit)

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

viv Volumenanteil pro Volumenanteil
wiv Gewichtsanteil pro Volumenanteil



