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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP) ist einer der vielseitigsten enzymatischen Kofaktoren und spielt
eine zentrale Rolle im Aminosaurestoffwechsel zahlreicher Organismen. Im Mittelpunkt der
vorliegenden Arbeit stand die biochemische und strukturelle Charakterisierung der Threonin
Synthase (TS), einem Enzym, das den letzten Schritt der Threoninbiosynthese von o-
Homoserinphosphat zu Threonin katalysiert. Threonin Synthase zahlt zur B-Familie der PLP-
Enzyme und kommt nur in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vor. Threonin selbst zahlt somit zu
den essentiellen Aminosauren. Aufgrund ihres Vorkommens ist die Threonin Synthase daher
ein interessantes Target-Molekul zur Entwicklung neuer Fungi- und Herbizide.

In dieser Arbeit konnte Threonin Synthase aus den Organismen Saccharomyces cerevisiae,
Arabidopsis thaliana und Thermotoga maritima kloniert, gereinigt, charakterisiert sowie
kristallisiert werden. Die Struktur des Hefe-Enzyms (TSH) konnte durch die gezielte
Dotierung des Proteins mit Selenomethionin in einem MAD-Experiment (multiple anomalous
dispersion) bis zu einer Auflésung von 2,7 A aufgeklart werden. In die Elektronendichte
konnten, nach einer zweifachen Mittelung, nahezu alle Aminosauren der Proteinsequenz
eingebaut und das atomare Modell bis zu einem R-Faktor von 21,7% verfeinert werden.

Die biochemische Charakterisierung liel® den Schluf} zu, daf3 die TSH als Monomer vorliegt
was durch die Strukturanalyse bestatigt werden konnte. Die TSH weilt eine in drei
Untereinheiten gegliederte, offene o/B-Struktur auf. Die N-terminale Doméne besteht aus
einem durch eine kleine Helix verbundenen 2-stréangigen, parallelen Faltblatt, an das sich
weitere drei kurze Helices anschlieRen. Die PLP-bindende Domane wird aus einem
funfstrangigen Faltblatt geformt, das von insgesamt 5 Helices umgeben ist. Die dritte
Domaéane enthalt als zentrales Element ein sechs- und ein zweifaches Faltblatt, die durch eine
kleine Helix voneinander getrennt werden. Umgeben werden diese Faltblatter von insgesamt
sechs weiteren Helices. Ein auffalliges Merkmal der TSH ist ein tiefer Kanal, der sich quer
durch das gesamte Molekil erstreckt. In der Mitte dieses Kanals ist der PLP-Kofaktor an der
Kontaktflache zwischen der zweiten und dritten Domane gebunden. Erstmals konnte mit der
vorgestellten Struktur ein monomeres PLP-Enzym charakterisiert werden und durch einen
Strukturvergleich mit den bislang bekannten Faltungsyp II Molekilen Threonin Deaminase,
O-Acetyl-Sulfhydrylase und der B-Einheit von Tryptophan Synthase diesem Faltungstyp
eindeutig zugeordnet werden.

Aulerdem konnte durch den Strukturvergleich erklart werden, warum die TSH als Monomer
vorliegt. In den Bereichen, in denen bei den anderen Molekiilen die Kontaktflachen flur die
Dimerisierung bzw. Tetramerisierung ausgebildet sind, befinden sich bei der TSH zusatzliche

Sekundarstrukturen, die eine Dimerisierung verhindern.



Zusammenfassung

Um eine genauere Vorstellung Uber die molekulare Basis der katalysierten Reaktion zu
erhalten, wurde, aufbauend auf der Struktur der TSH, der modellierte Enzym/Substrat
Komplex energieminimiert. Das Modell des ES-Komplex lieferte eine Erklarung fir den
Reaktionsmechanismus, der bisher nur ausschnittsweise bekannt war. Demnach ist das
PLP-bindende Lys verantwortlich fiir die Ubertragung des o-Protons auf das C4 des
Kofaktors sowie die Abstraktion des B-Wasserstoffs. Es konnten keine weiteren katalytisch
aktiven Reste innerhalb der aktiven Tasche gefunden werden, die sterisch in der Lage
waren, die erwahnten Reaktionen auszuflihren. Die Bindung des Substrats in einer
Phosphatbindetasche Uber eine Vielzahl spezifischer Wasserstoffbriickenbindungen wird von
Aminosauren bewerkstelligt, die innerhalb der verschiedenen Threonin Synthasen nahezu
vollstandig konserviert sind. Ein Sequenzvergleich von 30 TS Sequenzen zeigte zudem eine
Auftrennung in zwei Unterfamilien, eine Pflanzenfamilie (enthalt Pflanzen und Bakterien) und
eine Pilzfamilie (enthalt Pilze und Bakterien), zwischen denen nur insgesamt sechs

Aminoséauren vollstandig konserviert sind.

Teile der Doktorarbeit wurden veroffentlicht in:

Laber, B., Maurer, W., Hanke, C., Gréafe, S., Ehlert, S., Messerschmidt, A., Clausen, T.,
(1999), Characterization of recombinant Arabidopsis thaliana threonine synthase, Eur. J.
Biochem., 263, 212-221

Wahl, M.C., Huber, R., Marinkovic, S., Weyher-Stingl, E., Ehlert, S., (2000), Structural
investigations of the highly flexible recombinant ribosomal protein L12 from Thermotoga
maritima. Biol. Chem., 381, 221-9

Breitinger, U., Clausen, T., Ehlert, S., Huber, R., Laber, B., Schmidt, F., Pohl, E.,
Messerschmidt, A., (2001), The Three-Dimensional Structure of Cystathionine B-Lyase from

Arabidopsis thaliana and its Substrate Specificity, in Vorbereitung

Ehlert, S., Garrido, M., Messerschmidt, A., Huber, R., Laber, B., Clausen, T., (2001),

Structure and function of threonine synthase from yeast, in Vorbereitung
KongreRbericht:

Ehlert, S., Clausen, T., Maurer, W., Hanke, C., Gréafe, S., Messerschmidt, A., Huber, R.,
Laber, B., (1998), Recombinant Arabidopsis thaliana threonine synthase: A comparative
study with enzymes from Escherichia coli and Saccharomyces cerevisiae; Workshop:

Structure, function and evolution of Bs-enzymes, 1998, Basel (Switzerland)
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2 Einleitung

2.1 Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP)

Das Vitamin Bg (Pyridoxin, 4,5-Bis(hydroxymethyl)-2-methyl-pyridin-3-ol) wurde in den 30er
Jahren von Gyoérgy (1934) bei Nahrstoffstudien an Ratten entdeckt und von Kuhn & Wendt
(1938) aus Hefeextrakten isoliert. Mikrobiologische Untersuchungen flihrten zur Entdeckung
zweier weiterer Pyridinderivate, Pyridoxal und Pyridoxamin (Snell, 1945), die in Abb. 2.1 in
phosphorylierter Form abgebildet sind. Die Verwendung der Silbe ,Pyrid“ unterstreicht die
strukturelle Ahnlichkeit zum Pyridin (Gyérgy, 1964).

Lys
|,
_O NH, _NH
OH OH OH
| \ N 2-0,PO o Zo,p0” N
= + 2 +. 2 +=
N N~ “CH, N~ "CH, N~ “CH,
| | [
H H H
a c d e
Abb. 2.1

a Pyridin; b Pyridoxin (Vitamin Bg);, ¢ Pyridoxal-5-Phosphat (PLP); d Pyridoxamin-5-
Phosphat (PMP); e Schiff-Base zwischen PLP und Lysinseitenkette. Die Standard-
numerierung ist in b angegeben.

Im Pyridoxal-5’-Phosphat ist, anders als im Pyridoxin, die 4-Hydroxymethylgruppe in para-
Position zu einem Aldehyd oxidiert und kann so Uber eine Schiff-Base-Bindung (Iminbindung,
internes Aldimin) an ein Enzym gebunden werden (Christen & Metzler, 1985). Die
phosphorylierte 5-Hydroxymethylgruppe dient dabei als stabiler Phosphat-Anker des
Coenzyms, der mehrere Wasserstoffbriickenbindungen zum Protein ausbildet. Die
Hydroxygruppe an C3 kann mit dem Iminstickstoff der Schiff-Base eine Wasserstoffbriicke
bilden, die die Planaritat zwischen der Imindoppelbindung und dem Pyridin-Ringsystem
stabilisiert (John, 1998).

PLP-abhangige Enzyme spielen eine zentrale Rolle im Aminosaurestoffwechsel, da sie ein
breiteres Spektrum an Reaktionen katalysieren als alle anderen kofaktorabhangigen
Enzyme. Zu dieser Enzymklasse gehdren u.a. Aminotransferasen, Decarboxylasen,
Racemasen, o-, B-, y-Synthasen oder auch B-, y-Lyasen. Die kovalente Verknipfung von
PLP mit dem Enzym durch Kondensation der Aldehydgruppe und der e-Aminogruppe eines
Lysins zu einer Iminbindung flhrt zur eigentlich aktiven Gruppe des Holoenzyms (Apoprotein
+ PLP). Die Vielseitigkeit des PLP beruht auf der elektronenziehenden Wirkung des
Pyridinstickstoffs (Elektronenfalle), der die mesomere Verteilung einer zusatzlichen Ladung

innerhalb des mn-Systems erlaubt und so Elektronen von auftretenden Carbanion-
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intermediaten stabilisiert. Diese zuséatzlichen Elektronen werden genau dann in das
konjugierte PLP n-Ringsystem transferiert, wenn eine Uberlappung des zu delokalisierenden
Elektronenpaars mit dem Kofaktor-Orbitalsystem auftritt (Abb. 2.2) und die zu I6sende
Bindung in einer Ebene mit dem PLP-Orbitalsystems steht (stereoelektronische Katalyse).
Durch Rotation um die Ca-N Bindung einer Uber eine Schiff-Base gebundenen Aminosaure
kann jede der drei Bindungen am Ca in eine entsprechende Orientierung gebracht werden,
wobei der Grad der Rotation durch die Bindungsgeometrie im Aktivzentrum bestimmt wird
(Braunstein & Shemyakin, 1953; Metzler et al., 1954; Jenkins et al., 1959).

Abb. 2.2

n-Orbitale der Schiff-Base aus PLP und einer
Aminoséure. X' kann genau dann energetisch
glinstig eliminiert werden, wenn die X-C-Bindung
(sp®-Hybrid) in einer Ebene mit dem PLP-n-System
steht und die negative Ladung des entstehenden
Carbanions lber das gesamte Molekiil delokalisiert
werden kann.

Die PLP-katalysierten Reaktionen beginnen stets mit der Transaldimierung [Ausnahme:
Phosphorylasen, in denen die Phosphatgruppe als Saure-Base-Katalysator wirkt (Barford et
al., 1991) und die im folgenden nicht weiter bertcksichtigt werden]. Dabei wird, ausgehend
vom internen Aldimin (I), ein geminales Diamin (II) gebildet, bei dem sowohl Enzym- als
auch Substrataminogruppe in Tetraedergeometrie an das C4‘ gebunden sind (Abb. 2.3) bei

gleichzeitigem Protonentransfer von der Substrat- auf die Enzymaminogruppe.

H

R _coo- Lys<_~_-NH,
H . H ; H
Lys Ralz COO0 RalZ COO Rz -
NH, (\/ \I/ \]/ \r (e]0]0)
k_!/ NH+ H2N+ NH\/\/LyS HNQ NH;\/\/LyS H /NH+
H H— T
o . o . o 3 o
2-03po | AN —— 2 O,PO | A — 2 O,PO | = = 2 O,PO | ~
+ + + + 2
||\j CH, Il\l CH, Il\l CH, Il\l CH,
H H H H
1 11 I 111
Abb. 2.3

PLP-Transaldimierung mit den typischen Intermediaten: Internes Aldimin (1), geminales
Diamin (IT), externes Aldimin (III)

Nach der Transaldimierung wird eine der drei Ca-Bindungen durch die elektronenziehende
Wirkung des PLP’s geschwacht und schliellich gespalten. Abhangig davon, welche Co-
Bindung gespalten wird, kommt es entweder zur Decarboxylierung, zur ersten Halfte der
Transaminierung, zur Racemisierung oder zu einer Seitenkettenmodifikation, wie z.B. -
Elimierung (Abb. 2.4).
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g?l?énzv:tische Darstellung aller vorkommenden PLP Reaktionsspezifitdten. Die katalysierten
Reaktionen beginnen stets mit der Umwandlung des internen Aldimins (Transaldimierung).
Die mit Q gekennzeichneten Intermediate sind chinoider Natur (aus: John, 1995).

Im Holoenzym ist die Umgebung des Kofaktors von entscheidender Bedeutung, da die
Anordnung der Aminosauren im Aktivzentrum fur jedes PLP-Enzym spezifisch ist und
hieraus die verschiedenen Substratpraferenzen und Reaktionsspezifitaten resultieren. Die
verschiedenen mdglichen Reaktionswege der PLP-Enzyme lassen sich als eine Serie
aufeinanderfolgender Einzelschritte mit verschiedenen Verzweigungspunkten darstellen, die
zu entsprechend unterschiedlichen Produkten fiihren (Abb. 2.4). In Abwesenheit des
Apoenzyms wirden alle Reaktionen gleichzeitig stattfinden. Dieser Umstand verdeutlicht die
hohe Spezifitdt und Effizienz der PLP-Enzyme, die nur jeweils einen Reaktionsweg

bevorzugen und andere Alternativen ausschliefl3en.
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2.2 Einteilung PLP-abhangiger Enzyme

Dunathan stellte in den 70er Jahren die Hypothese auf, dal3 alle PLP-Enzyme von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammen (Dunathan & Voet, 1974). Vor allem interessierte er
sich fur die Stereochemie von Protonentransferprozessen und untersuchte sieben PLP-
Enzyme, deren Mechanismus eine Protonenaddition an C4’ beinhaltet. Er fand heraus, dal}
die Anlagerung an C4’ stets auf der si-Seite erfolgt und deutete die Ergebnisse so, daR alle
PLP-Enzyme den Kofaktor in gleicher Orientierung gebunden haben, mit der si-Seite in
Richtung Apoprotein. Er postulierte daraufhin einen gemeinsamen ,Urvater”, der diese
urspringliche Bindungsstereochemie aufwies, die wahrend der Reaktion nicht invertiert
werden kann, ohne dal® dabei katalytisch inaktive Formen auftreten wirden. Dunathans
Hypothese ist jedoch durch die Aufklarung einer groRen Anzahl Sequenzen und Strukturen
nicht mehr zu halten; es gibt verschiedene PLP-abhangige Enzymfamilien mit jeweils
unterschiedlichem evolutionaren Ursprung.

In der Literatur wurden mehrfach Versuche unternommen, die PLP-Enzyme zu
systematisieren. Derzeit werden v.a. zwei Vorschlage zur Klassifizierung diskutiert.

Christen und seine Mitarbeiter schlugen die Einteilung in o-, B- und y-Familie (Alexander et
al., 1994) vor, wie sie in Tabelle 2.1 angegeben ist. Ein Grofteil der bekannten PLP-Enzyme
wurde dabei der o-Familie zugeordnet, in der u.a. Aminotransferasen, Aminosaure-

Decarboxylasen usw. vereint werden.

Tab. 2.1 Einteilung der PLP-Enzyme in a-, B- und y-Familie nach Alexander et al. (1994)

o-Familie B-Familie y-Familie
Aminotransferasen Threonin Synthase O-Succinylmomoserinlyase
(Untergruppe I, II, und V) Serin Dehydratase O-Acetylhomoserinlyase
Amino(sf:rrzz%(;aerlfgxylase Threonin Deaminase Cystationin y-Synthase
5-Aminolaevulinat-Synthase Tryptophan Synthase Cystationin B-Lyase
Serinhydroxyl Methyltransferase Cystein Synthase

Dialkylglycin Decaboxylase

Tyrosin Phenol-Lyase

Alle Enzyme einer Familie lassen sich demzufolge von einem ,Urprotein” ableiten. In einer
frlheren Arbeit (Mehta et al., 1993) fand man bei einem Vergleich von 51 Sequenzen
verschiedener Aminotransferasen, daR die Ahnlichkeit zwischen den verschiedenen
Aminotransferasen, der grof3ten Gruppe der a-Familie, zu klein ist, um mit den Ublichen
Standardprogrammen Uberlagert werden zu kénnen. Statt dessen lie3en sich die Sequenzen
per Hand Uber Hydropathieplots und Sekundarstrukturvorhersagen abgleichen, woraufhin
Aminotransferasen in 4 Untergruppen (I, II, III, IV) unterteilt wurden. Drei dieser

Untergruppen sind relativ eng miteinander verwandt, lediglich Gruppe III (D-Aminosaure
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Aminotransferase und branched-chain Aminotransferase) steht in keinem evolutiondren
Verhaltnis zu den Ubrigen, was auch durch die Strukturanalyse bestatigt werden konnte
(Sugio et al., 1995). Das Alignment der Gruppen 1, II und IV zeigte nur vier konservierte
Reste. Nach der Nomenklatur von Aspartat-Aminotransferase (Ford et al., 1980) sind das
Asp222, das mit dem Pyridin Stickstoff (N1) interagiert und dessen positive Partialladung
stabilisieren hilft, Lys258, an dem der Kofaktor als Schiff-Base gebunden ist, Arg386, das die
o-Carboxylatgruppe des Substrats bindet, sowie Gly197, das in einem Turn an der
Grenzflache zwischen kleiner und groRer Domane liegt. Innerhalb der gesamten o-Familie
sind nur zwei der vier invarianten Transaminasereste konserviert, Asp222 und Lys258.
Mechanistisch zeichnet die Enzyme der a-Klasse aus, dal sie nur Reaktionen katalysieren,
die sich auf Bindungen an Ca des Substrats beschranken.

Enzyme der B- und y-Familie weisen eine weniger stark ausgepragte Untergliederung auf
und sind auch weniger zahlreich. Sie katalysieren eine kovalente Anderung am Co., gefolgt
von einer Modifizierung an CB bzw. Cy. Die B-Familie zeigt keinerlei verwandtschaftliche
Beziehung mit einer der anderen beiden Gruppen, jedoch ist die strikte Trennung in oc und -
Familie nicht mehr haltbar, da die Strukturanalyse der Cystathionin B-Lyase (Clausen et al.,
1996) klare Homologie zu Enzymen der o~ Familie aufweist.

Aufgrund der mittlerweile groRen Anzahl aufgeklarter PLP-Enzymstrukturen [Ubersicht: John,
(1995); Jansonius, (1998); Mehta & Christen, (2000); Schneider et al., (2000)] schlugen
Grishin et al. (1995) eine andere Einteilung der PLP-Enzyme vor, basierend auf dem
Vergleich von Proteinstrukturen, Strukturvorhersagen und Sequenzvergleichen. Sie teilten
die PLP-Enzyme in sieben Familien ein, deren herausragendes Klassifizierungsmerkmal der
Faltungstyp ist (Tab. 2.2).

Faltungstyp 1 vereint Enzyme aus der o- und y-Familie (s.0.) und enthalt die meisten
Aminotransferasen. Die aktiven Einheiten der Enzyme dieses Typs sind Homodimere,
dessen Monomere aus je zwei bis drei Domanen bestehen. Das charakteristische der PLP-
Domane ist dabei ein siebenstrangiges pB-Faltblatt mit +a -g +f +e +d +b +c Topologie, das
zusammen mit den umgebenden Loops und acht bis neun Helices fast alle katalytisch
wichtigen Reste enthalt. Die kleinere, substratbindende C-terminale Doméane hat als
zentrales Element ein antiparalleles drei- bzw. vierstrangiges B-Faltblatt. Einige Enzyme
dieses Faltungstyps haben auf’erdem eine zusatzliche N-terminale Domane, die fir die
Dimerisierung bzw. Substratbindung von Bedeutung ist.

Der Faltungstyp II wird von Tryptophan Synthase (Hyde et al., 1988) reprasentiert und
beinhaltet einen groRen Teil der B-Enzymfamilie. Die Tryptophan Synthase ist das Dimer
eines Heterodimers mit einer nahezu linearen of3fo-Anordnung. Das PLP wird von der [3-

Untereinheit gebunden, die aus zwei identischen Domanen mit einem vierstrangigen,
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antiparallelen B-Faltblatt in der Mitte eines afo-Sandwichs besteht. Der Kofaktor ist an der
of-Grenzflache gebunden und bildet, anders als beim Faltungstyp 1, ausschlieRlich mit einer

einzigen Doméane das Aktivzentrum.

@) (b) Abb. 2.5
' (a) Faltungstyp I: Diamino-perlagon-
sédure Synthase

(b) Faltungstyp II: Tryptophan Synthase

(c) Faltungstyp II1: Alanin Racemase

(d) Faltungstyp 1V: D-Alanin
Aminotransferase

(e) Faltungstyp V: Glycogen
Phosphorylase

Farbcode: In den PLP-bindenden
Doménen sind B-Faltblétter dunkel blau
und a-Helices gelb dargestellt,
ansonsten sind B-Faltblétter cyan und o-
Helices orange.

Das kovalent an ein Lysin gebundene
PLP ist in rot gekennzeichnet.

aus: Schneider et al., 2000

Die Alanin Racemase (Shaw et al., 1997) und eukaryotische Ornithin Decarboxylase (Kern et
al., 1999) sind die einzigen Vertreter des Faltungstyps III mit bekannter 3D-Struktur. Enzyme
dieser Klasse sind Homodimere, bei der jede Untereinheit aus zwei Domanen aufgebaut ist,
einem achtstrangigen o/p—Barrel und einem zweiten, hauptsachlich aus B-Strangen
bestehenden Teil. Das PLP ist in einer Spalte gebunden, die aus den beiden Domanen
geformt wird. Der Kofaktor ist hier, anders als bei den Faltungstypen I und II, mit der re-Seite
zum Protein gebunden.

Der Faltungstyp IV wird von D-Aspartat Aminotransferase (Sugio et al., 1995) und branched-
chain Aminotransferase (Okada et al., 1997) reprasentiert. Die D-Aspartat Aminotransferase
ist als Homodimer mit 65 kDa relativ klein und jede Untereinheit besteht aus einer grofl3en
und einer kleinen Domane. Der Kofaktor ist hier an der hydrophoben Kontaktflache der
beiden Domanen gebunden, ebenfalls mit der re-Seite zum Protein.

Der funfte und letzte Faltungstyp schliellich wird von der Glykogen Phosphorylase (Barford
et al., 1991) vertreten, in der das PLP als Saure-Base Katalysator fungiert (s.o.).
Succinyldiaminopimelat Aminotransferase und Valin-Pyruvat Aminotransferase lassen sich in
keinen der beschriebenen Faltungstypen einordnen und bilden mdglicherweise je eine

eigene Klasse.
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Die Einteilung der PLP-Enzyme in 5 verschiedene Faltungstypen berucksichtigt, anders als
die Untergliederung in o-, B- und y-Familie, nicht die katalysierte Reaktion, sondern die
Struktur. Sie ist daher deutlich feiner ausgearbeitet und bei der Deutung der

verwandtschaftlichen Beziehungen auch wesentlich erfolgreicher.

Tab. 2.2 Einteilung der PLP-Enzyme in Faltungstypen nach Grishin et al. (1995)

Faltungstyp typische Vertreter

I Aminotransferase Typ 1, 2, 3 und 5 sowie weitere,
nicht zu Aminotransferasen gehérende PLP-Enzyme

I Tryptophan Synthase und andere

11 Eukaryotische Ornithin Decarboxylase und andere

v Aminotransferase Typ 4 und andere

A% Glycogen Phosphorylase

nicht klassifiziert | Succinyldiaminopimelat Aminotransferase

nicht klassifiziert | Valin-pyruvat Aminotransferase

Eine weitere Verfeinerung der Faltungstypenanalyse lieferten Kack et al. (1999). Sie
unterteilten den Faltungstyp I in sechs verschiedene Unterklassen, ebenfalls basierend auf

Struktur- und Sequenzvergleichen (Abb. 2.6).

g Aminotransferase Subklasse II1

—[} Tyrosin-Phenol Lyase Klasse

Cystathionin -Lyase Klasse

} Aminotransferase Subklasse 1

Faltungstyp I Procayotische Ornithindecarboxylase Klasse

Aminotransferase Subklasse V

Abb. 2.6
Unterteilung des Faltungstyp I nach Kéck et al. (1999)
2.3 Threoninbiosynthese

2.3.1 Synthese von Homoserin: Die Vorstufe von Threonin und Methionin

In Pflanzen und Bakterien ist Aspartat die gemeinsame Vorstufe von Threonin, Methionin
Lysin und Isoleucin (Abb. 2.7).
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Aspartat » 3-Aspartyl-B-phosphat

|

3-Aspartylsemialdehyd ~—— Pyruvat

| |

O-Acylhomoserin -« Homoserin Dihydrodipicolinat

Cystein l l
/ 1-Piperidin-2,6-dicarboxylat
v

o-Homoserinphosphat
/- |
- +

Cystathionin 4 l N-Succinyl-L,L-2,6-diaminopimelat

l Threonin l
Homocystein ! meso-2,6-Diaminopimelat

Methionin ¢ Lysin
l Isoleucin

S-Adenosylmethionin

Abb. 2.7

Biosynthese von Threonin, Methionin, Lysin und Isoleucin. Der rot unterlegte
Reaktionsweg wird von Bakterien verwendet, der blaue von Pflanzen, bei denen
aullerdem Threonin Synthase durch SAM allosterisch aktiviert werden kann.

Die Biosynthese dieser vier essentiellen Aminosauren beginnt mit der durch Aspartokinase
katalysierten Phosphorylierung von Aspartat zu Aspartyl-B-phosphat. Obwohl diese
einleitende Reaktion flr alle vier Endprodukte identisch ist, erfolgt die Regulation der
Stoffwechselwege flr jede Aminosaure unabhangig voneinander. So sind in E.coli drei
Isoenzyme der Aspartokinase bekannt, die sowohl eine Rickkopplungs-hemmung der
Enzymaktivitdt als auch eine Repression der Enzymsynthese ermdglichen (Tab. 2.3).
Aulerdem wird die Richtung des Weges an den Verzweigungen durch die einzelne
Aminosaure Uber Rickkopplungshemmung kontrolliert (feedback-Inhibition). So hemmt z.B.

Methionin die O-Acylierung von Homoserin oder Lysin die Bildung von Dihydrodipicolinat.

Tab. 2.3 Kontrolle der Isoenzyme der Aspartokinase von E.coli

Enzym Ruickkopplungsinhibitor Corepressor(en)’
Aspartokinase I Threonin Threonin und Isoleucin
Aspartokinase I1 - Methionin
Aspartokinase 111 Lysin Lysin

' Verbindungen, deren Anwesenheit zur Repression der Enzymsynthese fiihrt

Ahnlich agieren auch die zwei bekannten Homoserin Dehydrogenasen (HsDH), die die
Reduktion von Aspartatsemialdehyd zu Homoserin katalysieren. Die Aktivitat der HsDH I

wird durch Threonin inhibiert, ihre Synthese durch Threonin und Isoleucin. Methionin
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hingegen reprimiert die Synthese der HsDH 1II. Die Beteiligung von drei isofunkionellen AspK
und zwei HsDH ermdglicht eine sehr effiziente Feinabstimmung der Biosynthese von
Threonin, Methionin, Lysin und Isoleucin (Voet & Voet, 1992).

Die katalytischen Aktivitaten der Kinase und der Dehydrogenase sind auf einem
bifunkionellen Enzym lokalisiert, das aus drei Domanen aufgebaut ist: dem 27 kDa grolen
N-terminalen Fragment mit der AspK-Aktivitat, der 33 kDa grof3en C-terminalen Domane fir
die Dehydrogenasefunktion sowie einer zentralen Linkerdomane ohne katalytische Funktion.
Beide bisher bekannten AspK-HsDH sind sowohl in ihrer Proteinsequenz als auch in ihrer

triglobularen Domanenarchitektur homolog.

2.3.2 Synthese von o-Homoserinphosphat

Die Synthese von o-Homoserinphosphat wird durch die Homoserin Kinase (EC 2.7.1.39)
katalysiert (Bender, 1985), einem Homodimer mit einer Masse von ca. 33 kDa pro
Untereinheit. Fir die katalysierte Reaktion (Homoserin + ATP  o-Homoserinphosphat +
ADP) ist, wie bei allen Kinasen, ein zweiwertiges Metallion essentiell. Es gibt auch Hinweise
darauf, dal® Homoserin Kinase zwei Bindungsstellen fir Homoserin besitzt, eine katalytisch
aktive und eine inhibierende (Hou & Viola, 1996).

2.3.3 Katabolismus von Threonin

Threonin wird zusammen mit Alanin, Cystein, Glycin, Serin zu Pyruvat abgebaut (Abb. 2.8).

OH O
H,C o
NH,
Abb. 2.8 Threonin
Abbau von Threonin, Alanin, 5 BN
. . , H,C” T
Cystein, Glycin und Serin zu o Acetaldehyc
Pyruvat. Die beteiligten HYK o l
Enzyme sind: NH;
1 Alanin-Aminotransferase NADH R, €O, Glycin i
2 Serin-Dehydratase o N5, N10-Methylen-THF HC™ "sCo
3 Glycin-Spaltsystem NAD* + HW/MO Acetyl-Co/
4 und 5 Serin-
Glycm
Hydroxymethyltransferase SH o o o o
%o’ H3C\HL0’ %
NH, NH,
Cystein Alanin
EGlutamat Serin
H,0 mehrere i

Wege

(H,S, SO, od. SCN")
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In einem ersten Schritt spaltet Serin-Hydroxymethyltransferase, ein PLP-abhangiges Enzym,
Threonin in Acetyl-CoA und Glycin. Anschliefiend wandelt das gleiche Enzym Glycin unter
Verwendung von N° N'°-Methylen-Tetrahydrofolat in Serin um. Serin wird dann durch die
Serin-Dehydratase, ebenfalls ein PLP-abhangiges Enzym, in Aminoacrylat umgesetzt, das

tautomerisiert und spontan zum Pyruvat hydrolysiert (Voet & Voet, 1992).

2.3.4 Threonin Synthase

Threonin Synthase (TS, E.C. 4.2.99.2) ist ein PLP-abhangiges Enzym, das den letzten
Schritt in der Threonin Biosynthese katalysiert (Abb. 2.9). Dabei wird in einer B,y-
Replacement Reaktion o-Homoserinphosphat zu Threonin und anorganischem Phosphat
umgesetzt (Watanabe & Shimura,1956; Wormser & Pardee, 1958; Schnyder et al., 1975).

OPOZ-

Abb. 2.9

Reaktion Threonin Synthase
Mechanistische Studien haben gezeigt, das nach der Bildung des externen Aldimins (3)
zwischen dem PLP und o-Homoserinphosphat (2) das Co Proton des Substrats auf das C4°
des PLP Ubertragen wird (4) (Fuganti, 1979). Nach der stereospezifischen Abstraktion des [3-
pro-S-Wasserstoffatoms (5) (Fuganti, 1979; Farrington et al., 1993) und der Eliminierung von
anorganischem Phosphat (Flavin & Kono, 1960) wird das Cy des Substrats protoniert (6)
(Flavin & Slaughter, 1960b). Die Addition von Wasser an Cf3 ergibt schlieRlich Threonin (7)
unter Retention der Konfiguration (Flavin & Kono, 1960; Fuganti, 1979). Abhangig davon,
welches Substrat eingesetzt wird, katalysiert TS auch B-Eliminierungen, z.B. von L-Serin zu
Pyruvat oder Transaminierungen wie von L-Alanin zu Pyruvat und PMP (Laber et al., 1994a).

Auch eine schwache Threonin Deaminaseaktivitat wurde berichtet (Skarstedt & Greer,
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1973). Trotz der Ahnlichkeit der Reaktion von Threonin Synthase und Cystathionin 7y-
Synthase (Brzovic et al., 1990) wurde die TS von Alexander et al. (1994) zur B-Familie
gezahlt. Frihere Arbeiten (Parsot, 1986; Parsot, 1987) zeigten bereits eine signifikante
Sequenzhomologie zwischen Threonin Synthase, Threonin Deaminase, der f—Untereinheit
von Tryptophan Synthase und D-Serin Dehydratase und lieRen auf einen gemeinsamen
Ursprung dieser vier Enzyme schlieRen. Die strukturbasierten Einteilungen (Grishin et al.,
1995; Christen, 2000) ordnen TS dem Faltungstyp II zu, obwohl bislang keine Struktur
dieses Enzyms bekannt ist. Diese Einteilung erfolgte daher fir die TS ausschliel3lich
aufgrund von Strukturvorhersagen.

Threonin Synthase ist aus verschiedenen Bakterien und Pilzen gereinigt worden, wie z.B.
Neurospora crassa (Flavin & Slaughter, 1960a), Bacillus subtilis (Skarstedt & Greer, 1973),
Escherichia coli (Parsot et al., 1983; Shames et al., 1984; Laber et al., 1994b),
Brevibacterium lactofermentum (Malumbres et al., 1994) oder auch aus der Pflanze
Arabidobsis thaliana (Curien et al., 1996, Laber et al., 1999). Aus verschiedenen anderen
héheren Pflanzen wurde nur von einer teilweisen Reinigung berichtet (Madison & Thompsén,
1976; Thoen et al., 1978; Giovanelli et al., 1984). Die aus Bakterien und Pilzen gereinigten
Enzyme haben Massen zwischen 45 und 55 kDa und friihe Arbeiten deuteten darauf hin,
dalR deren TS in Lésung als Monomer vorkommt (Flavin & Slaughter, 1960a). Die pflanzliche
TS aus A.thaliana hingegen ist ein Homodimer mit ca. 55 kDa pro Untereinheit (Curien et al.,
1996). In allen Enzymen ist ein PLP-Molekil pro Monomer Uber ein im Aktivzentrum
gelegenes Lysin als internes Aldimin gebunden. Dabei deuten Sequenzvergleiche darauf hin,
daf® PLP im E.coli-Enzym an Lys107 gebunden ist (Parsot, 1986; Saito et al., 1993) und im
A.thaliana Enzym an Lys202 (Curien et al., 1996).

Threonin gehoért zur Aspartat-Familie, die auch Methionin, Lysin und Isoleucin beinhaltet
(Abb. 2.7). In Pflanzen ist dabei o-Homoserinphosphat die gemeinsame Ausgangssubstanz
fur die Synthese von Threonin und Methionin (Giovanelli et al., 1980). Eine Uberproduktion
von Methionin fihrt zu einem Anstieg der Konzentration von S-Adenosylmethionin (SAM),
das jedoch nicht als feedback-Inhibitor der Cystathionin-y-Synthase wirkt (o-
Homoserinphosphat Cystathionin, Abb. 2.7, blaue Linie), sondern als allosterischer
Aktivator der Threonin Synthase, wodurch vermehrt o-Homoserinphosphat in die Threonin
Biosynthese gelangt (Giovanelli et al., 1980). Diese allosterische Aktivierung der Threonin
Synthase durch SAM konnte bisher in verschiedenen héheren Pflanzen beobachtet werden
(Madison et al., 1976; Thoen et al., 1978; Curien et al., 1998). Detaillierte Studien mit dem
A.thaliana Enzym konnten zeigen, dal} der verlangerte N-Terminus im Pflanzenenzym diese
regulatorische Funktion beinhaltet (Curien et al., 1998; Laber et al., 1999). In Bakterien und
Pilzen, in denen Homoserin den Verzweigungspunkt in der Threonin/Methionin-Biosynthese

darstellt (Abb. 2.7, rote Linie), ist keine allosterische Aktivierung der TS bekannt. Die
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Regulierung der Threonin Synthese wird hier vielmehr durch eine feedback-Inhibierung der
Homoserinkinase (Homoserin  o-Homoserinphosphat) durch Threonin erreicht (Theze et
al., 1974; Burr et al., 1976).

Threonin Synthase kommt nur in Bakterien, Pilzen und Pflanzen vor und ist somit ein
interessantes Zielmolekiil fir die Entwicklung neuer antibakterieller Agenzien und Herbizide.
Eine Reihe verschiedener o-Homoserinphosphat-Analoga wurde daher auf ihr Inhibierungs-
potential hin getestet (Farrington et al., 1993; Harde et al., 1994; Laber et al., 1994a, Laber
et al., 1999). Auch irreversible Inhibition mit Rhizoctinen und Plumbemicinen (Laber et al.,
1994b), zwei Gruppen von Di- bzw. Tripeptiden aus B.Subtilis (Rapp et al., 1988), wurde

beschrieben.

2.4 Grundlagen der Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

2.4.1 Entwicklung der Réontgenkristallographie

Wilhelm Konrad Réntgen legte durch seine Experimente mit Kathodenstrahlen (Rdntgen,
1895) und der Entdeckung der nach ihm benannten Réntgenstrahlung die Grundlagen fiir die
Roéntgenstrukturanalyse. Die Diffraktion von Rdntgenstrahlen an Kristallen konnte erstmals
von Laue und seinen Mitarbeitern (Friedrich et al., 1912) gezeigt werden und die erste
Roéntgenstruktur stellte Bragg (1913) am Beispiel von Natrium- und Kalium-chloridkristallen
vor. Proteinkristalle wurden bereits 1840 erwahnt (Hunefeld, 1840), aber erst 1934 wurden
die ersten Rontgendiffraktionsbilder eines Proteinkristalls veréffentlicht (Bernal & Crowford,
1934) und nachdem gezeigt werden konnte, dal® das Prinzip des isomorphen Ersatzes auch
fur Proteine gilt (Green et al., 1954; Harker, 1956; Blow & Crick, 1959), wurden als erste
Proteinstrukturen Myoglobin (Kendrew et al., 1960) und Hamoglobin (Perutz et al., 1960)
gelost.

Die Proteinstrukturanalyse unterteilt sich in mehrere Schritte:

o Bereitstellung einer ausreichenden Menge an hochreinem Protein
e Suche nach einer geeigneten Kristallisationsbedingung

o Datensammlung und Datenauswertung

e Ldsung des Phasenproblems

o Interpretation der Elektronendichtekarte und Verfeinerung des Modells

Durch den in den letzten zehn Jahren erreichten Fortschritt in der Molekularbiologie, den
verwendeten Proteinreinigungsmethoden sowie der Entwicklung immer leistungsfahigerer
Computer und Mel3stationen steigt die Zahl der publizierten Strukturen sehr stark an und die
Strukturanalyse entwickelt sich zunehmend zu einer Standardanalyse fir die

Charakterisierung von Proteinen. Bis zum 23. Januar 2001 waren in der Proteindatenbank in
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Brookhaven 13329 freigegebene Proteinstrukturen hinterlegt, davon wurden 83,9 % mit
Diffraktionstechniken, 13,8 % mit NMR (Nuclear Magnetic Resonance) und 2,2 % mit
theoretischen Methoden bestimmt.

Die groRe Bedeutung der Proteinstrukturen resultiert aus der Moglichkeit, biochemische
Prozesse auf atomarer Ebene zu verstehen, das Bindemotiv mit Hilfe von Protein-Inhibitor-
Komplexen zu ergriinden und so zu den Zugang zu einem gezielten Wirkstoffscreening mit

Hilfe des Molecular modelling zu erhalten.

2.4.2 Beugung von Roéntgenstrahlung

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 Sekundarstrahlung mit der Frequenz der
einfallenden Strahlung aus, die aber um 180° phasenverschoben ist. Diese elastische und
koharente  Strahlung (Thomson-Streuung) wird unter Vernachldssigung 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 zu Null (destruktive Interferenz), wenn der Gangunterschied nicht ein
ganzzahliges Vielfache der Wellenlange ist (konstruktive Interferenz). Die Beugung von
Roéntgenstrahlung am Kristallgitter 1413t sich nun wie folgt beschreiben.

Das Kristallgitter ergibt sich durch die periodische Wiederholung der Elementarzelle mit den
entsprechenden Translationsvektoren. Dieses Gitter wird von Netzebenen durchzogen, die
durch ihre Schnittpunkte mit den Achsen der Elementarzelle charakterisiert werden
(Miller'sche Indices). Die Ansammlung aller Normalenvektoren dieser Netzebenennschar
bildet das reziproke Gitter. Die reziproken Gittervektoren werden vom Ursprung des
reziproken Gitters aus gezeichnet, ihre Lange entspricht dem reziproken Abstand der
Ebenen einer Netzebenenschar. Bei koharenter Streuung an einer Netzebenenschar des
Gitters tritt unter einem Winkel 6 zwischen einfallendem Strahl und Netzebenenschar
konstruktive Interferenz auf, wenn der Gangunterschied zwischen den gebeugten Wellen ein
ganzzahliges Vielfaches der Wellenlange ist. Das wird durch die Bragg’'sche Gleichung

beschrieben:

2d,, sin®=nA d: Netzebenenabstand; n: ganze Zahl; A: Wellenléange

Die Bragg’sche Gleichung laRt sich mit Hilfe der Ewald-Konstruktion (Ewald, 1921) unter
Verwendung des reziproken Gitters als Vektordiagramm darstellen (Abb. 2.10). Der Kristall
befindet sich dabei im Mittelpunkt der Ewald-Kugel mit dem Radius 1/A, der Ursprung (U)

des reziproken Gitters liegt an dem Punkt auf der Oberflache der Ewald-Kugel, an dem sie
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ein Vektor in Richtung des einfallenden Strahls schneidet. Fir jeden Punkt P des reziproken
Gitters, der auf der Kugeloberflache liegt, ist die Reflexionsbedingung erfullt. Bei einer
Rotation des Kristalls dreht sich neben dem Kristallgitter auch das reziproke Gitter, so dal®
bei verschiedenen Orientierungen unterschiedliche Beugungsbedingungen erfillt sind.

Die Intensitat der gebeugten Strahlung wird vom Inhalt der Elementarzelle bestimmt. Da ein
Kristall die Faltung des Elementarzelleninhaltes mit dem dreidimensionalen Gitter darstellt,
ergibt sich das Diffraktionsmuster des Molekulkristalls aus dem Produkt der Fourier-

Transformation des Zellinhaltes mit dem reziproken Gitter. Dieses Produkt beider

Abb. 2.10 Ewald-Konstruktion
Man konstruiert eine Kugel mit dem Radius 1/A, in deren
Zentrum sich der Kristall K befindet, der Ursprung des

reziproken Gitters ist U. Der Wellenvektor EO zeigt in
Richtung des einfallenden Strahls; der unter dem Winkel 26
gebeugte Strahl wird durch den Wellenvektor s dargestellt.

Ein reziproker Gittervektor wird durch S représentiert. P ist
der Punkt des reziproken Gitters, fir den die
Reflexbedingung erfillt ist.

Transformationen resultiert in einer Abbildung dieser Fourier-Transformation an den
reziproken Gitterpunkten, wodurch die Intensitat an einem reziproken Gitterpunkt hoch ist,
wenn die zugrunde liegende Fourier-Transformation an diesem Punkt eine hohe Intensitat
besitzt.

Da die Elektronenhiille eines Atoms ein endliches Volumen einnimmt, hangt die gestreute
Gesamtwelle vom Einfallswinkel ab. Bei grolen Streuwinkeln ist die Phasendifferenz
zwischen den Wellen, die an unterschiedlichen Positionen innerhalb der Atomhille gebeugt
werden, ebenfalls hoch, so dal} die resultierende Gesamtintensitat mit zunehmenden Winkel,
also mit steigender Auflésung, abnimmt. Die an einem Atom gestreute Gesamtwelle
errechnet sich durch das Aufsummieren aller individuellen Beitrage innerhalb des

Atomvolumens:
f(§)= J.p(;)eprm'; -Shv
Vv

Unter der Annahme, dal} die Elektronendichte des Atoms kugelsymmetrisch ist, hangt der
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

75 auf:
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75(3) = ifiexp[Zm';j . E]

Jj=l
Dabei gibt der Vektor Z die Position des Atoms ; in Fraktionalkoordinaten an.
Analog zur Winkelabhangigkeit der gebeugten Strahlungsintensitat im Falle nicht
punktférmiger Streuer bewirkt auch die thermische Schwingung von Atomen eine

zunehmende destruktive Interferenz der gestreuten Wellen gerade bei groflen Streuwinkeln.

Deshalb wird der atomare Formfaktor mit einem Temperaturfaktor B multipliziert:

sin’ G):|

T(iso) = exp|:— B pE

Der Temperaturfaktor ist mit der mittleren quadratischen Auslenkung wie folgt verknupft:

B=8t’u
Zusatzlich zu dieser dynamischen Unordnung gehen in den Temperaturfaktor noch andere
Beitrage ein, z. B. statische Unordnung, falsche Datenskalierung, Absorption oder nicht
korrekte Kurven fir die atomaren Formfaktoren.
Aufgrund der Fehlordnung (Mosaizitat) der Kristalle sind die Beugungsreflexe nicht unendlich

scharf. Die Netzebenenscharen eines Kristalls befinden sich nur Uber einem endlichen
Winkelbereich in Reflexstellung. Die Gesamtintensitat I(Z) eines gebeugten Strahls fir

einen Kristall, der mit einer gleichférmigen Winkelgeschwindigkeit m durch die Reflexposition
rotiert und sich in einem Rontgenstrahl mit der Intensitat des einfallenden Strahls |, befindet,

ist durch die Darwin Formel beschrieben (Darwin, 1914):

2

_— =

4 2 LA
e’ l+cos” 20 LAYV, F(h)

m*c* 2 &

1y="22p
@

Dabei ist A die Wellenlange der Rontgenstrahlung, e die Elementarladung, m die
Elektronenmasse und c¢ die Lichtgeschwindigkeit. Der Term (71+cos’2@)/2) stellt den
Polarisierungsfaktor dar, der die partielle Polarisierung des gebeugten Strahls fur den Bragg-
Winkel © angibt, wenn der Primarstrahl unpolarisiert ist. L ist der Lorenzfaktor und

berticksichtigt die relative Zeit, die jeder Reflex in der Reflexposition verbringt, A ist der

Absorptionsfaktor, V, das Kristallvolumen, V das Volumen der Elementarzelle und ‘F(iz) die

Strukturamplitude flir den Reflex h. Somit ist bei kinematischer Streuung ohne

Mehrfachstreuung die Intensitat I(;z) des gebeugten Rdntgenstrahls proportional zum

Amplitudenquadrat des Strukturfaktors f(Z) .
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2.4.3 Berechnung der Elektronendichte

Der Strukturfaktor 1?(21) ist die Fourier-Transformation der Elektronendichte. Daher a3t sich

die Elektronendichte p am Ort xyz durch inverse Fourier-Transformation berechnen:
p(xyz) = %ZZZF(hkl)exp[— 2mi(hx + ky + 12)]
h k1

Es gilt F(hkl):‘I?(hkl)‘expia(hkl), wobei o(hkl) den Phasenwinkel des Reflexes hki

darstellt. Im Beugungsexperiment erhalt man aus den integrierten Intensitaten lediglich die

Strukturfaktoramplituden ‘I?(hkl)‘ , hicht aber die dazu gehoérigen Phasenwinkel, ohne die die

Elektronendichte des Molekiils nicht berechnet werden kann.

2.4.4 Losung des Phasenproblems
Vier verschiedene Methoden stehen zur Lésung des Phasenproblems zur Verfligung:

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

4. Direkte Methoden (DM)

Die wichtigste Methode in der Proteinkristallographie ist derzeit die Methode des isomorphen
Schweratomersatzes. Aufgrund des technischen Fortschritts an den Synchrotron-Beamlines
gewinnt jedoch die MAD-Methode zunehmend an Bedeutung (Hendrickson et al., 1988). Ist
die Struktur eines homologen Proteins bekannt, kann diese mit Hilfe der Patterson-
Suchmethode (Molekularer Ersatz, MR) unter glnstigen Umstanden zur anfanglichen
Phasenbestimmung herangezogen werden (Hoppe, 1957a; Hoppe, 1957b; Rossmann &
Blow, 1962; Huber, 1965). Diese Methode findet vor allem deshalb steigende Anwendung,
da eine immer grofRere Zahl von Proteinstrukturen zur Verfugung steht. Im Gegensatz dazu
spielen direkte Methoden in der Proteinstrukturanalyse (Karle, 1989) aufgrund der limitierten
Auflésung der Proteinkristalle und der groRen Anzahl Atome in der Elementarzelle bislang
keine wichtige Rolle. Im folgenden wird auf die MIR und MAD-Methode naher eingegangen,

da beide Methoden in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung kamen.

2.4.5 Multipler isomorpher Ersatz

Die Methode des multiplen Isomorphen Ersatzes beruht auf einer lokalen Anderung in der
Elektronendichteverteilung des Kristalls. Solche Anderungen lassen sich z.B. durch Einlegen

des Kristalls in eine Schwermetallésung (soaken) erreichen, bei dem, ohne die kristalline
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Ordnung zu zerstoren, die Schwermetallverbindungen mit dem Protein (funktionelle Gruppen
der Aminosauren oder Liganden) reagieren oder auch durch Verwenden von derivatisierten
Inhibitoren oder Substraten (kokristallisieren oder soaken). Die Positionen der Schweratome
werden durch Differenz-Patterson-Funktionen aus Derivat und nativem Kristall berechnet.
Die Patterson-Funktion (Patterson, 1934) ist eine Fourier-Summation aus den Quadraten der
Strukturfaktoramplituden (den experimentell zuganglichen Intensitaten) ohne Phasen-

komponente.
P(uvw) = ;ZZZJF(M(Z)F €08 27 (hu + kv + Iw)
h k1

Diese Patterson-Funktion beinhaltet die interatomaren Abstandsvektoren. Der Strukturfaktor

des Schweratomderivats F ergibt sich aus der Summe der Strukturfaktoren des nativen

Proteins und der gebundenen Schweratome:

FPH =FP +FH

Nach der Verfeinerung der Schweratomparameter lassen sich aus den so bestimmten Fu
uber die Harker-Konstruktion (Abb. 2.11) die Proteinphasen berechnen.

L Abb. 2.11 Harker-Diagramm

imaginare Achse Fiir jeden Reflex wird um den Ursprung U ein
Kreis mit dem Radius ‘1? »| gezeichnet und um

H
7 - Fm versetzt ein weiterer Kreis mit dem
b reelle Achse

Radius ‘Fpm‘. Dadurch ergeben sich zwei

mégliche Werte fir die Proteinphase o,
bedingt durch die zwei Schnittpunkte beider
Kreise (H wund G). Erst ein weiteres,
unabhéngiges Derivat 16st diese
Doppeldeutigkeit auf. Am  gemeinsamen
Schnittpunkt aller drei Kreise (H) ergibt sich die
Proteinphase eindeutig.

/
|FPH1| /
/

Mit einem einzigen Derivat (SIR, Single Isomorphous Replacement) kénnen die Phasen
i.d.R. nicht eindeutig bestimmt werden, es sei denn, man kann sie durch zusatzliche
Informationen verbessern. Neben Elektronendichtemanipulationen, die auf dem hohen
Solvensgehalt von Proteinkristallen beruhen oder auf Statistikanalyse, ist vor allem bei
Anwesenheit von nicht-kristallographischer Symmetrie (NCS, Non-Crystallographic
Symmetry) das Mitteln der Elektronendichte zu nennen. Ohne solche speziellen Methoden
lassen sich Proteinphasen erst mit Hilfe mindestens eines zusatzlichen Derivates eindeutig
bestimmen; in der Praxis jedoch werden, aufgrund der Qualitat der Derivate, meist mehrere

unabhangige Derivatdatensatze bendtigt.
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2.4.6 Multiple anomale Dispersion

Die MAD-Methode kann als besondere Form des Isomorphen Ersatzes betrachtet werden.
Grundvoraussetzung ist das Vorhandensein anomal streuender Atome im Kristall, die
entweder naturlich vorkommen (z.B. Eisenatome in Hdm enthaltenen Proteinen), beim MIR-
Experiment als Schweratomderivat prapariert werden oder, wie in dieser Arbeit, durch
Anzucht auf Selenomethionin-haltigem Minimalmedium ins Protein eingefihrt werden

(Budisa et al., 1995; Doublié¢, 1997). Der atomare Formfaktor eines anomal streuenden

Atoms f

anom.

setzt sich aus einem Wellenlangen abhangigen Anteil f(/l) und einem
unabhangigen Anteil f, zusammen. Die Wellenlangen abhangigen Anteile fiihren aufgrund
der Absorptionseffekte sowohl zu einer Verringerung der Streukraft (f'(ﬂ,)< 0) als auch zu

einer Phasenverschiebung (if""(1)).

Suon = Lo+ S Q)= 1y + L' A)+if"(2)
Sowohl die dispersive Differenz, die auf unterschiedlichen Werten von f'(1) bei

verschiedenen Wellenlangen beruht (realer Streubeitrag), als auch die anomale Differenz,

die in Abhangigkeit von i ”(/1) die Friedel-Symmetrie innerhalb eines Datensatzes aufhebt

(Fhkz;tl? ~n-k-1 ), sind proportional zu den Strukturfaktoramplituden des Schweratom-
Teilmodells. Mit diesen Differenzen a3t sich das Teilmodell eindeutig 16sen und, da beide
Terme orthogonal zueinander stehen, auch das Phasenproblem. Zur Maximierung der

beiden Differenzen wird ein Datensatz bei maximalem "', einer bei maximalem f"' und ein
dritter Datensatz bei einer von der Absorptionskante weit entfernten Wellenlange, bei der f"

minimal ist und so die Maximierung der dispersiven Differenz erlaubt, gemessen.

Ein besonderer Vorteil der MAD-Phasierung ist die ideale Isomorphie der Datensatze, da sie
mit demselben Kristall gemessen werden. Dies flhrt zu einer sehr genauen Bestimmung der
Phasen, obwohl die anomalen und dispersiven Differenzen sehr klein sind. Ein weiterer

Vorteil ist die Auflosungsabhangigkeit der Wellenlangen abhangigen und unabhangigen
Anteile des atomaren Streufaktors. Wahrend f, alle Elektronen des anomalen Streuers
einbezieht und so eine ,normale” Abnahme der Streukraft mit der Aufldsung zeigt, tragen zu
den von der Wellenldnge abhangigen Termen f'(1) und f"'(1) nur die inneren Elektronen

bei. Der relative Beitrag dieser von der Wellenlange abhangigen Terme und damit die
Qualitat der Phasenbestimmung (phasing power) nimmt bei héherer Auflésung zu, wahrend
beim Isomorphen Ersatz aufgrund der nie gegebenen 100% Isomorphie der Beitrag zur

Phasenbestimmung bei héherer Auflosung abnimmt. In der Praxis lassen sich sinnvolle
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Phasen mit der MIR-Methode meist nur bis 3 A berechnen, wahrend bei der MAD-Methode

die Streukraft der Kristalle das Limit stellen.

Im
A
Fy
Fy
F, mit
Fo, R Jo anomalem
e# ohne Beitrag
~ anomalen
Fry, Beitrag
B Il "
F— F[-[ | f
P
A

Abb. 2.12
Bei der MIR wird der Strukturfaktor F,, des Schweratoms zum Strukturfaktor F, des

Proteins dazu addiert und ergibt den kombinierten Strukturfaktor F,, . Das Gleiche gilt fiir

den Friedel-Partner, der somit bis auf das Vorzeichen identisch ist. Im anomalen Fall kommt
ein weiterer Schweratombeitrag hinzu, der sich in einen realen Af und einen imaginédren

if " aufspalten 148t, womit die Friedelpaare nicht mehr identisch sind. Bei selendotierten

Proteinen kann nur dieser Shift benutzt werden, da der anomale Streuer Teil des Proteins ist
(Drenth, 1994).

Als Einschrankungen der Methode sind anzuflihnren, dall eine Rdntgenquelle mit frei
wahlbarer Wellenlange, also Synchrotronstrahlung, bendtigt wird und dall meist geeignete
Cryobedingungen zum Einfrieren der Kristalle erforderlich sind, da Synchrotronstrahlung eine
sehr hohe Intensitat besitzt und nicht gefrorene Proteinkristalle dadurch i.d.R. innerhalb

kurzer Zeit zerstort werden.

2.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, das PLP-abhdngige Enzym Threonin Synthase aus den
Organismen Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana und Thermotoga maritima zu
klonieren, zu reinigen und zu charakterisieren. Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur
des Hefe-Enzyms sollte nach gezielter Dotierung des Proteins mit Selenomethionin in einem
MAD-Experiment erfolgen. Von grolter Bedeutung war dabei die Aufklarung der atomaren
Struktur des Aktivzentrums. Basierend auf der Struktur der TS aus Hefe sollte daran
anschlieflend der Reaktionsmechanismus auf atomarer Ebene erklart werden kénnen. Dazu
sollten durch Energieminimierung des Enzym/Substrat-Komplexes die an der Reaktion
beteiligten Aminosauren des aktiven Zentrums identifiziert werden. Ein Sequenzvergleich mit
insgesamt 30 Threonin Synthasen sollte des weiteren Klarheit bringen Gber mégliche neue

Einteilungen innerhalb dieser Klasse von PLP Enzymen.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1 Bakterien und Plasmide

Folgende E.coli Stamme und Plasmide wurden bei den molekularbiologischen Arbeiten

sowie der Proteinexpression verwendet:

E.coli DH50. (Hanahan, 1983)
Genotyp: $80d/acZAM15 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rc’,mx’) supE44 relA1 deoR
A(lacZYA-argF)U169

(Promega, Mannheim)

E.coli BL21(DE3) (Studier & Moffatt, 1986, Studier et al., 1990, Studier, 1991)
Genotyp: F ompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm (DE3)

(Novagen, Inc., Madison, Wisconsin, USA)

E.coli BL21(DE3) pLysS (Studier & Moffatt, 1986; Studier et al., 1990; Studier, 1991)
Genotyp: F-ompT hsdSg (rsmg’) gal dem (DE3) pLysS (CmF)

(Novagen, Inc., Madison, Wisconsin, USA)

E.coli B834 (DE3)
Genotyp: F ompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm met (DE3)

(Novagen, Inc., Madison, Wisconsin, USA)

E.coli IM103
(erhalten von Dr. Bernd Laber, Agrevo AG, Frankfurt)

pET22b(+) (Studier et al., 1990; Studier, 1991)
(Stratagene, Heidelberg)

pET23(+); (erhalten von Dr. Bernd Laber, Agrevo AG, Frankfurt)

pDR 540; (erhalten von Dr. Bernd Laber, Agrevo AG, Frankfurt)
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3.1.2 Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Boehringer Mannheim (Mannheim), Fermentas
(St. Leon-Rot) sowie New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. Alkalische Phosphatase
aus Kalbermagen wurde von Boehringer Mannheim und T4-DNA-Ligase von New England

Biolabs gekauft. Tag-DNA-Polymerase wurde von Perkin-Elmer (Weiterstadt) bezogen.

3.1.3 Oligonukleotide fiir die PCR

Die aufgefihrten HPLC-gereinigten Oligonukleotide (Abteilung fir Nukleotidsynthese des
Genzentrums der LMU Minchen) wurden als Primer zur Amplifizierung des Gens der
Threonin Synthase aus Thermotoga maritima eingesetzt. Es wurden, Nco I und Xho I-
Restriktionsschnittstellen eingefligt, um eine gerichtete Ligation der Gene in den pET22b(+)
Vektor zu ermdoglichen. Die Restriktionsschnittstellen sind in der Nukleotidsequenz

unterstrichen.

Tryp_prime_forward:
5-CCT GAA TTC CAT GGA AAACTT TAAACA TCT CCC TGA ACC-3

Tryp_prime_reverse:
3-GCC TACTCG AGC TAT TAAACT TCT TTAAGT TTT GCG GTG AAG TG-5

3.1.4 Praparationskits

JETsorb DNA Extraction from Agarose Gels (Genomed, Bad Oeyenhausen)
Qiagen Plasmid-Kits (Qiagen, Hilden)
Qiaex (Qiagen, Hilden)

3.1.5 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),
Hampton Research (Laguna Hills ,USA), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) in p.A. Qualitat bezogen.
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3.1.6 Gerate

Tab. 3.1 Auflistung der verwendeten Gerate

Abimed/Gilson (Langenfeld)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Amicon (Beverly, MA, USA)

Beckman (Minchen)

Biomol (Hamburg)
BioRad (Richmond, California, USA)

Bio-Tek Instruments SIr (Mailand, Italien)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Branson (Danbury, UK)
B.Braun (Melsungen)

Charles Supper Company (Nattrick, MA,

USA)

Difco Laboratories (Deroit,Michigan, USA)

Eppendorf - Netheler - Hinz (Hamburg)

Greiner und Séhne (Frickenhausen)
Havard-Dental-GmbH (Berlin)
Heraeus (Hanau)

ICN Biomedicals (Aurora, Ohio, USA)
Infors AG (Bottmingen, Schweiz)
Jobin Yvon (Longjumaeu, Frankreich)
Knauer (Berlin)

MarResearch (Hamburg)

Medizin und Labortechnik KG Fritz
Gossen (Hamburg)

Mettler-Toledo (Greifensee, Schweiz)
Millipore GmbH (Eschborn)

W. Mller (Berlin)

Oxford Cryosystem(Oxford, England)
Perkin Elmer (Uberlingen)

QIAGEN

Radiometer (Kopenhagen, Danemark)
Rigaku (Tokyo, Japan)

Roth (Karlsruhe)

Satorius AG (Goéttingen)

Stratagene (Heidelberg)

Werkstatt MPI (Martinsried)

Schlauchpumpe Miniplus3, Pipetten P2, P20, P100,
P1000

AKTAexplorer und SMART-Chromatographiesystem,
Sephadex Gelfiltrationssdulen (NAP5, NAP10 und PD10),
Flachbettschreiber REC 102, PhastSystem,
Fraktionssammler 211 Multirac, Uvicord SII, Powersupply
ECPS 3000/150, DEAE-Sepharose FF, Phenylsepharose
HP, Q-Sepharose HP, Sephacryl S-200 HR
Ultrafiltrationszelle und -membranen sowie Centriprep-
und Centricon-Ultrafiltrationsréhrchen

Kihlzentriefugen J2-21 mit Rotoren JA-10 und JA20, J-
GM/E mit dem Rotor JS 4.2 sowie J-25 mit dem Rotor
25.50, Spektrophotometer DU 7500, Pipettierroboter
Biomek 1000

IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid)

Model1420 A Power Supply, Semidry blot Apparatur
Spektrophotometer UVICORN 943

0,2 ml Reaktionsgefalie fur die PCR

Sonifier 250

Inkubationsschittelschrank KF4

MVD/24 Crystal Growth Chamber (CrysChem)

Bacto-Agar, Hefe-Extrakt und Bacto-Trypton

Eppendorf Reaktionsgefalle 3810 (Fassungsvermobgen
1,5 ml und 2 ml), Tischzentrifuge Centrifuge 5403,
Research-Pipetten 10, 20, 100, 1000 pl

Petriplatten

Dentalwachs

Sterilbank LaminAir HB 2448

Linbro tissue culture plates

Schittelinkubator RFK-125

Mark-IV Spektropolarimeter

UV/VIS Filter Photometer

Imageplate

Autoklav GVA 570

Feinwaage HL 52

PVDF-Membran, Sterilfilter als Spritzenaufsatze, Millex-
HA Sterilfilter

Mark-Rdéhrchen fir rontgenographische Aufnahmen
Oxford Cryosystem

UV/VIS Spektrometer PE Lambda 17

Plato 3000 Pipettieroboter

pH-Meter pHM 210

Roéntgengenerator RTP300

Spektropor Dialyseschlauche

Laborwaage LC2200S

Gelscanner EagleEye, Robocycler Gradient 96
Gelelektrophoresekammer, Saulenkorper

Zur Datenverarbeitung aller Art wurden Server und Workstations der Firmen DIGITAL
(VAXstation 4000 60, DEC Alpha 3000-300, 500), SILICON GRAPHICS (IndigoExtreme,
02), IBM, EVANS & SUTHERLAND, SUN und CRAY sowie IBM-kompatible Personal

Computer eingesetzt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Arbeiten mit Bakterien

Bei allen Arbeiten mit Bakterien wurde sorgfaltig auf die Sterilitdt der Arbeitsgerate und
Medien geachtet, um Kontaminationen durch andere Bakterienstdmme, Phagen oder Pilze
zu vermeiden. Alle Medien, Losungen und Arbeitsgerate wurden autoklaviert, nicht
autoklavierbare Ldsungen sterilfiltriert. Es wurden, soweit nicht anders vermerkt, alle
Arbeiten nach Sambrook et al. (1989) durchgefihrt.

3.2.1.1 Plattenkulturen

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) wurde mit 15 g/l Agar versetzt und autoklaviert. Nach
dem Abkuhlen auf ca. 45°C wurde Ampicillin bis zu einer Endkonzentration von 100 ug/ml
zugegeben und ca. 6 mm hoch in sterile Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren wurden
die Platten offen in der Sterilbank getrocknet und bei 4°C fiir maximal 8 Wochen gelagert.
Das Ausplattieren von Glycerinkulturen und von Einzelkolonien anderer LB-Kulturen erfolgte
mit einer sterilen Impfose; bei Flissigkulturen wurden 5 bis 200 ul Bakterienkultur auf die
Platte pipettiert und mit einem Drygalski-Spatel ausgestrichen. Die Platten wurden Uber
Nacht bei 37°C inkubiert und luftdicht bei 4°C gelagert.

LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefe-Extrakt, 10 g NaCl werden auf 1000 ml mit dest. Wasser aufgefillt

und autoklaviert.

3.2.1.2 Flussigkulturen

Zur Plasmidpraparation wurden 5 bis 100 ml grof3e Kulturen (Falcon-Réhrchen bzw. 500 mi
Schikanekolben) verwendet, fur Proteinexpressionen 5 bis 12 | Kulturvolumen (2 |
Schikanekolben a 500 ml), die mit Ubernachtkulturen im Verhaltnis 1:100 bis 1:1000
angeimpft wurden; Ampicillin (Endkonzentration 100 ug/ml) wurde unmittelbar vor Gebrauch

zugegeben.

3.2.1.3 Glycerinkulturen

Zur Herstellung wurde 1 ml einer in der exponentiellen Wachstumsphase befindlichen
Bakterienkultur abzentrifugiert, in 200 ul frischem LB-Medium inkl. Ampicillin (100 ug/ml)
resuspendiert, mit 200 pl einer 50 %igen Glycerinlésung vermischt und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Gelagert wurden diese Kulturen bei -70°C.
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3.2.1.4 Fermentation von E.coli

Transformationskompetente E.coli Zellen wurden mit dem entsprechenden Expressions-
plasmid transformiert und als Vorkultur in ca. 100 ml LB-Medium inkl. Ampicillin (100 pg/ml)
bei 37°C Uber Nacht angezogen. Zum Animpfen der Hauptkultur wurden 1 bis 5 ml Vorkultur
verwendet. Die Proteinexpression wurde bei Erreichen einer ODgy von =0,7 durch Zugabe
von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die Kulturen wurden daraufhin 4 bis
6 Stunden weiter bei 37°C inkubiert und anschlief’end abzentrifugiert (4000 g, 30 min, 4°C).
Das Pellet wurde in 5 ml Aufschlu3puffer pro 1000 ml Expressionskultur resuspendiert, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

3.2.1.5 Selenomethionin-Expression (Budisa et al., 1995; Pieper et al., 1997; Doublie, 1997)

Fir die Selenomethionin-Expression wurden Methionin auxotrophe E.coli B834 Zellen
verwendet. Die Vorkultur wurde wie beschrieben angezogen, abzentrifugiert und in 11 ml
NMM-Medium (New minimal medium) resuspendiert. Die 10 | Hauptkultur (20 Kolben a 500

ml) wurde dann mit je 1 ml angeimpft und wie oben beschrieben weiter behandelt.

NMM-Medium: 740 ml H20 (autoklaviert in 2 | Schikanekolben), 100 ml Salzlésung, 100 ml
Aminosaurelésung I, 60 ml Seleno-DL-Methioninlésung (Endkonz. = 0,3 mM), 1 ml
Ampicillinldsung (100 mg/ml)

Spurenelementlésung: 5ul MnCl2 (10 mg/ml), 5 yl CuSQO4-5H20 (10 mg/ml), 5 pl Na2MoO4 (10 mg/ml), 5ul
ZnS0O4 (10 mg/ml) mit H20 auf 50 ml auffiillen

Aminosaurelésung I: 274 ml H20, 476 ml 1 M KoHPO4, 220 ml 1 M KH2POg4, 0,5 g jeder Aminosaure (auller
Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin), 30 ml Aminosaurelésung 11

Aminoséaurelésung II: je 0,5 g Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin, 28,5 ml H20, 1,5 ml 32% HCI

Salzlésung: 75 ml 1 M (NH4)2S04, 17 ml 5 M NaCl, 10 ml 1 M MgSO4, 200 ml 1 M Glucose, 10 ml
CaS04:2H20 (1 mg/ml), 10 ml Spurenelementlésung, 10 ml Thiaminlésung (10 mg/ml),
10 ml Biotin (10 mg/ml), 10 ml (NH4)Fe(I1)SO4-6H20 (1 mg/ml), 648 ml H20

3.2.1.6 Herstellung transformationskompetenter E.coli Zellen

Kompetente Zellen fur die Hitzeschock-Methode:

Zur Herstellung von transformationskompetenten Bakterien wurden 50 ml LB-Medium mit 1
ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C geschiittelt, bis die ODggo =0,5 betrug, auf
Eis abgekihlt und abzentrifugiert (4000 g, 5 min, 4°C). Nach Resuspendieren des
Bakterienpellets in 20 ml eiskaltem TFB I (Transforming Buffer I) und weiteren 5 min auf Eis
wurde erneut abzentrifugiert, mit 2 ml eiskaltem TFB II resuspendiert und aliquotiert (100

MI/Eppendorf-Reaktionsgefall) und bei -70°C gelagert.

TFB I: 30 mM Kaliumacetat pH 5,8; 150 mM RbCI, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl, 15 %(v/v) Glycerin
TFB II: 10 mM PIPES/KOH pH 6,5; 75 mM CaCl,, 10 mM RbCl, 15% (v/v) Glycerin
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Kompetente Zellen fir die Elektroporation (Calvin und Hanawalt, 1988):

500 ml SOB-Medium wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und nach Erreichen
einer ODggo von =0,5 abzentrifugiert, zweimal in 5 ml eiskaltem WB-Puffer resuspendiert und
wieder abzentrifugiert. Abschlieliend wurde das Pellet in 2 ml 10% (v/v) Glycerin (steril)

aufgenommen und in 100 pl Aliquots bei -70°C gelagert.

SOB-Medium: 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,584 g NaCl, 0,186 g KClI, auf 1000 ml auffiillen

3.2.1.7 Transformation kompetenter E.coli Zellen

Hitzeschock-Methode: 100 pl transformationskompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut,
mit ca. 1 ug Plasmid-DNA versetzt und flr 1 Stunde auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden dann flr 45 sec auf 42°C erwarmt, 15 Minuten auf Eis gekunhlt, mit ca. 800
pI LB-Medium versetzt und fir 1 Stunde bei 37°C im Thermoblock geschiittelt. Die
Bakterien wurden entweder auf einer Agarplatte ausplattiert oder direkt fir eine

Vorkultur verwendet.

Elektroporation: 100 ul elektrokompetente Zellen und eine salzfreie Plasmidlésung (ca. 1
Mg) wurden in eine BioRad Mikropulskivette gegeben und fir 3,6 sec in einem
Elektroporator (Stratagene, Heidelberg) bei 1600 V elektroporiert. Im Anschlufd
wurden ca. 800 pjl LB-Medium zugegeben und wie oben beschrieben

weitergearbeitet.

3.2.2 Arbeiten mit DNA
3.2.2.1 Agarose Gelelektrophorese

Zum GielRen eines Agarosegels wurden 0,8-1,2 % (w/v) Agarose in kochendem TBE
(analytische Gele) oder TAE (praparative Gele) gelést. Nach Abkihlen auf =50°C wurde eine
Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml) zu 0,5 pg/ml hinzugefiigt und in eine horizontale
Gelapparatur (7 x 8 cm, 1 cm Héhe bzw. 20 x 13 cm bei 1,5 cm Hohe) gegossen. Nach
Erstarren der Agarose wurde die Elektrophorese bei konstanter Spannung (50 bzw. 100 V)
mit TBE bzw. TAE als Elektrodenpuffer durchgefiihrt, wobei die Proben vor dem Auftrag mit
einem sechstel ihres Volumen mit DNA-Probenpuffer versetzt wurden. Bei Bestrahlung mit
UV-Licht (254 nm) konnte die Lage der DNA-Banden durch die Fluoreszenz des in die DNA-

Doppelhelix interkalierten Ethidiumbromids detektiert werden.

TAE-LOsung: 40mM Tris/Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA

TBE-LAsung: 90 mM Tris/ Borsaure pH 8,0; 2 mM EDTA

DNA-Probenpuffer (6x): 0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25% (w/v) Xylencyanol; 30 % (v/v) Glycerin
DNA-Marker: Lambda DNA/Eco91I (BstEII)
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3.2.2.2 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAEX-Kits
(Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Die gewiinschte DNA-Bande wurde aus einem TAE-
Agarosegel ausgeschnitten und mit dem Solubilisierungspuffer QX7 resuspendiert (300
pI/100 mg Agarose). Nach Zugabe von 10 pl QIAEX-Suspension und 15 pyl 500 mM Tris/HCI
pH 7,0 pro 100 mg Agarose wurde die Suspension 10 min bei 50°C inkubiert und mehrfach
gemischt. Nach Zentrifugation (10.000 g, RT, 1 min) wurde das Pellet je einmal mit Puffer
QX2 und QX3 gewaschen, kurz an Luft getrocknet und die DNA mit 20 pl TE-Puffer

extrahiert.

Puffer QX7: 10 mM Tris/HCI pH 7,0; 3 M Nal, 4 M NaClO4, 10 mM NaS,03
Puffer QX2: 10 mM Tris/HCI pH 7,0; 8 M NaClO4

Puffer QX3: 10 mM Tris/HCI pH 7,5; 70 % (v/v) Ethanol, 100 mM NaCl
Puffer TE:10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA

3.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der DNA-Konzentration und Reinheit erfolgte UV-spektroskopisch (UV/VIS
Spektrometer PE Lambda 17, Perkin Elmer, Uberlingen). Dabei entspricht einer
Absorptiongg von 1 ca. 50 pg/ml dsDNA bzw. 40 ug/ml ssDNA (Sambrook et al., 1989). Der
Quotient aus Ajso/Azgo wird als Maly flr die Reinheit der DNA verwendet und liegt flr
"saubere” DNA bei 1,8 - 2.

3.2.2.4 Isolierung von Plasmiden aus E.coli

Die Reinigung von Plasmid-DNA aus E.coli wurde je nach Kulturvolumen mit Hilfe des
Qiagen Plasmid Mini, Midi oder Maxi Kits durchgefuhrt. Die drei Kits unterscheiden sich
lediglich in den Volumina der eingesetzten Puffer und der Saulengrdfie. Die Bakterien einer
1/20/100 ml LB-Ubernachtkultur wurden geerntet und mit NaOH/SDS lysiert. Das
Bakterienpellet wurde dann in 0,6/4/10 ml gekuhltem P71-Puffer resuspendiert, mit 0,6/4/10
ml P2-Puffer versetzt und 5 min bei 25°C inkubiert. Das resultierende Lysat wurde durch
Zugabe von 0,5/4/10 ml P3-Puffer neutralisiert und 10 min auf Eis gestellt. Durch
Zentrifugation (30.000 g, 4°C, 30 min) kann die I6sliche DNA von der chromosomalen E.coli-
DNA abgetrennt werden, da letztere durch schnelles Neutralisieren zusammen mit den
Zellfragmenten prazipitiert. Der Uberstand wurde auf eine mit 1/4/10 ml QBT-Puffer
aquilibrierte Qiagen-tip 20/100/500 Saule aufgetragen. Es wurde zweimal mit 1/10/30 ml QC-
Puffer gewaschen, wodurch nukleinsaurebindende Proteine entfernt werden. Die Elution des
Plasmids erfolgte mit 0,8/5/15 ml QF-Puffer. Die so erhaltene DNA wurde durch Zugabe des
0,7-fachen Volumens Isopropanol bei 25°C prazipitiert, abzentrifugiert (15.000 g, 4°C, 30
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min), mit 1/5/15 ml gekihltem Ethanol/Wasser (7:3 v/v) entsalzt und gewaschen, kurz an Luft
getrocknet, in 70 ul TE-Puffer oder sterilem Wasser aufgenommen und bei -20°C gelagert.
Die Ausbeute betrug ca. 4 ug Plasmid-DNA/mI LB-Kultur.

Puffer P1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAse A

Puffer P2: 200 mM NaOH; 1% (w/v) SDS

Puffer P3: 3 M Kaliumacetat pH 5,5

Puffer QBT: 50 mM MOPS/NaOH pH 7,0; 750 mM NaCl, 15% (v/v) Ethanol; 0,15 % (v/v) Triton X-100
Puffer QC: 50 mM MOPS/NaOH pH 7,0; 1 M NaCl, 15% (v/v) Ethanol

Puffer QF: 50 mM MOPS/NaOH pH 8,2; 1,2 M NaCl, 15% (v/v) Ethanol

Puffer TE: 10 mM Tris/HCI pH 8,0; TmM EDTA

3.2.2.5 Verdau der DNA durch Restriktionsendonucleasen

Zur Charakterisierung von DNA oder zur Konstruktion von Plasmiden wurden
Restriktionsverdaus durchgefuhrt. Fur analytische Zwecke wurden 0,4 bis 1,0 pg, fur
praparative bis zu 15 uyg DNA mit 3-8 U Restriktionsenzym/ug DNA, 1/10 Endvolumen des
vom Hersteller empfohlenen 10x Puffers und sterilem H,Oiq flr 1,5 - 4 Stunden bei 37°C
inkubiert. Das Probenvolumen betrug bei Einzelverdaus ca. 20 ul, bei Doppelverdaus 30pl
und bei praparativen Versuchen 50 ul. Die Restriktionsverdaus wurden anschliefsend Uber

Agarose-Gele elektrophoretisch aufgetrennt.

3.2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Um 2zwei DNA-Fragmente kovalent zu verbinden, missen mit Hilfe einer Ligase
Phosphodiesterbindungen gekntipft werden, da das 5’-Ende eine freie Phosphatgruppe tragt.

Ein typischer Ligationsansatz sah wie folgt aus:

100 ng linearisierte Vektor-DNA
X ng Insert-DNA (molares Verhaltnis Insert : Vektor: 3-5: 1)
2 pl 10x Ligationspuffer
1yl T4 DNA-Ligase (400U/pl) mit H2Ominiq auf 20 pl auffillen.

Um die gepaarten Enden identischer DNA-Fragmente 2zu trennen, wurde jeder
Ligationsansatz vor Zugabe der Ligase fir 3 min bei 45°C inkubiert und anschlie®end auf Eis
abgekdihlt. Die Ligation wurde Uber Nacht bei ca. 16°C durchgefihrt.

3.2.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR, nach Mullis & Falcoona, 1987)

Zur Amplifizierung chromosomaler DNA wurde die PCR-Methode angewendet. Ein typischer

Reaktionsansatz sah wie folgt aus:
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1yl DNA (=200 ng)
5yl 10x Pfu-Polymerase Puffer
5ul NTP’s (2,5 mM pro Nukleotid)
1yl Primer 1 (pro 100 pmol)
1yl Primer 2 (pro 100 pmol)

36 pl Hz2Omiiiq
1yl Pfu-Polymerase

mit 40 pl Mineraldl Uberschichtet

Die PCR der TS aus Thermotoga maritima wurde in einem 0,2 ml Reaktionsgefall (Biozym,
Hessisch Oldendorf) mit dem RoboCycler Gradient 96 (Stratagene, Heidelberg) wie folgt
durchgeflihrt:

4,0 min 95°C, 1 min 50°C, 2 min 72°C erster Zyklus
0,5 min 95°C, 1 min 50°C, 2 min 72°C 30 Zyklen
0,5 min 95°C, 1 min 50°C, 10 min 72°C letzter Zyklus

Alle Ansatze wurden im Agarosegel auf Reinheit geprift und mit Qiaquik-Saulen gereinigt.

3.2.2.8 DNA-Sequenzierung mit Hilfe der PCR

Bei dieser Variante der Didesoxy-Sequenzierung nach Sanger (1977) wurden
fluoreszensmarkierte 2’,3’-Didesoxynukleosid-5’-triphosphate als Kettenabbruchreagenzien
eingesetzt. 0,5 ug doppelstrangige Plasmid-DNA wurde mit ca. 3,2 pmol Sequenzierprimer
und 4 ul PRISM Ready Reaktion DyeDesoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Terminator-
Premix) versetzt, mit HyOniig auf 10 ul aufgefillt und mit 10 pl Mineralél Gberschichtet. Der
Terminator-Premix (Perkin Elmer, Langen) enthielt optimierte Konzentrationen an dNTPs,
168,4 mM Tris/HCI pH 9,0; 4,2 mM (NH,).SO,; 42,1 mM MgCl,; 0,42 U/ul AmpliTag DNA-
Polymerase sowie optimierte Konzentrationen an mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markierten Didesoxynukleotiden zur Detektion des entsprechenden Abbruchnukleotids. Die
lineare Amplifizierung der dann mit fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotid endenden
verlangerten Primern erfolgte mit Hilfe eines PCR analogen Temperaturprogramms (30 sec
96°C, 30 sec 50°C, 4 min 60°C, 25 Zyklen; RoboCycler Gradient 96, Statagene, Heidelberg).
Da G-C-Paarungen besonders stabile Sekundarstrukturen ausbilden, die im Gel haufig zu
komprimierten Banden fihren, wurde dITP statt dGTP im Terminator-Premix verwendet. Die
Reaktionsprodukte wurden mit Micro-Spin S-200-Saulen (Pharmacia, Freiburg) aufgereinigt,
mit Ethanol gefallt und auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Elektrophorese, Detektion
und Auswertung der Fluoreszenzsignale wurden in einem DNA-Sequenator (Modell 373,

Applied Biosystems, Forster City, USA) durchgefihrt.
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3.2.3 Arbeiten mit Proteinen
3.2.3.1 Zellaufschluf®

Die tiefgefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei ca. 30°C aufgetaut und in einem
Rosettengefa® mit Hilfe einer Ultraschallsonde (Sonifier W-250) unter Eiskihlung
aufgeschlossen (Output-Control 8, 50% gepulst, 5 min). Zelltrdimmer und nicht
aufgeschlossene Zellen wurden durch Zentrifugation (50000 g, 4°C, 30 min) von der
cytosolischen Fraktion getrennt und der Aufschluf3 ein zweites Mal mit auf 10 min

ausgedehnter Aufschlufzeit durchgefihrt.

3.2.3.2 Hitzedenaturierung

Fur die Hitzedenaturierung des Rohextrakts wurde dieser in 50 ml Falcons gefiillt und fur 30
min in ein auf 90°C erhitztes Wasserbad gestellt. AnschlieRend wurden die Gefale in einem
Eisbad in ca. 5-10 min auf Raumtemperatur abgekihlt und das denaturierte Protein
abzentrifugiert (3500g, 15 min, 4°C).

3.2.3.3 lonenchromatographie (IC)

In der lonenchromatographie werden die Proteine entsprechend ihrer Nettoladung am
lonentauscher gebunden und kénnen dann durch Anderung des pH-Wertes oder der
Salzkonzentration (Gradient- oder Stufenelution) vom Saulenmaterial eluiert werden. Es
wurde DEAE Sepharose FF sowie Q-Sepharose (beides Amersham Pharmacia, Freiburg)

verwendet.

3.2.3.4 Hydroxylapatit (HA)

Beim Hydroxylapatit interagieren die Aminogruppen des Proteins elektrostatisch mit den
Phosphatgruppen, die Carboxygruppen des Proteins werden von den Calciumionen
komplexiert. Basische und saure Proteine werden also unterschiedlich aufgetrennt. Durch
einen aufsteigenden Phosphat- bzw. Ca** oder Mg®*-Gradienten lassen sich so saure bzw.

basische Proteine eluieren. Verwendet wurde HTP Hydroxylapatit (BioRad, Miinchen).

3.2.3.5 Hydophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Die HIC arbeitet nach dem gleichen Prinzip wie die IC, jedoch werden die Proteine hier
aufgrund ihrer Hydrophobizitat getrennt. In der Regel wird eine absteigende Salzgradient-
elution verwendet. Zur Anwendung kam Phenyl Sepharose HP Fast Flow (Amersham

Pharmacia, Freiburg).
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3.2.3.6 Gelfiltration (SEC)

Die Gelfiltration bietet die Moglichkeit, Moleklle aufgrund ihrer Grofe (genauer: ihres
Stoke’'schen Radius) zu trennen. So lassen sich z.B. Proteinlésungen mittels Gelfiltration
entsalzen oder Proteingemische trennen. Verwendung fand Sephacryl S-200 HR (Amersham

Pharmacia, Freiburg).

In Tab. 3.2 sind schematisch die chromatographischen Reinigungsschritte skizziert.

Alle chromatographischen Reinigungsschritte wurden bei 4°C durchgeflihrt und durch
Beobachtung der Absorbtion bei 280 nm sowie SDS-PAGE kontrolliert. Die Proteinldsungen
wurden, wenn noétig, mittels Ultrafiltration an semipermeablen Membranen aufkonzentriert,
wobei in Abhangigkeit vom zu konzentrierenden Volumen Amicon-Zellen, Centriprep- bzw.
Centriconkonzentratoren zum Einsatz kamen. Die Lagerung der gereinigten Proteine erfolgte
im Gelfiltrationspuffer; Aliquote a 50 uyl wurden mit einer Konzentration zwischen 20-50

mg/ml in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei ca. -75°C gelagert.

3.2.3.7 N-terminale Sequenzierung

Die N-terminale Sequenzierung wurde nach der Methode von Edmann (Edmann, 1970)
durchgeflihrt, bei der in mehreren Zyklen Phenylisothiocyanat elektrophil an den N-Terminus
addiert, unter sauren Bedingungen als Phenylthiohydantion abgespalten und mittels HPLC
detektiert wird. Zur Bestimmung des N-Terminus konnte das gereinigte Protein nach ca. 15

min Dialyse gegen Wasser direkt eingesetzt werden.

3.2.3.8 Proteinkonzentrationsbestimmung (nach Bradford, 1976)

Bei dieser Methode wird die Bildung eines stabilen Komplexes zwischen den
Sulfonsauregruppen des Coomassiefarbstoffes und den basischen Aminosaureseitenketten
des Proteins zur spektoskopischen Detektion bei 595 nm ausgenutzt.

Fur die Konzentrationsbestimmung wurden 10 pl Probe mit 990 ul Bradfordiésung gemischt,
10 Minuten inkubiert und die Absorption bei 595 nm bestimmt; der Nullwert ergibt sich durch
die Messung von 10 ul Wasser statt Protein. Die Eichung der Bradfordiésung wurde mit BSA

bei verschiedenen Konzentrationen ( 4; 2; 1; 0,7; 0,5; 0,3; 0,1 mg/ml) durchgeflhrt.

Bradfordlésung: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 in 50 ml Ethanol, 100 ml 85% Phosphorsaure,
auf 1 Liter mit dest. Wasser auffullen
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3.2.3.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (nach Laemmli,1970)

Es wurden 5%ige Sammelgele und 12%ige Trenngele auf ca. 8,5 x 8 cm? mit einer Starke
von 1 mm verwendet, die zu je 8 Stlck in einer GieRkammer gegossen wurden (Eigenbau
MPI fur Biochemie, Martinsried).

Trenngel (12%ig): 36 ml Wasser; 36 ml Acrylamid/Bisacylamid 30% / 0,8%; 17 ml 2 M Tris/HCI pH 8,8; 9 ml
10% SDS; 134 pl Ammoniumpersulfatiésung (0,36 g / 3 ml Wasser); 44 pyl TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin)

Sammelgel (5%ig): 36 ml Wasser; 7,5 ml 1 M Tris/HCI pH 6,8; 10 ml Acrylamid/Bisacylamid 30% / 0,8%; 0,6 ml
10% (w/v) SDS; 300 yl Ammoniumpersulfatidsung (0,36 g / 3 ml Wasser); 100 yl TEMED

Auftragspuffer: 100 mM Tris/HCI pH 6,8; 5% Mercaptoethanol; 4% (w/v) SDS; 0,2% (w/v) Bromphenolblau;
20% (v/v) Glycerin
Laufpuffer: 200 mM Glycin; 25 mM Tris; 0,1 % (w/v) SDS

Entwicklerlésung: 630 ml Ethanol; 15 ml Essigsaurekon; und 1,4 g Comassie Brilliant Blue R 250 auf 2 | mit
Wasser auffiillen

Entfarberlésung: 400 ml Essigsaurekonz und 1,25 | Ethanol auf 5 | mit Wasser auffillen

Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt, ca. 3 min bei 90-100°C inkubiert und auf das
Gel aufgetragen. Im Sammelgel wurden 90 V, im Trenngel 120 V Spannung angelegt. Die
Entwicklung der Gele erfolgte nach Zehr (1989) durch Einlegen in ca. 20 ml
Entwicklerlésung, kurzem Erwarmen in der Mikrowelle und ca. 30 minitigem Schwenken bei
Raumtemperatur. Zum Entfarben wird das Gel in Entfarberlésung bei Raumtemperatur

geschwenkt, die mehrfach erneuert wird.

3.2.3.10 Massenbestimmung von Proteinen

In Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen drei Methoden zur Massenbestimmung von

Proteinen zum Einsatz:

SDS-Gelelektrophorese: Dabei wird mit Hilfe von Markerproteinen die elektrophile
Beweglichkeit R; gegen den dekadischen Logarithmus der Molekularmasse
aufgetragen und durch lineare Regression verbunden. Die Masse des

interessierenden Proteins wird durch den Vergleich mit der Eichgeraden ermittelt.

Gelffiltration: Das Molekulargewicht der Enzyme wurde Uber eine Eichgerade mit
Kalibrierungsproteinen bestimmt, wobei der Logarithmus des Molekulargewichts

gegen K,, aufgetragen wird (Andews, 1970).

Kav = (Ve-Vo)/(Vi-Vo)  Ve: Elutionsvolumen des Proteins
Vo: Totvolumen der Saule

V:: Bettvolumen der Saule
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Massenspektrometrie: Bei der eingesetzten Elektrosray-Massenspektrometrie wird die
gegen Wasser dialysierte Probe in einer Atmospharendruckionenquelle zerstaubt
und durch ein anliegendes elektrisches Potential elektrisch geladen. Nach
Desolvatisierung der Probenmolekiile werden diese in ein Hochvakuum extrahiert

und nach ihrem Masse/Ladung Quotienten getrennt (Schréder, 1991).

3.2.3.11 Western-Blot

Die in einem SDS-PAGE Gel aufgetrennten Proteine wurden in einer Semi-Dry Blot
Apparatur (BioRad, Minchen) ,geblotet” (Towbin et al., 1979; Symington et al., 1981).
Ausgehend von der unten liegenden Anode wurden nacheinander folgende Schichten
Ubereinander gelegt:

- 6 Lagen Filterpapier (3MM, Whatman) getrankt mit Anodenpuffer I

- 3 Lagen Filterpapier (3MM, Whatman) getrankt mit Anodenpuffer 11

- 1 Lage PVDF-Membran (Millipore, je ca. 5 min in 60% Methanol und Wasser gewaschen)

- das Gel

- 6 Lagen Filterpapier (3MM, Whatman) getrankt mit Kathodenpuffer

Nach Abdecken mit der Kathode wurden die Proteine ca. 1,5 Stunden bei einem Stromfluf}
von 50 mA (ca. 0,8 mA/cm? Gelflache) auf die PVDF-Membran immobilisiert. Die Membran
wurde anschlieBend fir 5 min in Wasser geschwenkt, 5-10 min in Farbeldsung gefarbt und

mit der Entfarbeldsung entfarbt.

Anodenpuffer I 300 mM Tris pH ~10,4; 20 % (v/v) Methanol

Anodenpuffer Il1: 25 mM Tris pH ~10; 20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer: 25 mM Tris pH ~10; 40 mM 6-Aminohexansaure, 20 % (v/v) Methanol
Farbeldsung: 0,1 % Coomassie R250, 50 % (v/v) Methanol

Entfarbelésung: 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure

3.2.3.12 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die IEF wurde mit dem PhastSystem von Amersham Pharmacia unter Verwendung von
Fertiggelen durchgefiihrt (PhastGel IEF 3-9, Amersham Pharmacia). Das gereinigte und
gegen Wasser dialysierte Protein wurde mit einem Fertigkamm (Pharmacia) auf das Gel
aufgetragen und mit dem IEF Programm (bis 90 VAh Fokussierung, Auftrag, Entwicklung bis
ca. 300 VAh) aufgetrennt. Markerproteine Broad pl Kit (Amersham Pharmacia, Freiburg)
halfen bei der Abschatzung des pl.
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3.2.4 Rontgenstrukturanalytische Arbeiten
3.2.4 1 Kristallisation

Die Kristallisation von Proteinen erfolgt durch langsame Konzentrationsanderungen der
Prazipitanz-, Salz- oder Proteinldsungen (Ubersicht: Blundell & Johnson, 1976; McPherson
1976, 1982, 1985; Drenth, 1994). Zur Kristallisation wird (iber einem Reservoir mit definierter
Pufferkonzentration ein proteinhaltiger Tropfen (mit moéglichst geringer Pufferkonzentration)
positioniert und mit einer definierten Menge Reservoirpuffer vermischt. In einem
geschlossenen System gleicht sich durch Dampfdiffusion die Konzentration der einzelnen
Komponenten in dem vorgelegten, viel kleineren proteinhaltigen Tropfen der des Reservoirs
an. Der Tropfen kann sowohl Uber der Pufferldésung hangen (hanging drop) als auch auf
einem Bankchen abgesetzt sein (sitting drop). Durch den Pufferkonzentrationsausgleich
konzentriert sich die Proteinlésung an und es kann zur Keimbildung kommen, die letztlich zur
Kristallisation des Proteins flhrt. Durch Microseeding, bei dem kleine Kristéllchen in den
Tropfen eingebracht werden, indem mit einem Kaninchentasthaar ein bereits vorhandener
Kristall gestreift und anschlie®end durch die Proteintropfen gezogen wird, kann die
Kristallbildung z.T. erst ermdglicht werden. Dabei mul® ein geeigneter Zeitpunkt gefunden
werden, wann ein Microseeding sinnvoll ist.

Die Kristallisationsansatze erfolgten in Linbro-Zellkulturplatten (ICN, Eschwege) mit
hangendem Tropfen, in Kristallisationsplatten (CrysCem, Charles Supper Company, USA)
mit sitzendem Tropfen oder in Kunststoffschalen (7,5 cm Durchmesser, 3 cm hoch) ebenfalls
mit sitzendem Tropfen. Daftr wurden entsprechende Volumina Proteinlésung in CrysChem-
Platten, auf einem silikonisierten Deckglaschen flr Linbro-Platten oder auf einem mit
Silikonfett  eingeriebenen  Plastikbankchen  vorgelegt, entsprechende  Volumina
Reservoirlésung zupipettiert und luftdicht verschlossen. Die Reservoirvolumina betrugen fir
CrysChem-Platten 0,5 ml, fir Linbro-Platten 1 ml und fur Kunststoffschalen 5 ml.

Fur die breit angelegte Suche nach neuen Kristallisationsbedingungen wurden die Prinzipien
des sparse matrix sampling (Carter & Carter, 1979; Jancarik & Kim, 1991) verwendet.
Hierbei wird eine faktorielle Suche durchgefihrt, um mdglichst weit gestreute Stichproben
aus dem vieldimensionalen Raum der Kiristallisationsbedingungen zu nehmen. Zur
Anwendung kamen die CrystalScreens 1 + 1l sowie AdditiveSreen I-IV (Hampton Research,
USA). AuBerdem wurden House Factorials verwendet, eine im Haus zusammengestellte
Puffermischung (s. Anhang). Zuséatzlich wurden verschiedene Fallungsmittel (PEG 4.000,
8.000, 20.000, PEGywonometyienter 2.000, (NH4),SO4, Phosphat) bei systematischer pH-Variation
(4-9) getestet. Alle Versuche wurden sowohl bei Raumtemperatur als auch bei 4°C
durchgefihrt.
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3.2.4.2 Datensammlung

Zur Messung von Diffraktionsdaten wurden Kristalle in silanisierten Quarzkapillaren (Mark-
Rohrchen fur réntgenographische Aufnahmen, W. Muller, Berlin) mit einem Innendurch-
messer von 0,7 bzw. 1 mm montiert. Zur Silanisierung wurden die Kapillaren ca. 5 Minuten in
eine 2%ige Cl,Me,Si-Lésung getaucht, mit Ethanol gespult und Uber Nacht bei 60°C
getrocknet. Mit Hilfe einer Pipette wurden die Kristalle in die Kapillare gesaugt und mit fein
geschnittenem Filterpapier (3MM, Whatman) getrocknet. Die beiden Enden der Kapillare
wurden mit Dentalwachs (Harvard Dental GmbH, Berlin) verschlossen. Zuvor wurde ein
Ende der Kapillare wieder mit Reservoirldsung gefiillt, um ein Austrocknen des Kristalls zu
verhindern. Alternativ wurden die Kristalle in einem Cryo-Loop (Hampton Research, USA)
aufgenommen, kurz in einen Cryo-Puffer eingelegt und zligig auf einer Imageplate montiert.
Der Kristall lag dabei in einem Stickstoffstrom, der eine konstante Temperatur von 90 — 100
K hatte. Das Einfrieren der Kristalle minimierte die Strahlenschaden drastisch, der Cryo-
Puffer verhinderte die Eisbildung (die zu Eisringen im Beugungsbild flhrt), indem er glasartig
im  Stickstoffstrom erstarrt. Die so montierten Kristalle wurden auf einer Imageplate
(MarResearch, Hamburg) vermessen. Bei diesem Detektorsystem werden die
Rontgenquanten als latente Bilder auf einer Platte gespeichert, die mit einer 150 uym dicken
Schicht aus Barium/Europium-Halogeniden (BaFBr:Eu*Eu-X) belegt ist. Auf diese Schicht
einfallende Ro&ntgenquanten erzeugen metastabile Zustdnde angeregter Elektronen,
sogenannte Farbzentren. Die Elektronen kénnen durch auftreffende Teilchen einer Energie
von mindestens 6eV angeregt werden. Induziert durch He-Ne-Laserstahlung kénnen diese
angeregten Elektronen unter Abgabe elektromagnetischer Strahlung im blauen
Spektralbereich (4eV) in ihren Grundzustand zurlickkehren. Die Intensitat der emittierten
Lichtquanten im blauen Spektralbereich ist proportional zu der Menge absorbierter
Roéntgenquanten. Die Lumineszenzstrahlung wird von einem Photomultiplier aufgenommen.
Das Auslesen der Platte erfolgt spiralférmig, wobei die Auslesezeit je Pixel (1 Pixel= 150 x
150 pm?) Uber den gesamten Plattenbereich konstant bleibt. Die Intensitat und die in das
kartesische Koordinatensystem transformierten Koordinaten der ausgelesenen Pixel werden
abgespeichert. Die Datensatze wurden am Max-Planck-Institut fir Biochemie in Martinsried
mit Graphit-monochromatisierter Cu-K,-Strahlung (A=1.5418 A) von einem Rigaku RU200
Roéntgendrehanodengenerator (Rigaku, Tokyo, Japan; maximale Leistung 50 KV, 100 mA)
auf einer Imageplate aufgenommen. Wahrend der Belichtungszeit von 15-30 min und einem
Kristall-Detektor-Abstand von 200-300 mm wurden die Kristalle um 1° gedreht.

An der Beamline BW6 (einer Réntgen-Wiggler-Beamline des Hamburger Synchrotronlabors
HASYLAB am Deutschen Elektronensynchrotron DESY) wurden die Datensatze fir die
MAD-Experimente mit einem CCD-Detektorsystem bzw. mit einer Imageplate (beides:

MarResearch, Hamburg) und 0,3° bzw. 1° Winkelinkrementen aufgenommen. Die
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Temperatur der Kristalle betrug wahrend der Messung an der BW6 100 K (Oxford
Cryosystem, Oxford, England).

3.2.4.3 Datenauswertung

Die Bestimmung der Kiristallorientierung, der Raumgruppe, der Elementarzelle, des
optimalen Rotationssegments und die Datenreduktion erfolgten mit zwei verschiedenen
Programmpaketen: Die MAD-Daten wurden mit dem HKL Programmpaket DENZO und
SCALEPACK (Version 1.9.1; Otwinoski & Minor, 1996), die nativen Daten mit MOSFLM
(Version 5.41 bis 6.00; Leslie, 1994) und SCALA (Collaborative Computational Project

Number4, CCP4-Suite, 1994) ausgewertet. Es wurden Reflexe mit 1<2c (I) verworfen. Das

Hauptkriterium fur die Qualitat eines Datensatzes ist der R,

33 ni)- (1)
S WI(H)

mit 7(h,i) als Intensitét einer einzelnen Messung des Reflexes (hkl) und <I(h)> als mittlere

R

Intensitat eines Reflexes (/kl). R, -Werte kleiner als 10% wurden akzeptiert.

3.2.4.4 Selen-Lagen und Mittelung im direkten Raum

Die dispersiven und anomalen Difference Patterson Maps wurden aus den prozessierten
MAD-Daten mit FFT (CCP4-Suite, 1994) berechnet. Die zwoIlf Selen-Lagen der
asymmetrischen Einheit konnten mit Hilfe des Programms RSPS (CCP4-Suite, 1994)
bestimmt und mit MLPHARE (CCP4-Suite, 1994) verfeinert werden. Mit SHARP (La Fortelle
et al., 1997) wurden diese Lagen weiter verfeinert und initiale Proteinphasen berechnet.
Nach einem solvent flattening mit SOLOMON (Abrahams & Leslie, 1996) und zweifachem
Mitteln mit AVE (Kleywegt, 1996; Kleywegt & Read, 1997) unter Verwendung eines ncs-
Operators, berechnet aus den zwolf Selen-Lagen mit FINDNCS (CCP4-Suite, 1994; Lu,
1997), wurde eine Dichte generiert, in die ein fast vollstandiges Poly-Alanin Modell gebaut

werden konnte.

3.2.4.5 Modellbau und Strukturverfeinerung

Atomare Modelle wurden auf einer Graphik Workstation (Octane) der Firma Silicon Graphics
mit dem Programm O (Version 6.2.2.; Jones et al., 1991; Jones & Kjelgaard, 1991) in die
Elektronendichte eingepaldt. Diese Modelle wurden mit dem Programm CNS (Version 0.9;
Briinger et al., 1998) nach der conjugate gradient Methode verfeinert. Als Zielfunktion wurde

der kristallographische R-Faktor minimiert, wobei geometrische Parameter flir Proteine

42



Experimenteller Teil

(Engh & Huber, 1991) bertcksichtigt wurden, da die Zahl der Observablen im Verhaltnis zur
Anzahl der verfeinerten Parameter in der Proteinkristallographie im allgemeinen nicht
ausreichend uberbestimmt ist. Das Gewichtsverhaltnis zwischen kristallographischem und
geometrischen Term wurde zu Beginn der Verfeinerung bestimmt und mit fortschreitender
Qualitdt des Modells schrittweise erhdéht. Um ein objektives Kriterium fir den Erfolg der
Verfeinerungsmethoden zu haben, wurden 5% der Reflexe zuféllig ausgewahlt und als
Testset nicht in die Verfeinerungsrechnung einbezogen (Bringer, 1992). Der aus dem
Testset berechnete freie R-Faktor, der nicht mehr als 6% Uber dem kristallographische liegen
sollte, warnt dabei vor einer Uberverfeinerung des Modells. Im Anschlu an die
Koordinatenverfeinerung wurden individuelle Temperaturfaktoren verfeinert. Dabei wurden
zu Beginn flr direkt verknlpfte Atome (1-2 Paare) und fir Gber einen Winkel verknlpfte
Atome (1-3 Paare) jeweils fur Haupt- und Seitenkette folgende Einschrankungen auferlegt:
Die Zielwerte der Standardabweichung betrugen 1,5 ¢ (Hauptkette) und 2,0 ¢ (Seitenkette)
fur 1-2 Paare, sowie 2,0 ¢ (Hauptkette) und 2,5 ¢ (Seitenkette) fur 1-3 Paare.

Die nichtkristallographische Symmetrie (NCS) wurde zu Beginn mit Einschrankungen der
Positionen und Temperaturfaktoren fir lokal symmetriedquivalente Atome berlcksichtigt.

Zum Ende der Verfeinerung wurden alle diese Einschrankungen fallengelassen.

3.2.4.6 Geometrische Analyse

Die statistische Analyse der Bindungslangen und -winkel sowie der Temperaturfaktoren der
atomaren Modelle wurde mit dem Programm CNS (Version 0.9; Bringer et al., 1998)
durchgefliihrt. Weitergehende Analysen der Moleklilgeometrie, insbesondere die Erstellung
von Ramachandran-Plots (Ramachandran & Sasisekharan, 1968), wurden mit dem

Programm PROCHECK (Version 2.0; Laskowski et al., 1993) vorgenommen.

3.2.4.7 Graphische Darstellung

Zur graphischen Darstellung wurden die Programme MOLSCRIPT (Kraulis, 1991),
BOBSCRIPT (Esnouf, 1997) SETOR (Evans, 1993) und RASTER3D (Bacon & Anderson,
1988) benutzt.

3.2.4.8 Energieminimierung

Die Energieminimierung wurde mit dem Programmpaket INSIGHT II (Version 97.0, MSI, Los
Angeles, USA) und den Modulen Viewer, Builder, Docking, Delphi und Discover3
durchgeflhrt. Als Startpunkt fir die Energieminimierung wurde ein Monomer der verfeinerten
Struktur ausgewahlt. Das Substrat der TSH, o-Homoserinphosphat, wurde zusammen mit

dem PLP als externes Aldimin erzeugt und in der aktiven Tasche des Enzyms plaziert, wobei
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die Orientierung ahnlich der im Komplex von AVG (Aminoethoxyvinylglycin) mit Cystationin

B-Lyase (Clausen et al., 1997) war. Fur die Energieminimierung kam die Consistant Valance
Forcefield (CVFF) Methode von INSIGHT II im Modul Discover3 zur Anwendung und wurde

Uber 1000 Schritte bis zur Konvergenz (0,1 kcal/mol Toleranz) verwendet, wobei Monomer
und Ligand simultan minimiert wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Threonin Synthase aus Saccharomyces cerevisiae

4.1.1 Klonierung

Threonin Synthase aus Hefe (TSH) wurde von der Firma Agrevo in einem pDR 540 Vektor
im E.coli Stamm JM 103 Uberlassen. Zur Anzucht auf Selen-Minimal-Medium wurde das
THR4-Gen (Aas & Rognes, 1990) in einen pET22(+) Vektor umkloniert und E.coli BL21
(DE3) oder B834 (DE3J) Zellen transformiert.

4.1.2 Expression und Reinigung

TS aus Hefe wurde in einer 10 L E.coli Kultur mit einer Induktionszeit von 4 Stunden
exprimiert. Nach dem Zellaufschluf wurde das Protein wie in Tab. 3.2 beschrieben zu
elektrophoretischer Homogenitat aufgereinigt. Die Abb. 4.1 bis 4.4 zeigen die chromato-
graphischen Reinigungsschritte, die nacheinander zum Einsatz kamen, Abb. 4.5 das
Reinigungsgel und Tab. 4.1 die typische Ausbeute. Die Aufreinigung von SeMet (mit
Seleomethionin dotiertem Protein) und nativem Material war identisch, die Ausbeute flr
SeMet-Protein betrug jedoch nur etwa ein drittel des nativen Materials. Die einzelnen
Reinigungsschritte wurden durch SDS-PAGE verfolgt und entsprechend dem Reinheitsgrad

der einzelnen Fraktionen gepoolt.

Absorption Absorption
1,3 M (NH,),SO,
1,8 0,6 \
0,6 0,2
\om (NH,),S0,
106 206 306 Retentionszeit (min) ‘ 70 ! 146 Retentionszeit (min)

Abb. 4.1 DEAE-Séule Abb. 4.2 Phenyl-Sepharose-Séule

Absorption Absorption

0,2 M (NH,),SO,

0,24 0,1

0,06 \A 0,03
0 M (NH,),50; A \/\——\

T

100 200 Retentionszeit (min) " 180 360 Retentionszeit (min)

Abb. 4.3 Q-Sepharose-Séule Abb. 4.4 Gelfiltrationsséule
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LM 1 2 3 HM 4 5 LM Abb. 4.5
Reinigungsgel der TSH
206 kDa LM: Low Marker
— 116 kDa 1: Rohextrakt
—66 kDa HM: High Marker
— 45 KDa 3: Phenyl-Sepharose
__36kDa 4: Q-Sepharose

5: Gelfiltration
—20 kDa

—14 kDa

Tab. 4.1 Ausbeute der TSH Reinigung

V[ml]  c[mg/ml) my[mg]

Rohextrakt 160 7,68 1230
DEAE 200 1,75 350
Phenyl-Sepharose 40 6,75 270
Q-Sepharose 100 0,92 92
Gelfiltration 40 1,5 60

4.1.3 Charakterisierung
4.1.3.1 UV/VIS-Spektrum

Das gereinigte Protein zeigte ein fir PLP-Enzyme typisches UV/VIS-Spektrum, bei neben
der Absorption bei 278 nm ein Maximum bei 422 nm auf die protonierte Form des Kofaktors

hinweist. In einem vergréerten Auschnitt ist die Absorbtion zwischen 325 und 500 nm

gezeigt.
278 nmo_12 a2

1.2 Das Verhaltnis der Absorbtionen
£ 08 Az7s/As; kann als Mall fur die
b3] Reinheit des Proteins genutzt werden
g 0.4} und lag sowohl bei nativem wie bei
SeMet Protein zwischen 6,5 und 7,0.

0.0r

300 400 500
Wellenlange (nm)
Abb. 4.6 UV/VIS-Spektrum der TSH bei pH 7,7
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4.1.3.2 Molekularmassenbestimmung

Mit Hilfe des SmartSystems (Amersham Pharmacia, Freiburg) und einer geeichten

Superose12 Saule konnte der hohe Reinheitsgrad des Enzyms gezeigt werden. Die

Retentionszeit und die daraus berechnete Masse von 54,2 KDa (berechnet 57,4 KDa)

deuten auf ein monomeres Vorkommen der TS aus Hefe in Lésung hin (Abb. 4.7 und 4.8).

05

35,47 min
0.4r
— 280 nm
c 031 —— 330 nm
o
B~ 413 nm
o
502
[%]
Q0
< 0.1
00 L e o
0 10 20 30 40

Retentionszeit (min)

Abb. 4.7 Smart-Chromatogramm der TSH

Die Massenbestimmung mittels SDS-PAGE
(Abb.4.9) lieferte eine Masse von 56,2 kDa,
die sehr gut mit der berechneten Masse
von 57,4 kDa Ubereinstimmt. Das MALDI-
MS ergab ein Gewicht von 57435 kDa und
die N-terminalen Sequenzierung durch
Edmann-Abbau (zehn Aminosauren) zeigte
eine korrekte N-terminale Expression des

Enzyms.

4.1.3.3 Isoelektrischer Punkt

5.4+ o
59 N ‘ lin. Regression I
_.5.04 h
:
< 4.8+ []
O‘)c" 3) \\\i\)
o
2 461 .
/ 5)
TSH \.\
4.4+

03 04 05 06 07
(VV(V.V,)

Abb. 4.8 Massenbestimmung der TSH mit

Smart
1) 200 kDa 2) 150 kDa 3) 66 kDa
4) 45kDa5) 29 kDa

1) lin. Regression |
4.8- u
| |

S |
S 46 / 2 -
= TSH

° S 3) 4.)
S 44 .

5 9
4.2

02 04 _06 08 10
R

f

Abb. 4.9 Massenbestimmung mit SDS-PAGE
1) 66 kDa 2) 45 kDa 3) 36 kDa
4) 29 kDa 5) 24 kDa 6) 20 kDa

Abb. 4.10 /soelektrische Fokussierung der TSH

n
e Al |y
I N .

8.65 | 8.15 | 6.85 |5.85| 4.55 3.5
9.3 845 7.356.55 5.2 3.75

Die Bestimmung des isoelektrischen
Punktes, durchgefihrt mit dem
PhastSystem  (Pharmacia), ergab
einen pl von ca. 4,0, der berechnete pl
betragt 5,46.
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4.1.4 Sequenzanalyse

Der Sequenzvergleich von 30 Threonin Synthasen verschiedener Organismen mit Hilfe des
Programmpackets GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, USA) zeigte eine
Uberraschende Aufteilung in zwei verschiedene Familien (Abb. 4.12). Innerhalb einer Familie
besteht eine starke Korrelation, zwischen den Familien gibt es jedoch bis auf das
Aktivzentrum mit den drei Resten Phe, Lys (an dem der PLP-Kofaktor gebunden ist) und Asp
nur 3 weitere konservierte Aminosauren. In der Nomenklatur von TSH sind dies Gly163,
Pro275 und Thr449. Die TS aus Hefe zahlt mit 514 Aminosauren und einem berechneten
Gewicht von 57474 Dalton zur zweiten Familie der Threonin Synthasen, die neben Pilzen
(S.cerevisiae, S.pombe und E.gossypii) und einigen Proteobakterien aus der Gruppe der
Eubakterien (E.coli, H.pylori, H.influenzae, M.glycogenes, P.aeruginosa, S.marcescens.
T.maritima, M.flagelatum) auch einen Vertreter der Corynebakterien (C.glutamicum) enthalt.
Die erste Familie wird von hoheren Pflanzen (A.thaliana, R.communis, S.tuberosum),
Cyanobakterien (Synechocystis), Archaebakterien (A.fulgidus, M.thermoautotrophicum,
M. janaschii) sowie Eubakterien aus den Gruppen der Mycobakterien (M.tuberculosis,
M.leprae), Aquificaceae (A.aeolicus) und Bacillus (B.spec., B.subtilis) gebildet.
Bemerkenswert ist die Tatsache, dal® eukaryotische Organismen zu beiden Unterfamilien
gehoren (hdhere Pflanzen zu Familie 1, Pilze zu Familie 2); auch Eubakterien sind in beiden
Unterfamilien vertreten. In Abb. 4.11 ist in einem phylogenetischen Baum der

Verwandtschaftsgrad der untersuchten Enzyme abgebildet.
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Abb. 4.11
Phylogenetischer Baum der Threonin Synthasen
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1 100
ffffff LSSCLFNASVSSLNPKQDPTIRRHRSTSLLRHRPVVISCTADGNNIKAPIETAVKPPHRTEDNIRDEARRNRSNAVN - PFSAKYVPFNAAPG- - -
-MAASCMLRSSFISPGLPQLHHQSTSKPNNGIHFFTPIKATATNDAISQ- - - - -QKHRRPADENIREEARRHCSSHN - - - FSARYVPFNAGPN - - -
ASSSLFQSLPFSLQTSKPYAPPKPAAHFVVRAQSPLTONNNSS - - - - - SKHRRPADENTRDEARRINAPHDHHLFSAKYVPFNADSSSSS
--MQTAETSTNPTDAAVDLGPATALSCR

-MKLYNLKDHN - EQV
-MKLYNLKDHN-EQV
MNLYNIKHPE-EQV
----MSQVYRSTRSSSEDTK

-MKYVSTRSQT-DLG

101 200
(96) STESYSLDEIVYRS-RSGGLLDVEHDMEALKRFDGAYWRDLFDSRVGKSTWPYGSGVWSKKEWVLPEIDDDDIVSAFEGNS------ NLFWAERFGKQFL
(90) SDEWYSLDEIVYRS-RSGGLLDVQHDMDALKKFDGQYWRSLFDSRVGKTTWPYGSGVWSKKEWVLPEIDSDDIVSAFEGNS- - - - - -NLFWAERFGKQFL
(91) STESYSLDEIVYRS-QSGGLLDVQHDMD----=--=-====---- - -NLFWAERFGKQFL
(32) ECGHRVPLGPVFACEECFGPLEIAYDFSD--- WTKLVQADNLARELG
(1) MKLGILEKYRRFLPVTDKTPMLSLNEGNT - -PLIPLVNMSRELG
(1) - - - -MVFSGLVDSLGFHLWCPRCGIKLREGEYRPWCPRCRGPLEAVGLPRLPPVLGEGST - -PLVEAGEG-----
(1) - - -MLVCTKCGRTFDEKFLLRCTCGGTLLVKRHYTSFSPRNYLDMRRYIDYLPVDSVFLP--------- ----KLTPAITPIV
(1) -----MLQRCIKCGKTYDVDEIIYTC-ECGGLLEIIYDYEEIKDKVSEEKLRKREIGVWRYLEYLPVKDESKIVSLCEGGT- -PLYRCNNLEKELG
(1) -MDGESVIRCISCGREYDLEEIIYTCRECGSVLEVECDVEVSRDVFRG----- RRONMWRYREFMPV-DPSRIVSLDEGGT - -PFVRCDTIGSELG
(1) -MYRLKCIECGKEWGDENYTC-ECGGLLEVEIDLDEVEIDFRLDG- - -SNITVWKYRSLLPV- - KIDPVTLKEGGT - -PLYRAERLEKEVG
(1) - - MSGQQTTTHQPWPGVIAAYRDRLPVGDDWTPVTLLEGGT - -PLIAAPRLSEQTG
(1) - - MTVPPTATHQPWPGVIAAYRDRLPVGDDWTPVTLLEGGT - -PLIAATNLSKQTG
(1) - - -- MYKGLLKQYASYLPVNEKTPDVSLMEGNT - -PLIPLLNISKQLG
(1) MWKGLIHQYKEFLPVTDQTPALTLHEGNT - - - - - -PLIHLPKLSEQLG
(1) MNRWQGITIKQYKKYLPVDENTPIVTLYEGNT- - - - - -PLIEADNLARAIG
(1) - -- --MISCHSFTMTPSAPNSTVLPASTPVCPQSSACRWRGLIETYRPYLPVSDQTPVVTLLEGNT - - - - - -PLIPAPAIAKRIG
(14) SFAQAVTQGLGKNQGLFFPHDLPEFSLTE--------- IDEMLKLDFVTRSAKILSAFIGDEIPQEILEERVR-AAFAFP---------

(14) SFAQAIKQGLGKQQGLFFPLDLPEFELTE--- - IDHLLEQDFVTRSSRILSAFIGEEVPETALKKRVQ-AAFEFP- - -

(14) TESQAVRQGLGRDQGLFFPEVIPQLNN -INELLELPLVERSQKILGALIDGELPQATLDAMVK-NAFTFP- - -

(17) SFEEAVIQGLAEDGGLFLPAVIPRLREETLFEHWAHLS- - -FQDLAMEIMKFYIADWEIPAPELRELIERSY--SSFRSE---

(20) SFEEAIIQGLATDGGLFIPPTIPQVDQATLFNDWSKLS---FQDLAFAIMRLYIAQEEIPDADLKDLIKRSY--STFRSD---

(18) SFEEAVLKGLANDGGLFIPSEIPQLPSG-WIEAWKDKS---FPEIAFEVMSLYIPRSEISADELKKLVDRSY--STFRHP---

(15) RFSDILLGGLAPDGGLYLPATYPQLDDAQLSKWREVLANEGYAALAREVISLFVDDIP--VEDIKAITARAYTYPKFNSE---

(14) SFSEILLGGLAPDGGLYLPEQYPQFSADALSAMRGMN- - --YRDLAFTILSRLIDDIP--ADDLRIIVDKTYRADVYAYARPGQDAEDITPTYKLED- -~
(14) NFEDVLLAGLASDGGLYVPENLPRFTLEEIASWVGLP- - --YHELAFRVMRPFVAGS-IADADFKKILEETYGVFAHDASG------ AAAPVERRTNG- -
(15) DFIEAILNPNAPKGGLYTLERFETLQWQ------------ DCLNLSYNDLVECVFERLGLEIPKNLLASALKRYENFDNPK- - ---- NPAPIFALNER- -
(14) SFTEILLGGLAPDGGLYLPEQYPQFSQDELNAMRGMH- - - -YRDLAFTILSRLIDDIPAAAADLRAIIDKTYRADVYAYARAGONAEDITPTLKLED- - -

(14) PFSEVLLMGLAPDGGLMLPEHYPQIGREALDKWRGLA----YPELAFEIMRLFVTDIP--EDDLRDILNRTYTEAAFGTK- - -

(14) SFCDVLLSGLAPDGGLAMPAFIPTFSAAELEALRGLS----YPDLAYAVMRPFISDIP--EADLRALLHATYRAEVFGSP---

(14) SFKEALINPNAPEGGLYSPLNLPIFEGE------------ KYANLSYKDFALKLIESFGFGEEE-LFKKALKSYESFDDKN--------

201 300
(184) G-MNDLWVKHCGISHTGSFKDLGMTVLVSQVNRLRKMKRP -VVGVGCASTGDTSAALSAYCASA-GIPSIVFLPANKISMAQLVQPIANG- - -
(178) G-MTDLWVKHCGISHTGSFKDLGMTVLVSQVNRLRKMHKP -VVGVGCASTGDTSAALSAYCASA-GIPSIVFLPANKISMAQLVQPIANG- - -
(163) G-MNDLWVKHCGISHTGSFKDLGMTVLVSQVNRLRKMNRP -VVGVGCASTGDTSAALSAYCASA-AIPSIVFLPANKISLAQLVQPIADG- - -
(110) VTG-GLYVKDDSGNPTHSFKDRVVAQAIEAARAFGFT ---TLSCSSTGNLAGAVGAAAARA-GFRSCVFIP-HDLEQGKVVMAAVYG- - -

(43) ---INIYVKYEGSNPTGSFKDRGMVVAVAKALEEGSK-------------AIMCASTGNTSASAAAYAARA-GIKAIVLIPEGKIALGKLAQAMIYG---
(65) ----- VYAKLEYLNPSGSFKDRGVGYSLRMASLLGYD- - - - ---CVVVDSSGNTGLSTALYSARL-GLKARVYVPRGASPG-KKALIRATG- - -
(68) KDSEDLYLKLDYLQPTGSFKDRGTYVTIAKLKEEGIN-------------EVVIDSSGNAGISLAAYGLSE-GIKVHVFLSYDANKE-KISRLSALN---
(89) IK--ELYVKNEGANPTGSFKDRGMTVGVTRANELGVE-------------VVGCASTGNTSASLAAYSARS-GKKCIVLLPEGKVALGKLAQAMFYG- - -
(88) I---ELYVKVEGSNPTGSFKDRGMSVGITKALELGVD--- - ---TVGCASTGNTSASLAAYAARA-GLGCVVLLPSGKVALGKLAQAMFHG- - -
(83) VR--RVYVKHEGLNPSGSFKDRGMTVGVTKALELGRK- - - - - --AVACASTGNTSASMAMYAAKA -GLKAYVLLPAGKVALGKVAQALMHG- - -
(53) C---TIHLKVEGLNPTGSFKDRGMTMAVTDALARGQR-------------AVLCASTGNTSASAAAYAARA-GITCAVLIPQGKIAMGKLAQAVMHG- - -
(53) ---CTIHLKVEGLNPTGSFKDRGMTMAVTDALAHGQR- - - - ---AVLCASTGNTSASAAAYAARA-GITCAVLIPQGKIAMGKLAQAVMHG- - -
(43) ---VQLYGKYEGANPTGSFKDRGMVMAVAKAKEEGSE- - - - ---AIICASTGNTSASAAAYAARL-GMKCIIVIPEGKIAHGKLAQAVAYG- - -
(43) ---IELHVKTEGVNPTGSFKDRGMVMAVAKAKEEGND-------------TIMCASTGNTSAAAAAYAARA-NMKCIVIIPNGKIAFGKLAQAVMYG- - -
(45) F-KGKIYLKYEGLNPTGSFKDRGMTLAISKAVEAGKR--- - ---AVICASTGNTSASAAAYAARA-GLRAYVLLPKGAVAIGKLSQAMIYG- - -
(75) K-DVRVFVKYDGLNPTGSFKDRGMTMAISKAKEAGAK- - - - ---AVICASTGNTSAAAAAYARRA-GLRAFVIIPDGYVALGKLGQALIYG---
(93) ----- VGCLELFHGPTLAFKDFGGRFMAQMLTHIAGDKP---------- VTILTATSGDTGAAVAHAFYGLPNVKVVILYPRGKISPLQEKLFCTLG-GN
(93) - -VSCLELFHGPTLAFKDFGGRFMAQMLAEVAGEQP - - --VTILTATSGDTGAAVAHAFYGLKNVRVVILYPQGKISPLQEKLFCTLG-GN
(91) -----IYALELFHGPTLAFKDFGGRFMAQALAAVRGDGK----------ITILTATSGDTGAAVAHAFYGLENINVVILYPKGKISPLOEKLFCTLG-GN
105) E---NLHILELFHGPTYAFKDVALQFVGNLFEYFLERKNRDVSEEERTHLTVVGATSGDTGSAAIYGLRGKQDVSVFILYPHGRISPIQEEQMTTVEDEN
108) E---NLHILELFHGPTYAFKDVALQFVGNLFEYFLQRTNANLPEGEKKQITVVGATSGDTGSAAIYGLRGKKDVSVFILYPTGRISPIQEEQMTTVPDEN

LNVLELFHGPTFAFKDVALQFLGNLFEFFLTRKNGNKPEDERDHLTVVGATSGDTGSAATIYGLRGKKDVSVFILFPNGRVSPIQEAQMTTVTDPN
ETINILGATSGDTGSSAEYAMRGREGIRVFMLTPAGRMTPFQOAQMFGLDDPN
ETTNILGATSGDTGSAAEYAMRGKQGVKVFMLSPHQKMSRFQTAQMEFSLQDDN
ERVVIMGATSGDTGSAAIEAAAVADNVDIFIIDPHNRVSEVERRQMTTIHGDN
-KYLMLVSTSGDTGPATLESLAGMPNVFVVCLYPKDGTSLVQKLOMVTQSASN
ETINILGATSGDTGSAAEYAMRGKQGVKVFMLSPYQKMSRFQTAQIVSLQDDN
KKLNILGATSGDTGSAAEYALRGKKGVNVFMLSPDGKMSAFQRAQMYSLODGN
QRVNILGATSGDTGSAAEYAMLGKARVNVFMLSPQGRMSAFQOAQMYSLNEPN
--ILIICATSGDTGPATLKSFENAKNVKVACMYPKGGTSGVQELQMRALDKDN
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301 400
AFVLSIDTDFDGCMKLIR--EITAELP--------- IYLANSLNSLRLEGOKTAATEILQQFDWQ------- VPDWVIVPGGNLGNIYAFYKGFKMCQEL
AFVLSIDTDFDGCMQLIR--EVTAELP --IYLANSLNSLRLEGOKTAAIEILQQFDWE -VPEWVIVPGGNLGNIYAFYKGFQMCKEL
AFVLSIDTDFDGCMQLIR--EVTAELP - -IYLANSLNSLKLEGQKTAAIEILQQFDWQ -VPDWVIVPGSNLGNIYAFYKGFKMFQEL
GELVGIEGNYDDVNRFCSELIGDPAGEG---- -LPDQIVVPIASGSQLTKIDKGLKELIEL
AVVLQVRGNFDKCLELVKEITSKYP -APDYHFIPVGNAGNISAYWMGYKEYYQH
AELVEAESREEAARLAEAEAEKCFHVA - -DTDVLAPVSSGTLLLGIYRGLEEERGR
AKLHFVDGDRMKVHEEAIRFSRDGNLT- - - - - -LPDYVFIPVGSGTAFLGIWKGFKELIEM
AKVIQVKGNFDDALDMVK- - QLAKEKL -VPDRVIVPVGNAGNISAIWKGFKEFEIT
ARVLSVRGNFDEALEAVT - - ELALMGE -SPDRIILPVGNAGNISAIWKGISEFYRA
AKVIGIDGNFDDALRIVR--EVCSREP----- -VPDRVVLPVGNAGNISAIYKGFKELREV
AKIIQIDGNFDDCLELAR--KMAADFPM- - - - -APHVHALPVGNAGNITAYWKGYTEYHAD
AKIIQIDGNFDDCLELAR--KMAADFPT---- -APDVHALPVGNAGNITAYWKGYTEYHQL
AEIISIEGNFDDALKAVR--NIAAEEP----- -APDVLAIPVGNAGNITAYWKGFCEYEKE
AEITAIDGNFDDALKIVR--SICEKSP----- -APDVLAIPVGNAGNITAYWKGFKEYHEK
AKVLAIQGTFDDALNIVR--KIGENFP -APDYHFIPVGNAGNITAYWKGFKIYYEE

- -YVSHWMNPYFLEGTKTIAFEIYEQIK
--IYLLNSINPFRLEGOKTIAFEICDQLNWQ
--LYLLNSVNPFRLEGQKSIGFEIVDDLGWE
--IYLLNSINPFRPEGOKTIAYEIADEIG
- -ISLVNSVNPVRIEGQKTAVFEIVDALGT
- -ISLVNSVNPVRIEGQKTAAFEIVDVLGT
--ITLVNSVNPYRIEGQKTAAFEICDQLQON
--IALVNSVNPYRIEGQKTAAFEVCEQLGE
--VEIVNSVNPYRIEGOKTAAFEICDTLGE

AEVIAIDGNFDDALTTVR--QLSEHYP--------- VTLVNSVNPYRLEGQKTAAFEIVDVLGQ-------- APDWLCIPVGNAGNITAYWMGFCQYKEL
IETVAIDGDFDACQALVKQAFDDEELK- - - -~ VALGLNSANSINISRLLAQICYYFEAVAQLPQETR- - - - -NQLVVSVPSGNFGDLTAGLLAKSLGLPV
IHTVAIDGDFDACQALVKQAFDDQELK- - -- - DALHLNSANSINISRLLAQICYYFEAVAQLPQEAR- - - - -NQLVISVPSGNFGDLTAGLLAKSLGLPV
IRTVAINADFDACQALVKQAFDDVELR- - -- - QAIGLNSANSINISRLLAQVCYYFEAVAQLPKEKR- - - - -DNVVVSVPSGNFGNLTAGLIAKTLGLPI
VHTMAIEGSFDNCQDIVKSIFVDEEFN----- RKHNIAAVNSINWARILAQITYYFYSYFRATDGQP- - - - -GRVKFIVPSGNFGDILAGFYAKQMGLPI
VQTLSVTGTFDNCQDIVKAIFGDKEFN- - - - - SKHNVGAVNSINWARILAQMTYYFYSFFQATNGKD- - - - SKKVKFVVPSGNFGDILAGYFAKKMGLPI
VHCITVNGVFDDCQDLVKQIFGDVEFN----- KKHHIGAVNSINWARILSQITYYLYSYLSVYKQGK- - - -ADDVRFIVPTGNFGDILAGYYAKRMGLPT
IFNIALDGVFDDCQDVVKAVSADAEFK----- KDNRIGAVNSINWARLMAQVVYYVSSWIRTTTSND- - - - -QKVSFSVPTGNFGDICAGHIARQMGLPI
IFNIAVKGVFDDCQODIVKAVSNDHAFK- - --- AKNKIGAVNSINWARVAAQVVYYFKGYFAVTADNA- - - - -QQVSFAVPSGNFGNVCAGHIARMMGLPT
IHNIATEGNFDDCQEMVKASFADQGFLKG----- TRLVAVNSINWARIMAQIVYYFHAALQLGAPHR------ SVAFSVPTGNFGDIFAGYLARNMGLPV
LKVFGISGDFDDAQNALKNLLKDDDFNEALKACQLKLSVANSVNFGRIAFQIVYHIWGFLELYKKGAINSK-EKITLAIPSGNFGNALGAFYAKKMGLNI
IYNIAVKGVFDDCQDIVKAVSNDHAFK- - -- - AKNKIGAVNSINWARVAAQVVYYFKGYFAVTADNA- - - - -QRVSFAVPSGNFGNVCAGHIARMMGLPI
IHNIAVKGMFDDCQDIVKAVQNDAAFK -EQVSFCVPSGNFGNVCAGHIAKQMGLPV
IFNIAIEGVFDDCQDLVKEVNADAEFK- - - - -AKYHIGAVNSINWGRVLAQAVYYFRAYFALGLPAD- - - - - AEADFSVPSGNFGNVFAGYLAKRMGLPV
LKVFAIDEDFDAAQRTLKELLFSKDFONEIKALNYELCAANSVNFGRILFQIIYHYYASLKLFN- - - -EFL-EEVQIIVPSGNFGNALGAFYAKKMGAKI
401 500

GLVDRIP-RMVCAQAANANPLYLHYKSGWKDFK- -PMTASTTFASATIQIGDPVSIDRAVYAL - -------------------------—-—-————-——-
GLVDRIP-RLVCAQAANANPLYLHYKSGWKDFK- - PVKANTTFASAIQIGDPVSIDRAVFAL- -
GLVDKIP-RLVCAQAANADPLYLYFKSGWKEFK--PVKSSTTFASAIQIGDPVSIDRAVHAL- -
GLVEDRPYKIFGAQAEGCSPVSTAYKAGHDVVR- - - PQKPNTIAKSLAIGNPADGPYVLDIAR-
GFSTKLP - KMMGFQAEGAAPIVRGH
FRLVAVQ- - - - -SPAAYSLKGLVPELGWVGG-
GEIESMP-SLVAVQAEGFESLCKRS
GIIDELP-KMTGIQADGAKPIVEAFRKRAKDII--PYKNPETIATATRIGNPVNAPKALDAT -
GFIDERP-MMTGIQAEGASPVVEAFRKGRTEIE--PVRDPETVATAIRIGAPVSYLKALRATI -
GLTDSMP-KMTGIQAEGAAPIYRAFKEGKEDIT- -PMENPETIATATRIGNPVSAKKALRAT -
-PVSHPETIATAIRIGSPASWTSAVEAQ-
-PVSHPETIATAIRIGSPASWTSAVEAQ-
-VIEEPETIATAIRIGNPASWSYAVEAA-

GKITKLP-RMMGWQAEGAAPIVKGY -
GKGDRLP -RMMGFQAAGSAPFIQGQ-

--PIKNPQTIATAIKIGNPYSWKSALKAA- -
--PISHPETLATAIRIGNPANWDKAWAAS - -

KRFIAAT-NVNDTVPRFLHDGQWSPKAT----------- QATLSNAMDVSQPNNWPRVEELFRRKIWQLK-----=----------------ommm oo
KRFIAAT-NANDTVPRFLTSGQWQPHAT- - - - - -VATLSNAMDVSQPNNWPRVEELFRRKVWQLK- -
KRFVAST-NANDTVPRYLKSGNWDPKTT- - - - - -VATLSNAMDVSRPNNWPRVEELFKRNGWDLT - -
EKLVIAT-NENDILDRFLREGVYERSE --DVTATHSPAMDILVSSNFERLLWFFAREQLAQG-DDQEAGSIVNRWFEQLREERRFDVPEHLL
EKLAIAT-NENDILDRFLKSGLYERSD --KVAATLSPAMDILISSNFERLLWYLAREYLANG-DDLKAGEIVNNWFQELKTNGKFQVDKSII
KQLVIAT-NENDILNRFFKTGRYEKADSTQVSPSGPISAKETYSPAMDILVSSNFERYLWYLALATEAPNHTPAEASEILSRWMNEFKRDGTVTVRPEVL
DRLIVAT-NENDVLDEFFRTGDYRVRSS-------- ADTHETSSPSMDISRASNFERFIFDLLGRDATRVNDLFGTQVRQGGFSLADD- - - -~ -~

AKLVVAT-NENDVLDEFFKTGVYRPRGS- - - - - - - -ANTYHTSSPSMDISKASNFERFVFDLVGRDAAKVRELWGKVDAGGSFDLND- - - -
SQLIVAR-NRNDILHRFMSGNASTR------- --HTLTPSVSPSMDIMVSSNFERLLFDLHGRNGKAVAELLDAFKASGKLSVEDQR - -
DKIKVVT-NSNDVLREFIETGRYDLTHR- - -------SLKQTYSPAMDILKSSNVERALFSLFGFERTLELMQALEEEKFYALKPKE- -
AKLVVAT-NENDVLDEFFKTGVYRPRGS- - - - - - - -ANTYHTSSPSMDISKASNFERFVFDLVGRYAAKVRELWGKVDAGGSVDLNE - -
RRLIVAT-NENDVLDEFFKTGAYRPRNS--------AHTYVISSPSMDISKASNFERFVFDLMDRDPQEINTLWAEVAAGKGFNLR- - -
GQLIVAS-NENDVLHEFFTTGSYHVRPA- - - - - - - -ARVAVTSSPSMDIGKASNFERYLYLIAGADAVQTAGWWDEVGAGRPVELRD- -

SKIKIAS-NANNILSEFFNQGVYDLREK--------- SLKKTISPAMDILISSNIERLLFAKFKDKRTKELMNLLKNERYFKLEKEE------------
501

--KKCNGIVEEATEEELMDAMAQADS - - - - - TGMFICPHTGVALTALFKLRNQGVI-APTDRTVVVSTAHGLKFTQSKIDYHSNAIP- -
--QQCNGIVEEATEEELMDAMAQADS - - - - - TGMFICPHTGVALTALFKLRNSGVI-APTDRTVVVSTAHGLKFTQSKIDYHSKEIK- -
--KSCDGIVEEATEEELMDATAQADS - - - - - TGMFICPHTGVALTALFKLRNSGVI-KATDRTVVVSTAHGLKFTQSKIDYHSKDIK-----~--------

---RTGGAVEDVTDEQVVDAIKLLART- - - -EGIFAETAGGVTVGVTRKLIENG-VLDPSLTTVVLNTGDGLKTLDAVAGTGLTATIRPNLDSFREAGLA
--DESGGDIDMVSDEEILRAQRLLAQK- - - -EGIFCEPASAASTAGLLKKHRQGIF-RGGEIVVCTLTGNGLKDPNIVISQLEPPRITIEGRVEEILEVLD
- --ESGGGVVVVGDGAIPGAVREAVQR
---ESSGFCISVGKEETLASLHWLRKR
--YSSGGYAEAVTDEEIVEAQKLLARK- - - -EGIFVEPASASSIAGLKKLLEEGII-DRDERIVCITTGHGLKDPDAAIRASEEP- - - -

--YESDGYAESVTDEEILSAQKLLARR- - - -EGIGVEPASAASTIAGLIKLVDEGVV-DRGERVVCVVTGHVLKDPDTAIKASTEP- - - -
--YSTNGLAEVVSDSEIIEAQKFLAAK- - - -EGIGVEPASAASVAGLRKLAANGML -DPDETIVCVVTGNLLKDPETVVRVCGEP- - - -
- -QQSKGRFLAATDEEILAAYHLVARA- - - -EGVFVEPASAASTAGLLKAIDGGWV-ARGSTVVCTITGNGLKDPDTALKDMPSV - - - -
- -QQSKGRFLAASDEEILAAYHLVARV- - - -EGVFVEPASAASTAGLLKAIDDGWV - ARGSTVVCTVTGNGLKDPDTALKDMPS

- -EQSHGEIDMVSDEEILHAYRLLAKT- - - -EGVFAEPGSNASLAGVIKHVESGKI - KKGETVVAVLTGNGLKDPDIAISSNQLD- - - -
--EESNGKIDEVTDDEILHAYQLIARV- - - -EGVFAEPGSCASIAGVLKQVKSGEI - PKGSKVVAVLTGNGLKDPNTAVDISEIK- - - -
- -QESGGKIDAVSDSEILYAYKLIAST- - - -EGVFCEPASAASVAGLIKLVREGFF -KGGEVVTCTLTGNGLKDPDTAIKVCEE

- -RESNGEFHPVTDAEILEAYRILAAE- - - -EGVFCEPASAASVAGLLKQKDQ- - -VPAGATVVCVLTGNGLKDPDCAVQONSGNQV - - -

-DLGSGMLSDSETEDTLKAMQSKG
DAIRYHFDSERVDNYNTLASIRHIYEHAQNPERYVIDPHTAVGICAANRQIAHD--QNNEIHYISLATAHPAKFADAVNEALSSYDD- -
EGASKDFTSERVSNEETSETIKKIYESSVNPKHYILDPHTAVGVCATERLIAKD- -NDKSIQYISLSTAHPAKFADAVNNALSGEFSN- -
EAARRDFVSERVSNDETIDAIKKIYESD----HYIIDPHTAVGVETGLRCLEKT - -KDQDITYICLSTAHPAKFDKAVNLALSSYSD- -
AAAEYGFASGRSTHADRVATIADVHSRLD-
KVADYGFVSGSSNHANRMQTIKATHERYG-
TEARKLFDSLAVSDEQTCETIAEVYRSSG-
ALLQEHFSCASCSDEACLKTIQEVYAEH- -
KVADYGFVSGSSNHANGMQTIRVTHERYG-
VGGKYGFTSGKSTHADRLATIRQVYEQDQ-
EIQSSGFRAGKSTHADRLATIRRVDEQFG-
QSLQEDFEADFCTDEECMQFIKQS--------KILIDPHTATCF-KMLDPLKPS

-ETVVCLETALAAKFDATIREAVG
-VPMVCLETALPAKFEETVREAVG
--IITSTAEWTKFTPSMIKALYDRDS-KNEKEDLKFIAK
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601 645 ; . .
Athaliana (491) --------- DMACRFSNPPVDVKADFGAVMDVLKSYEGSNTLTS - Aaeolicus Aquifex aeolicus
Stuberosum (485) - - -DMECRFANPPVEVKADFGSVMDVLKSYLLSQNSKL- A fu[gidus A rchaeog[obus fu/gidus
Gmax (470) - - -DMACRYANPPMQVKADFGSVMDVLKTYLQSKAH- - - . .
SCOELiCOLOE  (413) =mmmmmmm s Aperryx Aeropyrum pernix
Tmaritima (348) T-----------o-oooooooooooooooooooooooooo- Athaliana Arabidopsis thaliana
Apernix (346) --------mm oo m oo B B .
PAbySS  (344) - @ spec acillus spec.
Mjannaschii (389) ------------------- IKIECDMNVLKRILKEL--------- Bsubtilis Bacillus subtilis
Mthermo (387) --------mmmmmm - VEVEPDINQLRSIIRGTGSS------ . . .
Afulgidus  (381) --cc-mmmmoeomooo- VRVEASVEAVIRAMRA - - - - - — Cglutamicum Corynebacterium glutamicum
Mleprae (344) -----------oooooo-o- SPVPVDAVAVVEQLGLV- - - - -~ -~ - Cjejuni Campylobacter jejuni
Mtuberculosis ( VSPVPVDPVAVVEKLGLA--------- . . :
Bspec ( IASVSNDIEQIKDHIKGVIMS- - - - - - Dradiodur Deinococcus radiodurans
Bsubtilis ( PVTLPTDEDSILEYVKGAARV- - - - - - Ecoli E scherichia coli
Aaeolicus ( PITVPPDFDEVVKVLGF---------- . . m
Synechocystis ( KAGLKPDLETVAKAMGF - - - - - - - - - - Egossypii Eremothecium gossypii
Ecoli (393) TLDLPKELAERADLPLLSHNLPADFAALRKLMMNHQ--------- Gmax GIyCIne maX .
Smarcescens (393) ELPLPKALALRAELPLLSHTLPASFGELRKFLMGLPA-------- Hinfluenzae Haemophilus influenzae
Hinfluenzae (391) QLPLBETLDKHNQLPLLSDEMDNDFAQLRAYLLKS---------- ; - -
Egossypii (469) -DVLPDRLRRLGDLEKRIKYVDNTDVDVIKSIIEEELINMGIYNP prlorl HelIObaCter pylon
Scerevisiae (473) KDVLPEELKKLSTLKKKLKFIERADVELVKNATEEELAKMKL- - - Mflagellatum Methylobacillus flagellatum
Spombe  (473) TQVLBIEFDGLLDEERTCIFSGKPNIDILKQIIEVTLSREKA--- ;
Cglutamicum (441) PQT-PERFAAIMDAPFKVSDLPN-DTDAVKQYIVDAIANTSVK-- Mglycogenes MethlebaCI”us glycogenes
Mglycogenes (441) PER-PHSLEGLESLPQRFEVMEA-DAAVIKQFIVEHI-------- Mjannaschii Methanococcus jannaschii
Paeruginosa (429) APALBAHLADLFEREERCTVLPN-ELAKVQAFVSQHGNPGKPL- - ;
Hpylori (446) SYNTPDSQRLDDLFERGIKHQEVLKLNEIKSSILLWLESLH---- Mleprae MyCObaCterlumleprae
Mflagellatum (443) PN--ARTAWRLGSLPQRFEVMEA-DVAAIKQFIVEHV-------- Mtherm Methanobacterium
Nmeningitidis (433) AIPRBAALEGLENLPQRVQTVEN-SADAVKGIIEQTLA------- :
Dradiodur (435) PER-PTRFVGIESKERFCDVLPN-DAAALKAYLAAKLG------- ) thermoaUtOtrophlcum )
Cjejuni  (432) EFNVQVKDEILALFDLKNSDEKVFEARNIKKEILDWMQK------ Mtuberculosis  Mycobacterium tuberculosis
Nmeningitidis ~ Neisseria meningitidis
Pabyssi Pyrococcus abyssi
Abb. 4.12 Paeruginosa  Pseudomonas aeruginosa
Sequenzvergleich verschiedener Threonin Phorikoshii - Pyrococcus horikoshii
. . . Scerevisiae Saccharomyces cerevisiae
Synthasen. Die verwendeten Abkirzungen sind . -
) N ! . Scoelicolor Streptomyces coelicolor
n def' AUf/IStung FeChtS VerzeIChnet Ident’SChe Smarcescens Seratia marcescens
Reste innerhalb einer Familie sind grau unterlegt;  Spombe Schizosaccaromyces pombe
in beiden Familien konservierte Reste sind gelb Stuberosum  Solanum tuberosum
: Synechocystis  Synechocystis sp.
markiert. " "
Tmaritima Thermotoga maritima

4.1.5 Kristallisation und Datenauswertung

Die Kristalle der TSH wurden mit der Dampfdiffusionsmethode bei 4°C im sitting drop
gezlchtet. Eine Bedingung aus den verwendeten Testreihen flhrte dabei zu kristallinem

Material und mufite weiter optimiert werden; die optimierten Bedingungen sind in Tab. 4.2

aufgefihrt.
]
&
Abb. 4.13a Abb. 4.13b
Kristall der TSH. Deutlich zu Kristall aus einem gleichen
erkennen ist der unterschiedliche Ansatz wie in Abb. 4.13a.

Habitus der Kristalle in einem
einzigen Tropfen
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Die Kristalle wuchsen innerhalb von ca. 17 bis 21 Tagen und erreichten eine Grée von bis
zu 200 x 100 x 20 pym?®. Trotz der vielfaltigen Optimierungsversuche blieb die Reproduzier-
barkeit fur rontgentaugliche Einkristalle hinter den Erwartungen zurick, so dal} immer nur ein
Teil der identischen Kristallansatze auch tatsachlich zu verwertbaren Kristallen fihrte.
Insgesamt konnten so nur ca. ein Dutzend Kristalle wie in Abb. 4.13b gezeigt gezichtet
werden, die UbergrolRe Mehrheit der Kristallansatze lieferte Ergebnisse wie in Abb. 4.13a.

Dieses Verhalten galt sowohl fir das native wie flir das SeMet Protein.

Tab. 4.2 Zellparameter und Kristallisationsbedingungen der TSH

Protein Raum- Zelle (A) Vi N., d(A) Kristallisationsbedingung

gruppe (A%Da)
SeMet P2, a=95,2 2,34 2 2,7 100 mM Hepes/NaOH pH 7,8
b=53,6 20 % PEG 4000
c=106,8 4°C
B=99,6° Additiv:

20 % Benzamidin + 0,1 M BaCl,

3yl 1,3ul 0,2l
Protein : Reservoir : Additiv (CrysChem)

Nativ P2, a=97,5 2,40 2 3,2 100 mM Hepes/NaOH pH 7,8

b=52,4 20 % PEG 4000,
c=109,4 10 % lsopropanol
=100,3° 4°C

Sul 1,54l

Protein : Reservoir (CrysChem)

Vn: Matthews Koeffizient, Verhaltnis aus Volumen und Gewicht des Proteins in der Einheits-
zelle (Matthews, 1968)

Nau: Anzahl der Monomere in der asymmetrischen Einheit

d: Auflésung

Die Proteinkonzentration der Kristallansatze betrug jeweils 10 mg/ml

Die hoch aufgelésten Datensatze des SeMet Proteins wurden am HASYLAB (Hamburger
Synchrotron Labor) aufgenommen. Die exakte Lage der K-Schalenabsorption der
Selenatome wurde vor der Messung durch ein Réntgenfluoreszenz-Scan bestimmt und die
MeRwellenldngen f” = 0,9784 A, f = 0,98 A und remote = 0,92 A ermittelt. Als Cryopuffer
diente der Kristallisationspuffer, der zusatzlich 16% 2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD) enthielt.

Tab. 4.3 MAD-Datensammlung der TSH

Datensatz Auf- Anzahl der Reflexe Rmerge (%) Vollstandigkeit
l6sung (A) beobachtet unabhéngig gesamt letzte Schale
f’ 2,7 145806 54312 6,3 98,8 97,3
f 2,7 6865 45956 5,8 83,2 68,6
remote 2,7 97212 53902 6,2 97,0 91,3

A (F)=0,9784 A; A (f) = 0,98 A; A (remote) = 0,92 A
Die letzte Auflésungsschale war 2,8 — 2,7 A
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Abb. 4.14

1° Rotationsaufnahme eines TSH Kristalls bei 100 K am Synchrotron. Der Kristall zu
Plattenabstand betrdgt d=230 mm und die Wellenldnge 11=0,9784 nm (entspricht einer
maximalen Aufldsung am Plattenrand von 2,7 A).

4.1.6 Selen Lagen und Elektronendichte Berechnung

Mit dem Programm FFT (CCP4-Suite, 1994) wurden Differenz-Pattersonfunktionen sowohl
fur die dispersiven als auch fir die anomalen Differenzen berechnet. Die Kreuzvektor-
Verifizierung der in den Harker-Sections gefundenen Peaks mit RSPS (CCP4-Suite, 1994)
fihrte zu einem ersten Set von acht Selen-Lagen, die mit dem Programm MLPHARE (CCP4-
Suite, 1994) weiter verfeinert wurden. Die hochsten Peaks der resultierenden Fourier-Map
wurden auf Konsistenz gepruft und fir einen neuen Zyklus verwendet, bis alle zwolf Selen-
Lagen der asymmetrischen Einheit bekannt waren. Nach einer weiteren Verfeinerung der
Selen-Lagen mit SHARP (La Fortelle et al., 1997) wurde nach einem solvent flattening
(Abrahams & Leslie, 1996) eine erste Elektronendichte berechnet, in der o-Helices und -
Faltblatter, v.a. im Inneren des Proteins, schon deutlich zu erkennen waren. Die insgesamt
zwolf Selen-Atome der beiden Monomere in der asymmetrischen Einheit konnten zur
Berechnung eines ncs-Operators (non crystallographic symmetry) mit FINDNCS (CCP4-
Suite, 1994; Lu, 1997) verwendet werden. Die Mittelung Gber diesen Operator mit Hilfe von
AVE (Kleywegt, 1996; Kleywegt & Read, 1997) flhrte zu einer deutlichen

53



Ergebnisse

Qualitatsverbesserung der Elektronendichte, in die das erste Teilmodell mit Polyalanin

eingebaut werden konnte.

4.1.7 Modellbau und Verfeinerung

Die kristallographischen und stereochemischen Parameter des TSH Modells sind in Tab. 4.4
aufgeflihrt. Die kristallographischen und nicht-kristallographischen Kontaktflachen liegen mit
weniger als 0,5% einer Gesamtoberflache von 40135 A? in einem fiir monomere Enzyme
typischen Bereich (Janin, 1997). Die Kontaktflache der asymmetrischen Einheit selbst wird
dabei von den Aminosauren Glu72, Asp77, Ala78 und Lys81 gebildet. Zwischen beiden
Monomeren gibt es keine kovalente Bindung und auch Wasserstoffbriickenbindungen sind
bei einem kleinsten Abstand von 4,2 A nicht erkennbar. Statt dessen befinden sich
insgesamt sechs Wassermolekule zwischen den beiden Monomeren, von denen zwei je eine
Wasserstoffbriicke zu Molekil A und B aufweisen. Die TSH ist also zweifelsfrei ein
monomeres Enzym.
In die finale Elektronendichte konnten fast alle der 514 Aminosauren eines Monomers
eingebaut werden, wobei das zweite Monomer mit Hilfe des ncs-Operators aus dem Ersten
erzeugt wurde. Lediglich die Reste 146-151, 228-233 sowie 513-514 konnten in beiden
Monomeren nicht gebaut werden, da die Elektronendichte in diesen Abschnitten nicht
ausreichend definiert war. Diese Bereiche wurden daher auch in der Verfeinerung nicht
bertcksichtigt.  AuRerdem  waren die

Tab. 4.4 Verfeinerungsstatistik der TSH Seitenketten der Reste 219-227 nicht

Auflgsung (A) 20-2.7 definiert. Die TSH Struktur konnte bis zu
Rcryst (%) 21 ,7 . . .
einem kristallographischen R-Faktor von

Riree (% 25,2 . o

e (%) 21,7 % verfeinert werden mit einem Rjee vON
Vollstandigkeit o ,
working set (%) 94.4 25,2%. In einem Ramachandran-Plot (Abb.
Testset (%) 4,8 4.14; erstellt mit PROCHECK (Laskowski et
Anzahl an nicht al., 1993)) wurden 89,5 % aller Aminosauren
Wasserstoffatomen , ) - .
Protein 7836 in den am starksten favorisierten Regionen
Wasser 334 und 8,9 % in den gleichfalls erlaubten
rms Abweichung Regionen, 1,5 % in den groRziigig erlaubten
Bindungslange (A) 0,008 . . . :
Bindungswinkel (°) 1,35 Regionen sowie ein Rest, Val96, mit
Bonded B (A?) 2,45 verbotenen  Torsionswinkelkombinationen
Gemittelte B-Faktoren gefunden. Die Elektronendichte um diesen
Protein (A% 43,5
PLP (A% 36,5 Rest war jedoch klar definiert und die B-

2

\;\Illzs:\teg rr(é zrange) A ig; Faktoren niedrig. Val96 liegt in einem B-turn,

eingebettet zwischen mehreren grolien
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Seitenketten (Tyr88, Tyr256, Phe58, Phe91), die diese Konformation bedingen. Dieser turn
liegt Uber 18 A vom aktiven Zentrum entfernt auf der Rickseite des Kanals (s.
Strukturbeschreibung) am auflersten Rand des Molekiils und hat somit eher strukturelle
Bedeutung. Beide Monomere der asymmetrischen Einheit sind Uber eine nicht-
kristallographische 2-fach Achse miteinander verknlpft und die Superposition beider
Monomere ergab einen Mittlere quadratische Abweichung (rms) von 0.019 A fiir 500 Ca

Atome.

~b

~b

-180  -135 -90 45 0 45 90 135 180
Reste in den favorisierten Regionen: 403 89,1%
Reste in gleichfalls erlaubten Regionen 43 8,9%
Reste in groRzugig erlaubten Regionen 6 1,5%
Reste in verbotenen Regionen _1 0,2%
Nicht-Glycin und Prolin Reste 455
Anzahl der Glycin Reste 28
Anzahl der Prolin Reste _19
Insgesamt 500
Abb. 4.15

Ramachandran Diagramm der dihedralen Hauptkettenwinkel Phi und Psi
des TSH-Modells. Die fiir L-Aminoséduren erlauben Bereiche sind farbig
unterlegt, wobei die sterisch giinstigsten Regionen rot, die sind. Die
Aminoséuren Val96 liegt in einer sterisch verbotenen Zone.
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4.1.8 Strukturbeschreibung der TSH

Die Threonin Synthase aus Hefe ist, wie die Gelfiltrations- und Massenspektrometrie-
experimente bereits andeuten, ein monomeres Enzym und zugleich das erste strukturell
charakterisierte monomere PLP-Enzym iiberhaupt mit einer GroRe von 64 x 62 x 58 A3. Die
Gesamtstruktur der TSH ist in Abb. 4.16 als Co-Gerlst in einer Stereodarstellung gezeigt
und in Abb. 4.17 in einem Ribbon-Plot, ebenfalls als Stereodarstellung.

Die Threonin Synthase zeigt eine in drei Untereinheiten gegliederte offene o/p-Struktur. Sie
besteht aus einer kleinen N-terminalen Domane (A), einer groRen Domane (B) und der PLP-
bindenden Doméane (C), die auch den C-Terminus beinhaltet. Die Domanen B und C sind
jedoch beziglich ihrer Aminosauresequenz nicht kontinuierlich aufgebaut: der N-Terminus
wird von den Resten 2-94 gebildet, die PLP-bindende Domane jedoch von den Aminosauren
120-262 sowie 477-514. Die groRe Domane B besteht aus den Resten 95-119 und 263-476.

In Abb. 4.18 sind die Sekundarstrukturelemente der TSH in einer schematischen Darstellung

gezeigt.
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Abb. 4.16

Struktur von Threonin Synthase in einer Ca-Trace Darstellung. Der Farbverlauf startet bei
blau (N-Terminus) und endet bei rot (C-Terminus). Zusétzlich ist jede 10. Aminoséure
markiert, jede 50. numeriert.

Der N-Terminus besteht aus zwei kleinen, antiparallelen Faltblattern +a und -Bb, verbunden
durch die ebenfalls kleine Helix a1, an die sich weitere drei Helices, 02, o3 und o4 auf der
solvenzzuganglichen Seite des B-Strangs, anschliefen. Die PLP bindende Doméane enthalt
als Hauptmotiv ein funfstrangiges, paralleles B-Faltblatt in der Reihenfolge +Bh, +Be, +Bf,

+Bg, +Po, das von den Helices a5, 06 und o7 auf der einen Seite, sowie a8 und o20 auf der
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anderen Seite vom Solvenz abgeschirmt wird. Der PLP Kofaktor ist Gber Lys124 an Helix o5,
die mit 22 Aminosauren und 38 A langste Helix in der gesamten Struktur, gebunden und
bildet das fur PLP-Enzyme typische interne Aldimin (Christen & Metzler, 1985). Neben dieser
kovalenten Verknupfung ist die Phosphatgruppe des Kofaktors am N-terminalen Ende von
Helix o10 und dem ihr vorgelagerten Loop Uber Wasserstoffbriicken verankert (s.u.). Die
grole Domane B hat eine etwas kompliziertere Struktur. Sie kann als kombiniertes f3-
Faltblatt mit einer dazwischen liegenden Helix beschrieben werden. Ein sechsstrangiges -
Faltblatt, bestehend aus den Strangen +83d, -Bc, -Bi, -Bn, -Bj und -Bm, ist durch die Helix a11
von zwei kurzen, antiparallelen B-Faltblattern -Bk und +BI getrennt. Beide, das sechs- und
das zweistrangige B-Faltblatt, werden flankiert von den Helices a10, a12, a13, a14, 15 und
o16.

Abb. 4.17
Stereobild der TSH im Ribbon Plot. Das an Lys124 gebundene PLP ist als ball and stick
Modell in griin dargestellt, a-Helices sind blau, B-Faltbalétter rot und Loops in gelb.

Die drei Doméanen der TSH werden durch ein starkes Netzwerk von polaren und
hydrophoben intramolekularen Wechselwirkungen zusammengehalten, an denen sowohl die
Haupt- als auch Seitenkettenelemente beteiligt sind. So ahnelt z.B. die Grenzflache
zwischen Doméane A und B einem ofioc Sandwich, bei dem die Helices o12 und 13 von
Domane B einen o-Layer bilden und den B-Strang der Domane A flankieren. Zwischen
beiden Domanen gibt es mehrere Wasserstoffbriickenbindungen sowie eine Salzbricke
zwischen den Resten Arg12 und Glu 340. Die Doméanen A und C bilden an ihrer Grenzflache
ein gemischtes ,Helixblndel“, bestehend aus den Helices a3, 04, a5, und o9 mit Helix a1 in

seiner Mitte. Insgesamt stabilisieren zwolf Wasserstoff- und zwei Salzbriickenbindungen die
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beiden Domanen. Der Interdomanenkontakt zwischen Domane B und C am C-terminalen
Ende der B-Strdngen wird wie bei den anderen auch durch mehere Wasserstoffbriicken
stabilisiert, wobei besonders die nicht sequentielle Konstruktion der beiden grolen Doméanen
diese besonders stark aneinander bindet. Alles in allem bedingen die z.T. sehr starken
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Domanen deren Orientierung zueinander. Sie
sind auch dafur verantwortlich, dal die TSH ein relativ starres und unflexibles Molekl ist,

nahezu ohne Moglichkeiten einer Reorientierung der Domanen relativ zueinander.

Abb 4.18

Schematische Darstellung der Threonin Synthase. Zylinder symbolisieren o-Helices,
Pfeile B-Strdnge. Die drei Doménen sind blau (N-terminal), orange (PLP-bindend) und
schwarz (groBe Doméne) dargestellt. Der Kofaktor ist inklusiv seiner Verankerung im
Protein griin eingezeichnet.

Die TSH hat insgesamt eine globulare Form; besonders auffallig ist jedoch eine Art Kanal,
der quer Uber das ganze Molekiil verlauft. Dieser Kanal hat eine Ausdehnung von ca. 43 A,
eine Tiefe von ca. 19 A und erlaubt den Zugang des Substrats zum PLP-Kofaktor, der etwa
in der Mitte am Boden des Kanal fixiert ist. Die Abb. 4.19 zeigt eine Oberflachendarstellung
der TSH mit den eingefarbten Domanen N, C und B sowie dem PLP-Kofaktor. Der
beschriebene Kanal ist dabei deutlich zu erkennen. Die Abb. 4.20 zeigt das elektrostatische
Potential der Oberflache der TSH in der gleichen Orientierung wie in der

Domanendarstellung.
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Abb. 4.20
Oberflachenladungsverteilung
der TSH. Die Féarbung wurde
geman dem berechneten
elektrostatischen Potential
zwischen -10 (intensiv rot) und
+10 (intensiv blau) variiert. Das
Molekiil ist in der gleichen
Orientierung gezeigt wie in Abb.
4.19.

Abb. 4.19

Oberflachendarstellung der
TSH. Die einzelnen Doménen
sind blau (N-terminal), gelb
(PLP-bindend) und  grau
(groBe Doméne) eingeférbt.
Das PLP ist in der Mitte des
Kanals am Boden zwischen
den Domédnen B und C
verankert.
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4.1.9 Architektur des Aktivzentrums von TSH

Der Kofaktor der TSH ist kovalent an Lys124 gebunden und befindet sich an der Grenzflache
zwischen der grol’en B- und der PLP- bindenden Domane C inmitten des von beiden
Domanen gebildeten Kanals. Die positive Oberflachenladung des Kanal wird v. a. von
basischen Aminosauren aus den Domanen B und C verursacht, die so das negativ geladene
Substrat in die aktive Tasche fiihren. Die Abb. 4.21 zeigt schematisch die Anordnung und die
interatomaren Absténde in der aktiven Tasche, Abb. 4.22 das Aktivzentrum und Abb. 4.23
einen Ausschnitt des aktiven Zentrums mit der Elektronendichte um den Kofaktor.

Das Absorbtionsmaximum bei 422 nm, das sich auch in einem pH-Bereich von pH 6-9 nicht
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Abb. 4.21
Schematische Darstellung des Aktivzentrums von Threonin Synthase und
der Wasserstoffbriicken zwischen dem Protein, Wasser und dem Cofaktor.

wesentlich andert, a3t auf eine protonierte Form der Schiff Base bei physiologischem pH
schlielen und deutet weiter an, dald der pK, der Schiff-Base gréRer als 9 sein muld. Der
Kofaktor der TSH zeigt mit seiner re-Seite (bezogen auf das C4‘) zum Solvenz, wobei der
Pyridinring von Ala330, Met331 und His422 auf der dem Solvenz zugewanden und Phe123,
das nahezu senkrecht zur Ringebene des PLP steht, auf der zum Proteininneren zeigenden
Seite fixiert wird. Durch diese Anordnung wird eine vertikale Verschiebung des Pyridinrings
stark behindert und das PLP fest im Proteinkérper eingepalt. Die beiden Ringsysteme
Phe123 und His422 sind so angeordnet, dal} eine Wechselwirkung mit dem n-System des
Pyridinrings nicht moéglich ist. Der Pyridiniumstickstoff des PLP bildet eine Wasserstoffbricke
mit der Hydroxylgruppe von Thr449, das am Ende von Strang n in der Domane B liegt. Die

Hydroxylgruppe von Thr449 wird zusatzlich durch eine Wasserstoffbricke zur
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Carboxylgruppe von Ala450 fixiert und die Methylgruppe von Thr449 zeigt in eine
hydrophobe Tasche, die durch Phe123, Leu447 und Pro275 gebildet wird. Die C3
Hydroxylgruppe bildet mit dem protonierten Aldiminstickstoff eine Wasserstoffbriicke,
wodurch dessen negative Ladung stabilisiert und gleichzeitig die Schiff Base in einer Ebene
mit dem Pyridinring orientiert wird. Durch diese Anordnung der Imingruppe, die ebenfalls
charakteristische flir PLP-Enzyme ist, kann das konjugierte n-System erweitert werden.
Desweiteren steht die Hydroxylgruppe des PLP zu Asp163 in einem Abstand, der eine
Wasserstoffbriicke vermuten 1a3t, woraus folgt, daf} die Carboxylgruppe dieses Aspartats
protoniert sein muR. Auch ein Wassermolekiil (B-Faktor 38 A?), das von der Amidbindung
zwischen Lys124 und Phe123 in Position gehalten wird, bildet eine Wasserstoffbriicke zum
O3‘. Die Methylgruppe an C2 des Koenzyms hat keinerlei signifikante Interaktion mit der
Umgebung und zeigt in eine hydrophobe Tasche, gebildet von Ala450, Phe455 und His422.

Abb. 4.22
Stereodarstellung des Aktivzentrums der TSH. Das interne Aldimin ist gelb gezeigt,
Wassermolekiile in blau und der Makridipol der Helix a10 ist griin markiert.

Die Phosphatgruppe des Koenzyms bildet dessen Hauptverankerung am Protein und ist an
insgesamt acht Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt, die alle mit dem N-terminalen Ende
von Helix a10 bzw. den ihr unmittelbar vorgelagerten Aminosduren eingegangen werden.
Die Hauptketten-Amide von Gly280 und Asp281 am N-Terminus von Helix a10 bilden je eine
Wasserstoffbriicke zum OP1 aus, OP2 wird von Asn278 und einem Wassermolekdl
komplexiert. Je eine Wasserstoffbriicke wird von Gly277 und einem weiteren
Wassermolekil, das von 11282 fixiert wird, zu OP3 gebildet und OP4 geht mit Pro275 und
einem weiteren Wassermolekil zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen ein. Wahrend
also der Phosphatanker nur mit Resten aus der Domane B wechselwirkt, wird die kovalente
Verknlpfung vom Kofaktor zum Protein mit der Doméane C hergestellt, eine typische
Anordnung bei PLP-Enzymen. Zuséatzlich zu den beschriebenen Wasserstoffbriicken wird die

negativ geladene Phosphatgruppe durch den positiven Makrodipol von Helix o10 fixiert.
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Auch diese Anordnung ist ein haufig wiederkehrendes Strukturmotiv bei PLP-Enzymen
(Jansonius, 1998).

Abb. 4.23

Stereoabbildung des Aktivzentrums mit einer Omit 2Fo-Fc Elektronendichte um den
Kofaktor. Das PLP bindende Lys124 ist orange dargestellt. Die Dichte ist auf 1.0 o
konturiert bei 2.7 A Aufiésung.

4.1.10 Modelling des Enzym/Substrat-Komplex

Um den Reaktionsmechanismus der TSH besser verstehen und die an der Reaktion
beteiligten Aminosauren identifizieren zu kénnen, wurde das Substrat o-Homoserinphosphat
zusammen mit der verfeinerten TSH Struktur energieminimiert. Dazu wurde der
Enzym/Substrat-Komplex als externes Aldimin erzeugt und die o-Carboxylgruppe des
Substrats dabei so orientiert, dal® sie auf Thr164 zeigt und der Rest des Molekils in
gestreckter Form in der aktiven Tasche lag. Der Enzym/Substrat-Komplex wurde in 1000
Schritten von 127,6auf 3,4 kcal/mol minimiert und ist in Abb.4.24 gezeigt.

Wahrend der Energieminimierung dreht sich der Pyridinring des PLP leicht um etwa 10°. Die
a-Carboxylgruppe von OHSP bildet nun jedoch eine Wasserstoffbriicke zum Thr164 aus.
Dieses Threonin ist in allen 30 untersuchten Threonin Synthase Sequenzen konserviert
(Abb. 4.11) und ist zweifelsfrei einer der wichtigsten substratbindenden Reste. Eine weitere
Wasserstoffbriickenbindung der Substratcarboxylgruppe wird von Ser161 gebildet, das
ebenfalls in allen TS-Sequenzen der Unterfamilie 2 konserviert ist. Wahrend der
Energieminimierung knickt die Phosphatgruppe des Substrats ab und bildet mehrere neue
Wasserstoffbrickenbindungen aus. Zwei der neuen Bindungen werden mit der
Guanidiniumgruppe von Arg246 gebildet, die durch elektrostatische Wechselwirkungen noch
verstarkt werden. Zwei weitere Wasserstoffbriickenbindungen werden mit Asn240 und mit
Ser241 gebildet. Eine flinfte Wasserstoffbriicke bildet der Sauerstoff des Phosphatesters mit
Asn278 aus. Alle vier phoshatbindenden Aminosauren, Asn240, Ser241, Arg246 und

62



Ergebnisse

Asn278, sind in der Unterfamilie 2 vollstandig konserviert und auch in 13 der 16 Sequenzen

der

Unterfamilie 1 vorhanden (Abb. 4.11). Dieser Umstand Ilat die daher

die

Schluf3folgerung zu, dafl die bei TSH gefundene Phosphatbindetasche in allen Threonin
Synthasenvorhanden ist.

Abb. 4.24

Ausschnitt aus der aktiven Tasche der TSH. Dargestellt ist die Uberlagerung der
Ausgangskonformation (gelb) mit dem gestreckt eingebauten Substrat und der
Endkonformation nach der Energieminimierung in einer Stereodarstellung.
Deutlich  erkennbar ist die abgewinkelte Phosphatgruppe des o-
Homoserinphosphats.
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4.2 Threonin Synthase aus Arabidopsis thaliana

4.2 1 Expression und Reinigung

Das Gen der TS aus Arabidopsis thaliana wurde von der Firma Agrevo in einen pET23(+)
Vektor kloniert und fir weitere Experimente lberlassen. Fir die Expression wurden BL21
(DE3) Zellen in einer 12 L E.coli Kultur mit 4 Stunden Induktionszeit verwendet.
Zellaufschluf® und Reinigung wurden wie beschrieben durchgefihrt. Die Abb. 4.25 bis 4.29
zeigen die chromatographischen Reinigungsschritte, Abb. 4.30 das Reinigungsgel und Tab.
4.5 die typische Ausbeute.

Absorption Absorption

0,4 M (NH,),SO, ! 0,1 MKP,

0 M (NH,),SO; 0 MKP;
T T

60 180 Retentionszeit (min) 186 366 Retentionszeit (min)
Abb. 4.25 DEAE-S&ule Abb. 4.26 Hydroxylapatit
Absorption Absorption
1M (NH,),SO,
0,61 0,4 0,2 M (NH,),SO,

0,2 M 0,131 \
0 M (NH,J.307 0 M (NH,),SO,

150 | 300 Retentionszeit (min) 100 200 Retentionszeit (min)
Abb. 4.27 Phenyl-Sepharose Abb. 4.28 Q-Sepharose
Absorption
0,18
0,06 |
126 240 Retentionszeit (min)

Abb. 4.29 Geffiltration
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(M 1 2 3 HM 4 5 6 LM

96 kDa
66 kDa

45 kDa
- 36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa

14 kDa

Tab. 4.5 Ausbeute der TSA-Reinigung

206 kDa
116 kDa

TSA

Abb. 4.30
Reinigungsgel der TSA
LM: Low Marker

1: Rohextrakt

2: DEAE

3: Hydroxylapatit
HM: High Marker

4: Phenyl-Sepharose

5: Q-Sepharose
6. Gelfiltration

V[ml] c,[mg/ml)

my[mg]

Rohextrakt 160
DEAE 120
Hydroxylapatit 150
Phenyl-Sepharose 90
Q-Sepharose 80
Gelfiltration 50

8,18
1,79
2,33
2,33
1,56
2,0

1310
245
350
210
125
100

4.2.2 Charakterisierung

4.2.2.1 UV/VIS-Spektrum

4r 278 nm .«
I's

Absorption

300 400 500 600 700
Wellenlange [nm]

Abb. 4.31
UV/VIS-Spektrum der TSA

4.2.2.2 Molekularmassenbestimmung

Das gereinigte Protein zeigte neben

der Absorption bei 280 nm auch

Maxima bei 330 nm und 420 nm, das

Verhaltnis der Absorptionen Ax7s/Asz0

lag zwischen 25 und 33.

Das SmartSystems (Amersham Pharmacia, Freiburg) mit der geeichten Superose12 Saule
zeigte den hohen Reinheitsgrad des Enzyms (Abb. 4.32) und lieferte, bedingt durch die
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kurze Retentionszeit, einen deutlichen Hinweis darauf, da} die TSA in Lésung nicht als

Monomer vorliegt. Die experimentell bestimmte Masse betrug 149 kDa (Abb. 4.33).

127 31.31 min 5.4 \1-)\ ‘ lin. Regression l
] 2)
09F | ——280nm 52 -
S ——— 330 nm %) 5.0 / \
8061 413 nm s TSA »
S "84.8' 3) 4)
Q
<osl 0 4.6 5)
4.4+
00— [ 4 - -
0 10 20 30 40 A T o7 o o6 07
Retentionszeit (min) ) -(V-V )/(V V) ) :
t "o e 0

Abb. 4.32 Sman‘-Chromatogramm der TSA Abb. 4.33 Massenbestimmung mit Smart

1) 200 kDa 2) 150 kDa 3) 66 kDa
4) 45kDa5) 29 kDa

Die Massenbestimmung mittels SDS-

5.2
PAGE lieferte ein Masse von 55,8 kDa, 1)

5.0 2) ‘ lin. Regression l
die gut mit der berechneten Masse von '
53,5 kDa pro Monomer Ubereinstimmt §4-8' 3)/-
(Abb.4.34). 24.6 4)

g TSA 5 °

Der Edmann-Abbau lieferte die korrekte 4.4 7)
N-terminale Sequenz (zehn 42l . . . . .
Aminoséauren) der TSA. o1 02 03 R, 04 05 08

Abb. 4.34 Massenbestimmung der TSA
mit SDS-PAGE
1) 66 kDa 2) 45 kDa 3) 36 kDa
4) 29 kDa 5) 24 kDa

4.2.3 Sequenzanalyse

Die TS aus Arabidopsis thaliana besteht aus 487 Aminosauren und zahlt nach dem
Sequenzalignment zur Unterfamilie 1 der Threonin Synthasen (Abb. 4.11). Besonders
auffallig ist der rund 80 Aminoséuren groRe N-terminale Uberhang des Arabidopsis Enzyms
im Vergleich zu den Enzymen der Unterfamilie 2. Gegeniber den Enzymen der Unterfamilie
1 betragt der Unterschied sogar Gber 100 Aminosauren. Nur die Sequenzen der anderen
beiden Pflanzen S.tuberosum und G.max zeigen einen ahnlich langen N-Terminus wie das
Arabidopsis Enzym. Detaillierte Untersuchungen mit N-terminal verklrztem Protein (Curien
et al., 1998; Laber et al., 1999) lassen darauf schlieRen, das die Funktion der allosterischen

Aktivierbarkeit bei dem A.thaliana Enzym auf seinem verlangerten N-Terminus basiert.
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4.2.4 Kristallisation

Die Kristalle der TSA wurden mit der Dampfdiffusionsmethode bei 4°C gezlichtet. Eine
Bedingung aus den verwendeten Testreihen flihrte zu kristallinem Material, die nach der
Optimierung rhomboedrische, farblose Kristalle ergab (Nativ I). Diese Kristalle wuchsen im
hanging drop nach ca. 10 bis 14 Tagen zu einer GréRe von bis zu 400 x 200 x 200 ym?®. Eine
weitere Bedingung konnte durch die Entwicklung eigener Testreihen mit PEGuonometyiether2000
gefunden werden. Diese lieferte allerdings nur dann gréRere Kristalle, wenn mit Hilfe von
Microseeding unter Verwendung eines Kaninchen-Tasthaares ca. 48 Stunden nach
Ansetzen des Tropfens die Kristallkeimung unterstlitzt wurde. Die dabei erhaltenen Kristalle
wuchsen im sitting drop bis zu einer GroRe von 550 x 450 x 300 ym® heran und waren

deutlich gelb gefarbt, hatten aber keinen einheitlichen Habitus.

Nativ I mit (NH4)QSO4 Nativ II mit PEGMonometvlether2000

Abb. 4.35
Kristalle der TSA. Beide Aufnahmen wurden mit polarisiertem Licht gemacht.

Die Nativ I Kristalle streuten etwas besser als die Nativ I Kristalle, wiesen aber auch eine
deutlich héhere Mosaitzitat von = 2° auf. AuRerdem war bei den Nativ I Kristallen aufgrund
der Farblosigkeit nicht klar, ob sie noch PLP enthalten oder nicht. Es wurde daher eine
intensive Schwermetallderivatsuche mit den Nativ 1I Kristallen unternommen. Unter
Verwendung verschiedener anorganischer Verbindungen mit Pt, Hg, U, Re, Er, Tb, Yb, Os in
unterschiedlichen Konzentrationen und Soakzeiten wurden mehrere Datensatze
aufgenommen und ausgewertet. In keinem Fall jedoch konnte ein Derivat identifiziert
werden. Als ebenso problematisch erwies sich der Versuch, die Kristalle einzufrieren, um sie
am Synchrotron vermessen zu kdnnen. Intensive Tests mit Glycerin, Glycol, Peg 200 und
400, hochkonzentrierten Phosphat-, Glukose- oder auch Pegmonomethylether2000-LOSUNG als
Cryoprotecktanz im Kristallisationspuffer fiihrten zwar alle zu brauchbaren Cryopuffern,
jedoch zerstérten diese die Kristalle entweder vollstadndig oder aber die Streukraft lie} so

stark nach (>8 A), das eine Vermessung sinnlos war.
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Tab. 4.6 Zellparameter und Kristallisationsbedingungen der TSA

Protein Raumg Zelle (A) Vi N.. d(A) Kristallisationsbedingung

ruppe (A%Da)

Nativl P222 a=61,7 2,22 4 3,3 100 mM Hepes/NaOH pH 7,8

b=105,5 1,7 M (NH4),SO,

c=146,5 4°C

0=p=y=90° 3ul ;1,54

Protein : Reservoir (LinbroPlate)

NativIl P322; a=113,6 2,7 4 3,5 10 mM Tris/HCI pH 9,2

b=1 13,6 18 % PEGMQanety|ether2000

c=155,2 4°C

0=p=90° 3ul ;1,5

¥=120° SRSy

Protein : Reservoir (CrysChem)

Vn: Matthews Koeffizient, Verhaltnis aus Volumen und Gewicht des Proteins in der Einheits-
zelle (Matthews, 1968)

Nau: Anzahl der Monomere in der asymmetrischen Einheit

d: Auflésung

Die Proteinkonzentration betrug 8 mg/ml (Nativ I) bzw. 10 mg/ml (Nativ II). In beiden

Bedingungen wurde das Protein mit 10 uM SAM (Endkonzentration) pra-inkubiert (30 min).

Abb. 4.36

1° Rotationsaufnahme eines TSA Kristalls (Nativ I) bei Raumtemperatur auf
der Drehanode. Der Kristall zu Plattenabstand betrdgt d=260 mm und die
Wellenldnge 2=1,5418 nm (entspricht einer maximalen Auflésung am

Plattenrand von 3,0 A). 68
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Tab. 4.7 Datensammlung der TSA

Datensatz Auf- Anzahl der Reflexe Rierge (%) Vollstandigkeit
l6sung (A) beobachtet unabhangig gesamt letzte Schale
Nativ I 3,3 88509 12608 13,7 90,1 80,4
Nativ 11 3,5 116868 14205 14,2 98,6 97,3

Die letzte Auflésungsschale fiir Nativ I Kristalle war 3,4 — 3,3 A und fur Nativ 11 3,6 — 3,5 A
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4.3 Threonin Synthase aus Thermotoga maritima

4.3.1 Klonierung

TS aus Thermotoga maritima konnte nach der vollstandigen Sequenzierung des Organismus
(Nelson et al., 1999) bearbeitet werden, indem die Sequenz der Thermotoga maritima
(http://www.tigr.org/tigr-scripts/ CMR/report.spl?db=btm&orf=TM0546) nach Homo-logien zur
TS aus Bazillus mit Hilfe des Programmpackets GCG (1997) durchsucht wurde. Der

identifizierte Abschnitt wurde zum Primerdesign fir die PCR verwendet. Die PCR auf
T.maritima DNA (erhalten von Jens Kaiser) ergab ein Gen, dal’ einem pET22b(+) Vektor

einkloniert, daf® entsprechende Protein exprimierte.

4.3.2 Expression und Reinigung

Die Expression der TS aus Thermotoga maritima wurde wie in den Abschnitten 3.2.1.4 und
3.2.1.5 beschrieben in einer 10 L E.coli Kultur mit einer Induktionszeit von 6 Stunden
durchgefihrt. Nach dem Zellaufschluf® und einer Hitzedenaturierung (90°C fir 30 Minuten)
schlossen sich die in Abb. 4.37 bis 4.39 gezeigten chromatographischen Reinigungsschritte
an. Das erzielte Reinheitgrad ist auf einem Gel in Abb. 4.40 dokumentiert und die Ausbeute
in Tab. 4.8.

Absorption Absorption

0.6 04 M (NH,),SO, 0,12 1,0 M (NH),80

| /\ B

0,2 \j 0,04 777J/ ‘\ -

N\
AN

0 M (NH,),SO, 0M (NH,),SO,
" 150 300 Retentionszeit (min) 60 180 'Retentionszeit (min)
Abb. 4.37 DEAE-Sé&ule Abb. 4.38 Phenyl-Sepharose-Séule
Absorption
0,067
0,021
75‘) ‘ 22‘5 Retentionszeit (min)

Abb. 4.39 Gelfiltrationssédule
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TSTM —

66 kDa

45 kDa

36 kDa

29 kDa
24 kDa

20 kDa

14 kDa

12 kDa

Abb. 4.40

Reinigungsgel der TSTM
Deutlich zu erkennen ist
das Fehlen jeglicher
Verunreinigung. Die hier
angewangte
Proteinpréparation fiihrte
zu einem besonders
sauberen Protein.

Tab. 4.8 Ausbeute der TSTM Reinigung

Vmi] Co[mg/ml) mp[mg]
Rohextrakt 160 6,4 1023
Hitzedenaturierung 160 0,75 120
DEAE 110 0,3 35
Phenyl-Sepharose 40 0,4 16
Gelfiltration 20 0,35 7
4.3.3 Charakterisierung
4.3.3.1 UV/VIS-Spektrum
1-0_ 278 nm o 413 nm
A/ ' Das gereinigte Protein zeigte
0.8} [ 0121 318 nm
/ \ { neben der Absorption bei 278
5 0.6 /‘/ “\ ' nm auch Maxima bei 318 nm
204" 413 und 413 nm, das Verhaltnis der
o} |
< o2l \ /318”m,/< Absorptionen  Agg/Asz  lag
0.0 L’\'x// N o zwischen 4,5 und 5.0.
300 400 500 600

Wellenlange (nm)
Abb. 4.41 UV/VIS-Spektrum der TSTM

4.3.3.2 Molekularmassenbestimmung

Das SmartSystems von Pharmacia mit der geeichten Superose12 bzw. Superdex75 Saule

zeigte den hohen Reinheitsgrad des Enzyms (Abb. 4.42) und lieferte mit der grof3en

Retentionszeit einen deutlichen Hinweis darauf, dal® auch die TS aus T.maritima wie das
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Hefe-Enzym in Ldsung als Monomer vorliegt. Die experimentell bestimmte Masse betrug

34,4 kDa (Abb. 4.43).

28,02 min

04}
0.3+ ———280 nm

IS ———330nm

S 0.2} 420 nm

[e]

8

< 0.1 /\
0.0

0 10 20 30 40
Retentionszeit (min)

Abb. 4.42 Smart-Chromatogramm der
TSTM auf einer Superdex75

Die Massenbestimmung mittels SDS-PAGE
ergab eine Masse von 38,0 kDa, die sehr
gut mit dem berechneten Wert von 37,7
kDa Ubereinstimmt (Abb. 4.44). Das MALDI-
MS ergab ein Gewicht von 37764 Da und
der Edman-Abbau lieferte die korrekte N-
terminale Sequenz (zehn Aminosauren) der
TSTM.

4.3.3.3 Isoelektrischer Punkt

lin. Regression I

TSTM

03 04 05 06 07
WAAYYAA

Abb. 4.43 Massenbestimmung TSTM

mit Smart
1) 200 kDa 2) 150 kDa 3) 66 kDa
4) 45kDa5) 29 kDa

M

48] .) ‘ lin. Regression |
— [
§ 46 N
£ ]
o / 3 4
o -

4.4 TST™M .

5

00 01 02 03 04 05
R

f

Abb. 4.44 Massenbestimmung der TSTM mit

SDS-PAGE

1) 66 kDa 2) 45 kDa 3) 36 kDa
4) 29 kDa 5) 24 kDa

Der Bestimmung des isoelektrischen Punktes mit dem PhastSystem ergab einen pl von etwa

4,6 (berechnet 6,48).

Abb. 4.45 |soelektrische Fokussierung der TSTM

8,65/8,15
9,3 8,45

735 6,55 52 3,75

6,85|5,85 | 4,55 3,5
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4.3.4 Sequenzanalyse

Die TS aus Thermotoga maritima besteht aus 348 Aminosauren und zahlt nach dem

Sequenzaligment (Abb. 4.11) zur Unterfamilie 1. Von allen in dieser Arbeit untersuchten

Threonin Synthasen ist das Enzym aus T.maritima am kirzesten. Hervorzuheben ist nicht

nur das Fehlen des verlangerten N-Terminus, sondern, dall die TSTM zusammen mit den

Bacillus Enzymen den kirzesten N-terminalen Abschnitt aller Threonin Synthasen Gberhaupt

aufweist.

4.3.5 Kristallisation

Die Kristalle der TSTM wurden mit der Dampfdiffusionsmethode bei 20°C geziichtet. Zwei

Bedingungen aus den verwendeten Testreihe fuhrten zu kleinen, z.T. verwachsenen

Abb. 4.46
Nativ II Kristall der TSTM, aufgenom-
men unter polarisierendem Licht

Kristallen und muB}ten weiter optimiert werden,
eine Ubersicht zu den optimierten Bedingungen
gibt Tab. 4.9. Die erste Bedingung (Nativ I)
ergab nach ca. 4 Tagen verwachsene
Kristallplatten deren Bruchstlicke z.T.
vermessen werden konnten. Die Lebensdauer
dieser Kristalle war allerdings begrenzt, sie
betrug nur wenige Tage, bevor sie sich wieder
verflissigten. In der zweiten Bedingung (Nativ
IT) hingegen wuchsen nach ca. 3 - 4 Wochen
stabile, quadratisch-bipyramidale Kristalle mit
den Abmessungen von ca. 50 x 50 x 50 ym?,
die sich nur am Synchrotron mit einer Aufldsung

von 3 A vermessen lieRen, da ihre Streukraft

auf der Drehanode zu gering war. Als Cryopuffer diente der Kristallisationspuffer mit einem
Zusatz von 12 % Peg 400.

Tab. 4.9 Zellparameter und Kristallisationsbedingungen der TSTM

Protein Raum- Zelle (A) Vi N, d  Kristallisationsbedingung
gruppe (A%Da) (A)
Nativ I P1  a=60,83 3,68 4 3,4 100 mM Mes/Tris pH 8,5
b=101,18 3,8 M (NH,4),SO, (auf pH 8 eingestellt)
c=189,40 RT
a=83,54 Additiv:
p=85,73 100% PEG 200
v=73, 68
4ul > 3l o 0,5l

Protein : Reservoir : Additiv (CrysChem)
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Fortsetzung Tab. 4.9

Protein Raum- Zelle (A) V Na, d Kristallisationsbedingung

gruppe (A%Da) (A)

Nativil 1222 a=124,91 2,28 4 3,0 100 mM Citrat pH 5,5
b=124,37 14 % PEG 8000
c=176,74
o=B=y=90° RT

3yl 1,54l
Protein : Reservoir (CrysChem)

Vm: Matthews Koeffizient, Verhaltnis aus Volumen und Gewicht des Proteins in der Einheits-
zelle (Matthews, 1968)

Nau: Anzahl der Monomere in der asymmetrischen Einheit
d: Auflésung

Die Proteinkonzentration betrug bei beiden Bedingungen 6 mg/mi

Abb. 4.47

0,5° Rotationsaufnahme eines TSTM Kristalls (Nativ II) bei 100K am
Synchrotron. Der Kristall zu Plattenabstand betrdgt d= 165 mm und die

Wellenlénge A=1.099987 nm (entspricht einer maximalen Auflésung am
Plattenrand von 3,0 A)

74



Ergebnisse

Tab. 4.10 Datensammlung TSTM

Datensatz Auf- Anzahl der Reflexe Rierge (%) Vollstandigkeit
l6sung (A) beobachtet unabhéngig gesamt letzte Schale
Nativ 11 3,0 226342 27325 7,8 99,6 99,5

Die letzte Auflésungsschale war 3,11 — 3,0 A
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5 Disskussion

Eine umfassende biochemische Charakterisierung und die sich daran anschliellende
Kristallisation erfordert i.d.R. eine groRe Menge des Zielproteins, die haufig nicht durch eine
native Aufreinigung bereitgestellt werden kann. In dieser Arbeit wurde daher der Ansatz Gber
die rekombinante Expression der Zielmolekile in E.coli gewahlt, der es ermdglichte, alle drei
bearbeiteten Threonin Synthasen in ausreichender Menge und hoher Reinheit

bereitzustellen.

5.1 Threonin Synthase aus Saccharomyces cerevisiae

5.1.1 Expression und Reinigung der TSH

Die Firma Agrevo stellte einen Klon zur Verfigung, der das TSH-Gen in einem pDR 540
Vektor enthielt und in E.coli JM103 Zellen transformiert war. In dieser Kombination wurde
TSH jedoch zusammen mit Tryptophanase und Galaktokinase, beides E.coli Enzyme,
koexprimiert. Fur eine selektivere Expression der TSH im Hinblick auf die Verwendung von
Selenomethionin wurde das TSH-Gen daher in einen pET22(+)-Vektor umkloniert und in
E.coli BL21(DE3) Zellen transformiert. Diese MalRnahme flihrte zu einer starken Reduktion
der Koexpression und der Klon enthielt als einziges stark uberexprimiertes Protein nur noch
die Threonin Synthase der Hefe. Die Ausbeute an hochreinem Protein war ausreichend
grol3, um intensiv nach geeigneten Kristallisationsbedingungen suchen zu kénnen.

In dieser Arbeit ist Threonin Synthase aus Hefe zum erstenmal Uberhaupt gereinigt worden.
Das etablierte Reinigungsschema ist mit den kommerziell erhaltlichen Saulenmaterialien
leicht nachzuarbeiten. Die Besonderheit der Reinigung ist die ,negative® Verwendung der
DEAE-Saule, bei der TSH im Durchlauf enthalten ist. Dies hat einerseits einen groflien
Aufreinigungseffekt, da viele verunreinigende Proteine an der Saule gebunden werden und
fuhrt andererseits zu einer erheblich verkirzten Nutzungsdauer der Saule, so daflt schon am
ersten Tag einer Reinigung nach dem Zellaufschlu® die DEAE- und die Phenylsepharose -
Saule eingesetzt werden kann. Die Reinigung des Enzyms ist so innerhalb von drei bis vier
Tagen mdglich. Die Kontrolle der Anreicherung wurde mit SDS-PAGE durchgeflihrt, ein
strenges Poolen der Fraktionen, bei dem nur auf deren Reinheit geachtet wurde, ergab
dennoch stets eine ausreichende Menge Protein.

Die Expression und Reinigung des mit Selenomethionin dotierten Proteins wurde nach
denselben Protokollen durchgefiihrt wie beim nativen Material. Das Wachstum der Zellen auf
dem Minimalmeduim war jedoch gegenuber dem im LB-Medium deutlich verlangsamt, was
zu einer stark verlangerten Wachstumsphase fiihrte (statt 4-5 Std. nun ca. 24 Std.), bis eine

ODggo von ca. 0,7 erreicht war. Die Induktionszeit blieb mit ca. 4 Std. unverandert. Beide
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Faktoren, das verlangsamte Wachstum im Minimal Medium bei unveranderter Induktionszeit,
sind wahrscheinlich die Ursache fir die erheblich geringere Ausbeute von nur rund einem

Drittel des nativen Materials.

5.1.2 Kristallisation und Verfeinerung der TSH-Struktur

Ein besonderes Problem der Strukturbestimmung von Threonin Synthase aus Hefe war das
Kristallisationsverhalten. Alle Versuche, die Kristallisation dahingehend zu beeinflussen, daf®
aus einem identischen Set von 24 Tropfen nicht nur in ein oder zwei Ansatzen und
manchmal sogar in keinem einzigen, brauchbare Einkristalle wuchsen, schlugen fehl. Es
konnte kein Additiv identifiziert werden, dafl® einen wesentlichen Erfolg brachte, Mikro- wie
Makroseeding waren ebenso erfolglos wie die Suche mit eigenen Testreihen, so dal} eine
intensive Derivatsuche fir die MIR-Methode nicht moéglich war. Erst der Ansatz mit einer
MAD-Messung an Selenomethionin  dotietem Protein fihrte zur erfolgreichen
Strukturaufklarung.

Der am Synchrotron vermessene Kristall war mit einer GréRe von ca. 50 x 40 x 15 pm® nur
der Splitter eines gréleren Kristalls, der aber selbst nur eine unzureichende Streukraft
besall. Trotzdem konnten an der Beamline drei vollstandige Datensatze mit einer Auflésung
von 2,7 A vermessen werden, mit denen die Identifizierung der Selenlagen auf Anhieb
gelang. Ein zuvor ebenfalls am Synchrotron vermessener Kristall des SeMet-Proteins streute
zwar bis zu einer Auflésung von 2,15 A, jedoch gelang es wegen der sehr hohe Mosaizitét
von >1,5° nicht, die Selenlagen zu identifizieren. Diese Aufnahmen wurden auf einem CCD-
Detektor mit 0,3° Winkelinkrementen aufgenommen. Auch in einem spateren Stadium der
Strukturlésung konnten diese hochaufgeldsten Daten nicht verwendet werden. Zwar lie3en
sie sich noch mit dem Programm AmoRe (Navarza, 1994) an die Daten mit 2,7 A Auflésung
anpassen, das resultierende Modell konnte jedoch nicht weiter als bis zu einem R-Faktor von
ca. 28 verfeinern werden. Daher wurden diese Daten, obwohl sie besser aufgelost waren,
nicht weiter verwendet.

Das Modell der TSH konnte bis zu einem R-Faktor von 21,7% verfeinert werden bei einem
Ree vOn 25,2%. Einige Bereiche der Struktur sind jedoch nicht bestimmbar gewesen. So
fehlen die Reste 146-151, 228-233 sowie 513-514. Die ersten beiden Abschnitte sind Loops,
die Helices oder B-Faltblatter miteinander verbinden, der dritte Abschnitt sind die beiden C-
terminalen Aminosauren. Betrachtet man die Region, in der diese Reste liegen, wird schnell
klar, warum sie schlecht definiert sind: Sie liegen alle in einer flexiblen Region, die in hohem
Malle dem Solvenz ausgesetzt ist. Es ist daher nicht verwunderlich, daf? diese Loops selbst
in gefrorenem Zustand nicht sichtbar sind, da ihre verschiedenen Konformationen statistisch
Uber den gesamten Kristall verteilt sind und sich dadurch herausmitteln. Es ist jedoch

anzumerken, dafl} alle drei Abschnitte keine katalytisch wichtigen Reste beinhalten, so daf
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auch die Kenntnis ihrer genauen Position keine neuen Einsichten in die TSH Struktur bieten

wirde.

5.1.3 Vergleich der TSH mit verwandten Strukturen

Mit Hilfe des DALI Programms (http://www.ebi.ac.uk/dali/) wurde die Struktur der Threonin
Synthase aus Hefe mit allen anderen in der Protein Data Bank (Bermann et al., 2000;
http://www.rcsb.org/pdb/) hinterlegten Strukturen verglichen. Wie erwartet, wurden die
héchsten Ubereinstimmungen mit den drei bisher bekannten Strukturen des Faltungstyp 11
gefunden, obwohl sie eine nur sehr niedrige Sequenzhomologie aufweisen. Im einzelnen
ergaben sich z-scores von 27,4 fir die Threonin Deaminase (TD), 27,0 fir die o-Acetyl-
Sulfhydrylase (OASS) und 22,3 fur die B-Einheit von Tryptophan Synthase (TRPSp). Die
Superposition dieser Enzyme mit TSH im Programm O (Jones & Kjelgaard, 1991) ergab eine
rms-Abweichung von 2,1 A mit 251 Ca-Atomen fiir TD, 2,05 A mit 245 Co-Atomen fiir OASS
und 2,05 A mit 233 Co-Atomen fir TRPSP. Fir einen detailierten Strukturvergleich wurde
das Monomer von TD gewahlt, da sie groRte strukturelle Homologie zur TSH aufweist,
obwohl TD nativ als Homotetramer vorliegt.

Grole Teile der inneren Struktur der TSH wie die Helices o5 bis o 11 und a15 bis a17, die
B-Faltblatter Bc bis Bk sowie Pm und PBn, die zentrale Elemente der Doméanen B und C
darstellen, sind in den beiden Strukturen konserviert und rechtfertigen somit auch die

Zuordnung der Threonin Synthase zum Faltungstyp 11 (Abb. 5.1).
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Abb. 5.1
Superposition der TSH ( orange) mit dem Tetramer der Threonin Deaminase (lila). Die
Kofaktoren sind in gelb bzw. griin eingezeichnet. Das Tetramer der TD ist blau. Die drei
sich stark unterscheidenden Regionen sind (rot markiert): I Aminoséuren 1-20, II o13,
o14, Bl, 11l o18-20, Bo
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In TSH finden sich jedoch noch weitere Sekundarstrukturen, auf die naher eingegangen

werden mul3.

Abb. 5.2
Stereodarstellung der TSH als Ribbon-Plot. Die ,Extra-Sekundarstrukturen® sind in rot
hervorgehoben. Die Orientierung des Molekdils ist die gleiche wie in Abb. 5.1.

Am C-terminalen Ende der TSH befinden sich die Helices 018, a19 und o020 sowie der B-
Strang po. Diese “zusatzlichen” Sekundarstrukturelemente liegen genau da, wo in der TD die
Monomer-Monomer-Kontakte erfolgen. Die Reste 12 bis 20 mit dem Strang Ba sowie die
Aminosauren 346 bis 384 mit den Helices a13 und 14 und dem Strang Bl schirmen in der
TSH die Flache ab, an der in der TD die Dimer-Dimer-Kontakte erfolgen. AulRerdem ist die
Helix a5 und der sich anschlieRende Loop in der TSH, die mit der Helix o3 in TD
korrespondiert, im Hefeenzym 13 Aminosauren langer. Diese im TSH-TD Vergleich
gemachten Aussagen lassen sich auch auf die anderen beiden Faltungstyp II Enzyme
Ubertragen. So laRt sich insgesamt feststellen, dal® genau in den Bereichen, in denen die
Dimerisierung bei der OASS und der TRPSP bzw. die Tetramerisierung bei der TD erfolgen,
bei der Threonin Synthase aus Hefe "Extra-Sekundarstrukturen” diese Oligomerisierung
verhindern und so TSH stets als monomeres Enzym vorkommt. Besonders bemerkenswert
ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dal3 die genannten ,Extra-Strukturen® in der
Unterfamilie 2 der Threonin Synthase hoch konserviert sind. Nur bei drei Vertretern (E.coli,
H.influenzae und S.marcescens) fehlt die a13-Bl-a14 Sequenz. Gallallagher und Mitarbeiter
haben nach der Analyse der Threonin Deaminase (1998) vermutet, dal3 alle Enzyme des
Faltungstyp 1II Uber eine identische Architektur des Aktivzentrum verfligen und
moglicherweise auch eine ahnliche Quartarstruktur aufweisen. Mit der vorliegenden Arbeit ist
jedoch eindeutig geklart, dal® es auf keinen Fall eine gemeinsame Quartarstruktur aller
Faltungstyp II Enzyme gibt. Statt dessen ist die Struktur der TSH das erste strukturell
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charakterisierte Monomer aller PLP-Enzyme, also samtlicher bekannter Faltungstypen
Uberhaupt.

Alle drei bislang charakterisierten Faltungstyp II Enzyme enthalten eine regulative Doméane
(TD und OASS) bzw. eine zusatzliche Syntheseeinheit (TRPS) die in der Literatur
hinreichend beschrieben sind (Gallallagher et al., 1998; Burkhard et al., 1998; Hyde et al.,
1988). Es gibt jedoch keine Hinweise auf eine regulatorische Einheit bei der TSH. Weder ist
sie jemals in der Literatur beschrieben worden, noch findet sich irgendein Hinweis in der
Struktur selbst. Die Threonin Synthese wird bei Bakterien statt dessen via Feedback-
Inhibierung der o-Homoserinkinase durch Threonin gesteuert (Thete et al., 1974, Burr et
al.,1976). Dieser Umstand erklart, warum Threonin Synthase keine regulatorische Domane
braucht und auch, warum die Threonin Synthese mit einer monomeren, nicht regulierten
TSH keinerlei Effektivitatsverlust erleiden mul3.

Im Gegensatz zum Hefe-Enzym ist bei der TS der Arabidopsis thaliana sehr wohl eine
regulative Einheit vorhanden. Neuere Arbeiten Uber die allosterische Aktivierung des
A.thaliana Enzyms durch SAM (Curien et al., 1998; Laber et al., 1999) belegen, dal} der
stark verlangerte N-Terminus des Pflanzenenzyms (Abb. 4.11) fir diese Aktivierbarkeit
verantwortlich ist. Die Autoren nahmen an, daf3 der N-Terminus zumindest mitverantwortlich
dafur ist, das die TSA als Dimer und nicht, wie TSH, als Monomer vorliegt. Ein detailierter
Strukturvergleich der kurzlich mit Hilfe der MAD-Methode aufgeklarten Struktur der TSA
(Thomazeau et al., 2001) ist an dieser Stelle noch nicht méglich, da dessen Koordinaten
noch nicht verfligbar sind. Die TSA Struktur ist jedoch ohne den Kofaktor gelést worden, so
daf Teile des Aktivzentrums ungeordnet sind. Auch ist der allosterische Aktivator SAM in der
Struktur nicht vorhanden. Ein strukturbasierter Sequenzvergleich von TSH mit den
vorhergesagten Strukturelementen der TSA liefert jedoch mdogliche Erklarungen fir die
allosterische Aktivierbarkeit des Arabidopsis-Enzyms. Demnach weist die N-terminale
Doméane der TSA eine komplett andere Faltung als die der TSH auf. Auch fehlen die
Strukturelemente 13, Bl und a14 der TSH im Pflanzenenzym vollstdndig. Beide Regionen
bestimmen jedoch entscheidend den Oligomerisierungsgrad im Hefeenzym und
wahrscheinlich formen diese beiden Regionen die Dimerisierungsflache der TSA und sind in
die allosterische Aktivierung durch SAM involviert. In der TSA Struktur ist auch eine
potentielle SAM-Bindestelle beschrieben. Solche Struturmotive sind bei Methyltransferasen
wohlbekannt, von denen uber 130 Strukturen in der pdb hinterlegt sind. Typisch fur diese
Regionen sind ein ofa-Segment mit einer hochkonservierten Aminosauresequenz (Cheng et
al., 1993). Im Hefeenzym ist jedoch dieses Strukturmotiv nicht erkennbar, in der TSA
Struktur jedoch identifizierten die Autoren eine mdgliche SAM-Bindestelle auf dem N-

Terminus.

80



Diskussion

Vergleich der Aktivzentren
Der Vergleich des Aktivzentrums der TSH mit den Ubrigen, strukturell charakterisierten
Faltungstyp II Enzymen zeigt sowohl Gemeinsamkeiten der vier Enzyme als auch

substantielle Unterschiede.

g::));arsp'gsition der Reaktionszentren von TSH (Atome verschiedenfarbig dargestellt) und
TD (orange).

In allen vier Strukturen ist der Kofaktor mit der re—Seite zum Solvenz hin orientiert. Das von
Lys124 gebildete interne Aldimin der TSH findet seine Entsprechung in Lys62 bei der TD,
Lys41 bei der OASS und Lys87 bei TRPSP. In allen vier Strukturen stabilisiert eine
glycinreiche Region die 5-Phosphat Gruppe des Kofaktors. So wird in TSH das Phosphat
von den Resten Gly277, Asn278, Gly280 und Asp281 verankert, in TD von einem Polyglycin-
Loop, in OASS von einer Gly-Thr-Gly-Thr Sequenz und in TRSPJ schlief3lich von Gly-Gly-
Gly-Ser.

In vielen PLP-Enzymen, insbesondere in denen der o- und <y-Familie, bildet der
Pyridinstickstoff des Kofaktors mit einem Asp eine Wasserstoffbrickenbindung (vgl.
Abschnitt 2.2). Bei den Enzymen des Faltungstyp II tGbernimmt jedoch ein Serin (Ser315 in
TD, Ser272 in OASS und Ser377 in TRPSP) diese Aufgabe. In der TSH hingegen tritt eine
weitere Abweichung auf. Hier wechselwirkt Thr449 mit dem Pyridinstickstoff, wobei die Lage
der Hydroxylgruppen von Ser bzw. Thr jedoch weitgehend identisch ist. Das Thr ist auch in
allen 30 untersuchten Threonin Synthase Sequenzen konserviert und somit kann diese
Konformation als typisch fir die TS angesehen werden. Auch bei der Stabilisierung der C3-
Hydroxylgruppe des PLP gibt es Abweichungen innerhalb der Faltungstyp I Familie. In der
TSH wechselwirkt Asp163 mit der C3-Hydroxylgruppe, wohingegen in TD und auch OASS
ein Asn diese Aufgabe Ubernimmt. In TRPSP schlielich bildet ein Glu die
Wasserstoffbriickenbindung zur C3-Hydroxylgruppe.
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Eine weitere Gemeinsamkeit der TSH mit den anderen drei Faltungstyp II Enzymen ist das
Fehlen jeglicher Wechselwirkung des Pyridinrings des PLP mit den benachbarten Resten in
der unmittelbaren Umgebung. Insbesondere gibt es keine Wechselwirkung mit den
angrenzenden Ringsystemen. Zusammen mit der Wechselwirkung des positiv geladenen
Pyridinstickstoffs mit Thr (TSH) bzw. Ser (TD, OASS, TRPS) reduziert diese Konstruktion in
den Faltungstyp II Enzymen die Aufnahmefahigkeit des Pyridinrings fur zusatzliche

Ladungen und wirkt der Fahigkeit des Kofaktors als Elektronensenke zu agieren entgegen.

Abb. 5.4
Ovberflachendarstellung der aktiven Tasche der TSH mit elektrostatischem Potential.
Das atomare Modell der TD ist in griin eingezeichnet.

Ein besonders deutlicher Unterschied der Architektur der Enzyme ist an der Konstruktion der
aktiven Tasche zu erkennen und hangt mit der Substratbindung zusammen. Der Vergleich
der TSA mit der TD bietet dabei auch ein sehr schénes Beispiel dafiir, wie beide Enzyme
das sterische und elektrostatische Design ihrer Aktivzentren zur spezifischen
Substratselektion nutzen, die in Grof3e und Ladung stark differieren. Der Eingang zur Aktiven
Tasche der TD ist durch verschiedene Interdomanen-Wechselwirkungen, z.B. einer
Salzbriicke zwischen Lys117 und Glu240, viel kleiner als bei der TSH. Auflerdem wird der
Zugang zur aktiven Tasche der TD durch eine Mischung von sauren und basischen Reste
gebildet, wohingegen der zur TSA hauptsachlich aus basischen Resten (Lys 222, Lys 228,
Lys233, Arg246, Arg319, Lys371) und den Amidgruppen der Hauptkette besteht, die eine
positive Oberflachenladung erzeugen und so das Substrat o-Homoserinphosphat férmlich
zur aktiven Tasche hinfUuhren. Besonders bemerkenswert ist dabei, dal dort, wo die
Phosphatbindetasche der TSH liegt, in der TD ein Loop mit den Resten 153-158 diesen Platz
blockiert. Es ist daher anzunehmen, dal} die Substrat und Reaktionsspezifititen der Enzyme
des Faltungstyps II durch strukturelle Unterschiede ihrer Substratbindestelle bestimmt

werden, da die Anordnung der katalytisch wichtigen Reste sehr ahnlich ist.
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5.1.4 Vorschlag eines Reaktionsmechanismus fiir TSH

atomarer Basis im einzelnen bewerkstelligt wird.
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Abb. 5.5

Vorschlag eines Reaktionsmechanismus fiir die Threonin Synthase aus
Hefe, basierend auf der verfeinerten Struktur und der Energie-
minimierung des Enzym/Substrat-Komplexes mit o-Homoserinphosphat.

Der Reaktionmechanismus der Threonin Synthase ist in der Literatur intensiv diskutiert

worden (vgl. Abschnitt 2.4.3), jedoch fehlte bislang das Verstandnis, wie die Reaktion auf
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In dieser Arbeit konnte durch die Aufklarung der Struktur der Threonin Synthase aus Hefe
und der Energieminimierung des Enzym/Substrat-Komplex mit o-Homoserinphosphat
erstmals ein detaillierter Reaktions-mechanismus fir die TS aufgestellt werden (Abb. 5.5).
Um die Transaldimierung starten zu kénnen, mufl die Aminogruppe des Substrats
deprotoniert sein, was auf verschiedenen Wegen erreichbar ist. Das Substrat kénnte durch
ein deprotoniertes internes Aldimin aktiviert werden wie bei der Aminotransferase (Kirsch et
al., 1984) oder durch eine zusétzliche Base in der aktiven Tasche wie bei verschiedenen
Transsulfuration Enzymen (Clausen et al., 1996). Eine weitere Moglichkeit ist die Annahme
eines Gleichgewichts zwischen protonierter und deprotonierter Form des Substrats (Hayashi
& Kagamiyama, 1997). Da die ersten beiden Madglichkeiten ausscheiden, ist die
letztgenannte die einzig mdgliche. Nach der Bildung des externen Aldimins (II) wird der Co.
Wasserstoff von dem PLP bindenden Lys124 abstrahiert und die C4‘ Position des PLP-Rings
protoniert (IIT). Die sich anschlieBende Abstraktion des Cp Wasserstoffatoms (IV) sowie die
Eliminierung der Phosphatgruppe (V) flhrt zu einem B,y ungesattigten Ketimin (VI). Durch
Deprotonierung von C4‘ und dem Protonentransfer auf Cy (VII) wird nach der Addition von
Wasser durch Retention der Konfiguration Threonin gebildet. Auffallig am hier vorgestellten
Mechanismus ist, das keine quinoiden Formen weiter reagieren, sondern nur die
Intermediate, bei denen die Resonanzenergie des Pyridinrings vollstandig erhalten ist.

Es liegt eine Fulle unterschiedlicher Daten vor, sowohl struktureller, sequenzieler wie
spektroskopischer Art, die den hier vorgeschlagenen Mechanismus stiitzen. Alle relevanten
Positionen, Ca, CB und Cy, kénnen von Lys124, das im Mechanismus gezeigt ist, durch
geeignete Rotation der Torsionwinkel Chi2, Chi3 und Chi4 erreichen werden. In der aktiven
Tasche der TSH finden sich zudem keine anderen geeigneten Aminosauren, die sterisch in
der Lage waren, eine der angegebenen Positionen zu erreichen und die notwendigen
Reaktionsschritte auch auszuflhren. In detaillierten Untersuchungen mit TS aus E.coli
(Laber et al., 1994a), das zur selben Unterfamilie wie das Hefe-Enzym gehdért und eine hohe
Sequenzhomologie zu diesem aufweist, konnten keine Absorptionen um 500 nm oder hdher
bei der Reaktion mit o-Homoserinphosphat detektiert werden. Dieser Umstand impliziert, da®
wahrend der Reaktion keine hochkonjugierte, quinoidale Form prasent ist, die in genau
diesen Bereichen absorbieren wirde. Die protonierte Schiff-Base, dessen typische
Absorbtion bei ca. 420 nm liegt, ergibt sich ebenfalls aus dem UV/VIS-Spektrum da TSH bei
422 nm ein Aborbtionsmaximum aufweist. Die in die Phosphatbindung des Substrats
involvierten Reste sind in der gesamten Unterfamilie 2 ausnahmslos konserviert und zu
einem sehr hohen Male auch in der Unterfamilie 1. So ist z.B. Thr164 der TSH in 28 von 30
untersuchten Sequenzen vorhanden und Asn240, Ser241, Arg246 und Asn278 jeweils in 27
von 30 Enzymen. Sie bilden also wahrscheinlich ein in der TS Familie konserviertes

Phophatbindemotiv.
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Das Fehlen der quinoiden Intermediate im Mechanismus kann zudem durch die spezielle
Anordnung der Aminosauren in der aktiven Tasche erklart werden. In den meisten strukturell
charakterisierten PLP-Enzymen bildet der Stickstoff des Pyridinrings eine Wasserstoffbriicke
zu einem Asp (John, 1996) und ein aromatisches Ringsystem befindet sich etwa parallel zur
PLP-Ringebene. Durch diese Anordnung wird die Eigenschaft des PLP, als Elektronensenke
fungieren zu kénnen (vgl. 2.1), noch verstarkt, indem Asp die positive Ladung des Stickstoff
stabilisiert und Elektronendichte in das parallel liegende Aromatensystem transferiert wird.
Der Kofaktor kann so die quinoiden Intermediate besonders effektiv stabilisieren. In TSH
isteine vollig andere Organisation des aktiven Zentrums vorhanden: Statt von einem Asp
stabilisiert zu werden, bildet der Pyridinstickstoff eine Wasserstoffbricke mit dem
ungeladenen Thr449, zusatzliche Elektronendichte im Pyridinring kann somit nicht stabilisiert
werden. Der im Aktivzentrum gefundene Phenylrest steht nicht parallel, sondern nahezu
senkrecht zur PLP-Ringebene und kann somit auch keine zusatzliche Ladung stabilisieren
helfen. In der Energieminimierung wurde zudem keine signifikante Drehung der beiden
Ringebenen zueinander beobachtet und so kann durch die Anordnung der Aminosauren in
der aktiven Tasche insgesamt keine besondere Stabilisierung moglicher quinoider Formen
erfolgen, die somit auch keine wichtige Rolle wahrend der Reaktion spielen kdnnen.

Eine weitere Besonderheitl der TSH Struktur kann im Vergleich mit OASS und TRPS, den
anderen zwei mechanistisch untersuchten Faltungstyp II Molekilen, erklart werden. Im
Gegensatz zu TSH, die ein B,y Replacement katalysiert, fihren OASS und TRPS nur eine
Reaktion am CB aus, deren mechanistische Details aufgrund struktureller und
spektroskopischer Daten erklart werden konnten. Beiden gemeinsam ist als wichtigstes
Merkmal eine Domanenverschiebung wahrend der Katalyse. In der o-Acetylserin
Sulfhydrylase  werden durch die Bildung des externen Aldimins gréRere
Konformationsanderungen induziert (Burkhard et al., 1999). Der Kofaktor dreht sich um ca.
13° und bewegt dabei die Schiff-Base in Richtung Eingang der aktiven Tasche. Die
Domanenverschiebung beinhaltet v.a. die B-Strange 4 und 5 sowie die o-Helices 3 und 4 der
OASS und bringt den sogenannten ,Asparagin-Loop“ mit den Aminosauren Pro67-Thr68-
Asn69-Gly70 in die Nahe der Carboxylgruppe des Substrats und bildet gleichzeitig mehrere
neue Wasserstoffbriicken aus. Diese Doméanenverschiebung hat zwei wichtige Funktionen:
Zum einen geht das Enzym von einer offenen in eine geschlossene Konformation tber, so
daf nur noch kleine Molekdle Zutritt zur aktiven Tasche haben (namlich das fur die Reaktion
zusatzlich bendtigte Sulfidion), zum anderen wird das Substrat durch den ,Asparagin-Loop*
und die neu entstandenen Wasserstoffbriickenbindungen fixiert. Die Autoren nehmen an,
das die Reaktion Uber ein o-Aminoacrylat verlauft, gebildet in einer anti-Eliminierung, das

dann mit einem Sulfidion von der ,Vorderseite“ her weiter reagiert. Diese Aussagen basieren
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auf der Strukturanalyse einer Mutante, bei der das PLP-bindende Lys zu Ala mutiert wurde
und einem im Aktivzentrum gefundenen Met, dal} das Substrat imitiert (Rege et al., 1996).

In der Tryptophan Synthase liegt eine ahnlich Situation fir die B-Reaktion vor wie in der
OASS, die durch verschiedene Studien mit gebundenen Liganden (Rhee et al., 1997,
Schneider et al., 1998) oder auch mit monovalenten Kationen (Perracchi et al., 1995; Rhee
et al., 1996) belegt wurde. Auch in der B-Untereinheit der TRPS verlauft die Reaktion Gber
ein a-Aminoacrylat (Ro & Miles, 1999), aber im Gegensatz zu OASS bendétigt die Tryptophan
Synthase-Reaktion eine Saure/Base Gruppe flir die Protonierung der Hydroxyl-
Abgangsgruppe. Wie bereits erwahnt, findet auch bei der TRPS wahrend der -Reaktion
eine Domanenverschiebung statt. In diesem Fall bewegt sich die sogenannte ,mobile
Doméane*“ mit den Resten b93-189 (Rhee et al.,, 1997) bzw. COMM-Doméane mit b102-189
(Schneider et al., 1998), die gleichzeitig die Kontaktflache zwischen o~ und B-Untereinheit
der TRPS darstellt. AuBerdem dreht sich auch hier der PLP-Ring wahrend der Bildung des
o-Aminoacrylats, und zwar um 20°. Die Autoren nehmen an, da® die Domanenverschiebung
von der Carboxylgruppe des Substrats induziert wird, ahnlich wie auch in der OASS.

Die beobachteten Domanenverschiebungen in OASS und TRPS sind in den Model-
Experimenten mit TSH nicht aufgetreten. Eine mdgliche Erklarung fir die fehlende
Domanenverschiebung ist in der Struktur der TSH und der katalysierten Reaktion zu finden.
Der Kanal, der das Molekil durchzieht, wirkt wie ein Trichter, der das Substrat direkt in die
aktive Tasche leitet. Aufgrund der Ladung des o-Homoserinphophats mit zwei negativ
geladenen Seitenketten (Phosphat- und Carboxylgruppe) mul dieser Graben relativ breit
ausgelegt sein. Auflerdem weist er an der Substratbindestelle eine positive Ladung auf.
Wahrend der Reaktion wird, anders als z.B. bei der OASS kein zweites Substrat bendtigt,
sondern statt dessen ein geladenes Phosphation freigesetzt. Diese Tatsache, der relativ
groBe Kanal und die Freisetzung des Phosphats machen daher einen Open/Close-
Mechanismus wie bei OASS sehr unwahrscheinlich. Erschwerend kommt auf’erdem hinzu,
dal® die Domanenorganisation der TSH sehr kompakt ist, und die Interdoméanen-
Wechselwirkungen relativ stark, so dal} sie einer Verschiebung der Doméanen zusatzlich im
Weg stehen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf3, unter Berlicksichtigung der besonderen
Architektur des aktiven Zentrums, der Identifizierung einer Phosphatbindetasche, der
strukturellen Besonderheiten der TSH mit einem relatv grofien Kanal und einer kompakten
Domanenstruktur, die Reaktion nicht wie bei den verwandten Enzymen ablauft, sondern mit

hoher Wahrscheinlichkeit nach dem hier vorgestellten Schema.
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5.2 Threonin Synthase aus Arabidopsis thaliana

5.2.1 Expression, Reinigung und Charakterisierung der TSA

Das von der Agrevo AG zur Verfigung gestellte Konstrukt, indem das TSA Gen in einem
pET23(+) Vektor einkloniert war, liel3 sich leicht in E.coli BL21(DE3) Zellen transformieren
und flihrte auch zu einer sehr guten Uberexperession des Zielmolekiils, ohne daf gréRere
Mengen eines weiteren Proteins koexprimiert wurden.

Die Reinigung der TSA war jedoch im Vergleich zum Hefeenzym etwas aufwendiger. In
diesem Fall konnte keine Saule in negativer Weise benutzt werden und der Reinigungseffekt
der ersten Saule (DEAE-Sepharose) war deutlich schwacher als bei TSH. Aus diesem Grund
mufdte ein zusatzliches Materialien (Hydroxylapatit) eingesetzt werden. In einem ersten
Schritt wurde die TSA nach dem Zellaufschlul an die DEAE-Saule gebunden. Wahlweise
konnte nun bei langsamen Flufl3 GUber Nacht gewaschen oder mit hdheren Flufraten sofort
weitergearbeitet werden. Das so erhaltene Material zeigte keinerlei Unterschiede, weder
wahrend der folgenden Reinigung, noch bei der Kristallisation. Insgesamt lieferte die
Reinigung ein sehr sauberes Protein. Die Gelffiltration am Schluf3 trennte nur noch kleine,
nicht proteinhaltige Verunreinigungen ab. Das etablierte Reinigungsschema ist trotz der
Verwendung von insgesamt 5 Saulen noch leicht beherrsch- und durchfiihrbar und liefert in
Verbindung mit dem verwendeten Klon sehr gute Ausbeuten.

Die Charakterisierung der TSA ergab deutliche Hinweise darauf, da das Arabidopsis Enzym
nicht wie bei TSH in monomerer Form vorliegt, sondern statt dessen als Dimer aktiv ist.
Dieser Umstand ist auch unabhangig voneinander von zwei Arbeitsgruppen bestatigt worden
(Curien et al., 1998; Laber et al., 1999).

5.2.2 Kristallisation der TSA

Die Kristallisation der TSA war nicht ganz so schwierig wie die von TSH. Die relativ schnell
gefundene Bedingung mit Ammoniumsulfat als Prazipitanz liel3 sich gut reproduzieren, die
Kristallqualitdt war jedoch mit einer sehr hohen Mosaizitat nicht befriedigend. In einer
aufwendigen Suche nach besseren Kristallisationsbedindungen konnte erst durch die
Verwendung von PEGmonometnyiether2000, der in keinem Standardkristallisationskit enthalten ist,
eine Bedingung gefunden werden, die zu kleinen Kristalichen flhrte und nur durch
Microseeding verbessert werden konnte. Alle eingestellten Parameter sind auferst sensibel,
so fuhrt z.B. nur die Verwendung von 10 mM Tris/HCI bei pH 9,2 zum Erfolg, nicht aber ein
pH von 9,0 oder aber eine Konzentration von 50 mM des Puffers. Die Reproduzierbarkeit
und Qualitat der so erhaltenen Kristalle war ausreichend, um eine intensive Suche nach
Schwermetallderivaten zu beginnen. Es mulite jedoch festgestellt werden, dal® die Kristalle,

insbesondere bei Quecksilberverbindungen, dufderst empfindlich reagierten. So bildeten sich
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in kiirzester Zeit Risse, die auch nicht mehr zusammenwuchsen oder die Kristalle 16sten sich
ganz auf. Durch die Verwendung sehr niedriger Konzentrationen der Schwermetall-
verbindungen konnte zwar die Streukraft der Kristalle erhalten werden, jedoch lieR? sich so,
auch bei Soak-Zeiten von Teilweise Uiber 48 Std. kein Derivat detektieren. Auch der Versuch,
die Kristalle einzufrieren, um einen hochaufgeldsten Datensatz am Synchrotron messen zu
kénnen, scheiterte, da in verschiedensten Versuchsreihen kein Cryopufferpuffer gefunden
werden konnte, in dem die Kristalle ihre Steukraft nicht verloren und sich auch nicht
auflésten.

Auffallige Ubereinstimmung beider Kristallisationbedingungen war allerdings, daR das Enzym
nur bei 4°C kristallisiert werden konnte und, daf® in beiden Bedingungen eine relativ hohe
SAM-Konzentration von 10 mM vorhanden war. Im Gegensatz dazu war es nicht mdglich,
eine Kristallisationbedingung ohne den Zusatz von SAM zu identifizieren. Weder bei
Raumtemperatur noch bei 4°C kristallisierte TSA ohne den Zusatz von SAM. Eine mdgliche
Erklarung flr diesen Umstand ist, dal® der stark verlangerte N-Terminus, der ja
wahrscheinlich fir die Aktivierbarkeit durch SAM verantwortlich ist, durch die Zugabe von
SAM so geordnet wird, dal} er einer erfolgreichen Kristallisation nicht mehr im Wege steht.
Genaue Aussagen Uber diesen Punkt lieRen sich jedoch nur bei Kenntnis der TSA-Struktur
machen.

Der Versuch, tber Molecular Replacement (MR) mit Hilfe der TSH-Struktur das Arabidopsis-
Enzym l6sen zu kénnen, schlug fehl. Beide Kristallformen lieferten Lésungen, die nicht

interpretierbar waren bzw. so beliebig, dal® eine Strukturldsung nicht moglich war.

5.3 Threonin Synthase aus Thermotoga maritima

5.3.1 Klonierung, Expression, Reinigung und Charakterisierung der TSTM

Die Klonierung der TSTM war nach der ldentifizierung des entsprechenden Genabschnitts
nach Standardprotokollen mdglich und klappte zuverlassig. Die Wahl des ,Suchorganismus®
fiel aufgrund der Ahnlichkeiten bei vielen anderen Proteinen zwischen beiden Organismen
auf die Bazillus-Spezie.

Die Expression der TSTM war von allen bearbeiteten Threonin Synthasen am schwachsten.
Testexpressionen mit verschiedenen Vektorsystemen (pET, pLys, pUBS) zeigten aber keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der exprimierten Menge des Zielmolekils und so
wurde als einfachstes System der pET- Vektor ausgewahlt.

Die Thermotoga maritima ist ein thermophiler Organismus, der bei Temperaturen um 80°C
seine optimale Wachstumsbedingungen findet. Aus diesem Grund wurde nach dem
Aufschlul der Zellen eine Hitzedenaturierung durchgefiihrt, die einen Grofteil der E.coli

Proteine zerstoért, die TSTM jedoch unbeschadet lafdt. Trotzdem mufite eine DEAE und eine
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Phenylsepharose Saule verwendet werden, um eine hohe Reinheit erzielen zu kénnen. Die
abschlieRende Gelfiltration diente v.a. zum Umpuffern und Abtrennen nicht proteinhaltiger
Verunreinigungen.

Die biochemische Charakterisierung deutete wie bei der TSH darauf hin, da® auch die TSTM
als Monomer vorliegt, obwohl beide Organismen zu verschiedenen Unterfamilien der TS
gehdren. Beides, Gelffiltrations- und Massenspektrometrieexperimente zeigen jedoch

eindeutig in diese Richtung.

5.3.2 Kristallisation TSTM

Auch bei der TSTM war die Kristallisation nicht einfach. Zwar konnte relativ schnell eine
Kristallisationsbedingung gefunden werden, die reproduzierbares, kristallines Material
lieferte, jedoch flhrten die aufwendigen Optimierungsversuche nicht zu einer grundlegenden
Verbesserung der Kiristallqualitdt. Die Kristalle waren stark verwachsen und muften
mechanisch in kleinere Bruchstlicke zerlegt werden. Diese Bruchstliicke hatten auf der
Drehanode allerdings nur eine begrenzte Streukraft und waren obendrein in der
Raumgruppe P1, also ohne jegliche Symmetrie. Auerdem waren die Kristalle nicht stabil, so
dal} sie sich wenige Tage nach ihrem Entstehen wieder auflésten und als gelber Tropfen in
der Reservoirldsung konzentriert blieben. Die zweite gefundene Bedingung lieferte zwar
stabile Kristalle, die sich nicht auflésten, jedoch waren diese sehr klein und zeigten auf der
Drehanode Uberhaupt keine Reflexe. Erst am Synchrotron konnte ein Datensatz mit 3 A
Auflésung gemessen und ausgewertet werden. Somit war es auch in diesem Fall nicht
moglich, geeignete Derivatdatensatze zu vermessen.

Auffallig ist im Vergleich zu den beiden anderen Threonin Synthasen, da® das Enzym des
thermophilen Organismus nur bei Raumtemperatur kristallisierte, das Hefe- und auch das
Arabidopsis Protein jedoch nur bei 4°C. Eine Erklarung flir diese Verhalten ist jedoch aus

den vorliegenden Untersuchungen nicht abzuleiten.

5.4 Ausblick

Die erfolgreiche Strukturaufklarung der Threonin Synthase aus Hefe und die erstmalige
Formulierung eine Reaktionsmechanismus in Kenntnis der Umgebung des aktiven Zentrums
eroffnen neue Moglichkeiten in der gezielten Suche nach neuen Inhibitoren, die, basierend
auf dem vorgestellten Mechanismus, direkt an den beteiligten Aminosauren angreifen
kénnen. Als eine weitere Moglichkeit zum tieferen Verstandnis des Wirkmechanismus
bekannter Inhibitoren sei die Strukturanalyse von Enzym/Inhibitor Komplexen genannt. In
diesem Zusammenhang muf} jedoch vor allzu schnellen Resultaten deshalb gewarnt

werden, da das Kristallisationsverhalten der TSH eine ausgiebigen Suche limitiert.
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Die Strukturanalyse des ersten monomeren PLP-Enzyms lal3t zudem darauf hoffen, daf} ein
Vergleich der bislang bekannten PLP-Enzyme ein neues, zumindest aber aktualisiertes
Verstandnis Uber den evolutionaren Ursprung dieser Enzymklasse ermdglichen wird.

Die erfolgreichen Arbeiten Uber die Threonin Synthasen der Arabidopsis und der
Thermotoga bilden eine gute Ausgangsbasis, auch die Struktur dieser beiden Enzyme I6sen
zu koénnen. Von besonderem Interesse sind bei dem Pflanzenenzym die Tatsachen, dal} es
als Dimer vorkommt und das der verlangerte N-Terminus allosterisch mit SAM aktivierbar ist.
In diesem Zusammenhang ist von wissenschaftlichem Interesse, wie und wo im Vergleich
zum Hefe Enzym die Dimerisierung stattfindet und wie SAM in Reaktion eingreifen kann
(struktureller Eingriff oder direkt in die Reaktion). AuRerdem ware fur die Agroindustrie die
Frage von Bedeutung, ob sich Inhibitoren finden lassen, die nur die dimere bzw. monomere
Threonin Synthase inhibieren.

Das thermophile Enzym ist v.a. deshalb interessant, da es, obwohl deutlich kleiner als das
Hefe Enzym, dieselbe Eigenschaft hat wie dieses, namlich das Vorkommen als Monomer.
Insbesondere ware hier zu klaren, ob das Thermotoga-Enzym vergleichbare ,Extra-
Sekundarstrukturelemente® aufweist wie das Hefe Enzym und so der Oligomerisierung

entgegen steht und der Reaktionsmechanismus dem Hefe-Enzym gleicht.
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7 Anhang
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E.coli
E.C.
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FF
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HASYLAB

HEPES
HIC
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IEF
IP
IPTG

K

kb

kDa

KP;

LB

LM

m

MAD
MALDI-MS

min

Volumenprozente
Gewichtsprozente

Ampere

Angstrem (1 A = 10"°m)
Arabidopsis thaliana
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Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat
Adenosin-5’-triphosphat
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3’-Desoxy-inosin-5'-triphosphat
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doppelstrangige DNA
Dithiothreitol
3’-Desoxy-thymidin-5'-triphosphat
Escherichia coli

Enzyme comission
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-
tetraessigsaure

fast flow

Hydroxylapatit

Hamburger Synchrotron-
Strahlenlabor
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsaure

hydrophobic interaction
chromatography

High marker
lonenchromatographie

in der Regel

Isoelektrische Fokussierung
Isoelektrischer Punkt
Isopropyl-B-D-thiogalakto-
pyranosid

Kelvin

kilo Basen

kilo Dalton

K2HPO4/KH2PO4

Luria-Bertani

Low marker

milli

Multiple anomalous dispersion
matrix assisted laser desorption
/ionisation mass spectrometry
Minute(n)

MIR
MPD
MR
M
ncs
NMR
OASS
ODX
p.A.
PAGE
PBS
PCR
pdb
PEG
pH
PLP
PMP
PVDF
R-Wert
rms
RT
S.cerevisiae
SAM
SDS
SEC

SeMet
SIR
ssDNA
Std
T.maritima
Tab.

TAE

TBE

TD
TEMED

TFB
Tris
TRPS
TS
TSA
TSH
TSTM
Upm
UV/VIS

\Y

multiple isomorphou replacement
2-Methyl-2,4-pentandiol
molecular replacement

relative Molekiilmasse

non crystallographic symmetry
nuclear magnetic resonace
o-Acetylserin Sulfhydrylase
Optische Dichte bei Wellenlange x
per analysi

Polyacrylamid Gelelektrophorese
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
protein data base
Polyethylenglykol

potentii Hydrogenii
Pyridoxal-5'-Phosphat
Pyridoxamin-5‘-Phosphat
Polyvinylidendifluorid

relative Laufstrecke

root mean square
Raumtemperatur
Saccharomyces cerevisiae
S-Adenosylmethionin
Natriumdodecylsulfat

Size exclusion chromatography,
Gelfiltration

Selenomethionin

single isomorphous replacement
einzelstrangige DNA

Stunde(n)

Thermotoga maritima

Tabelle
Tris-Essigsaure-EDTA-Puffer
Tris-Borsaure-EDTA-Puffer
Threonin Deaminase

N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin
Transforming buffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tryptophan Synthase

Threonin Synthase

Threonin Synthase Arabidopsis
Threonin Synthase Hefe
Threonin Synthase Thermotoga
Umdrehungen pro Minute
Ultravioletter/sichtbarer Bereich
elektromagnetischer Strahlung
Volt
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Diskussion

Factorial solutions 01 bis 48

Nr. Konz. Puffer Konz. Salz Konz. Prézipitanz: pH  Bemerkung
[M] [M]

1 0.10 Na Acetat 0.20 CaCl2 30.0 % MPD 4.6

2 0.10 MES/NaOH 0.10 K/Na-Tartrat - 6.4

3 - - 04 M  (NH4)H2PO4 6.4  NH4OH eingestellt

4 0.10 Tris/HCI - 3.0 M (NH4)2SOq4 8.3

5 0.10 HEPES/NaOH 0.19 Na-Citrat 19.0 % MPD 7.5

6 0.10 Na Acetat 0.20 MgCl> 30.0 % PEG 4000 4.5  not filtered

7 0.10 HEPES/NaOH 1.20 Na-Citrat - 7.9

8 0.20 Na-Citrat - 20 M  (NH4)2SO4 5.6  H2SOj4 eingestellt

9 0.10 Na-Citrat 0.20 NHs-Acetat 30.0 % PEG 400 5.9

10 0.10 Na Acetat - 1.5 M (NH4)H2PO4 5.9  NH4OH eingestellt

11 0.10 HEPES/NaOH 0.20 (NH4)2SOq4 20 M (K/Na)-Phosphat 6.6

12 0.10 Tris/HCI 0.20 Na-Citrat 20.0 % PEG400 8.9

13 0.10 HEPES/NaOH 0.20 CacCl, 25.0 % PEG 4000 7.0  not filtered

14 0.10 MES/NaOH 0.20 MgCl> 30.0 % PEG 8000 6.1 not filtered

15 0.10 Na-Citrat 0.19 Li2SO4 29.0 % PEG 4000 59 not filtered

16 - 0.20 Li2SO4 1.0 M Na-Acetat 82 oldpH4.2

17 0.07 Tris/HCI 0.13  (NH4)H2PO4 20.0 % MPD 6.5 oldpH7.4

18 0.10 Tris/HCI 0.20 NHs-Acetat 20 M (K/Na)-Phosphat 6.6

19 0.10 Na-Citrat 0.10 (NH4)2SOq4 30.0 % PEG 8000 6.1 not filtered

20 0.10 MES/NaOH - 30.0% MPD 6.2

21 010 HEPES/NaOH 0.20 MgCl» 30.0 % PEG 400 71

22 0.10 Tris/HCI 0.20 Na-Acetat 30.0 % PEG 4000 8.4  not filtered

23 0.10 Tris/HCI - 1.0 M K/Na-Tartrat 9.1

24 0.10 Tris/HCI 0.20 CaCl2 - 8.4

25 0.07 Na-Citrat 0.33 NHs-Acetat 20.0 % MPD 6.4

26 0.10 MES/NaOH 2.00 Na-Acetat - 6.9

27 010 MES/NaOH 0.20 K/Na-Tartrat 30.0 % PEG 8000 6.5  not filtered

28 0.10 HEPES/NaOH 1.00 K/Na-Tartrat - 7.7

29 0.10 Na Acetat 0.20 (NH4)2SO4 30.0 % PEG 400 4.8

30 0.10 HEPES/NaOH 0.10 (NH4)2SO4 20.0 % PEG 4000 7.3 not filtered

31 0.10 MES/NaOH 2.00 (NH4)2S04 - 6.8

32 0.10 MES/NaOH 0.20 NaCl 30.0 % Ethanol 6.2

33 0.10 HEPES/NaOH 0.20 MgCl» 30.0 % Ethanol 7.0

34 0.10 Tris/HCI 0.20 NHs-Acetat 30.0 % Ethanol 8.2

35 0.10 Na Acetat 0.20 CaClz 30.0 % Ethanol 45 oldpH5.3

36 0.10 HEPES/NaOH 0.20 Na-Acetat 30.0 % Ethanol 7.4

37 0.10 HEPES/NaOH 0.20 MgCl> 29.0 % Isopropanol 6.9

38 0.10 HEPES/NaOH - 30.0% MPD 7.3

39 0.10 Na Acetat - 20 M Na-Formiat 5.3

40 0.10 HEPES/NaOH 0.20 Na-Citrat 30.0 % Isopropanol 7.5

41 0.10 HEPES/NaOH - 20.0 % PEG 4000 7.4  not filtered

- 10.0 % Isopropanol

42 010 HEPES/NaOH - 1.0 M Li2SO4 7.5

43 0.10 Tris/HCI 0.20 Li2SO4 30.0 % PEG 4000 8.6  not filtered

44 010 HEPES/NaOH 0.20 (NH4)2SOq4 30.0 % PEG 6000 7.2  not filtered

45 0.10 Na Acetat - 1.5 M Na-Acetat 6.1

46 - 0.10 Na-Citrat 1.0 M (NH4)H2PO4 49 oldpH®6.1

47 - - 40 M Na-Formiat 8.4

48 0.10 HEPES/NaOH - 1.2 M Na-Citrat 7.9

All solutions contain 0.02% NaN3
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Diskussion

Factorial solutions 49 bis 96

Nr. Konz. Puffer Konz. Salz Konz. Prazipitanz: pH Bemerkung
[M] [M]

49 - 0.40 K/Na-Tartrat - 8.2

50 0.10 Tris/HCI 2.00 (NH4)2SO04 - 8.2

51 0.10 Tris/HCI 0.20 MgCl> 30.0% MPD 8.3

52 0.10 MES 0.20 Na-Citrat 30.0 % Isopropanol 6.3 oldpH7.7

53 0.10 Na-Citrat 0.20 NHs-Acetat 30.0 % PEG 4000 6.4  not filtered

54 0.10 Na Acetat 0.20 NHs-Acetat 30.0 % PEG 4000 5.7  not filtered

55 0.10 Tris/HCI 0.20 Na-Citrat 30.0 % PEG 400 80 oldpH8.8

56 0.10 HEPES/NaOH 0.20 CaCl; 28.0 % PEG 400 7.2

57 0.10 MES 0.20 (NH4)2SOq4 30.0 % PEG 8000 6.3  not filtered

58 0.20 Imidazol/HCI 0.20 NHs-Acetat 30.0 % MPD 71

59 0.10 Tris/HCI 0.20 (NH4)H2PO4 30.0 % Isopropanol 6.3

60 0.10 Na Acetat 0.20 (NH4)2SO4 25.0 % PEG 4000 4.7  not filtered

61 0.10 MES - 30.0% MPD 6.1 old pH 7.3

62 0.10 Na Acetat 0.20 CaClz 30.0 % Isopropanol 45 oldpH5.2

63 0.10 Imidazol/HCI 0.50 Na-Acetat - 7.6

64 0.10 Imidazol/HCI 0.20 NHs-Acetat 30.0 % MPD 7.2

65 0.10 HEPES/NaOH 0.20 Na-Citrat 18.0 % Isopropanol 66 oldpH7.5

66 0.10 MES 0.20 Na-Acetat 30.0 % PEG 8000 59 oldpH®6.5

67 0.10 HEPES/NaOH 0.80 K/Na-Tartrat - 7.6

68 - 0.20 (NH4)2SOq4 30.0 % PEG 400 5.7

69 - 0.20 (NH4)2SO4 30.0 % PEG 4000 6.0  not filtered

70 - 2.00 (NH4)2S04 - 5.8

71 0.10 HEPES/NaOH - 1.6 M (K/Na)-Phosphat 9.0  made with KH2PO4

72 0.10 Tris/HCI - 40 % PEG400 48 oldpH8.4

73 0.10 Na Acetat - 20 % PEG 4000 4.5

74 010 HEPES/NaOH 1.02 (NH4)2SO4 1.0 % PEG 4000 7.6

75 0.10 Na-Citrat - 20.0 % PEG 4000 8.8 oldpH®6.7

- 20.0 % Isopropanol

76 0.10 Tris/HCI 0.20 (NH4)H2PO4 25.0 % PEG 8000 6.4  not filtered

77 010 MES 1.40 Na-Acetat - 6.8

78 0.10 MES 0.20 Mg-Acetat 20.0 % PEG 8000 6.4  not filtered

79 0.10 Tris/HCI 0.20 NHs-Acetat 30.0 % Isopropanol 8.3

80 0.10 MES 0.20 Mg-Acetat 30.0 % MPD 6.4 oldpH?7.0

81 0.09 Na-Citrat 0.19 NHs-Acetat 22.0 % MPD 6.3

82 - 0.20 (NH4)2SOq4 30.0 % PEG 8000 6.0  not filtered

83 0.10 Tris/HCI - 8.0 % PEG8000 8.5

84 0.10 Na Acetat - 8.0 % PEG4000 4.7

85 - 0.05 K2HPOq4 20.0 % PEG 8000 9.4  not filtered

86 - - 30.0 % PEG 1000 7.2 oldpH®6.5

87 - 0.20 Mg-Formiat - 7.3

88 0.10 MES 0.20 Zn-Acetat 18.0 % PEG 8000 6.3  not filtered

89 0.10 MES 0.20 Ca-Acetat 18.0 % PEG 8000 6.5 not filtered

90 0.10 Na Acetat 2.00 (NH4)2S04 - 4.5

91 - 1.00 Li2SOq4 20 % PEG 8000 6.7

92 - 0.86 Li2SO4 9.0 % PEGS8000 6.7

93 0.10 HEPES/NaOH 1.50 Li2SO4 - 7.7

94 0.10 HEPES/NaOH 0.10 Na-Citrat 40.0 % MPD 70 oldpH7.7

95 0.10 HEPES/NaOH 1.35 Na-Citrat - 7.8

96 0.10 HEPES/NaOH 2.00 (NH4)2SO4 20 % PEG400 7.6

All solutions contain 0.02% NaN3
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