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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Thermotoga maritima und Aspekte der (Hyper-) thermophilie

Die in dieser Arbeit ndher charakterisierten Enzyme a-Glucosidase, 4-a-Glucano-
transferase (GTase) und Maltosyltransferase (MTase) stammen alle aus dem hyper-
thermophilen Bakterium Thermotoga maritima MSB8 (DSM 3109). Die Gruppe der
Hyperthermophilen umfal3t Organismen, die sich bei einer Temperatur von 80°C oder
mehr optimal vermehren und deren obere Wachstumsgrenze bei mindestens 90°C
liegt (Kelly und Adams, 1994). Es wird allgemein angenommen, dafld Veranderungen
verschiedenster Wechselwirkungen (elektrostatische und hydrophobe Interaktionen,
Aminosaureaustausche, Oligomerisation, Packungsdichte) in der Proteinstruktur
letztlich die Adaptation der Proteine an hohe Temperaturen bedingen (Scandurra et
al., 1998). Unter den Eukaryonten wurden noch keine hyperthermophilen Mikroorga-
nismen isoliert und auch bei den Bacteria sind bisher nur bei den Ordnungen Ther-

motogales und Aquificiales hyperthermophile Vertreter gefunden worden (Abb. 1).

Eukarya
Grine schwefelfreie
Bakterien
Bacteria Archaea
kel Sulfolob
iti ulfolobus
positive Desulfuro-
Proteobakterien cocgus .
Thermotoga _ Thermophilum
Flavo- — Cyano- :?y rodic> Thermoproteus
bakterien bakterien ium Pyrobaculum
Pyrococcus
thMeer%?fS’O' Methanobacterium
Archaeoglobus
Vethano- 1 Ha/ococcu§
pyrus 3 Y Halobacterium
Methanoplanus
Aquifex Methanococcus '\ "Methanospirillum
1. jannaschii .
2.'igneus Methanosarcina
3. thermolithotrophicus
4. vanniellii

Abb. 1: Ausschnitt aus dem phylogenetischen Stammbaum, basierend auf 16S rRNA-Daten;
hyperthermophile Entwicklungslinien sind durch dicke rote Striche gekennzeichnet (verandert
entnommen aus Stetter, 1996).
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Das strikt anaerobe, stabchenférmige, Gram-negative Bakterium Thermotoga
maritima wurde aus geothermal erhitzten Meeressedimenten bei Vulcano (Sizilien)
isoliert und stellt mit einem pH-Bereich von 5,5 bis 9,0 (Optimum: 6,5) und einem
Wachstumstemperaturbereich zwischen 55 und 90°C eines der thermophilsten der
bisher entdeckten Bakterien dar (Huber et al., 1986). Der Organismus ist obligat
chemoorganoheterotroph, verwertet durch fermentativen Stoffwechsel eine Vielzahl
organischer Polymere wie z.B. Starke (Amylose, Amylopektin), Glykogen, Xylan oder
Cellulose und bildet vor allem Acetat, CO, und H,, in geringeren Mengen aber auch
L-Lactat (Selig et al., 1997). Phylogenetische Studien, basierend auf vergleichende
Analysen der 16S rRNA, ermoglichten die Einordnung der Ordnung der Thermo-
togales (mit dem Genus Thermotoga) im Stammbaum als einen der urspringlichsten
und nur sehr langsam evolvierenden Zweig der Domane der Bacteria (Achenbach-
Richter et al., 1987). Es ist allgemein anerkannt, daf3 bakterielle und archaeelle
Hyperthermophile die Vorlaufer der mesophilen Mikroorganismen darstellen. Neuere
Forschungsergebnisse lassen aber auch eine anders ausgerichtete Sichtweise zu.
Hyperthermophile kdnnten sich demnach durch Adaption an hohe Temperaturen aus
mesophilen Einzellern entwickelt haben (Galtier et al., 1999).

Nach der kurzlich erfolgten Sequenzierung des Thermotoga maritima Genoms
(Nelson et al., 1999) liegt nun die genetische Information eines faszinierenden
Mikroorganismus offen, die neben der Grundlagenforschung zum Verstandnis der
Thermophilie und Phylogenie auch ein enormes Potential fir das Feld der ange-
wandten Biotechnologie erdffnet. Die Vorteile thermostabiler Biokatalysatoren aus
(hyper-) thermophilen Organismen in einem industriellen Prozel3 liegen auf der Hand:
Neben einer gesteigerten und schnelleren Produktausbeute durch die erhdhte Lds-
lichkeit und Diffusionsrate der Substrate und Produkte, ist eine vereinfachte Prozel3-
fuhrung durch die intrinsische Stabilitat der Enzyme gegenuber denaturierenden
physikalischen als auch chemischen Faktoren mdglich. Zusatzlich kann die Kontami-
nationsgefahr durch das Anlegen hoher Produktionstemperaturen gesenkt werden
(Sterner und Liebl, 2001). Die hohen Temperaturen fihren jedoch auch dazu, daf3
die Energetik nach o6kologischen Gesichtspunkten nicht unbedingt vorteilhaft ist.
Thermostabile Biokatalysatoren spielen schon heute eine wichtige Rolle in den Be-
reichen Chemie (Produktion von Bio-(fein)chemikalien), Molekularbiologie (z.B. Tag-
Polymerase fur die PCR), Papier-, Waschmittelindustrie (Lipasen, Proteasen) und vor

allem in der Starke verarbeitenden Industrie (z.B. a-Amylasen, Glucoamylasen).
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Struktur und Abbau von Starke

Die vorherrschende Speichersubstanz der Pflanzen ist die Starke, welche sich aus
den Glucanen Amylose (15-27%) und Amylopektin zusammensetzt. Im Getreidekorn
kann dieses typisch pflanzliche Reservekohlenhydrat bis zu 70% des Frisch-
gewichtes ausmachen. Amylose besteht aus unverzweigten Ketten von D-Glucose,
die a-1,4-glucosidisch miteinander verknipft sind. Die Glucoseketten nehmen eine
schraubenférmige Konformation ein und sind fur die typische Blaufarbung mit lod
verantwortlich. Amylopektin ist ebenfalls eine Poly-a-1,4-D-Glucose, aber zusatzlich
an etwa jedem 25. Glucosemolekul noch in 1,6-Stellung verzweigt. Die Starketypen
verschiedener Herkunft unterscheiden sich beziglich Verzweigung, Polymerisations-

grad und anderen Eigenschaften erheblich (Schlegel, 1992).

A~
©

& a-Amylase
a1,4T
= GTase
'S pyllulanase B-Amylase
"= MTase
) G
X  we& VO vV
q “ @@ e e e e®
5 B ) Lﬂ,e - ) 7
Glucoamylase —l>1%4 A
(
G a-Glucosidase

Abb. 2: Ausschnitt aus einem hypothetischen Starkemolekil und Angriffspunkte der an der
Hydrolyse beteiligten Enzyme. G = D-Glucose; GTase: 4-a-Glucanotransferase; MTase:

Maltosyltransferase

In Abb. 2 sind verschiedene Enzymaktivitaten, die an der Hydrolyse der Starke be-

teiligt sein kbnnen, dargestellt. Man unterscheidet drei Typen des enzymatischen Ab-

baus von Glucanen im allgemeinen:

« Phosphorolyse: Ubertragung eines Glycosylrestes zwischen einem Zucker-
Hydroxyl und einem Phosphathydroxyl (Phosphorylasen)

« Hydrolyse: Ubertragung eines Glycosylrestes zwischen einem Zucker-Hydroxyl
und einem ,Wasser-Hydroxyl” (z. B. a-Glucosidasen)

« Transglycosylierung: Ubertragung eines Glycosylrestes von einem Zucker-

Hydroxyl auf ein anderes (Glycosyltransferasen)
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Gegenstand dieser Arbeit sind die sich vom Mechanismus her &hnelnden Glycosyl-
hydrolasen und -transferasen. Daher sollen im folgenden die a-Glucosidasen und die
Maltodextrin Glycosyltransferasen, welche auch geringe hydrolytische Eigenschaften

aufweisen konnen, naher erlautert werden.

a-Glucosidasen

a-Glucosidasen sind im allgemeinen Enzyme, die hydrolytisch a-glycosidische
Bindungen in Glucose-haltigen Oligosacchariden spalten kénnen. Polymere, wie z. B.
Amylose oder Amylopektin werden in der Regel nicht abgebaut (Ausnahmen:
Rolfsmeier et al.,, 1998; Suzuki et al., 1992). Die meisten der bisher bekannten
a-Glucosidasen sind Exoenzyme, d. h. der enzymatische Angriff erfolgt gerichtet von
aufR3en und nicht zufallig innerhalb des Substratmolekils. Die bevorzugten Substrate
sind Maltose (O-a-D-Glucopyranosyl-(1-4)-D-Glucose) oder andere Maltooligo-
saccharide mit a-1,4-glycosidischen Bindungen. Einige a-Glucosidasen kénnen auch
die a-1,6-Bindungen der Isomaltose (O-a-D-Glucopyranosyl-(1 - 6)-D-Glucose) oder
anderer verzweigter Maltooligosaccharide spalten. Ebenso kénnen Disaccharide wie
Trehalose (O-a-D-Glucopyranosyl-(1 - 1)-a-D-Glucopyranosid), Nigerose (O-a-D-
Glucopyranosyl-(1 - 3)-D-Glucose), Saccharose (O-a-D-Glucopyranosyl-(1 - 2)-[3-D-
Fructofuranosid), Turanose (O-a-D-Glucopyranosyl-(1 - 3)-B-D-Fructofuranose) oder
Melizitose (O-a-D-Glucopyranosyl-(1 - 3)-O-B-D-Fructofuranosyl-(2 - 1)-a-D-Glucopy-
ranosid) gespalten werden. Cyclodextrinasen sind Endoenzyme (Endo-a-Gluco-
sidasen), welche zirkulare Maltooligosaccharide spalten kdnnen. Einige a-Gluco-
sidasen sind auf phosphorylierte Substrate (z. B. Maltose-6-Phosphat) spezialisiert
(6-Phospho-a-Glucosidasen). Die a-Glucosidase MalL aus Bacillus subtilis kombi-
niert Saccharase-, Isomaltase- und Maltaseaktivitat (Schonert et al., 1998).
a-Glucosidasen konnten in zahlreichen Prokaryonten und Eukaryonten gefunden
werden. Allerdings sind die Kenntnisse uber Vorkommen und Eigenschaften dieser
Enzymklasse in hyperthermophilen Organismen sehr begrenzt. Lediglich in den
Archaeen Thermococcus sp. (Piller et al., 1996), Pyrococcus furiosus (Badr et al.,
1994; Constantino et al., 1990) und Sulfolobus solfataricus (Rolfsmeier et al., 1998;
Rolfsmeier und Blum, 1995) wurden a-Glucosidasen ndher charakterisiert. Keines

dieser Enzyme bendotigt Cofaktoren fiir die Aktivitat.
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Die a-Glucosidase AglA aus Thermotoga maritima, welche in dieser Arbeit ndher
charakterisiert werden sollte, ist das erste Beispiel einer a-Glucosidase aus einem
hyperthermophilen Bakterium mit einem zudem hdchst ungewdhnlichem Bedurfnis
fur Aktivatoren (Raasch et al., 2000).

Maltodextrin Glycosyltransferasen

Es sind drei verschiedene Typen nicht-hydrolytischer Enzyme bekannt, die Glycosyl-
transferreaktionen mit a-1,4-Glucanen (Starke/Maltodextrine) als Substrate durch-
fuhren kénnen. Maltodextrin Glycosyltransferasen und Cyclodextrin Glycosyltrans-
ferasen spalten a-1,4-glycosidische Bindungen und formieren (a-1,4-verknipfte)
neue lineare oder zyklische Produkte. Amylose und Amylopektin sind die Substrate
des Glykogen-Verzweigungsenzyms. Diese Transferase spaltet a-1,4-glycosidische
Bindungen und fugt anschlielend neue a-1,6-Verzweigungen in das Polymer ein.
Der dritte Typ ist das Glykogen-Entzweigungsenzym (Amylo-1,6-Glucosidase/4-a-
Glucanotransferase), die neben einer Maltotriosyl-Transferase- auch eine a-Gluco-

sidase-Aktivitat besitzt.

Dn Am+X
i
e
Am Dn-x
Enzym Transferspezifitat
n m X
GTase 24 22 22
MTase >3 21 2

Abb. 3: Allgemeines Reaktionsschema des Glycosyltransfers durch MGTasen aus
Thermotoga maritima. D, = Donor-Glucan mit Polymerisationsgrad n; A, = Akzeptor-Substrat
mit Polymerisationsgrad m; x = Polymerisationsgrad des ubertragenen Glycosylsegments
(nach Meissner, 1997)
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In Abb. 3 ist das Reaktionsschema fiur die zwei Maltodextrin Glycosyltransferasen
dargestellt, die in dieser Arbeit charakterisiert wurden.

Die 4-a-Glucanotransferase (GTase) aus T. maritima Ubertragt Maltosyl- oder
grolRere Glucanosyleinheiten. Als Produkt entsteht eine lickenlose Serie linearer
Oligosaccharid-Produkte, beginnend mit Maltose. Bei der Umsetzung von léslicher
Starke, Amylopektin und Amylose verandert sich die Anfarbbarkeit mit lod. Diese
Anderung lieR sich durch Zugabe eines Glucanosylakzeptor-Molekiils noch steigern.
Weitere experimentelle Daten (Liebl et al., 1992) legen nahe, dal3 bei der GTase ein

endo-Mechanismus vorliegt.

Die extrem thermostabile Maltosyltransferase (MTase) aus T. maritima stellt einen
vollig neuen Typ einer Maltodextrin Glycosyltransferase dar, die Starke und Malto-
oligosaccharide als Substrate umwandeln kann. Die Transferaktivitat ist streng auf
die Ubertragung von Maltosyleinheiten beschrankt. Dies zeigt das Produktspektrum
der Transferreaktion: Bei Substraten mit ungeradzahligen Polymerisationsgrad (DP)
entstehen nur ungeradzahlige Produkte, geradzahlige Substrate liefern ausschliel3-
lich geradzahlige Produkte (zumindest bei nicht-extensiver Inkubation). Die MTase
bildet dabei mehr langerkettige Produkte als die GTase (Meissner und Liebl, 1998;
Meissner, 1997) und agiert nach einem Exo-Mechanismus. Dies steht im Gegensatz
zu allen anderen bisher beschriebenen Maltodextrin Glycosyltransferasen. Die Ana-
lyse der MTase-Primarstruktur ergab geringe, lokal begrenzte Ubereinstimmungen
zur Glycosyl-Hydrolase Familie 13 (a-Amylase Familie). Diese Familie umfasst tber
30 verschiedene Enzymtypen, die als Hydrolasen, Transferasen und Isomerasen
klassifiziert wurden (Janecek, 1997; Kuriki und Imanaka, 1999). Die Gemeinsamkeit
in dieser Familie besteht in der Anwesenheit einer (B/a)s-,barrel“-katalytischen
Kerndomane mit einer grol3en Schleife oder Domé&ne (Doméane B) zwischen dem
dritten -Strang und der dritten a-Helix (Abb. 4). Diese Doméne B ist bei den Familie
13-Enzymen derjenige Bereich mit der geringsten Ahnlichkeit, konnte aber bei eini-
gen Enzymen funktionell der Substraterkennung zugeordnet werden (u.a. Buisson et
al., 1987; Matsuura et al., 1984).
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Domane N Domane C

Domane A

Domane B

247 255

Abb. 4: Topologie der Sekundarstrukturelemente der MTase (T. maritima). a-Helices sind

durch Zylinder, 3/10-Helices durch graue Zylinder und B-Strange durch Pfeile dargestellt

(Roujeinikova et al., 2001).

Die Ziele dieser Arbeit waren,

die Cofaktor-abhangige enzymatische Aktivitat der ersten a-Glucosidase eines
hyperthermophilen Bakteriums molekulargenetisch und proteinbiochemisch zu
charakterisieren.

durch Kristallisation und Aufklarung der dreidimensionalen Struktur einer
Maltodextrin Glycosyltransferase aus T. maritima, in Zusammenarbeit mit Prof.
Dr. D.W. Rice (Sheffield, UK), weitere Kenntnisse Uber die molekularen Grund-
lagen der Thermostabilitat und des Katalysemechanismus dieses Enzyms zu
erhalten.

parallel zur Strukturaufklarung der rekombinanten Maltosyltransferase durch
ortsspezifische Mutagenese-Studien neue Erkenntnisse Uber die Bedeutung
ausgewahlter Aminosauren fir die enzymatische Spezifitat, die Substratbindung

und die Oligomerisierung zu gewinnen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Organismen und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme und Plasmide sind mit ihren
charakteristischen geno- und phéanotypischen Eigenschaften in den Tabellen 1 und 2

aufgefuhrt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Relevanter Geno®- oder Phano- Herkunft/Referenz
typ

E. coli BL21(DE3)  hsdF, gal(Aclts857 ind1 Sam7 Studier und Moffat, 1986
nin5 lacUV5-T7 genel)

E. coli DH5a F, lacZAM15, recAl, hsdR17, Gibco-Bethesda Research
SupE44, A(lacZYA, argF) Laboratories, Eggenstein

E. coli IM83 ara, A(lac-proAB), rpsL, ®80 Yanish-Perron et al., 1985
lacZAM15

E. coli XI1-Blue thil, endAl, gyrA96 (Nal"), Bullock et al., 1987

SupE44, recAl, hsdR17, A’ lac,
rpsL(Sm"), [F'traD36, proAB, lacl9,
lacZAM15, Tn10 (Tc")]

3 Genotypenbezeichnungen: s. Bachmann, 1987

Tab. 2: Verwendete Plasmide

Plasmid relevante Eigenschaftena) GroRe Herkunft/Referenz
(kB)
pBluescript Il SK*~  Amp', lacPOZ’ 3,0  Stratagene, San

Diego, Cal., USA

pET-21a(+), c siehe Abbildung 54 Stratagene, San
Diego, Cal., USA

pPET21c-mgtA Amp', mgtA mittels Ndel+EcoRl 6,8 diese Arbeit
in pET21c
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pTAA3 Amp', Tet', pUN121-Derivat zur 8,5
konstitutiven Expression der
MTase

PWBE2.4 Amp', Kan', aglA-Gen auf 11,0

einem 2,4 kB EcoRV/(partial)-
BamHI Fragment, kloniert in
den Smal-geschnittenen
Expressionsvektor pWLQ2

pJF118ut-aglA Amp', Tet', 2,4 kB-EcoRI- 8,8
Fragment aus pM2 (Liebl,
personl. Mitteilung) mit aglA-
Gen (T. neapolitana), kloniert
in EcoRI geschnittenen
Expressionsvektor pJF118ut

pET21a-aglA Amp', aglA aus pWBE2.4 mit- 6,9
tels EcoRI+Hindlll in pET21a

pET21a-G10A Amp', aglA aus pWBE2.4 mit 6,9
Punktmutation (As-Austausch:
G10A) mittels EcoRI+Hindlll in
pET21a

pET21a-G12A Amp', aglA aus pWBE2.4 mit 6,9
Punktmutation (As-Austausch:
G12A) mittels EcoRI+Hindlll in
pET21a

pET21a-S13A Amp', aglA aus pWBE2.4 mit 2 6,9
Basenaustauschen (As-Aus-
tausch: S13A) mittels EcoRI+
Hindlll in pET21a

pET21a-C174S Amp', aglA aus pWBE2.4 mit 6,9
Punktmutation (As-Austausch:
C174S) mittels EcoRI+Hindlll in
pET21a

pET21la-aglB Amp', agIB mittels Ndel+Xhol in 6,8
pET21a

Meissner, 1997

Gollar, 1992

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pET2la-mmtA Amp', mmtA aus pTAA3 mittels
Ndel+HindlIll in pET21a

pET21a-K151A Amp', mmtA aus pTAA3 mit 2
Basenaustauschen (As-Aus-
tausch: K151A) mittels Ndel+
Hindlll in pET21a

pET21a-T206H Amp', mmtA aus pTAA3 mit 3
Basenaustauschen (As-Aus-
tausch: T206H) mittels Ndel+
Hindlll in pET21a

pET21a-D385N Amp', mmtA aus pTAA3 mit
Punktmutation (As-Austausch:
D385N) mittels Ndel+Hindlll in
pET21a

pET21a-E414Q Amp', mmtA aus pTAA3 mit
Punktmutation (As-Austausch:
E414Q) mittels Ndel+Hindlll in
pET21a

pPET21a-T466N Amp', mmtA aus pTAA3 mit 2
Basenaustauschen (As-Aus
tausch: T466N) mittels Ndel+
Hindlll in pET21a

pET21a-P467H Amp', mmtA aus pTAA3 mit
Punktmutation (As-Austausch:
P467H) mittels Ndel+HindlIl in

pET21a
pET21a- Amp', mmtA - Doppelmutante
T206H/P467H (As-Austausch: T206H+P467H)

mittels Ndel+Hindlll in pET21a

pET21a-V110R Amp', mmtA aus pTAA3 mit 2
Basenaustauschen (As-Aus-
tausch: V110R) mittels Ndel+
Hindlll in pET21a

7,3

7,3

7,3

7,3

7,3

7,3

7,3

7,3

7,3

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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pET21a-A230R Amp', mmtA aus pTAA3 mit 3 7,3 diese Arbeit
Basenaustauschen (As-Aus-
tausch: A230R) mittels Ndel+
Hindlll in pET21a

pET21la- Amp', mmtA - Doppelmutante 7,3  diese Arbeit
V110R/A230R (As-Austausch: V110R+A230R)
mittels Ndel+Hindlll in pET21a

pET21a-D317A Amp', mmtA aus pTAA3 mit 7,3 diese Arbeit
Punktmutation (As-Austausch:
D317A) mittels Ndel+HindlIl in

pET21a
pET21la- Amp', mmtA -Doppelmutante 7,3  diese Arbeit
K151A/D317A (As-Austausch: K151A+D317A)

mittels Ndel+Hindlll in pET21a

3 Phanotypbezeichnungen: Amp', Ampicillin-Resistenz; Tet’, Tetracyclin-Resistenz; Geno-
typbezeichnung: lacPOZ", Promotor-Operator-Region des Lactose-Operons und a-Peptid

der B-Galactosidase

.Styl

E:Bpulloz
Abb. 5: Der Expressions- N
vektor pET-21a(+) verfugt §5-xb§'gm
uber ein Ampicillinresi- Dralll L iilSol

.Sphl
i .EcoNI
C;PiMI

stenzgen und ein mit IPTG
induzierbares T7-Promo-

tor/lac-Operator-Element. florigin

Scal.
’ Milul
PET-21c(+) ist ein 5441 Pwi. /Bel
" BStEIl

bp Plasmid. Diesem feh- Pstl..
len 2 bp neben der
BamHI-Schnittstelle (198).

/.Apal

Bsal. . .Bsp120I

pET-21a(+)
Eam1105~ 5443 bps .
. BssHII
* EcoRV
Hpal

AlwNI “PshAl

“PpuMi

Sapl i
Bst1107 :
Tthi

Aval
Xhol
Notl
Xmalll
Hindlll
Sall
Ecl136
Sacl
EcoRI
BamHI
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Abb. 6: Der Uber- 6383

expressionsvektor iy

pJF118ut wurde von B s N :

Binder (1987) kon- Pstl

struiert. Er enthalt ein Hindh 5527,Scal. Miot734

T _BstEIl,915
Ampicillin- und Tetra- o

cyclinresistenzgen,
sowie einen tac-Pro-
motor, der unter Kon-
trolle des lac-Repres-
sors steht.

pJF118ut
6385 bps

..Nrul,1539

“Hindlll, 1710

“BamHI, 2056

. “sall, 2332
3978,Ndel

"Nrul, 2653

2.2 Zellanzucht

2.2.1 Nahrmedien

Alle Lésungen und Medien wurden, falls nicht anders angegeben, durch 20-minuti-
ges Autoklavieren sterilisiert. Zur Herstellung von festen Nahrbéden wurde den

Medien 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)
Zur Kultivierung von E. coli Kulturen wurde standardméafRiig ein Luria-Bertani- (LB-)

Medium mit folgender Zusammensetzung verwendet:

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NacCl 5 ¢
H20 demin. ad 1000 ml

2.2.2 Antibiotika und andere Medienzusatze

Sofern im Text nicht anders beschrieben, wurden Stammlésungen angesetzt,
sterilfiltriert und bei -20°C gelagert. Die Losungen wurden autoklavierten Nahrmedien

nach deren Abkihlung auf < 55°C in entsprechender Menge zugegeben (Tabelle 3).
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Tab. 3: Konzentrationen der verwendeten Antibiotika und anderer Medienzuséatze

Substanz Losungsmittel ~ Stammlésung (mg/ml) Endkonzentration (pg/ml)

Ampicillin H20 gest. 100 100
IPTG H20 gest. 24 (0,1 M) 24 (0,1 mM)
X-Gal Dimethylformamid 20 64

2.2.3 Zellanzucht

Alle E. coli-Stamme wurden aerob, bei 37°C schwenkend, in Flissigkulturen in
Reagenzglasern oder Erlenmeyerkolben angezogen, deren Volumina das zehnfache
des Kulturvolumens entsprachen. Alle plasmidhaltigen Stamme wurden dabei stets
durch Zugabe eines geeigneten Antibiotikums unter Selektionsdruck gehalten.
Hauptkulturen wurden 2-3%-ig (v/v) mit einer Vorkultur angeimpft. Die Kultivierung
auf festen Medien erfolgte beim Wachstum auf LB-Platten bei 37°C Uber Nacht.

2.2.4 Reinheitskontrolle und Stammhaltung

Zur Uberprifung der Reinheit einer Bakterienkultur wurde die Einheitlichkeit der
Zellen mikroskopisch und die Koloniemorphologie und -farbung nach Verdinnungs-
ausstrich auf Komplexmedium makroskopisch Uberprift.

Fur eine langere Konservierung der Bakterienstamme wurde eine Stammsammlung
angelegt, die bei -75°C aufbewahrt wurde. Daflr wurde eine Reinkultur Gber Nacht in
LB-Medium (in Gegenwart der jeweiligen Antibiotika) angezogen und mit 10 % (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Davon wurde 1 ml in einem sterilen Schraub-
Eppendorf-Reaktionsgefald bei -75°C eingefroren. Fir den schnellen Gebrauch von
Bakterienstammen wurden diese auf Agarplatten mit Selektivmedium angezogen, die
bei 4°C in der Regel mehrere Wochen lang lagerfahig waren.

2.2.5 Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte von Flussigkulturen wurde in Einmalkivetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm bestimmt
(Pharmacia Biotec; Ultraspec 3000), wobei als Nullwert unbeimpftes Medium

verwendet wurde. Bei OD-Werten = 0,5 wurden die Proben mit dem entsprechenden
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Medium verdinnt, da nur im Extinktionsbereich von 0-0,5 eine ausreichende

Linearitat der Beziehung Bakterienzahl / ml = AEgoo gegeben ist.

2.3 Standardtechniken fir das Arbeiten mit DNA

2.3.1 Behandlung von Geraten und L6sungen fiur das Arbeiten mit
Nukleinsauren

Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden alle hitzestabilen Gerdte und Lésungen
autoklaviert. Nicht autoklavierbares Gerat wurde mit 70 %-igem (v/v) Ethanol behan-

delt und falls mdglich abgeflammt. Hitzelabile Losungen wurden sterilfiltriert.

2.3.2 Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol-Extraktion

Zur Extraktion von Proteinen wurden die DNA-L6sungen 1:1 mit einem Phenol/
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1 (v/viv)) versetzt und kraftig gemischt.
Zur besseren Phasentrennung wurden die Proben 10 min in einer Kuhlzentrifuge
zentrifugiert (13000 Upm, 4°C) und die walrige, DNA-haltige Oberphase vorsichtig
abgehoben. Gegebenenfalls wurde zur Entfernung von Phenolresten noch eine 1:1
Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, (v/v)) durchgefuhrt, allerdings

genugte oftmals eine sich anschlie3ende Fallung.

2.3.3 Fallung von DNA mit Isopropanol oder Ethanol

Die DNA-L6sung wurde mit 1/8 Vol. einer 3 M Na-Acetat-Lésung (pH 5,2) und
0,7 Vol. Isopropanol oder 2,5 Vol. eiskaltem unvergélltem Ethanol (96 % (v/v))
versetzt. Nach Durchmischung (bei Ethanol-Féallung Lagerung bei -20°C fur 0,5-12 h)
konnte die DNA durch Zentrifugation (13000 Upm, 4°C, 15-30 min) pelletiert werden.
Das Pellet wurde einmal mit eiskaltem, unvergdlltem, 70 %-igen (v/v) Ethanol
gewaschen und dann in der Vakuumzentrifuge (Speed Vac”Plus SC110A Savant) fiir
5-10 min getrocknet. Die so gewonnene DNA wurde im gewtnschten Volumen

H2>Oqest. 0der Puffer resuspendiert.
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2.3.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Alle DNA-Proben wurden vor der Auftragung mit 0,25 Vol. DNA-Farbelésung zur

Beschwerung versetzt.

DNA-Farbel6sung: EDTA,0,2M;pH8,0 5 ml
Ficoll 400 159
Bromphenolblau 10 mg
H2Ogest. 5 ml

Gelelektrophoretische Auftrennungen von Nukleinsauren fur sowohl analytische als
auch praparative Zwecke erfolgten in horizontalen Elektrophoresekammern (Hoefer “
HE33 Mini Horizontal Submarine Unit von Pharmacia Biotech). Gewdhnlich wurde
0,8-1,0%-ige (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer verwendet, welcher zugleich auch als
Elektrophoresepuffer diente. Die Auftrennung erfolgte mit einer angelegten
Spannung von 70-100 V.

20 X TAE-Puffer: Tris-Acetat 96,8 g
EDTA 7.4 g
H2Ogdemin. ad 1000 ml
pH 8,0

2.3.5 Farbung und Photographie von DNA in Agarosegelen

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Nukleinsauren im Gel in einer
walrigen Ethidiumbromid-Losung (1 pg/ml) 15-30 min gefarbt und anschlie3end in
H2Ogest. gesplilt. In der Gel-Dokumentationsanlage (BioRad® GelDoc 1000) wurde die
DNA bei UV-Licht durch das eingelagerte Ethidiumbromid sichtbar gemacht,
photographisch dokumentiert und eventuell nachtraglich bearbeitet (Multi-Analyst-
V.1.1.1.-Dokumentationsprogramm). Mittels eines Thermodruckers (Mitsubishi Video

Copy Prozessor P66DE) konnten diese Bilder ausgedruckt werden.

2.3.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

In der Regel erfolgte eine Abschatzung der DNA-Konzentration in Ethidiumbromid-
gefarbten Agarosegelen an Hand eines Fluoreszenzvergleiches mit einem DNA-

Standard bekannter Konzentration. Als Standard diente meist eine 1 kB-DNA-Leiter
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(Gene Ruler] 1kB DNA Ladder, MBI Fermentas), welche in einer Konzentration von
0,05 pg/ul eingesetzt wurde.

Die Reinheit von DNA-L6sungen wurde durch die Bildung des Quotienten von
Absorptionwerten bei verschiedener Wellenlange ermittelt (280 nm fur Proteine, 230
nm fur niedermolekulare Verbindungen wie z. B. Pyridinnukleotide). Die Messungen

erfolgten in Quarzkuvetten. Fir reine DNA-LOsungen gelten folgende Richtwerte:

ODygo : OD2gp =1,8-2,0 (Sambrook et al., 1989)
OD33p : ODygg : ODygg =0,45:1: 0,515 (Marmur, 1961)

2.3.7 GroRenbestimmung von DNA-Fragmenten

Die Bestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte nach Auftrennung im Agarosegel
(2.3.4) anhand der Laufstrecken eines mitaufgetrennten internen Standards. Als

GroRRenstandard diente dabei eine 1 kB-Leiter (s.0.).

2.4 Isolierung von DNA

2.4.1 Schnelle Plasmid-Isolierung aus E. coli (, Cracking®)

Zur schnellen Analyse von E. coli-Transformanten, deren Plasmide (mit hoher
Kopienzahl) hinsichtlich ihrer Grol3e charakterisiert werden sollten, diente diese
Methode.

Dazu wurde von einer frisch bewachsenen Agarplatte eine Kolonie ausreichender
Grof3e mit einem Zahnstocher abgenommen und in 50 yl 10 mM EDTA (pH 8)
resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 50 pl frisch angesetztem Aufschlul3-Puffer
und eine finfmindtige Inkubation bei 70°C. Nach der Abkihlung auf Raumtemperatur
wurden 1,5 pl 4 M KCI und 1,0 pl DNA-Farbelésung zugegeben, 5 min auf Eis
inkubiert und 5 min bei 13000 Upm (4°C) zentrifugiert. Zur Agarose-Gelelektropho-

rese wurden 20 pl des Uberstandes eingesetzt.

AufschluR-Puffer: 2 N NaOH 100 pl
10 % SDS (w/v) 50 ul
Saccharose 0,2¢g

H20 gest. adl ml
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2.4.2 Minipraparation von Plasmid-DNA (Birnboim und Doly, 1979, mod.)

1,5 ml Zellsuspension einer 5 ml-Kultur, welche in selektivem LB-Medium tber Nacht
bei 37 °C angezogen wuchs, wurde 10 min bei 7000 Upm abzentrifugiert und in
100 ul P1-Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluf erfolgte mittels einer alkalischen
Lyse durch Zugabe von 200 pl P2-Lésung, finfmaligem Umschwenken des E-Cups,
sowie einer 5-minutigen Inkubation bei Raumtemperatur. Es schlof3 sich die Protein-
fallung durch Zugabe von 150 pl P3-Puffer (erneut 5 x Umschwenken) und einer
weiteren Inkubation von 15 min auf Eis an. Nach einem Zentrifugationsschritt
(15 min, 13000 Upm, 4°C) wurde der Uberstand (400 pl) in ein neues E-Cup
uberfuhrt (und einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol Extraktion (2.3.2) unter-
worfen, falls eine besondere Reinheit erforderlich war) und die DNA mittels
Isopropanol gefallt (2.3.3). Nach der Trocknung in der Vakuumzentrifuge konnte die
DNA im gewunschten Volumen H;Oges;. 0der TE-Puffer resuspendiert (meist 60 pl)

und bei -20°C gelagert werden.

P1-Puffer: EDTA (10 mM) 0,74 g
(resuspendieren) Tris-HCI (50 mM) 121 g
H20 gest. ad200 ml
pH 8,0
P2-Loésung: NaOH (0,2 M) 8,0 ¢
(lysieren) SDS 10,0 ¢
H20 gest. ad 1000 ml
P3-Puffer: Kaliumacetat (3,2 M) 62,73 g
(neutralisieren H>0 gest. ad 200 ml
und préazipitieren) pH 5,5 mit Eisessig eingestellt

Um vor enzymatischen Modifikationen die Plasmid-DNA von mitgeféllter RNA zu
befreien, konnte RNase A-LOsung zugesetzt werden. Zunachst wurde eine RNase-
Stammlésung wie folgt hergestellt: RNase A wurde in einer Konzentration von
10 mg/ml in 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)/15 mM NaCl geldst und dann das Gemisch flr
15 min auf 90 °C erhitzt. Nach Abkihlung auf RT konnte die Stammlésung bei -20 °C
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gelagert werden. Zur Herstellung der RNase-Losung wurden 70 pl der Stammldsung
mit TE-Puffer auf 1 ml aufgefillt und anschliel3end bei 4°C gelagert.

2.4.3 Plasmidisolierung durch ,, QlAprep Spin Miniprep*

Dieser Plasmidisolierungskit von Qiagen ermdglichte die Praparation kleinerer
Mengen hochreiner DNA (etwa 20 pg aus 1,5 ml UN-Kultur von E. coli). Die Aufreini-
gung verlief, dem unter 2.4.2 beschriebenden Prinzip folgend, nach Angaben des

Herstellers.

2.4.4 1solierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Aus Agarosegelen konnten aufgetrennte DNA-Fragmente mit Hilfe eines kommerziell
erhaltlichen Extraktions-Kits (QiaQuick Gel Extraction Kit, Qiagen GmbH, Hilden)
isoliert werden. Hierzu wurde das zu isolierende DNA-Fragment unter UV-Licht
schnell mit dem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und das Gewicht des
Gelstiickes bestimmt. AnschlieRend wurde das DNA-haltige Gelstick in 3 Vol. des
QX1-Puffers bei 50°C 10 min lang geschmolzen und dann ein Gelvolumen
Isopropanol hinzugefugt. Das Gemisch wurde auf die Qiaquick-Saule geladen und
nach einer Zentrifugation (RT, 13000 Upm, 1 min) wurde der Durchflul3 verworfen.
Die Saule wurde dann mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Zur
vollstdndigen Entfernung des Waschpuffers wurde nach Verwerfung des
Durchflusses nochmals zentrifugiert (RT, 13000 Upm, 1 min). Nach Uberfiihrung der
Saule in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald erfolgte die Elution der DNA durch

einminutige Inkubation mit 20-30 pl H2Owilig und einem weiteren Zentrifugationslauf.

2.5 Enzymatische Modifikationen von DNA

2.5.1 Verdauung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die DNA-Lo6sungen wurden mit 1/10 Volumen des vom Hersteller empfohlenen
10-fach konzentrierten Restriktionspuffers und mit dem gewtnschten Restriktions-
enzym (2-20 U/pg DNA) versetzt und fur 2-6 h inkubiert. Bei Doppelverdauansatzen
wurde entweder ein Puffer, in dem beide Enzyme gut schneiden, verwendet, oder es

wurde zunachst das Enzym mit den niedrigeren Salzanspriichen eingesetzt und
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dann nach 3-stindiger Inkubation die Salzkonzentration durch Zugabe eines
entsprechenden Volumens 1 M NaCl erhoht, das zweite Restriktionsenzym zuge-
geben und nach kurzem Mischen weiter inkubiert. Die Inkubationstemperatur betrug
je nach eingesetztem Enzym 25°C, 30°C, 37°C oder 55°C.

2.5.2 Herstellung von glatten Enden (,blunt ends®)

Ligationen von Restriktionsfragmenten, welche keine kompatiblen Enden aufwiesen,
wurden mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der E. coli-DNA-Polymerase | ermoglicht.
Die Auffillreaktion der vorhandenen 5"-Uberhange mit Nukleotiden erfolgte direkt im
Restriktionsansatz, welcher zur Hitzeinaktivierung des restlichen Restriktionsenzyms
zuvor 10 min bei 70°C inkubiert worden war. Folgende Lésungen wurden mitein-
ander gemischt:
DNA-L6sung 10 i
Klenow-Puffer 8 ul
Klenow-Fragment (2,5 U/ul) 0,3 pl
Inkubation 3 min, 37 °C
dNTP-Mix (0,4 mM) 2
Inkubation 10 min, 37 °C

Der Ansatz wurde einer Isopropanol-Fallung (2.3.3) unterzogen und konnte dann zur

Ligation bzw. flr den Verdau mit einem weiteren Enzym eingesetzt werden.

2.5.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung von Selbstligationen von restriktionsverdauter Vektor-DNA konnten
die 5"-Phosphatgruppen enzymatisch mit alkalischer (shrimp) Phosphatase
(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim) abgespalten werden. Hierzu wurde der
Verdauansatz mit 2 pl 10 x Puffer, 1,5 pl Phosphatase und einer entsprechenden
Menge H,Ogest. auf 20 pl aufgefillt und 30 min bei 37°C inkubiert. Es folgte die
Zugabe von 1 pl Phosphatase und eine weitere 30-minutige Inkubation. Nach einer
Hitzeinaktivierung fur 10 min bei 75°C oder einer Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Extraktion mit anschlielender Ethanolfallung (2.3.2, 2.3.3) konnte der Ansatz zur

Ligation verwendet werden.
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2.5.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei einer Ligation wird eine Phosphodiesterbindung zwischen doppelstrangigen
DNA-Fragmenten gebildet, die mindestens ein freies 3'-Hydroxyende und 5'-
Phosphatende besitzen. Das Verhaltnis von Insert-DNA zu Vektor-DNA lag zwischen
2:1und 10 : 1. Vor der Ligation wurden die Restriktionsenzyme in den DNA-haltigen
Ldsungen durch eine Hitzebehandlung (10 min, 70°C) inaktiviert. Der Ligationsansatz
(20 pl) wurde mit 1/10 Vol. eines zehnfach konzentrierten ATP-haltigen Ligations-
puffers und mit 0,5 pl (1 Unit) T4-DNA-Ligase (Promega) versetzt. Ligationen von
DNA-Fragmenten mit koh&siven Enden erfolgten bei 16°C und solche mit stumpfen
Enden (Zugabe von 0,1 Vol. 50 %-igem (v/v) Polyethylenglykols (PEG) zur Erhéhung
der Viskositat) bei Raumtemperatur, jeweils Uber Nacht. Die Ligationsansatze

konnten ohne weitere Behandlung zur Transformation eingesetzt werden.

2.6 Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR wird ein DNA-Molektl (Template) in vitro amplifiziert. Falls erforderlich
werden die zu amplifizierenden DNA-Bereiche mit neuen Restriktionsschnittstellen
versehen, weshalb die Primer entsprechend der neuen Schnittsequenzen Fehl-
paarungen zum DNA-Matrizenstrang aufweisen. Das zwischen den beiden Primern
liegende DNA-Stick wird Uber folgendes, mehrfach zu durchlaufendes Zyklen-

schema amplifiziert:

1. Thermische Denaturierung der DNA
2. Hybridisierung der Oligonukleotid-Primer an die Zielsequenz bei optimaler
Bindungstemperatur

3. Primerverlangerung durch eine thermostabile DNA-abhangige DNA-Polymerase

Die Annealing-Temperatur ist abhéngig von der LaAnge und Zusammensetzung der
Oligonukleotid-Primer. Je GC-reicher sie sind, umso héher liegt die Hybridisierungs-
temperatur. Es gilt folgende Naherung: Tp (°C) = (2 x [A+T] + 4 x [C+G]), wobei A, T,
C und G die Anzahl der jeweiligen Basen darstellen.

Zur Durchfuihrung der PCR-Laufe wurden programmierbare Thermoblécke (Primus

96P, MWG-Biotech) verwendet. Die verwendeten Primer wurden bei B&G-Biotech
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GmbH (Freiburg) oder bei MWG-Biotech AG (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Fur die
PCR wurden die Tag-Polymerase (Eigenherstellung) und die Pfu-Polymerase (Stra-
tagene, Heidelberg), welche eine ,proof reading“-Funktion besitzt, verwendet. Da die
Reaktionsbedingungen stark von der verwendeten Polymerase, dem Primerpaar und
der Template-DNA abhangen, sind sie jeweils in ,Experimente und Ergebnisse”
aufgefihrt. Die Reinigung des PCR-Amplifikats von Primern, Polymerase und evtl.
Nebenprodukten erfolgte nach praparativer Agarose-Gelelektrophorese durch Aus-

schneiden der DNA aus dem Gel und Aufreinigung mit Hilfe eines Kits (siehe 2.4.4).

2.7 Ortsspezifische Mutagenese

Zur Einfuhrung von Punktmutationen und zu gezielten Aminosaureaustauschen
wurde der QuikChange"Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene") verwendet.
Dem Kit liegt folgendes Prinzip zugrunde: Zwei synthetische Primer (mit der
gewilnschten Mutation in der Mitte) sind jeweils komplementar zu den antiparallelen
DNA-Strangen des Vektors mit dem Zielinsert und werden mittels der PfuTurbo DNA
Polymerase verlangert. Der Einbau der Oligonukleotid Primer erzeugt ein mutiertes
Plasmid mit Strangbrtichen. Nach der PCR wird das parentale DNA-Template mittels
der Dpnl-Endonuklease, die spezifisch fur (halb-) methylierte DNA ist, abgedaut. Die
DNA aus fast allen E. coli-Stammen ist Dam-methyliert und dem Angriff durch die
Nuklease ausgesetzt, so daf} letztlich auch eine Selektion fur mutierte, nicht-
methylierte DNA erfolgt. Die verbleibende neue (mutierte) zirkulare DNA wird in
E. coli XL1-Blue transformiert und in den Zellen dann die Strangbriiche des mutierten
Plasmides repariert.

Die eigentliche Durchfihrung erfolgte nach dem vom Hersteller beigefiigten
Protokoll.

2.8 Transformationsverfahren

2.8.1 Hocheffiziente Transformation von E. coli (Inoue et al., 1990)

2.8.1.1 Praparation kompetenter Zellen fir die Transformation
Die Hauptkultur (250 ml SOB-Medium, in 1 I-Schikanekolben) wurde mit 1 ml einer

exponentiell wachsenden E. coli-LB-Vorkultur angeimpft und bei 18°C im Schuttel-
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wasserbad (Gyrotory, Modell G76, New Brunswick Scientific, Edison, N. Y., USA) bis
zu einer ODggo von 0,6-0,7 etwa 24 h angezogen. Nach 10-minttiger Abkthlung auf
Eis wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min, 5000 Upm, 4 °C, GSA-Rotor)
geerntet, in 80 ml eiskaltem TB-Puffer vorsichtig resuspendiert, weitere 10 min auf
Eis gestellt und nochmals sedimentiert. Das Pellet wurde in 20 ml kaltem TB-Puffer
aufgenommen, mit 1,4 ml DMSO (Endkonzentration: 7 % (v/v)) versetzt, sorgfaltig
gemischt, erneut 10 min auf Eis gestellt und als 200 pl-Aliquots in vorgekihlte
Eppendorf-ReaktionsgefalRe portioniert. Die Zellen wurden sofort in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -75°C gelagert.

SOB-Medium: Trypton 2,0 % (w/v)

(Hanahan, 1983) Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 10 mM
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM

Die Magnesiumsalze wurden aus getrennt autoklavierten Stammlésungen
(1 M MgCl, / 1 M MgSO,) zugegeben.

TB-Puffer: Pipes-Puffer 10 mM
MnCl, 55 mM (getrennt autoklaviert)
CacCl, 15 mM
KCI 250 mM
pH 6,7

2.8.1.2 Transformation der kompetenten E. coli-Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden im Eis aufgetaut, mit 10-150 ng DNA gemischt und
zur Adsorption der DNA an die Zellen 30 min auf Eis inkubiert. Die Aufnahme der
DNA erfolgte durch einen Hitzeschock bei 42°C fur 45-60 s. Nach Zugabe von 800 ul
LB-Medium wurde der Ansatz 1 h bei 37°C zur Ausprdgung der Selektivmarker
inkubiert. AnschlieRend wurden 100 ul der Zellsuspension auf Agarplatten unter
Selektivbedingungen ausplattiert und bei 37°C tber Nacht inkubiert.
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2.8.2 Der X-Gal-Test zur Selektion auf rekombinante E. coli-Klone

Dieser Test wurde neben den plasmidkodierten Antibiotikaresistenzen zur Selektion
rekombinanter Klone verwendet und basiert auf der Grundlage, dal3 die B-Galacto-
sidase X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl--D-galactopyranosid) enzymatisch spaltet
und das Reaktionsprodukt durch Luftoxidation zu einem blauen Indigofarbstoff
(5-Brom-4-Chlor-indigo) umgewandelt wird. Viele Plasmide, z. B. der pBluescript-
Reihe, enthalten neben dem Promotor- und Operatorbereich des lac-Operons auch
das 5-Ende des lacZ-Gens, welches fur das a-Peptid der B-Galactosidase kodiert.
Dieses wiederum kann die (aufgrund einer aminoterminalen Deletion) verkirzte,
inaktive B-Galactosidase von verschiedenen E. coli-Klonierungsstammen (DH5aq,
XL1-Blue) komplementieren, die nach der Induktion durch IPTG gebildet wird.

100 pl einer transformierten E. coli-Suspension wurden fir diesen Test mit 25 ul
IPTG (0,1 M) und 80 pl 2 %-igem (w/v) X-Gal gemischt und auf selektiven
Nahrboden ausplattiert. Nach Wachstum konnten die Kolonien anhand ihrer Farbung
unterschieden werden. Blaue Kolonien enthielten nur das religierte Plasmid, wahrend
bei weiRen Klonen mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Insertion in der Multiklo-
nierungsstelle (MCS) des lacZ-Gens stattgefunden hatte, so dal3 entweder kein
vollstdndiges Transkript mehr gebildet wurde (wenn die integrierte DNA einen
Transkriptionsterminator trug) oder es zur Bildung eines Hybridproteins kam, welches

keine funktionelle a-Komplementation im Wirtsorganismus ermdglichte.

2.8.3 Elektroporation von E. coli

2.8.3.1 Praparation von kompetenten Zellen

Aus einer gut angewachsenen E. coli-Vorkultur wurden 500 ml LB-Medium 1-2 %-ig
(v/v) angeimpft und auf dem Rundschuttler bis zu einer ODggp von 0,5-0,6 inkubiert.
Nach einer Abkihlung des Mediums in Eiswasser wurden die Zellen in sterilen GSA-
Zentrifugenbechern geerntet (5000 Upm, 20 min, 4°C), zweimal mit eiskaltem
sterilem H>Owiiig Vorsichtig, aber grundlich gewaschen und anschlieRend in 30 ml
eiskaltem 10 %-igem (v/v) Glycerin (steril) aufgenommen. Nach erneuter
Zentrifugation (5000 Upm, 10 min, 4°C) wurde das Volumen des Pellets abgeschéatzt
und schlief3lich mit dem gleichem Volumen 10 %-igen (v/v) Glycerins versetzt. Die
Zellen wurden aliquotiert (50 pl bis 100 pl) und entweder sofort fur eine

Transformation genutzt oder bei -75°C gelagert.
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2.8.3.2 Transformation kompetenter Zellen durch Elektroporation

Die eingefrorenen Zellen (2.8.3.1) wurden schonend auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe
der DNA-L6sung (50-500 ng) wurde der Ansatz in vorgekihlte sterile Elektropo-
rationsklvetten pipettiert und fir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden dann in
einem Elektroporationsgerét (Gene-Pulser”ll, Bio-Rad GmbH, Miinchen) unter den

folgenden Bedingungen elektroporiert:

Kapazitat: 25 pFd
Spannung: 2,5 kv
Widerstand: 200 Q

Die sich ergebenen Zeitkonstanten lagen zwischen 4,5 und 5,0 ms. Sofort nach
erfolgter Elektroporation wurde 1 ml LB-Medium zugesetzt und die Zellen fur eine
Stunde bei 37°C zur Expression der Selektionsmarker und der allgemeinen
Regeneration auf dem Rotationsschittler (Eigenbau) inkubiert. Danach erfolgte das
Ausplattieren (20 - 100 pl) auf Selektivhahrbdden.

2.9 Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA

Alle Sequenzierungen doppelstrangiger Plasmid-DNA wurden, nach Bereitstellung
der entsprechenden hochreinen Plasmid-DNA (2.4.3), entweder vom Laboratorium
fur Genomanalyse (Institut fur Mikrobiologie und Genetik, Géttingen) oder von der

Firma SeglLab (Géttingen) mit den jeweiligen firmeninternen Verfahren durchgefihrt.

2.10 Standardtechniken fur das Arbeiten mit Proteinen

2.10.1 Quantitative Proteinbestimmung

Fur eine quantitative Proteinbestimmung wurde der ,Protein Assay Kit* von BioRad,
welcher auf der kolorimetrischen Methode von Bradford (1976, modifiziert) basiert,
verwendet. Proteine und Peptide mit einer Molekularmasse > 3 kDa bilden mit dem in
saurer Losung anionisch vorliegenden Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 einen
blauen Farbkomplex, der photometrisch bestimmt werden kann.

Mit der nach Angaben des Herstellers (Konzentrat-Verdinnung 1:5 mit H,0)
angefertigten Farbeldsung wurde eine Eichgerade mit BSA im Bereich von 0-20 ug
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Protein/Ansatz unter folgenden Testbedingungen ermittelt: Probe mit 1 ml
Farbereagenz versetzen, gut mischen und fir 10 min bei RT inkubieren. Nach
nochmaligem Durchmischen erfolgte die Messung der OD bei 595 nm gegen eine

Nullprobe ohne Protein.

2.10.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
(mod. nach Laemmli, 1970)

Mit Hilfe des Detergenz SDS (Sodium-Dodecylsulfat) werden Tertiar- und
Quartarstrukturen von Proteinen zerstort und diesen entsprechend ihrer
Peptidkettenlange eine aquivalente negative Ladung angelagert. Diese negative
Ladung ermdglicht die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer molekularen
Masse im Polyacrylamidgel.

Fur die Gelelektrophorese wurde eine Mini-Protean-II-Apparatur (BioRad, Miinchen)
verwendet. Nach sorgfaltiger Reinigung der Glasplattenpaare mit H,O und 70 %-
igem (v/v) Ethanol, wurden diese mit den Spacern nach Angaben des Herstellers in
den Giel3stand eingesetzt. Dann wurde das 10 %-ige (v/v) Trenngel entsprechend
dem unten stehendem Pipettierschema gegossen und mit H,O pigest. Oder Ethanol
(70 % (v/v)) Uberschichtet. Nachdem das Trenngel polymerisiert war (deutliche
Phasengrenze zwischen Gel und Uberschichtung), wurde die Uberschichtung
entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Kamm luftblasenfrei
eingesetzt. Vollstdndig auspolymerisierte Gele kdnnen vor Austrocknung geschitzt

mehrere Tage bei 4°C aufbewahrt werden.

Pipettierschema (fur ein Gel):

Trenngel (10 %) Sammelgel (4 %)
Trenngel-Stammldsung 1 ml
Sammelgel-Stammldsung 0,48 mi
H2Obidest. 2ml 1,32 ml
Acrylamid-Stammldsung 1 mi 0,2 ml
APS (10%(wi/v)) 30 ul 15 ul
TEMED 3ul 2 ul
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Trenngel-Stammldésung:

Tris 15M
SDS 0,4 % (w/v)
pH 8,8

Acrylamid-Stammldsung:

Sammelgel-Stammldsung:

Tris 05 M
SDS 0,4 % (w/v)
pH 6,8

4 x Probenpuffer:

40 % (w/v) (AA) Glycerin 75 ml
Tris 04 g

10 x Laufpuffer: B-Mercaptoethanol 2,5 mi

Tris 30 g SDS 12 g

SDS 10 Bromphenolblau (0,2%) 0,5 ml

Glycin 144 ¢ HoOpigest. ad 50 ml

H>Opidest. ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde nicht eingestellt.

Mit HClyonz, auf pH 6,8 einstellen,

aliquotieren und bei -20°C lagern.

Elektrophorese:

Das SDS-Gel wurde in der Elektrophoreseapparatur fixiert und die obere und untere
Kammer wurden mit 1 x Laufpuffer geflllt. Die Geltaschen konnten mit bis zu 20 ul
zuvor bei 100°C fur 5 min erhitzten Proben geflllt werden, wobei ein Verhéaltnis von
Probe zu SDS-Probenpuffer von 1:1 vorlag. Die Elektrophorese wurde bei einer
konstanten Stromstarke von 25 mA fir das Sammelgel und 35 mA fur das Trenngel

durchgefuhrt und dauerte 45-60 min.

2.10.3 Farbung von Proteinen

2.10.3.1 Coomassie-Farbung (Weber und Osborn, 1969, mod.)

Die SDS-Gele wurden nach Beendigung der Elektrophorese kurz mit H,O gespuilt
und dann far 30 min in der Farbeldésung auf einer Wippe gefarbt. Nach Spulen mit
Wasser wurde das Gel in Entfarbelésung, welche mehrmals erneuert wurde,
geschwenkt, bis der Hintergrund des Gels farblos war. Die fertigen SDS-Gele
konnten danach luftblasenfrei zwischen 2 Lagen Cellophanfolie im Gel-Air-Dryer

(BioRad, Mtinchen) flr eine Stunde getrocknet werden.
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Farbelbsung: Entfarbeldsung:

Serva Blau G 250 0,1 % (w/v) Methanol, 100 % (v/v) 330 ml
Methanol, 100 % (v/v) 250 ml Essigsaure, 100 % (v/v) 100 ml
Essigsaure, 100 % (v/v) 35 ml H2Odemin. ad 1000 ml
H2>Odemin. ad 500 ml

2.10.3.2 Proteinfarbung mit Ponceau S Rot

Diese Methode konnte zur schnellen, reversiblen Anfarbung von Proteinen auf
Nitrocellulose-Blotmembranen genutzt werden. Hierbei wurde die geblottete
Membran (siehe 2.11) 10 min mit Ponceau S gefarbt [0,1 % (w/v) Ponceau S in 5 %-
iger Trichloressigsaure (w/v)]. Nach dem Farbeschritt konnte die Membran durch

Spulen unter Wasser dann langsam entfarbt werden.

2.10.4 Groflenbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteingréf3en erfolgte nach Auftrennung im Polyacrylamidgel
(2.10.2) anhand der Laufstrecken eines mitgelaufenen internen Standards. Als
GroRRenstandard diente meist der ,High Molecular Weight Standard Mixture” Stock

No. SDS- 6H (Sigma), welcher aus folgenden sechs Proteinen besteht:

Markerproteine: Molekularmasse [Da]
Myosin, Kaninchenmuskel 205000
3 - Galactosidase, E.coli 116000
Phosphorylase b, Kaninchenmuskel 97400
Albumin, Rind 66000
Albumin, Hihnerei 45000

Carboanhydrase, Rinder - Erythrocyten 29000



MATERIAL UND METHODEN

28

2.10.5 Native Gelelektrophorese

Pipettierschema (fur ein Gel):

Trenngel (7,5 %) Sammelgel (3 %)
Trenngel-Stammldsung 1 ml
Sammelgel-Stammldsung 0,38 mi
H2Obidest. 2,25 ml 1ml
Acrylamid-Stammldsung 0,75 ml 0,11 ml
APS (10%(wi/v)) 40 pl 10
TEMED 5 pl 3ul

Trenngel-Stammldésung (4x):
Tris 1.5 M
pH 8,0

Acrylamid-Stammldsung:

Sammelgel-Stammldsung (4x):
Tris 0,5M
pH 6,8

5 x Probenpuffer:

40 % (w/iv) (AA) Glycerin 50 %

Tris(1M,pH6,8) 3,1 ml
10 x Laufpuffer: Bromphenolblau 1 %
Tris 250 mM ad H2Opigest. 10 ml

1,92 mM
Der pH-Wert (etwa 8,8) wurde nicht eingestellt.

Glycin

Elektrophorese:

Das Nativ-Gel wurde in der Elektrophoreseapparatur fixiert und die obere und untere
Kammer wurden mit 1 x Laufpuffer geflllt. Ein geeignetes Aliquot der Proteinprobe
wurde mit ¥4 Volumen 5 x Nativ-Probenpuffer gemischt und in die Tasche pipettiert.
Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Stromstarke von 15 mA/Gel fur etwa
2 h durchgefuhrt.

2.10.6 Konzentrierung von Proteinen

Um Proteinlésungen zu konzentrieren, wurden Mikrokonzentratoren (MACROSEP™,
Pall Filtron, Karlstein) mit der Ausschluf3gréRe 30 kDa verwendet. Dabei konnten
Proteinlésungen von 12 ml auf 1 ml eingeengt werden. Die Zentrifugationsschritte
erfolgten (5500 Upm, 4°C, jeweils 1h) im SS-34-Rotor.
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2.10.7 Umpufferung durch Diafiltration

Der oben genannte Mikrokonzentrator wurde auch zur Umpufferung von
Proteinlédsungen verwendet. Dazu wurden die Proben mehrmals in den

Konzentratoren eingeengt und in dem gewlnschten Puffer aufgenommen.

2.11 Western-Blot (Towbin et al., 1979)

Nach der Auftrennung durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese konnten Proteine fur
weitere immunologische Tests aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert werden. Die Ubertragung erfolgte dabei elektrophoretisch unter
Verwendung einer Western-Blot-Kammer (Eigenbau) nach dem Semi-Dry-Verfahren.
Das Whatmanpapier und eine Nitrocellulosemembran (Fa. Sartorius AG, Géttingen)
wurden, nachdem sie auf Gelgro3e zurechtgeschnitten waren, zusammen mit dem
Gel in Transferpuffer gelegt. Anschliel3end wurden auf die Anodenplatte in folgender
Reihenfolge 3 Lagen Whatmanpapier, die Nitrocellulosemembran, das Gel und
wiederum 3 Lagen Whatmanpapier jeweils unter Vermeidung von Luftblasen
aufgelegt. Nach der Entfernung Uberschissigem Transferpuffers mittels saugfahigem
Papiers legte man die Kathodenplatte auf und beschwerte die Apparatur. Die
Proteine wurden bei konstanter Stromstarke mit 5 mA/cm? Membranflache fir 30-

45 min Ubertragen.

Transferpuffer: Tris (125 mM) 15,14
Glycin (192 mM) 14,40
Methanol, 100 % (v/v) 200 mi
H2Odest. ad 1000 ml

pH 8,6; Lagerung bei 4°C.

2.12 Immunologische Methoden

2.12.1 Herstellung von polyklonalen Antiseren gegen MTase

Zur Herstellung polyklonaler Antiseren mit Anti-MTase-AntikOrper wurde ein
Kaninchen mit aufgereinigtem MTase-Protein immunisiert. Die Injektionen und die
verschiedenen Blutungen wurden von der Firma BioScience (Gottingen) nach folgen-

dem Protokoll durchgefuhrt:
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Injektionen: Tage 0, 21 und 49 (mit je 250 pg des gereinigten Proteins).
Blutungen/Probenahmen: 5 ml PrA&immunserum

15 ml 1. Blutung

20 ml 2. Blutung

>50 ml Endblutung

Die Seren wurden nach Aliquotierung bei -20°C und -75°C gelagert.

2.12.2 Dot Blot fur immunologischen Nachweis

Zur schnellen Uberpriifung der Spezifitat der polyklonalen Antikérper wurden 1-3 pl
der Proteinldsung direkt auf eine Nitrocellulosemembran pipettiert und getrocknet.
Die weitere Behandlung der Membran erfolgte wie unter 2.12.3 beschrieben. Der

1. Antikorper (1. Blutung) wurde im Verhéltnis 1:100 eingesetzt.

2.12.3 Immundetektion von Proteinen mit alkalische Phosphatase-
konjugierten Antikorpern

Die Sichtbarmachung der auf einer Nitrocellulosemembran transferierten Proteine
(2.11) mit den fur sie spezifischen Antikérpern erfolgte mit Hilfe einer gekoppelten
alkalischen Phosphatasereaktion. Die Membran wurde dabei zur Vermeidung
unspezifischer Bindungen fir 1 h bei RT mit einer wiederverwendbaren Blockierungs-
l6sung (TBST mit 3 % (w/v) BSA) abgesattigt. Dann erfolgte die Bindung der
polyklonalen Antikérper an ihr Substrat (TBST + 1. Antikdrper (Endblutung), Verhalt-
nis 1:2500; Inkubation 1 h). Es folgten drei Waschschritte zu je 5 min in TBST zur
Entfernung ungebundener Antikorper. Im néchsten Schritt wurde der sekundéare
Antikorper (Anti-Kaninchen-Antikérper, IgG, mit alkalischer Phosphatase (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH); Verhaltnis 1:5000 in TBST) an die bereits gebundenen
primaren Anti-MTase-Antikorper durch eine 30-mindtige Inkubation gekoppelt. Die
Nitrocellulosemembran wurde dann 3 x in TBST (je 5 min) und 2 x in TBS (je 3 min)
gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Sichtbarmachung der Proteine durch Zugabe
der Farbelosung. Die Farbreaktion konnte mittels H;Ogemin. abgestoppt und die

Membran im Dunkeln gelagert werden.
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TBS:

Tris-HCI 242 g
NacCl 8,7 ¢
H>Odemin. ad 1000 ml
pH 7,5

Puffer A:

NaCl (100 mMm) 584 ¢g
MgCl, (5 mM) 1,02 g
Tris (100 mM) 1211 g
H2Odest. ad 1000 ml

pH 9,5; Lagerung des Puffers bei 4°C.

TBST:
TBS mit 0,05% (v/v) Tween 20

Farbel6sung:

NBT-Stammlosung [50 mg/ml (w/v)] 66 ul
BCIP-Stammldsung [50 mg/ml (w/v)] 33 ul
Puffer A ad 10 ml

Lésung vor Gebrauch frisch ansetzen.

2.13 Chromatographische Verfahren zur Produktanalyse

2.13.1 Dunnschicht-Chromatographie (TLC)

Die Dunnschichtchromatographie ist eine Form der Verteilungschromatographie

zwischen einer hydrophilen (stationéaren) und einer hydrophoben (mobilen) Phase.

Mit dieser einfachen und schnellen Methode lassen sich Mono- und Oligosaccharide,

wie sie bei hydrolytischer Spaltung oder bei Transferreaktionen auftreten, auftrennen

und anhand eines geeigneten Standards bestimmen und detektieren. Als stationare

Phase dienten mit Kieselgel beschichtete Aluminium-Folien (Kieselgel 60 Fysq,

Merck). Als mobile Phase wurden folgende Laufmittel verwendet:

Laufmittel 1: 1- Propanol 60 ml
Ethylacetat 10 ml
H2Opidest. 30 ml
Laufzeit 2x 3h

Substratlésungen: 1 % (whv)

Referenz G;1-G-; 0,1 % (w/v)

Laufmittel 2: 1- Propanol 50 ml
Nitromethan 30 ml
H2Opidest. 20 ml
Laufzeit 1x 2h

Entwicklungsreagenz:

Anilin 1 mi

Diphenylamin 1 g

Aceton 100 mi
Lagerung dunkel bei 4°C.
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lonenaustauscher: Serdolith”MB-3, Ortho Phosphorséaure: 85 %(v/v)
Mixed Bed Resin (Serva)

Der Testansatz (siehe 3.5.2, 3.5.6) wurde bei erforderlicher Temperatur fir eine
geeignete Zeit inkubiert und anschlieBend auf Eis gestellt. In der Zwischenzeit
wurden die Dunnschichtplatten und die Kammer fiir den Lauf vorbereitet. 2 pl Aligots
der Testansatze wurden entlang einer Linie 1 cm vom unteren Rand der DC-Platte
strichférmig aufgetragen (Abstand der einzelnen Proben mind. 0,7 cm; Abstand zum
Seitenrand der DC-Platte mind. 1,5 cm). Wurden Proben mehrmals aufgetragen, so
muldten die Probenauftragsstriche zwischendurch mittels eines Fons gut getrocknet
werden. Die Chromatographiekammer wurde mit Whatmanpapier ausgekleidet und
die Schliffrander von Deckel und Kammer mit Vaseline gefettet. Anschlie3end
wurden 100 ml des jeweiligen Laufmittels Uber das Whatmanpapier in die Kammer
gefullt. Die trockene DC-Platte wurde dann in die gut equilibrierte Dunnschicht-
Kammer eingesetzt und entsprechend den Erfordernissen entwickelt, erneut
getrocknet (Lagerung bei -20°C in Alufolie mdglich) und mit frisch hergestellter
Sprihlésung (Entwicklungsreagenz + 1/10 Vol. Phosphorsaure) bespriht. Die be-
spruhte Platte wurde sorgfaltig in Alufolie eingewickelt und fir 12 min bei 140°C inku-
biert. Zur Aufbewahrung konnte die Platte anschliel3end in Schlauchfolie einge-

schweil3t werden.

2.13.2 Hochleistungs-Flussig-Chromatographie (HPLC)

Die HPLC ist, wie die TLC, eine Form der Verteilungschromatographie zwischen
einer stationdren Phase (Trennsédule) und einer mobilen Phase (Laufmittel). Durch
die verfugbaren Hochleistungs-Trennsdulen kodnnen Substanzgemische, deren
Komponenten sich nur geringfigig in ihrer physikalischen oder chemischen
Eigenschaften unterscheiden, schnell und mit hoher Auflésung analysiert werden.
Die Proben wurden auf einem Dionex DX-500 HPLC-System analysiert. Dabei wurde
eine CarboPac-100-S&aule mit Vorsdule verwendet. Als Eluent diente 200 mM NaOH
und 0,5 M Na-Acetat in HOwiig. Das Probenvolumen betrug 25 pl. An einer
Goldelektrode wurden die Substanzen in obigen Eluenten, die einen hohen pH-Wert
aufweisen, oxidiert. Die dadurch entstehenden Signale wurden mittels eines ED 40-
Detektors (electrochemical detector) aufgefangen. Die Auswertung der Rohdaten

erfolgte anschliel3end mit der Dionex-Software PeakNet, Version 5.01.
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2.13.3 HPLC-Analyse der Starkeumsetzung

Nach entsprechenden Vorversuchen wurde folgendes Protokoll entwickelt:

Probenvorbereitung:

0,25 % (w/v) Substrat (hier: Maisstarke) wurden in 20 mM Na-Acetat pH 7,5 ¢
durch Autoklavieren gelost. Fir Proben mit GTase wurden 20 U GTase-Rohex-
trakthize pro ml Probenlésung zugesetzt und fir 16 h bei 60°C schuttelnd inkubiert.
Die Inaktivierung der GTase erfolgte durch eine sich anschlieRende Inkubation bei
100°C fur 1 h. Nach der Lyophilisierung der Probe wurde diese in 10 ml 25 mM Na-
Acetat-Puffer pH 4,5 resuspendiert, 400 U Isoamylase (als Entzweigungsenzym fir
die Starke) pro ml Probenvolumen zugesetzt und fir 14 h bei 45°C schittelnd
inkubiert. Nach der Enzyminaktivierung bei 100°C fir 5 min folgte erneut eine
Lyophilisierung der Proben. Nun konnten bei Proben, die fir die Inkubation mit
Amyloglucosidase vorgesehen waren, 40 U des Enzyms pro ml Probenvolumen
(25 mM Na-Acetat-Puffer pH 4,5) zugegeben und fir 22 h bei 25°C inkubiert werden.
Auch hier erfolgte dann die Hitzeinaktivierung der Amyloglucosidase durch
Inkubation bei 100°C fur 5 min und eine Lyophilisierung. Durch Inkubation mit
Amyloglucosidase werden lineare Maltooligosaccharide bis zur Glucose abgebaut;
zyklische Verbindungen bleiben bestehen.

Samtliche Proben wurden dann in einer geeigneten Menge an HyOwmiiig
resuspendiert, fir 15 min bei 15000 Upm (RT) zentrifugiert, um unlésliche
Bestandteile abzutrennen, und schlieRlich 25 pl des Uberstandes zur Analyse mittels
HPLC-PAD eingesetzt.

Die Identifizierung des Polymerisationsgrades der einzelnen ,Peaks” erfolgte durch
Zugabe eines internen Standards (definiertes Maltooligosaccharid; z.B. Malto-
heptaose) zu einer Probe direkt vor der HPLC-Analyse.

2.14 Gewinnung und Reinigung von cytosolischen Pro-
teinen

Je nach Bedarf wurden die entsprechenden rekombinanten E. coli-Bakterienstdmme
in MaRRstaben von 5 ml bis zu 6 | unter den geeigneten Bedingungen angezogen,
d. h. in der Regel bei 37°C unter Selektionsdruck und stéandiger Beluftung fur etwa
16-24 h. Gegebenenfalls wurde in der exponentiellen Wachstumsphase (ODgoonm=

0,5-0,9) mit einer definierten Menge IPTG induziert.
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2.14.1 Praparation des Zellextraktes

Entsprechend den weiteren Erfordernissen wurden die Zellen nach Ernte in
geeigneten Puffern aufgenommen. Zellextrakte von E. coli, die anschlielend einer
saulenchromatographischen Reinigung unterworfen wurden, wurden i.d.R. in 20 mM

Tris-Cl pH 8,0 (RT) aufgenommen. Dieser Puffer diente dann auch als Waschpuffer.

Zellaufschluf® mit der French Pressure Cell

- Zellen mit 7000 Upm (10-20 min) bei 4°C ernten, Uberstand abnehmen

- Pellet in Waschpuffer resuspendieren und erneut zentrifugieren, Waschschritte
bei Bedarf mehrmals wiederholen

- Bestimmung des Nal3gewichts des Pellets und Zellen in etwa 1 ml Puffer pro
Gramm NalRgewicht grtindlich resuspendieren

- Zellaufschluf3 in einer gekihlten Druckzelle (American Instrument Co., Silver
Spring, USA) mit 6,9 MPa (1000 PSI); bei Bedarf mehrere Passagen;
mikroskopische Kontrolle des Zellaufschlusses

- ggf. Zugabe einer Spatelspitze DNase und Inkubation bei RT fir 10 min

- Zelltrtmmer werden durch Zentrifugation (14000-16000 Upm; 20-30 min) entfernt;
Uberstand ist Protein-Rohextrakt (RE)

Zellaufschluf® durch Ultraschall

Diese Methode wurde nur bei kleinen Volumina (< 3 ml) angewendet, um schnell

Proteinextrakt zu gewinnen, so dald rasch variable Parameter tberprift und optimiert

werden konnten.

- Zellen mit 10000 Upm fur 10 min ernten und in geeignetem Waschpuffer
resuspendieren (dicht gewachsene Kulturen konnten auch direkt zum
Zellaufschlul3 eingesetzt werden)

- AufschluR der Zellen (auf Eis) unter Verwendung einer Ultraschallsonde
(Ultraschallprozessor UP 200s, Dr. Hielscher GmbH); Amplitude variabel, Cycle
0,5; 3-5 min; lichtmikroskopische Kontrolle

- Zelltrimmer hochtourig abzentrifugieren (13000 Upm, 15-30 min, 4°C)

- Uberstand abheben (=Rohextrakt)
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2.14.2 Abtrennung thermolabiler Proteine durch Hitzedenaturierung

Zur Anreicherung eines thermostabilen heterologen Proteins aus dem Zellextrakt
eines mesophilen Wirtes eignet sich ein Hitzeschritt, bei dem der tGiberwiegende Teil
der thermolabilen Wirtsproteine denaturiert und prazipitiert wird. Die optimale Dauer
und Temperatur fur die Hitzefallung sind durch Vorversuche zu bestimmen, da sie
vom Volumen, pH und Proteinkonzentration des Zellextraktes abhangig sind. Zu
beachten ist, daf} sich Ergebnisse aus Experimenten mit E-Cups keinesfalls auf
grolRere Volumina hochrechnen lassen, da sich Aufheizzeiten und effektive
Temperatureinwirkungen ganz wesentlich unterscheiden. Durch Aliquotierung
grolRerer Volumina in E-Cups, oder durch Simulierung der Testbedingungen durch
Versenkung eines E-Cups in ein groRBeres Gefall mit entsprechender
Flussigkeitsmenge an H,O, lasst sich aber dieses Problem einfach umgehen. Nach
einer entsprechenden Inkubationsdauer (i.d.R. 15-30 min) wird dann die Probe in Eis
abgekdihlt, zur Pelletierung des denaturierten Materials hochtourig zentrifugiert
(16000-20000 Upm, 30 min, 4°C) und der Uberstand mit dem angereicherten
Zielprotein abgehoben (=Rohextraktyiize (REHitze)).

2.14.3 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

2.14.3.1 Gerate und Saulen

Die verwendete FPLC-Anlage besteht aus folgenden Komponenten:

Geréte: Liquid Chromatography Controller LCC-500
2 x High Precision Pump P-500
In-line Mixer, Motor Valve MV-7
Uvicord S 1l Monitor und Fraction Collector Frac-100
Zweikanal-Laborschreiber
10 ml und 50 ml Superloop, diverse Probenschleifen

Saulen: SOURCE 15Q (50 ml)
Phenyl Sepharose HP XK 16/10
Superdex 200 prep grade XK 16/60
(Alle Komponenten von Pharmacia, Freiburg)
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Allgemeine Regeln beim Umgang mit der FPLC

* Proben vor dem Auftragen auf eine Saule immer durch Filtration (0,2 um bzw.
0,45 um Porenweite) oder hochtouriger Zentrifugation partikelfrei machen

» samtliche Laufmittel und Puffer vor Gebrauch ebenfalls filtrieren

* individuelle Parameter der Saulen bezuglich der Bindungskapazitat, optimaler
FluR3rate, Ruckdruck, chemischer und physikalischer Stabilitdt sowie Regenerier-
ung beachten (siehe Begleitblatter)

e Séaulen in 20 % (v/v) Ethanol lagern; direkte Umpufferung der Saulen von 20 %
(v/v) Ethanol zu einem salzhaltigen Eluenten oder umgekehrt vermeiden,
dazwischen mit H,Opigest, Spllen

» alle Anschlisse ,drop to drop“ verbinden, um das Eindringen von Luft in das

System zu vermeiden (besonders wichtig bei Gelfiltrationssaulen)

2.14.3.2 Trennprinzipien

lonenaustausch-Chromatographie

Prinzip

Die Trennung beruht auf elektrostatischen Interaktionen zwischen den Proteinen und
den funktionellen Gruppen des Gelmaterials: Geladene Gruppen auf der Oberflache
der Proteine treten mit entgegengesetzt geladenen Gruppen auf der
Austauschermatrix in Wechselwirkung und fiihren so zu einer Bindung an die S&ule,
wobei die Bindungsstarke von den individuellen Ladungseigenschaften der einzelnen
Polypeptide abhéngt. Die Elution erfolgt durch Erhéhung der lonenstarke, die zu
einer Schwachung der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Protein und

Gelmaterial fuhrt.

Saule

Bei dieser Chromatographie wurde der starke Anionenaustauscher SOURCE 15 Q in
einer selbstgepackten XK 26/20-Saule (praparativ, 50 ml Saulenvolumen) verwendet.
Die funktionelle Gruppe ist ein quartdres Amin, welches uber einen hydrophilen
Spacer an die Saulenmatrix gebunden ist. Die Proteinbindungskapazitat betragt etwa
25 mg pro ml Gelbett, die empfohlene FluRrate wird mit 30-600 cm/h angegeben

(maximaler Ruckdruck: 5 MPa).
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Methodik

Die Saule wird zur Vorbereitung mit 2 Saulenvolumina (SV) Elutionspuffer B
(= Hochsalzpuffer) gespilt, um die funktionellen Gruppen mit Gegenionen abzu-
sattigen, dann wird das Medium mit mindestens 8 SV Auftragungspuffer A (= Niedrig-
salzpuffer) auf die Startbedingungen &aquilibriert. Die Probe (in Puffer A) wird unter
Niedrigsalzbedingungen auf die Saule aufgetragen und in einem ansteigenden Salz-

gradienten eluiert.

Hydrophobe Interaktions-Chromatographie

Prinzip

Diese Methode basiert auf der unterschiedlichen Oberflachenhydrophobizitat der
einzelnen Proteine. Durch Auftragung der Proteine in einem Puffer mit hoher
lonenstarke entstehen starke Wechselwirkungen zwischen hydrophoben Ober-
flachenbereichen der Polypeptide und den hydrophoben Liganden der Saulenmatrix.
Treibende Kraft fur diese Wechselwirkung ist die Entropie, die durch die Aggregation
unpolarer Gruppen in polarer Umgebung zunimmt. Die Elution erfolgt durch eine
Verringerung der Polaritdt des Puffers. Dies kann durch eine Reduzierung der
lonenstéarke, den Austausch des Salzes gegen eines mit geringerem Aussalzeffekt
(Hofmeister-Serie) oder durch die Zugabe von unpolaren Agenzien (Harnstoff,

Detergenzien, organische Losungsmittel) erfolgen.

Saule

Es wurde mit einer Phenyl Sepharose HP XK 16/10 Fertigsdule mit 20 ml
Saulenvolumen gearbeitet, bei der die Gelmatrix aus stark quervernetzten Agarose-
Partikeln besteht, die Gber ungeladene, chemisch stabile Etherbindungen mit Phenyl-
Resten derivatisiert sind. Die empfohlene Fluf3rate betragt 50-150 cm/h bei maximal
0,3 MPa Ruckdruck.

Methodik

Zur Auftragung der Probe wird die Saule mit mindestens 2 SV auf Hochsalz-
Bedingungen aquilibriert. Die Probe muf3 sich ebenfalls in einem Milieu hoher
lonenstéarke befinden. Hierzu wird sie vorsichtig auf 5 M NaCl hochgesalzt, wobei

darauf zu achten ist, dall ein Aussalzen des Proteins durch Ilokale
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Uberkonzentrierung vermieden wird (portionierte Zugabe des NaCl unter standigem
Ruhren). Die Elution erfolgt im absteigenden Salzgradienten, wobei evtl. mit HyOpjgest.
nacheluiert werden muf3, um stark hydrophobe Proteine wieder von der Saule zu

6sen.

Gelfiltration

Prinzip

Bei dieser nicht-adsorptiven Methode erfolgt die Trennung der Proteine aufgrund
ihrer GroR3e. GroRere Molekule steht ein vergleichsweise kleines Verteilungsvolumen
in der jeweiligen Gelmatrix zur Verfugung, so dal® sie friiher als kleinere Proteine

eluieren.

Saule

Fur die Gelfiltration wurde eine Superdex 200 High Load 16/60 — Saule verwendet.
Empfohlen wird fur diese Saule eine FluRrate von 10-50 cm/h bei maximal 0,3 MPa
Ruckdruck.

Molekularmassenbestimmung eines Proteins

Da das Elutionsvolumen mit der Gréf3e des jeweiligen Proteins korreliert, kann die
Gelfiltration nicht nur als Reinigungsschritt, sondern auch zur Molekilmassen-
bestimmung herangezogen werden. Hierzu ermittelt man den Verteilungs-

koeffizienten K,, eines Proteins nach folgender Gleichung:

V; = gesamtes Saulenvolumen
Kav = (Ve = Vo) I (Vi = Vo) V, = AusschluBvolumen der Saule

Ve = Elutionsvolumen des Proteins

Durch Kalibrierung der Gelfiltrationssdule mit Eichproteinen, Ermittlung des
jeweiligen Verteilungskoeffizienten und Auftragung des dekadischen Logarithmus der
Molekularmasse gegen den K,,-Wert erhalt man eine Eichgerade, aus der man die
Molekularmasse eines beliebigen Proteins anhand seines Verteilungskoeffizienten

errechnen kann.
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2.15 Enzymaktivitatstests

2.15.1 I,/KI-Test zur Bestimmung von Transferaktivitaten

Durch Einlagerung von lodmolekilen in die Zuckerhelix lassen sich a-1,4-Oligo- und
Polyglucane mit Lugolscher Losung anfarben. Die Farbentwicklung beginnt bei der
Maltododecaose mit einer schwachrosa Farbung. Polysaccharide mit 30
Glucosidresten sind violett (Absorptionsmaximum um 510 nm), Amylose ist mit einem
Maximum bei 610-620 nm blau gefarbt (Thorn und Mohazzeb, 1990). Der I,/KI-Test
wurde in zwei Varianten fur die Maltosyltransferase bzw. fur die 4-a-Glucano-

transferase eingesetzt.

2.15.1.1 I,/KI-Test zur Bestimmung der Maltosyltransferase-Aktivitat

Das Enzym wird mit einem Maltooligosaccharidgemisch, welches einen Polymerisa-
tionsgrad (DP) von 4-10 besitzt, inkubiert. Durch die Transferaktivitat der Maltosyl-
transferase wird das Substratgemisch disproportioniert, wobei Produkte mit einem
DP > 12 entstehen, die sich mit Lugolscher Losung anfarben lassen und bei 480 nm

photometrisch messbar sind.

Substratlésung 2% (w/v): Maltooligosaccharide-Mixture 29

(ICN Biochemicals, Cleveland)
H2Opidest. ad 100 ml

LAsung sterilfiltrieren.

Mcllvaine-Puffer pH 6,5 "*©: Komponente A 0,2 M Na,HPO,

Komponente B 0,1 M Zitronensaure

Komponente A mit Komponente B bei 75°C auf
pH 6,5 titrieren.

l,/KI-L6sung: Lugolsche Lésung (Sigma) 1 Vol.
H2Opidest. 4 Vol.
Vor Gebrauch in einer braunen, dicht schlieRenden

Flasche frisch ansetzen.
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Testansatz: Substratldsung 200 pl
Mcllvaine-Puffer pH 6,5 (*°© 100 pl
Probe + H2Opigest. 100 pl
Durchfuhrung

- Préainkubation des Ansatz ohne Enzym fir 10 min bei 75°C

- Start der Reaktion durch Zugabe von Enzym; Inkubation bei 75°C fiur eine
definierte Zeit

- 100 pl Reaktionsansatz entnehmen und in 1 ml I,/KI-Lésung pipettieren, mischen
und zugig die Extinktion bei 480 nm gegen eine Nullprobe ohne Enzym messen
(lod in verdiinnter L6sung ist flichtig und raucht relativ schnell aus)

Quantifizierung

Es handelt sich bei diesem Test um eine Gleichgewichtsreaktion, bei dem jedes
Produkt gleichzeitig wieder Substrat ist. Im Verlauf der Inkubation entwickelt sich ein
Gleichgewicht, welches zu einem gleichbleibenden Farbeverhalten mit lod fihrt.
Allerdings findet in der Anfangsphase der Reaktion eine deutliche Verschiebung des
in dem Testansatz vorliegenden Oligosaccharidgemisches von kurzkettigen zu
langerkettigen (DP = 12) a-1,4-Glucanen statt. In dieser initialen Phase (bis zu einer
ODy4gp von 1,0) ist eine lineare Proportionalitdt zwischen Enzymaktivitdt und

Farbintensitat gegeben, die eine relative Quantifizierung erlaubt.

2.15.1.2 1,/KI-Test zur Bestimmung der 4-a-Glucanotransferase-Aktivitat

Hier wird die 4-a-Glucanotransferase-Aktivitat durch die Messung des Transfers von
Glucanosylresten von einem langkettigen Donor auf Maltose als Akzeptor bestimmit.
Dabei kommt es zu einer abnehmenden Anfarbbarkeit des Testansatzes mit lod
(Liebl et al., 1992).

20 mM Tris-Cl pH 7,5 ®®9:.  Tris 2,429
H2Opidest. ad 1000 ml
Mit HCI bei 60°C auf pH 7,5 einstellen.

Substratlésung (0,05% (w/v)): Amylose 0,59
2 N NaOH ad 10 ml

Amylose vollstandig l6sen, dann
neutralisieren mit 2 M HCI und verdiinnen
mit 20 mM Tris-Cl, pH 7,5 ©©) ad 1000 ml
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Maltoseldsung: Maltose 29
H2Opidest. ad 100 ml
l,/KI-Lésung (0,02 % (v/v)):  Lugolsche Losung 1 Vvol.
H2Opigest. 49 Vol.

Vor Gebrauch in einer braunen, dicht schlieRenden

Flasche frisch ansetzen.

Testansatz: Maltosel6sung 25 ul
Probe X ul
Substratlésung ad 1000 pl
Durchfuhrung

- Testansatz mischen und bei 60°C inkubieren.

- Zu den Zeitpunkten t g min und t 15 min j& 100 pl entnehmen und in 1 ml 1,/KI-Lésung
(0,02 % (v/v)) pipettieren.

- Messung der OD bei 620 nm gegen H,Opigest. Und Bildung der Differenz AEgo

zwischen den Extinktionen Egzo (t 0 min) Und Ee20 (t 15 min)-

Quantifizierung

Fur diesen Test gelten ahnliche Einschrankungen wie fur den Maltosyltransferase-
Aktivitatstest, flir ein AEgyp von 0,1 - 0,5 besteht aber auch hier eine lineare
Beziehung zur Enzymaktivitdt, so dal3 zumindest eine relative Quantifizierung

maglich ist. Unitdefinition: 1 U = AEgo pro 15 min.

2.15.2 Hydrolyse von para-Nitrophenyl-Substraten

Para-Nitrophenyl (pNP)-Glycoside sind synthetische Testsubstrate fur hydrolytische
Enzyme. Durch die enzymatische Spaltung der arylglycosidischen Bindung wird
p-Nitrophenol freigesetzt, das sich durch seine gelbe Farbung photometrisch bei

420 nm bestimmen laft:

p-Nitrophenyl-Glycosid — ¥ p-Nitrophenol + Zucker
(farblos) (gelb)
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Testansatz:

Probe X ul
Tris-Cl pH 7€°©: 0,5 M 30 pl
MnCly: 10 mM 30 ul
NAD": 9 mM (Lagerung bei 4°C) 30 ul
Dithiothreitiol (DTT):1 M (Lagerung bei 4°C) 15 ul
H2Opidest.: 185 — x

Durchfiuhrung:

5 min Prainkubation des Testansatzes bei 60°C.

Start durch Zugabe von 10 pl p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranosid (0,1 M in DMSO,
Lagerung bei -20°C) und Inkubation bei 60°C fur eine definierte Zeit
(Gelbfarbung).

Abstoppen auf Eis durch Zugabe von 20 ul EDTA (0,5 M; pH 8,0) und
Farbintensivierung durch Alkalisierung.

Zugabe von 680 pl HyOpigest. Und Bestimmung der Extinktion bei 420 nm gegen

eine Negativkontrolle ohne Enzym.

y =0,012x
Eichfaktor: 83,33

0 50 100 150
pNP [nmol]

Abb. 7: Eichgerade fir den pNP-a-D-glucosid-Test. Die Eichgerade wurde unter

Testbedingungen mit einer 2,5 mM p-Nitrophenol-Standardlésung im Bereich von

0-150 nmol p-Nitrophenol durchgefuhrt (- Der molare Extinktions-Koeffizient von pNP unter

diesen Bedingungen ist 12000 M™*cm™).
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Quantifizierung

Durch Multiplikation des erhaltenen Extinktionswertes mit dem reziproken Wert des
ermittelten Steigungsfaktors erhalt man die Menge an p-Nitrophenol (in pmol), die im
Test freigesetzt wurde. Eine Unit entspricht der Enzymaktivitat, die 1 umol p-Nitro-

phenol in 1 min freisetzt.

2.15.3 Enzymaktivitatstest auf Agarplatten

Zur Identifizierung a-Glucosidase positiver Klone nach der Transformation wurde das
kinstliche Substrat 4-Methylumbelliferyl-a-D-glucosid verwendet, dessen Hydrolyse-

produkt 4-Methylumbelliferon durch Fluoreszenz bei 366 nm nachgewiesen werden

kann.

Inkubationslésung: 0,5 M Tris-Cl pH 7 50 pl
10 mM MnCl, 50 ul
9 mM NAD" 50 pl
1MDTT 25 pl
0,1 M MU-a-D-glucosid (in DMSO) 25 pl
H2Opidest. 300 pl

Durchfiihrung

- Strichférmiges Animpfen der Transformanten auf LB-Agarplatten und Inkubation
(unter Selektionsdruck) bei 37°C Uber Nacht.

- Préainkubation der Aktivitatsplatte bei 60 °C im Wasserbad/Trockenschrank.

- Auflegen eines mit Inkubationslosung getrankten Membranfilters und weitere
Inkubation bei 60°C (15 min).

- Detektion positiver Klone unter UV-Licht (366 nm).

2.15.4 DNSA-Test zur Bestimmung reduzierender Zucker

Bei der Hydrolyse polymerer Zucker werden kleinere Bruchstiicke bzw. Monomere
gebildet, wodurch sich die Zahl der reduzierenden Enden vervielfacht. In Gegenwart
von Phenol und Natriumsulfit wird DNSA durch freie Halbacetalgruppen zur 3-Amino-
5-nitrosalicylséaure reduziert. Diese Reaktion bedingt eine zunehmende Braunfarbung
des Testansatzes, die proportional zur Anzahl an reduzierenden Enden ist und

photometrisch bei 575 nm quantifiziert werden kann.
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3,5-Dinitrosalicylsaure 100°C, 15 min 3-Amino-5-nitrosalicylsdure
(gelb) Phenol, Na,SOs (braun)

DNSA-Reagenz: Dinitrosalicylsaure 10 g
Phenol 29
Na,SO3 0,59
K-Na-Tartrat 2009
NaOH 10 g
H2Opidest. ad 1000 ml

Mcllvaine, pH 6,5 "*°©): Komponente A 0,2 M NapHPO,
Komponente B 0,1 M Zitronensaure

Komponente A mit Komponente B bei 75°C auf pH 6,5

titrieren

Substratlésung: l6sliche Substrate 1% (wW/Vv) in H2Opjigest.
unldsliche Substrate 2% (W/v) in HoOpigest.

Testansatz:

- l6sliche Substrate Substratlosung (1% (w/v)) 250 pl
Mcllvaine, pH 6,5 (°°¢) 100 pl
Probe + HoOpjgest. 150 pl

- unlésliche Substrate Substratlosung (2 % (w/v)) 375 ul
Mcllvaine, pH 6,5 (°°¢) 150 pl
Probe + HsOpigest. 225 pl

Durchfuhrung

- Préainkubation des Testansatzes ohne Enzym fir 10 min bei 75°C.
- Start der Reaktion durch Zugabe von Enzym; Inkubation fur eine definierte Zeit
bei 75°C.

- bei unléslichen Substraten: Substrat abzentrifugieren, 500 pl Uberstand entneh-

men und in ein neues E-Cup Uberfihren.
- Reaktion durch Zugabe von 750 ul DNSA-Reagenz abstoppen.
- Ansatz 15 min bei 100°C inkubieren, anschlielRend auf Eis abkulhlen.

- OD bei 575 nm gegen eine Nullprobe ohne Enzym messen.
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Quantifizierung

Zur Quantifizierung der hydrolytischen Aktivitat wird fur jedes polymere Substrat eine
Eichgerade mit variablen Mengen des entsprechenden Monomers (fir Glucane also
eine Eichgerade mit Glucose) unter Testbedingungen erstellt. 1 Unit entspricht der
Enzymaktivitat, die 1 umol reduzierende Enden (Glucose-Aquivalente) in 1 min

erzeugt.

2.16 Charakterisierung von Enzymen

2.16.1 Cofaktor-Abhangigkeit der Aktivitat

Die Experimente fur die a-Glucosidasen wurden mit dem in 2.15.2 beschriebenen
Standard-Test durchgefuhrt. Die Konzentrationen der eingesetzten Cofaktoren
betrugen fur NAD" 0,9 mM, fiir MnCl, 1 mM und fiir DTT 50 mM. Zur Ermittlung des
Effektes (der Konzentration) eines Cofaktors auf die enzymatische Aktivitat der
a-Glucosidase wurden die beiden anderen jeweils in ihren optimalen Konzentrations-

verhaltnissen zugesetzt.

2.16.1.1 Reduzierende Agenzien

Der stimulierende Effekt von DTT legte nahe, daf} ein reduzierendes Agenz fur die
a-Glucosidase-Aktivitat benétigt wurde. Aus diesem Grunde wurde das DTT aus dem
Standard-Test entfernt und durch variable Konzentrationen von 2-Mercaptoethanol
oder L-Cystein ersetzt. Da L-Cystein leicht eine Anderung des pH-Wertes im
Testansatz bewirken kann, wurde es in einem geeignetem Puffer gelost und der pH-
Wert der Testansatze bei den verschiedenen L-Cystein-Konzentrationen auf seine

Konstanz hin Gberpruft.

2.16.1.2 Einflul verschiedener Salze auf die Aktivitat

Der Effekt verschiedener zweiwertiger Kationen auf die Aktivitdt der a-Glucosidase
wurde zunéchst ebenfalls im Standard-Test bestimmt. Da verschiedene Salze eine
Eigenfarbung aufweisen, wird jeder Ansatz gegen einen eigenen Nullwert mit dem
entsprechenden Salz gemessen. Angegeben wird schliel3lich die relative Aktivitat (in
Prozent), bezogen auf einen Referenzansatz ohne Additiv. Da einige Metalle unter
Standard-Testbedingungen vermutlich durch Reduktion durch DTT ausfallen, wurde

der Test mit Rohextraktyize als Enzymersatz durchgefihrt. Dieser enthalt stimu-
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lierende Komponenten zwar nur in suboptimalen Konzentrationen; man kann aber
auf die Zugabe von DTT verzichten und dennoch den aktivierenden Effekt

verschiedener Salze zeigen.

2.16.1.3 Nukleotide
Die Aktivitat der a-Glucosidase wurde wiederum im Standard-Test bestimmt. Alle
eingesetzten Testsubstrate wurden in einer Endkonzentration von 1 mM zum Test
hinzugefigt. Wegen der Eigenfarbung von FMN / FAD wurde wie im Abschnitt
(2.16.1.2) verfahren.

2.16.2 Enzymkinetik

Fur die Charakterisierung enzymkatalysierter Reaktionen spielen die Michaelis-
Menten-Parameter K, und vmha eine grundlegende Rolle. Die erforderlichen
Messungen der initialen Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der
Substratkonzentration erfolgte durch enzymatische Tests. Hierbei wurden zur
Vermeidung von Melfehlern durch Aufheiz- und Abkuhlzeiten alle Inkubations-
ansatze vor Enzymzugabe 5-10 min vorgeheizt; der Reaktionsstop erfolgte auf Eis.
Um alle Ansatze unter identischen Bedingungen zu inkubieren, wurden sie im
Abstand von 20-30 sec zeitlich versetzt bearbeitet. Fir den Fall, dal3 ein Enzym in
stark verdinnten Losungen nur eine begrenzte Stabilitdt aufweist, wurden
Enzymverdinnungen erst unmittelbar vor der Verwendung hergestellt. Es wurden
Mehrfachmessungen durchgefuhrt, um statistisch erfal3bare Werte zu erhalten. Als
Inkubationszeit wurde derjenige Zeitpunkt gewahlt, an dem die erste Zunahme an
Produkt zu verzeichnen war (Anfangskinetik).

2.16.2.1 Kinetik der a-Glucosidase

Synthetische Substrate
- Verwendung des Standard-Testes (2.15.2): Prainkubation fir 5 min;
Inkubationsdauer: 3 min; Abstoppung auf Eis; Eichfaktor fur pNP = 83,33 (2.15.2)

Maltooligosaccharide als Substrate
- Verwendung einer zweistufigen Reaktion (siehe 3.2.3): Die von der Hexokinase

bendtigten zweiwertigen Metallionen werden von MnCl, aus dem Ansatz |
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geliefert; anstelle von NADP konnte das NAD aus der ersten Reaktion genutzt
werden.

- Nach der zweiten Reaktion darf nicht mehr gemischt werden, da sonst das
gebildete NADH wieder oxidiert wird!

- Es wurde im 70 pl-Mal3stab mit einer Quarz-Kivette (ODs40) gearbeitet. Dieses
relativ kleine Testvolumen bedingt allerdings gré3ere Mel3fehler.

- Eine Eichgerade wurde mit Glucose (Bereich 0 - 55 nmol) erstellt. Der Eichfaktor
war 12,56. 1 Unit entspricht der Zunahme der Zuckerkonzentration um 1 pmol pro

min.

Ermittlung der Bindungskonstante Ky

Durch ortsspezifische Mutagenese wurde der N-Terminus der a-Glucosidase mutiert.
Der erhoffte Effekt, namlich die Beeintrachtigung der NAD*-Bindung, sollte durch
Bestimmung der Bindungskonstanten Ky experimentell gezeigt werden. Hierzu
wurden deshalb in einem modifizierten Standard-Test mit p-Nitrophenyl-a-D-
glucopyranosid als Substrat die NAD"-Konzentrationen so lange variiert (siehe 3.2.5),
bis schlief3lich ein Plateau in einer Michaelis-Menten-Auftragung erreicht wurde. Um
optimale Inkubationszeiten (7-10 min) zu gewahrleisten, wurden die eingesetzten

Enzymkonzentrationen entsprechend angepal3t.

2.16.2.2 Einfluld potentieller metabolischer Regulatoren und Kinetik der Inhibi-

tion

a-Glucosidase

Um eine mdogliche Regulation des Enzyms durch Intermediate des Kohlenhydrat-
metabolismus zu Uberprifen, werden geeignete Verbindungen im Standard-Test
(Inkubation: 60°C fur 15 min) zugesetzt.

Additive (effektive Konzentration: 10 mM; Verbindungen wurden in 0,5 M Tris-Cl
pH 7,0 €29 gelsst und der pH-Wert kontrolliert): Glucose
Glucose-6-Phosphat
Fructose-6-Phosphat
Fructose-1,6-Diphosphat
Pyruvat

Die Aktivitat wird mit einem Referenzansatz ohne Additiv verglichen.
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Fur Fructose-1,6-Diphosphat wurde der Inhibitortyp ermittelt. Hierzu wurde die
Enzymaktivitat in Abhangigkeit unterschiedlicher Inhibitor- und Substratkonzen-
trationen bestimmt. Zuerst wird die Enzymaktivitat bei unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen und gleichbleibender Inhibitorkonzentration bestimmt. Anschlielend
verandert man die Inhibitorkonzentration und mif3t die Enzymaktivitat bei steigender
Substratkonzentration. Zur Ermittlung des Hemmtyps wird ein Lineweaver-Burk-
Diagramm erstellt.

Um bei den Messungen einen konstanten pH-Wert zu erhalten, muf3te Fructose-1,6-
Diphosphat in Tris-Puffer gelést werden. Da sich in Abhangigkeit der zugegebenen
Menge an Inhibitor zum Testansatz auch die Konzentration an Tris-Puffer veranderte,
wurde fur alle gemessenen Inhibitor-Konzentrationen individuelle Eichgeraden flr

pNP erstellt und folgende Eichfaktoren ermittelt:

ohne F-1,6-DP = 83,33 25 mM F-1,6-DP = 91,74
6,25 mM F-1,6-DP = 86,21 50 mM F-1,6-DP = 104,17
12,5 mM F-1,6-DP = 86,96

Maltosyltransferase
Zur Untersuchung des Einflusses potentieller (phosphathaltiger) Regulatoren auf die
MTase-Aktivitat wurden verschiedene Substrate (siehe 3.4.6) im I/KI-Test

eingesetzt.

Testansatz: Substratldsung (2%) 200 pl
Mcllvaine pH 6,5 "> 100

Additiv 40 ul (EK.: 10 mM)
H2Ovidest. 53,53 pl
MTase 6,47 pl (6 ng)

Inkubation:  75°C fur 10 min

Gegebenenfalls wurden die Additive in Puffer geldst, um einen konstanten pH-Wert
Zu garantieren.

Fur Glucose-1,6-Diphosphat (in 0,5 M Tris-Cl pH 7,0 ") wurde zusétzlich die
Abhangigkeit der Aktivitat der MTase fur den Konzentrationsbereich von 0 - 10 mM

ermittelt.



MATERIAL UND METHODEN 49

2.16.3 Temperaturabhangigkeit der Aktivitat

Der Einflul3 der Temperatur auf die Aktivitat der Mutante V110R wurde mit dem I,/KI-
Test (siehe 2.15.1.1) bei Inkubationstemperaturen von 30°C - 95°C gemessen. Im
Test wurde der Mcllvaine-Puffer verwendet, der einen sehr niedrigen Temperatur-
Koeffizienten aufweist (ApH=0,002/°C). Um dennoch pH-Effekte auf die Aktivitat zu
vermeiden, wurde der Puffer fir jeden Testansatz bei der jeweiligen Inkubations-
temperatur eingestellt.

Die thermische Inaktivierung eines Enzyms ist zeitabhangig und somit ist auch die
Bestimmung des Temperaturoptimums zeitabhangig. Um den Effekt der thermischen
Inaktivierung moglichst zu reduzieren, wurde die Inkubationszeit des Testes auf

10 min begrenzt.

2.16.4 Thermische Inaktivierung

Um die Abnahme der Enzymaktivitat in Abhéngigkeit von Inkubationstemperatur und
-zeit zu verfolgen, wurde fir jede Temperatur ein ausreichend grol3er Ansatz
zusammenpipettiert, der das Enzym in optimalem Puffer (Mcllvaine pH 6,5; einge-
stellt bei der entsprechenden Temperatur) enthélt. Der Pool wird dann auf eine
geeignete Anzahl von E-Cups aufgeteilt, die sukzessive in entsprechenden Zeitab-
standen in einen PCR-Heizblock (bietet groRere Temperaturgenauigkeit gegenuber
Wasserbadern oder Trockenschranken) gestellt wurden, wobei die am langsten zu
inkubierende Probe als erstes eingesetzt wurde. Der Vorteil dieser Methode besteht
darin, daf} die Bestimmung der Restaktivitat in einem einzigen Mel3durchgang
erfolgen kann. Letztlich wird die verbliebene Restaktivitat (in Prozent) bezogen auf
einen Referenzansatz ohne Préainkubation angegeben.

Bei der Bestimmung der Thermoinaktivierung der Mutante V110R wurde zusatzlich
noch ein Ansatz in einem Gradienten PCR-Heizblock (Eppendorf Mastercycler
gradient) durchgefuhrt. Hier konnten gleichzeitig in einem Heizblock fur die
Temperaturen 73,4°C, 73,5°C, 73,8°C, 74,3°C, 75,0°C, 75,9°C, 76,7°C, 77,5°C,
78,3°C, 78,9°C, 79,3°C und 79,5°C die Prainkubation fur die Zeitdauer von 2 h

durchgefuihrt werden.
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2.17 Zentrifugationen

Fur alle molekularbiologischen und proteinchemischen Arbeiten wurden je nach
Losungs- bzw. Kulturvolumen unterschiedliche Zentrifugen und Rotoren genutzt.
Sofern nicht anders angegeben, wurden Volumina bis 2 ml in einer Biofuge fresco
(Kuhlzentrifuge) oder Biofuge pico der Fa. Heraeus, (Osterode/Harz) zentrifugiert.
Volumina, die oberhalb 2 ml lagen, wurden in einer Sorvall RC5C oder Sorvall RC2-
B-Zentrifuge der Fa. Du Pont (Bad Homburg) mit den Rotoren SS-34, GSA oder
GS-3 zentrifugiert.

2.18 Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben wurden Chemikalien der Firmen Merck AG (Darm-
stadt), Fluka Chemie AG (Neu-Ulm) oder Riedel-de Haen (Hannover) mit den
Reinheitsgraden ,pro analysis“ oder ,reinst* verwendet.

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Gibco BRL (Eggenstein), MBI
Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Frankfurt am Main), Amersham
Pharmacia Biotech (Freiburg) und USB (jetzt Amersham Pharmacia Biotech)

bezogen.

Weitere Verbrauchsmaterialien:

Aldrich-Chemie GmbH, (Steinheim)

Biomol Feinchemikalien, Hamburg

Boehringer Mannheim, Mannheim
Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm
GERBU Biotechnik, Gaiberg

MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Merck, Darmstadt

Oxoid, Basingstoke, England

Promega (Vertrieb durch die Serva GmbH)

siehe Sigma

BCIP, NBT, IPTG, Ampicillin, Brom-
phenolblau, TEMED, 40% Acrylamide
4x cryst. Mix 37,5: 1

Lysozym, DNase |, RNase A,
Glycerin, Indol, D(+)-Sucrose
Acrylamide M-BIS (30 %-ige (w/v)
Stammldsung 19:1
DNA-GroRRenstandard (1 kB-Leiter)
Proteinase K

Bacteriological Agar No.1, Hefeextrakt,

Trypton
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Qiagen, Hilden

Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Schleicher & Schuell, Dassel

Serva Feinbiochemika GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAquick
Gel Extraction Kit

Isoamylalkohol, Phenol, Tris, NaOH

3 MM Whatman Filterpapier, Mem-
branfilter

Bromphenolblau, EDTA, Ethidiumbro-
mid, Rinderserumalbumin (Fraktion V),
SDS, Serva Blau G250, Tween 20,
Glycerin
Anti-Kaninchen-Immunglobulin-AP,
Ficoll 400, BSA, Coomassie® Brilliant
Blue G250, Mono- und Polysaccharide
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3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

3.1 Klonierung der a-Glucosidasen aglB aus T. maritima
und aglA aus T. neapolitana

Die Isolierung und Analyse des aglA-Gens aus T. maritima (Bibel et al., 1998) fiihrte
zur Aufdeckung eines ungewo6hnlichen Bedtrfnisses des rekombinanten Proteins flr
die Cofaktoren NAD* und Mn?*, sowie fiir reduzierende Bedingungen (Raasch et al.,
2000). Dies waren ausreichende Grinde, um das stromaufwérts gelegene aglB
(T. maritima) und das homologe Gen aglA aus T. neapolitana (Identitat: 90%;
Ahnlichkeit: 97% auf Aminosauresequenzebene) zu klonieren und so die
Voraussetzungen fir den Vergleich der verschiedenen Eigenschaften der drei

a-Glucosidasen zu schaffen.

3.1.1 Klonierung von aglB aus T. maritima in E. coli

Die Isolierung von agIB erfolgte mit Hilfe von Amplifikation durch PCR. Die
verwendeten Primer waren 29 bzw. 30 bp lang und enthielten fur die Klonierung

geeignete Restriktionsschnittstellen (Tab. 4).

Tab. 4: Verwendete Primer fir die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz? (5° - 3°) Schnittstelle
TM 1835a GGTGAACATATGATGTACCCGATGCCGTC Ndel
TM 1835b ATGACTCGAGTCAAACTCTCTTGTACAATC Xhol

?: die eingefiigte Schnittstelle ist jeweils unterstrichen

PCR-Ansatz: PCR-Bedingungen:

TM 1835a (100 pmol/pl) 0,5 ul Erste Denaturierung: 95°C, 5 min
TM 1835b (100 pmol/ul) 0,5 pl 32 Zyklen:

Matrizen-DNA (0,2 pg/u)® 0,5  pl 1.) Denaturierung: 94°C, 45 s
dNTP-L6sung (je 10 mM) 4 ul 2.) Primer-Anlagerung: 38°C, 90 s
Pfu-Puffer (10x) 5 ul 3.) Synthese: 72°C, 2 min
DMSO 5 pl Letzter Syntheseschritt:  72°C, 10 min
H20 34w ®) chromosomale Gesamt-DNA aus T. maritima
Pfu-Polymerase (9U/pl) 1 pl MSB8 wurde freundlicherweise von W. Liebl zur

Verfiigung gestellt.
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Der PCR-Ansatz wurde bei den angegebenen Bedingungen inkubiert, das 1,4 kb
PCR-Produkt aus dem Agarose-Gel extrahiert (2.4.4), mit dem EcoRV geschnittenen
pBSK*-Vektor ligiert und in E.coli DH5a transformiert. Nach Blau-Wei3-Screening

wurde ein Klon mit korrekt inseriertem PCR-Fragment ausgewahlt und unter

Amplifizierung des Gens agIB aus
chromosomaler T. maritima-DNA mittels PCR

‘r/’

Ndel aglB Xhol
| ||

pBSK”

Ligation stumpfer Enden

\ 4

pBSK*-agIB

Ndel + Xhol

Ligation

'4

Styl
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L Hindin
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Abb. 8: Plasmid pET2la-

aglB, zur heterologen Uber-

expression von AgIB. Das

Plasmid tragt eine Ampicillin-

Resistenz zur Selektion.
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Verwendung der neu eingebauten Schnittstellen Ndel/Xhol in den Vektor pET21a
kloniert (Abb. 8). Dieses neue Plasmid pET2la-aglB wurde zur heterologen Ex-
pression in den Stamm E. coli BL21 (DE3) elektroporiert. AgIB (473 As; 55 kDa)
zeigte Aktivitat gegeniiber Cyclodextrinen und para-Nitrophenyl-a-D-Maltosid und
wurde im Rahmen einer noch nicht abgeschlossenen Diplomarbeit (Veith, 2001)

gereinigt und weiter charakterisiert.

3.1.2 Klonierung von aglA aus T. neapolitana in E. coli

Aus einer T. neapolitana Z2706-MC24 Plasmidgenbank in E. coli lagen zwei
Uberlappende Klone E. coli XL1-Blue-M1 bzw. -M2 vor, die beide a-Glucosidase-
Aktivitat zeigten. Bei beiden Klonen lag aglA auf jeweils gréReren DNA-Fragmenten
im pUC18-Vektor vor.

Zur Herstellung eines aglA-exprimierenden Subklones (Abb. 9) wurde aus pM2 ein
2390 bp-Fragment mittels EcoRI-Verdau herausgeschnitten, in den ebenso geschnit-
tenen Expressionsvektor pJF118ut ligiert und in E. coli JM83 transformiert. Der
Enzymaktivitatstest auf einer Agarplatte mit 4-Methylumbelliferyl-a-D-glycosid als
Substrat (2.15.3) sowie enzymatische Kontrollverdauungen (2.5.1) ergaben, daf3 mit
E. coli JIM83 (pJF118ut-aglA) ein korrekter Subklon mit a-Glucosidase-Aktivitat vor-
lag.

3.1.3 Heterologe Expression, Reinigung und erste Charakterisierung von AglA
(T. neapolitana)

Nach entsprechenden Vorversuchen wurde fir die Reinigung der a-Glucosidase
(T. neapolitana) im praparativen Maf3stab ein Kulturvolumenvon 51 (5 x 1 |in LBamp)
angeimpft, bei einer ODgyp von 0,5 - 0,6 mit 0,5 mM (Endkonzentration) IPTG
induziert und fur 20 h bei 37°C unter kréftiger Bellftung inkubiert. Die Zellen (Naf3-
gewicht: 12,8 g) wurden anschlieBend geerntet, mit 20 mM Tris-Cl pH 8 gewaschen
und in etwa 1 ml Puffer pro Gramm Zell-Nafl3gewicht grindlich resuspendiert. Der
Zellaufschlul? erfolgte in der French Pressure Cell (6,9 MPa). Nach Abzentrifugation
der Zelltrimmer (13000 Upm, 15 min) wurde der geklarte Rohextrakt aliquotiert
(0,6 ml), fur 15 min bei 85°C inkubiert und zur raschen Abkuhlung auf Eis gestellt.
Bei diesem Schritt erfolgt eine erste Anreicherung des thermostabilen rekombinanten
Enzyms durch die Hitzefallung, bei welcher der Uberwiegende Teil der mesophilen

Wirtsproteine prazipitiert. Durch hochtourige Zentrifugation wurde das prazipitierte
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Material abgetrennt. Der Uberstand der Aliquots wurde vereinigt und einem weiteren

Reinigungsschritt durch Anionenaustauschchromatographie unterworfen.

.Esp3l
: EcoRlI EcoRI
i 1S5se8387 : EcoRlI
i i Bstl107 i Dral
i Bpullo2 i1 Apal
: PshAl ‘Bsp120I
:Eam1105 i BstEll
i EcoRlI Apall
PflMI Asp718 Spli
i : Psp1406 :Kpnl :SnaBI
EcoRI BamHI: i : iPmacCl :: ¢ SgrAl Scal i Eco47-3 :i: ¢ AlwNI
© Bsu36 iTthl : & : f Hpal i i iAgel :EcoRV : iHaell ot bl Xhol
|1 Il Ll | Ll | | I L] I I I |
' I ' I ' I ' [ T I
I > I > ——
malG aglA
I >
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Abb. 9: Konstruktion des AglA Expressionsplasmides pJF118ut-aglA. Die lineare
Restriktionskarte zeigt das DNA-Insert pM2 mit einem unvollstdndigen Gencluster fir
Enzyme der Starke/Maltodextrin-Verwertung aus T. neapolitana, welches im pUC18-Vektor

kloniert vorlag. "AgIB ist in pJF118ut-aglA nur unvollstandig kloniert.
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Anionenaustauschchromatographie

Fur diesen Reinigungsschritt wurde der hitzegefallte Rohextrakt durch Sterilfiltration
partikelfrei gemacht.

Parameter
Medium : Source 15Q
Saule : XK 26
Saulenvolumen : 50 ml
Puffer A : 20 mM Tris-Cl pH 8
Puffer B : 20 mM Tris-Cl pH 8, 1M NacCl
FluBrate : 10 ml/min
Fraktion : 10 ml
Equilibrierung : 2 SV Puffer B, 10 SV Puffer A
Gradient : siehe Elutionsprofil
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Fraktion
Abb. 10: Chromatogramm des SOURCE 15 Q-Saulenlaufes zur Reinigung der rekombinant
exprimierten a-Glucosidase. Die durchgezogene dinne Linie stellt den Verlauf der
Proteinkonzentration, die durchgezogene dicke Linie den Verlauf der in den Fraktionen
gemessenen Aktivitdt und die gestrichelte Linie den NaCl-Gradienten dar. Die gepoolten

Fraktionen (10-12) sind grau hinterlegt.

Die Fraktionen wurden auf den Proteingehalt und auf a-Glucosidase-Aktivitat hin
analysiert, Abb. 10 zeigt das Chromatogramm dieses Reinigungsschrittes. Die
aktiven Fraktionen wurden nach Kontrolle im SDS-Polyacrylamidgel vereinigt und
gegen 50 mM Tris-Cl pH 7,0 in MACROSEP ™-Mikrokonzentratoren (30K) dia-
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lysiert und eingeengt. Abb. 11 zeigt eine SDS-PAGE mit den Reinigungschritten der
oben dargestellten zweistufigen Praparation.

M, x 10® '

116 - &

66 —

Abb. 11: SDS-PAGE der Reinigungsschritte der rekombinanten a-Glucosidase (T. neapo-

litana)

Spur 1: Molekularmassenstandard Spur 3: Rohextrakt hitzedenaturiert 15 min/85°C
Spur 2: E. coli IM83/pJF118ut-aglA RE  Spur 4. SOURCE 15 Q-Pool

Da bei der Aufreinigung der a-Glucosidase aus T. maritima eine Abhangigkeit der
enzymatischen Aktivitat von NAD*, Mn?* und DTT gezeigt werden konnte (Raasch et
al., 2000), wurde nun untersucht, ob diese Cofaktoren auch fir das sehr ahnliche
Enzym aus T. neapolitana entsprechende Funktionen Ubernehmen. In Abb. 12 ist
gezeigt, bei welchen Konzentrationen jeweils eine maximale spezifische Aktivitat der
a-Glucosidase gemessen werden konnte.

Die Messungen wurden mit dem p-Nitrophenyl-a-D-glucosid Enzymtest mit jeweils

1ug gereinigtem Enzym durchgefuhrt. Um die hochste enzymatische Aktivitat zu
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erhalten, waren Cofaktor-Konzentrationen von 0,9 mM NAD", 1 mM MnCl, und
50-60 mM DTT erforderlich.

Relative Aktivitat [%] Relative Aktivitat [%)]

Relative Aktivitat [%]

100 4

0,0

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
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100 +
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MnCly-Konzentration [mM]
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100 4
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Abb. 12: Effekt der Kon-
zentration von NADY,
MnCl, und DTT auf die
Aktivitat von gereinigtem
AglA (T. neapolitana).
Zur Messung wurde die
Konzentration des jewei-
ligen Parameters vari-
iert, wahrend die beiden
anderen Cofaktoren in
optimaler Konzentration

zugesetzt wurden.
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Zur Untersuchung der Bedeutung der einzelnen Cofaktoren fir die Aktivitat von AglA
(T. neapolitana), wurde in einem weiteren Experiment die Zusammensetzung der

aktivierenden Komponenten variiert (Abb. 13)

100 | Abb. 13: Effekt der An-
wesenheit von NADT,
80 MnCl, und DTT auf die

Aktivitdt von gereinigtem

60 1 AglA (T. neapolitana).

Die Konzentrationen der

Relative Aktivitat [%)]

40 A
Cofaktoren betrugen fur

NAD® 0,9 mM, fir MnCl,
1 mM und fur DTT 50
mM.

20 A

|
H
I

NAD'/DTT

NAD"
MnClz m

DTT
MnCl,/DTT
NAD*/MnCl, -

NAD/MnCl,/DTT

Fur die volle enzymatische Aktivitat war die gemeinsame Anwesenheit aller drei
Cofaktoren notwendig. Fehlte auch nur eine der drei Komponenten MnCl,, DTT oder
NAD", so wurden nur noch 9%, 4,3% bzw. 0,3% der maximalen Aktivitat erzielt. Bei
Anwesenheit nur eines Aktivators sank die enzymatische Aktivitat auf unter 1% ab.
Beim Ansatz mit NAD'/DTT ist die relativ hohe Aktivitat vermutlich auf
Kontaminationen dieser Chemikalien mit Mn?*-lonen zuriickzufiihren.

Da die Aufreinigung und die Analyse des Bedirfnisses des Enzyms fur Cofaktoren
weitgehend mit den Ergebnissen Gbereinstimmten, welche fur die a-Glucosidase aus
T. maritima ermittelt worden waren, erfolgten die weiterfihrenden Experimente mit
AglA (T. maritima).
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3.2 Thermotoga maritima AglA, eine extrem thermostabile
NAD*-, Mn®- und thiolabhangige a-Glucosidase
(Raasch et al., 2000)

Die Isolierung und Reinigung von AgIA aus T. maritima (im folgenden nur als AglA
bezeichnet) und die Identifizierung der fur die Aktivitdt notwendigen Faktoren,
erforderte mehrere Jahre und stellte sich als schwieriger und zeitaufwendiger Prozel}
heraus (Gollar, 1992; Bibel, 1994; Schanzer, 1996). Trotzdem sollen in der Folge
nur die Ergebnisse ausflhrlicher dargestellt werden, die im Rahmen dieser
Dissertation neu hinzu gewonnen wurden. Altere Daten werden nur dort in knapper

Form wiedergegeben, wo sie zu einem besseren Gesamtverstandnis beitragen.

3.2.1 Sequenzanalyse von aglA

Im Rahmen der Konstruktion von aglA-Mutanten, auf die spéater noch naher
eingegangen wird, fiel auf, dal bei PCR-Klonierungen mit Primern, die aus der
Orginalsequenz (Bibel et al., 1998) abgeleitet worden waren, keine Klone erhalten
wurden, die thermostabile a-Glucosidase-Aktivitaten aufwiesen. Der Vergleich der
Orginalsequenz mit Sequenzdaten, die im Rahmen der Genomsequenzierung von
T. maritima erhalten wurden (Datenbank TIGR, Nelson et al., 1999), ergab einen
Sequenzierungsfehler in der Orginalsequenz. Dieser bewirkt, dal? der ORF, welcher
fur AglA kodiert, 21 Aminosauren langer ist, als von Bibel et al. (1998) urspringlich
vertffentlicht wurde und erklart somit auch die Thermolabilitdit der zunachst
erzeugten Kloneﬂ.

Weiterhin zeigte der Sequenzvergleich, dafd aglA in einem Gen-Cluster lokalisiert ist,
welches fir Enzyme kodiert, die an der Umsetzung und am Abbau von Stéarke/
Maltooligosacchariden beteiligt sind (Abb. 14). Das Cluster beinhaltet folgende Gene:
amyA( - )-malE(-)-malF(-)-malG(- )-aglB(-)-aglA(-). AmyA und malE wurden
bereits friher beschrieben (Liebl et al., 1997) bzw. sind Gegenstand laufender
Arbeiten (Futterer, personl. Mitteilung). Das Gen agIlB wurde im Rahmen dieser
Arbeit kloniert (3.1.1).

Y Postuliert man an der gleichen Stelle in der veréffentlichten aglA (T. neapolitana)-Sequenz
auch einen Sequenzierungsfehler, so vergroRert sich dessen kodierender Leserahmen

ebenfalls um 21 Aminoséauren.
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Der AglA-kodierende Leserahmen translatiert in ein Polypeptid bestehend aus 480
Aminosauren mit einer berechneten Molekularmasse von 55046 Da. Funf Nukleotide
stromaufwarts befindet sich eine mdgliche Ribosomen-Bindestelle (5'-
...GGAGGTG...-3"), welche genau komplementar zum 3"-Ende der 16S rRNAs von
T. maritima (3"-UCUUUCCUCCACU...5") und E. coli (3"-AUUCCUCCACU...5") ist.
Ein G+C-reiches ,inverted repeat* (5-..AAAGGGGCCTGAAAGGCCCCTTT...-3")

12 bp stromabwaérts der kodierenden Sequenz konnte ein Signal fir einen

Transkriptionsstop darstellen.

Die auf Ahnlichkeiten der Aminosauresequenz basierende Klassifizierung der
Glycosylhydrolasen (Henrissat, 1991; Henrissat und Bairoch, 1993) flhrte zur
Zuordnung von AglA zu der Familie 4. Weitere Vertreter dieser Familie sind

a-Galactosidasen, Phospho-B-Glucosidasen und Phospho-a-Glucosidasen.

Abb. 14: Schematische Darstellung einer
Region des T. maritima MSB8 Chromosoms mit
einem Gen-Cluster, welches fur Enzyme der
Starke/Maltodextrin-Umsetzung kodiert.
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3.2.2 EinflulR von Cofaktoren auf die Aktivitat des rekombinanten Proteins

Wie bereits erwdhnt, traten bei der heterologen Expression mit anschlie3ender
chromatographischer Aufreinigung Probleme in der Gestalt auf, dal3 zunachst keine
enzymatische Aktivitat festzustellen war. Dies war ein Hinweis darauf, dal3 bei der
Reinigung des Enzyms Aktivatoren verloren wurden. Analog wie oben fir AglA
(T. neapolitana) beschrieben, benétigt auch die a-Glucosidase aus T. maritima zur
Entfaltung ihrer vollen Aktivitdt drei Cofaktoren: Maximale enzymatische Aktivitat
konnte mit 0,9 mM NAD", 1 mM MnCl, und reduzierenden Bedingungen (wenn nicht
anders erwahnt: 50 mM DTT) erreicht werden. Mit diesen Konzentrationen wurde
auch ein optimierter Standard-Test erstellt, mit dessen Hilfe die weitere Enzym-
charakterisierung erfolgte. Fehlte auch nur einer dieser Komponenten im Test, so fiel

die Aktivitat auf weniger als 2,5 % der maximal mdglichen ab.

3.2.2.1 Reduzierende Agenzien

Die stimulierende Wirkung von DTT war ein Hinweis darauf, daf3 ein reduzierendes
Agens fur die a-Glucosidase-Aktivitat bendtigt wurde. Ein méglicher Substituent fr
DTT war 2-Mercaptoethanol. Bei Konzentrationen von 600 mM oder mehr wurde

maximale Aktivitat gemessen (Abb. 15).

Abb. 15: Effekt von reduzier-

T 100

o . .

= enden Agenzien auf die

Huvl

*§ Aktivitat von gereinigtem AglA.

£ Zunehmende Konzentrationen

<

a>.> von DTT (), 2-Mercapto-

E ethanol (O) oder L-Cystein (&)

[0)

4 0 wurden zum Standard-Test mit
00 02 04 06 08 1,0 den Cofaktoren NAD® und

2-Mercaptoethanol [M] MnCl, hinzugegeben.

0 20 40 60 80 100

DTT oder L-Cystein [mM]

Der Ersatz von DTT durch L-Cystein fihrte ebenso zu einer Aktivitatssteigerung. Ein

maximaler Effekt wurde bei einer Konzentration von 60 mM L-Cystein gemessen. Die
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mit DTT gemessene maximale Aktivitdt war jedoch dreimal héher als mit L-Cystein.
Die Uberraschend hohe Konzentration von DTT (50 mM), 2-Mercaptoethanol
(600 mM) oder L-Cystein (60 mM) fur die Aktivierung von AglA liel3 die Frage auf-
kommen, ob neben der reduzierenden Wirkung dieser Komponenten andere Eigen-
schaften der Substanzen eine Rolle bei der Aktivierung des Enzyms spielen. Aus
diesem Grund wurden strukturell ahnliche, aber nicht-thiolische Komponenten als
Substituenten eingesetzt: DTT wurde teilweise durch Erythritol oder Glycerin ersetzt,
und 1,2-Ethandiol und Ethanol wurden als Ersatz fiir 2-Mercaptoethanol getestet. Fur

dieses Experiment wurde folgender Testansatz verwendet:

50 mM  Tris-Cl pH 7

1 mM  MnCl,

0,9 mM NAD*

5 mM DTT (suboptimaler Level)

2,2 pg/ml AglA

5-500 mM Substituent (5-50 mM flr Erythritol)
3,3 mM  pNP-a-Glc

Inkubation: 60°C, 15 min

Es war nicht mdglich, die DTT-Konzentration durch teilweisen Ersatz mit einer der
oben aufgefiihrten Komponenten zu senken, ohne dabei gleichzeitig enzymatischen
Aktivitatsverlust hinnehmen zu massen. Es bleibt daher auch weiterhin unklar, warum
derart hohe Konzentrationen an reduzierenden Agenzien fur die maximale Akti-

vierung des Enzyms notwendig sind.

3.2.2.2 Einflul} divalenter Metallionen

Der Effekt verschiedener zweiwertiger Metallionen auf die Aktivitdt von AgIA ist in
Tab. 5 zusammengefasst. Bei der Anwesenheit von 0,9 mM NAD" und 50 mM DTT
konnte der stimulierende Effekt von Mn?* auf gereinigtes, rekombinantes AglA
bestatigt werden. Wegen einer Tribung des Testansatzes (verursacht in Verbindung
mit selbst geringen Konzentrationen von 5 mM DTT) war es jedoch nicht méglich,
Aussagen Uber Effekte durch Fe?*, Co** oder Ni?* zu treffen. Um dieses Problem zu
umgehen, wurde hitzedenaturierter (85°C, 15 min) Rohextrakt (dieser enthalt
stimulierende Komponenten in suboptimalen Konzentrationen) als Enzymquelle ein-
gesetzt. Dadurch konnte die Zugabe von DTT zum Testansatz vermieden und der

aktivierende Effekt von Co®* und Ni** gezeigt werden.
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Tab. 5: Effekt divalenter Metallionen auf die Aktivitat von rekombinantem AgIA

Additive (1 mM) Relative Aktivitat (%):
Gereinigtes AglA JM83(pWBE2.4) Rohextrakt mit
AglA Aktivitat @

Testbedingungen: Testbedingungen:
50 mM Tris-HCI pH7 50 mM Tris-HCI pH7
0.9 mM NAD" 0.9 mM NAD"
50 mM DTT ohne DTT

ohne 0 13

Mg** 1,1 13

ca® 3,1 15

Sr* 0,2 13

Ba* 0,2 13

Mn?* 100 100

Fe?* n. d.9 n. d.

Co?* n. d. 59

Ni?* n. d. 25

Cu® 0,1 5,4

Zn** 3,1 14

¥ Das hohe Basisniveau der AglA-Aktivitat in dieser Versuchsreihe wird durch die Anwesenheit sub-
optimaler Mengen aktivierender Komponenten (NAD", Metallionen, reduzierende Substanzen) im Roh-
extrakt verursacht.

®) Die spezifischen Aktivitaten fiir gereinigtes AglA und Rohextrakt mit AglA-Aktivitat betrugen
8,5 U/mg bzw. 2,8 U/mg.

® n.d., durch Unvertraglichkeiten der Metallionen mit den Testbedingungen konnten keine Daten

erhoben werden.

3.2.2.3 Nukleotide

Da auf die ortsspezifische Mutagenese der potentiellen NAD'-Bindestelle spater
noch im Detail eingegangen wird, sei an dieser Stelle nur erwahnt, dal’3 bei allen
Experimenten mit niedermolekularen Substanzen sich lediglich NAD" (s.0., 100%)
und in weitaus geringerem Mal3e NADP (11,7%) stimulierend auf die Aktivitat von
AglA auswirkten. NADH, NADPH, ATP, ADP, dATP, cAMP, FAD und FMN bewirkten
keine Aktivierung von AglA.
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Es wurde desweiteren versucht, mittels eines Wellenlangenscans, der einen Wellen-
langenbereich von 200 bis 400 nm umfasste, die typischen Maxima bei 260 bzw.
340 nm und damit eine mogliche AglA-katalysierte Bildung von NADH aus NAD"
(260 nm: Absorptionsmaximums des Adeninringes) nachzuweisen. Ein wie flr die
Positivkontrolle NADH ermitteltes Auftreten eines Maximums bei 340 nm war nicht
festzustellen. Dies schlief3t allerdings nicht aus, dal3 NADH in sehr geringem Mal3e
(z.B. als katalytisches Intermediat wahrend des Reaktionszyklus) gebildet werden
konnte und diese Bildung sich lediglich einer nicht ausreichend sensitiven

Mel3methode entzog.

3.2.3 Gelfiltrationsstudien und kinetische Parameter der Substrathydrolyse

Die relative GroRRe des gereinigten AglA wurde durch SDS-PAGE mit 58 kDa
bestimmt (nicht gezeigt) und liegt damit etwas hoéher, als aus der Primarstruktur
rechnerisch abgeleitet worden war (55 kDa). Um Aufschlu3 Gber die Molekularmasse
des nativen Enzyms und damit Hinweise auf eine mogliche Oligomerisierung des
Proteins zu erhalten, wurde eine analytische Gelfiltration durchgefihrt. Die

Kalibrierung der Saule mit 6 Eichproteinen fand unter identischen Bedingungen statt.

Parameter

Medium : Superdex 200 prep grade

Saule : HiLoad 16/60

Saulenvolumen: 121 ml

Laufmittel : 50 mM Tris-Cl pH7, 150 mM NacCl
FluRrate : 1 ml/min

Fraktion ]

AglA : 0,2 mg

In Abb. 16 ist die mit den Kalibrierungsdaten erstellte Regressionsgerade, die fur die

Analyse der a-Glucosidase verwendet wurde, wiedergegeben.
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Abb. 16: Eichgerade fir die analytische Gelfiltration mit einer Superdex 200 pg HiLoad
16/60-Saule

Es gilt: Koy = (Ve — Vo) / (Vi — Vo) mit Vg 42,4 mlund Vi 121 ml

Fir die a-Glucosidase wurde ein Elutionsvolumen Ve von 74 ml ermittelt; mit der aus

der Regressionsgeraden abgeleiteten Formel

log MW [kDa] = 3,145 — 2,74 X Kay

errechnete sich daher fur das native Enzym eine Molekularmasse von 110 kDa.
Ahnliche Resultate (102 - 120 kDa) ergaben sich, wenn Gelfiltrationsexperimente in
Gegenwart von 1 mM MnCl,, 4 mM MnCl,, 0,9 mM NAD", 50 mM DTT oder 1 mM
EDTA unter ansonsten identischen Bedingungen durchgefihrt wurden. Diese
Ergebnisse legen nahe, dal} es sich bei AglA in seiner aktiven Form um ein
Homodimer, bestehend aus 2 identischen 55-kDa Untereinheiten, handelt.

Die Tatsache, dal3 AglA p-Nitrophenol sowohl aus pNP-a-D-Glucosid als auch aus
pNP-a-D-Galactosid freisetzen kann, zeigt, dalR AgIA im Hinblick auf die

Konfiguration an der C-4 Position des Glyconrestes des Substrates nicht spezifisch
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ist (Tab. 6). Die relativen Aktivitaten, die mit diesen Substraten bestimmt wurden (bei
einer Substratkonzentration von 10 mM und 60°C) waren 100 bzw. 114%. Die K-
Werte, welche aus Eadie-Hofstee Auftragungen (mit Substratkonzentrationen
zwischen 0,01 und 50 mM) bestimmt worden waren, zeigten eine leicht héhere
Affinitat fur das Glucosid-Substrat.

Tab. 6: Kinetische Parameter der Substrathydrolyse durch rekombinantes AglA.

Substrat Vimax K Kear® Vinax/ K™
[umol x min™ x mg™] [mM] [s']  [mlxmin™® x mg?]
pNP-a-D-Glucosid 9,94 0,23 9,12 43,22
pNP-a-D-Galactosid 11,42 0,53 10,48 21,55
Maltose 5,48 2,90 5,03 1,89
Maltotriose 0,38 2,28 0,35 0,17
Maltotetraose 0,16 2,96 0,15 0,05

Die Ermittlung der kinetischen Parameter erfolgte aus Regressionsgeraden, die durch die
MefRpunkte einer Eadie-Hofstee-Auftragung gelegt wurden.

4 Die molekulare Aktivitét ke gibt die Anzahl der hydrolytischen Reaktionen wieder, die ein
Enzym-Molekil pro Sekunde durchfihrt.

®) Katalytische Effizienz, mit Vmax= Eo X Keat

Die Bestimmung der kinetischen Daten fur die Umsetzung der Maltooligosaccharide
(Tab. 6) erfolgte nach folgendem Schema, mit Substratkonzentrationen von

0,2-50 mM fiur Maltose und 1-50 mM fir Maltotriose bzw. -tetraose:

Reaktion Enzyme Ansatz

Maltooligosaccharid — Glucose a-Glucosidase I

Glucose +ATP - Glu-6-P + ADP

Glu-6-P + NAD" - 6-P-Gluconat + NADH Hexokinase / Glu-6-P-DH 1

Ansatz |:
10 pl Enzym ( AglA; 0,013-; 0,26-; 0,67 mg/ml)
4 ul Tris-Cl pH 7 (0,5 M) Ansatz Il: (Ansatz | + folgende Additive)
4 pl MnCl, (10 mM) 5ul ATP (50 mM)
4 pl NAD' (9 mM) 10yl HK/Glu-6-P-DH (HK: 34 U/ml)
2 uIDTT (A M) 15ul H,O  (Glu-6-P-DH: 17 U/ml)
6 ulH,O Inkubation: RT, definierte Zeit (20 min)
10 ul Substrat (0,2 — 50 mM)

Inkubation: 60°C, definierte Zeit (i.d.R. 3 min)
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Gemessen wurde in einer 70 pl fassenden Quarzkivette die Absorptionszunahme
bei 340 nm (NADH-Bildung). Die molekulare Aktivitdit von AglA nimmt mit
zunehmenden Polymerisationsgrad des Substrates ab. Dieses Ergebnis stimmt mit

einer frheren dinnschichtchromatographischen Analyse Uberein (Schanzer, 1996).

3.2.4 Ortsspezifische Mutagenese der potentiellen NAD*-Bindungsstelle und

eines konservierten Cysteinrestes

Eine Computer-gestitzte Analyse der Aminoséuresequenz im N-terminalen Bereich
bei Vertreten der Familie 4 der Glycosylhydrolasen lieferte ein potentielles NAD*-
Bindemotiv bei allen untersuchten Enzymen (Abb. 17). Diese Domaéane zeigt eine
BapB-Struktur mit einem Glycin-reichen Loop zwischen dem ersten (3-Faltblatt und der
Dinukleotid-Binde-Helix. Unabhangig von unseren Arbeiten postulierten auch
Thompson et al. (1998) diesen Bereich als NAD(H)-Bindestelle. Die AglA-Amino-
sauresequenz ...-GAGSAV-.. zeigt Ahnlichkeiten zum sog. ,Rossmann-fold®
(GXGXXG) und deutet auf das Vorhandensein einer hier unvollstandigen bzw.
variierten Fingerprint-Region hin (Rossmann et al., 1975; Bellamacina, 1996). Inter-
essanterweise ist das in dieser Struktur dem zweiten Glycin folgende Serin bei allen
Vertreten der Familie 4 vorhanden. Weitere Ubereinstimmungen, die auf die NAD"-

Bindestelle in der oben beschriebenen Region hindeuten, sind:

- hydrophober Kern, bestehend aus kleinen hydrophoben Aminoséauren (z.B. Valin)
- konservierte, negativ geladene Aminosaure am C-Terminus des [(B-Faltblattes
(Aspartat)

- konservierte, positiv geladene Aminosdure am N-Terminus des PA-Faltblattes

(Lysin)

Die oben angefiihrten Hinweise auf die NAD'-Bindestelle sollten nun experimentell
bestéatigt werden, indem die hochkonservierten Aminosauren ...-G(X)GS-... durch
eine ortsspezifischen Mutagenese jeweils gegen Alanin mittels PCR ausgetauscht
wurden. Erwartet wurde, daR die entsprechenden Mutanten in ihrer NAD*-Bindung
beeintrachtigt und deshalb die Aktivitat der a-Glucosidase abnehmen wirde.

Auch das in der Familie 4 hochkonservierte Cystein 174 wurde im Rahmen dieser
Mutagenesestudien durch ein Serin ausgetauscht, um zu zeigen, dal3 es fur die

Aktivitat von AglA von entscheidender Bedeutung ist.



EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 69

potentielles NAD*-Bindemotiv

|BA | oop oA | oop (B

10 20 30 40 50 60

I I I I I I
sp| G33830| AGLA_ THEMA ------ MPSVKI G | GAGSAVFSLRLVSDLCKTPGLSGSTVTLMD- - | DEERLDAI LTI A
gnl | PI D 1313711 ------ MPAVKI G | GAGSAVFSLRLVSDLCKTPGLSGSTVTLMD- - | DEERLDAVLTI A
sp| P0O6720| AGAL_ECOLI ----- MVBAPKI TFI GAGSTI FVKNI LGDVFHREALKTAHI ALMD- - | DPTRLEESH W
sp| O34645| AGAL_BACSU - ------- MKKI TFI GAGSTI FAKNVLGDCLLTEALNGFEFALYD- - | DPKRLQESQLM.
sp| P17411| CELF_ECOLI ----- MSQKLKWTI GGGSSYTPELLEGFI KRYHEL PVSELW.VDVEGEKPKLDI | FDLC
sp| P46320| CELF_BACSU - - - - - MIKGLKI VTI GGGSSYTPELVEGFI KRYDELPVRELW.VDI PEGEEKLNI VGTLA
sp| C06901| MALH _FUSMR - ----- MKQFSI LI AGGGSTFTPGAE | LMLLDNLDKFPI RQI KMFD- - NDAERQAKI GEAC
sp| P54716| GLVG_BACSU - - - - MKKKSFSI VI AGGGSTFTPG VLM.LDHLEEFPI RKLKLYD- - NDKERQDRI AGAC
sp| P31450| GLVG _ECOLI ------ MIKFSVWAGGGSTFTPGE VLM.LANQDRFPLRALKFYD- - NDGARQEVI AEAC

sp| P39130| LPLD_BACSU MFHI STLDQ KI AYl GGGSQGWARSL MSDLSI DERVSGTVALYDL- - - - DFEAA- - QKNE
. * * % . .

Abb. 17: Alignment der AminosaIJIeseqLIenzen dés N-termirIaIen Bereiches vbn Proteinen
der Familie 4 der Glycosylhydrolasen

* hochkonservierte Aminosauren; Die Sequenzen wurden mit CLUSTALW (1.74) verglichen.
AGLA_THEMA (Bibel et al., 1998): a-Glucosidase (T. maritima); gnl: a-Glucosidase (T. neapolitana);
AGAL_ECOLI (Liljestrom und Liljestrom, 1987): a-Galactosidase (E. coli); AGLA_BACSU (Lapidus et
al., 1997): a-Galactosidase (Bacillus subtilis); CELF_ECOLI (Parker und Hall, 1990): 6-Phospho-f-
Glucosidase (E. coli); CELF_BACSU (Tobisch et al., 1997): putative 6-Phospho-B-Glucosidase
(Bacillus subtilis); MALH-FUSMR (Bouma et al., 1997): 6-Phospho-a-D-Glucosidase (F. mortiferum);
GLVG_BACSU (Yamamoto et al., 1996): 6-Phospho-a-Glucosidase (Bacillus subtilis); GLVG_ECOLI

(Reizer et al., 1994): 6-Phospho-a-Glucosidase (E. coli); LPLD_BACSU: nichtcharakterisierte Glyco-
sylhydrolase (Bacillus subtilis)

In Tab. 7 sind die verwendeten Primer mit den entsprechenden Basenaustauschen

zusammengestellt.

Tab. 7: Verwendete Primer fur die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz? (5° - 3) Schnittstelle /
Austausch
Glul GGAGGAATTCATGCCATCTGTGAAGATCGG EcoRl
TA
G10A GGAGGAATTCATGCCATCTGTGAAGATCGG EcoRl
TATCATCGCTGCGGGGAGC GGT-GCT
G12A GGAGGAATTCATGCCATCTGTGAAGATCGG EcoRl
TATCATCGGTGCGGCGAGCGCGGTG GGG -GCG
S13A GGAGGAATTCATGCCATCTGTGAAGATCGG EcoRl

TATCATCGGTGCGGGGGCCGCGGTGTTTTC AGC-GCC
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C174S GTAGTGTCCATGGCTGAATCCCACTGC Ncol
GCA-GCT
TM1834b CAGAAGCTTTCATCTCTTCAGATAATGTTTC Hindlll
CG

a).

Die eingefugte Schnittstelle ist jeweils unterstrichen; Basenaustausche sind fett
hervorgehoben.

PCR-Ansatz: PCR-Bedingungen:

Primer 1 (100 pmol/pl) 1,25 i Erste Denaturierung: 94°C, 5 min
Primer 2 (100 pmol/pul) 1,25 u 32 Zyklen:

pWBE2.4 0,25 i 1.) Denaturierung: 94°C, 45 s
dNTP-L6sung (je 10 mM) 4 pl 2.) Primer-Anlagerung: 38°C, 45 s
Pfu-Puffer (10x) 5 pl 3.) Synthese: 72°C, 2 min
DMSO 5 pl Letzter Syntheseschritt:  72°C, 10 min
H,O 33 ul

Pfu-Polymerase (9U/ul) 0,5 l

Es wurden funf PCR-Ansatze mit folgenden Primerkombinationen verwendet:

1) Glu 1+ TM1834b 2) G10A + TM1834b 3) G12A + TM1834b
4) S13A + TM1834b 5) Glul + C174S

Die PCR-Ansatze wurden bei den angegebenen Bedingungen inkubiert, die PCR-
Produkte aus dem Agarose-Gel extrahiert, mit ECoRV geschnittenem pBSK"-Vektor
ligiert und in E. coli XL1-Blue transformiert. Nach Blau-Weil3-Screening wurde je ein
Klon der Ansétze 1-4 mit korrekt inseriertem PCR-Fragment ausgewahlt und unter
Verwendung der neu eingebauten Schnittstellen EcoRI/Hindlll in den Vektor pET21a
kloniert (Abb. 18). Die neuen Konstrukte pET21a-aglA, pET21a-G10A, pET21a-G12A
und pET21a-S13A wurden zur heterologen Expression in den Stamm E. coli BL21
(DE3) elektroporiert.

Zur Konstruktion von pET21a-C174S wurden die Plasmide pET2la-(Glul+
TM1834b) und pBSK*-(Glul + C174S) jeweils mit EcoRI/Ncol verdaut, die benotigten
DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel extrahiert, religiert und zur heterologen

Expression in E. coli BL21(DE3) elektroporiert.
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Amplifizierung des Gens aglA aus dem Plasmid pWBE2.4 (siehe
3.2.1) mit mutagenen Oligonukleotid-Primern durch PCR

/

Pfu-Polymerase - stumpfe Enden

W

G10A-Mutagenese-Primer mit TM1834b-Primer mit
EcoRI-Schnittstelle aglA HindIlI-Schnittstelle

- - pBSK*

Ligation stumpfer Enden

v

pBSK*-G10A

pET21a

EcoRI + Hindlll

Ligation
JAval
iXhol
{Notl Abb. 18: Schema zur
# Xmalll .
£ Hindl Konstruktion  der  AglA-
Drail, e Mutanten am Beispiel von

G10A.
Das Plasmid pET21a-G10A
_Ncol zur heterologen Uberex-

Pwil.
Pstl..
aglA

amp

.EcoRI
;.BamHI
“_Ndel

pET21a-G10A
6873 bps

“Sphl

Sapl .

Bst1107 Miul

“Apal

PpuMI

pression der Mutante G10A
tragt eine Ampicillin-Resis-
tenz zur Selektion.

Zur Kontrolle der korrekten Mutagenese wurden alle neu erzeugten Mutanten von
der Firma SEQLAB (Gottingen) sequenziert und die gewinschten Basenaustausche

und die damit verbundenen Aminosaurednderungen bestatigt.
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3.2.5 Expression und Reinigung der AglA-Mutanten sowie Kinetik der NAD"-
Bindung

Fur die Reinigung der a-Glucosidase bzw. der neuen Mutanten wurden Kultur-
volumina von je 2 | (LB-amp) 3%-ig angeimpft, bei einer ODgyo von 0,5 - 0,6 mit
0,3 mM IPTG induziert und fur 5 h bei 37°C und unter kréaftiger Beluftung inkubiert.
Die Zellen wurden anschliel3end geerntet, mit 20 mM Tris-Cl pH 8 gewaschen und in
etwa 1 ml Puffer pro Gramm Zell-Naf3gewicht grindlich resuspendiert. Der Zellauf-
schlu3 wurde mittels einer French Pressure Cell (6,9 MPa) durchgefuhrt. Der
Hitzefallungsschritt erfolgte in SS34-Rohrchen fur 15 min bei 75°C und einer raschen
Abkuhlung auf Eis. Durch hochtourige Zentrifugation (16000 Upm, 30 min) wurde das
prazipitierte Material abgetrennt und der Uberstand einem weiteren Reinigungsschritt

durch Anionenaustauschchromatographie unterworfen.

%B 2sv

Parameter 100 »
Medium : Source 15 Q o |
Saule : XK 26 2sv
Séaulenvolumen : 50 ml
Puffer A : 20 mM Tris-Cl pH 8 %0
Puffer B : 20 mM Tris-Cl pH 8, 1M NacCl
FluRrate : 10 ml/min 40
Fraktion ;10 ml ssv
Equilibrierung  : 2 SV Puffer B, 10 SV Puffer A 201
Gradient : siehe nebenstehendes Schema 0o

oe

Die Fraktionen wurden auf den Proteingehalt hin analysiert. Nach zusatzlicher
Kontrolle im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Fraktionen mit den geringsten
Kontaminationen vereinigt und gegen 20 mM Tris-Cl pH 7,5%°® in MACROSEP-
Mikrokonzentratoren (30K) dialysiert und eingeengt. Abb. 19 zeigt ein SDS-PAGE-
Trenngel (10%) mit aufgereinigten AglA bzw. AglA-Mutanten. Interessanterweise ist
die in allen anderen Spuren auftretende Kontaminationsbande (bei etwa 40 kDa) bei
der Mutante pET21a-C174S nicht mehr sichtbar.
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Abb. 19: SDS-PAGE der aufgereinigten rekombinanten a-Glucosidase und der anderen

AglA-Mutanten

Spur 1 und 7: Molekularmassenstandard Spur 4: pET21a-G12A
Spur 2: pET21a-AglA Spur 5: pET21a-S13A
Spur 3: pET21a-G10A Spur 6: pET21a-C174S

Mit der so aufgereinigten Wildtyp-a-Glucosidase AgIA und den AglA-Mutations-
derivaten wurde der Effekt der Aminosaureaustausche auf die enzymatische

a-Glucosidase-Aktivitat zunachst im Standard-Test tberpruft (Abb. 20).

100
X
:E 80 -
>
S 60
<
()
= 40
©
F 20
i 7 —

AglA G10A G12A S13A C174S

Abb. 20: Effekt der Einfiihrung von Punktmutationen auf die Glucosidase-Aktivitat gemessen

im Standard-Test



EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 74

Wahrend sich bei der Mutante G12A keine signifikante Veranderung in der Aktivitat
zeigte, fuhrte der Aminosaureaustausch zu Alanin bei G10A und S13A zur deutlichen

Aktivitatsabnahme auf 2 bzw. 11% gegentber AglA.
Mit C174S war keine enzymatische Aktivitdtt mehr mel3bar, was als eindeutiges

Zeichen fir die Wichtigkeit diese Aminosaure gewertet werden kann.

Zur Bestimmung der Affinitat der Mutanten zu NAD® wurde nun die

Bindungskonstante Ky bestimmit.

Testansatz:

50  mM Tris-Cl pH 7%

1 mM MnCl,

50 mM DTT

NAD* (AglA: 0-1,5 mM; G10A: 0-30 mM; G12A: 0-3 mM; S13A: 0-3 mM)
Enzym (AglA: 1ug; G10A: 4ug; G12A: 1,5ug; S13A: 4uQ)

3,3 mM pNP-a-Glc

Inkubation: 60°C, 7-10 min

Die Auswertung erfolgte durch graphische Auftragung der MelRwerte nach den
Methoden von Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk und Eadie-Hofstee. Abb. 21 zeigt

exemplarisch die Ergebnisse, die flr die Mutante G12A ermittelt wurden.

Michaelis-Menten Lineweaver-Burk
= 7 4 = 1
[ [e)
0.8

= 4 c 0,6
= £
E/ 31 .)<E0,4
o 2 =)
E £0.2
=
> 0 : : < o : : :

0 1 2 3 0 5 10 15 20

[S] [mM] y =0,0330x +0,1389 1/S [I/mM]

— 8
2 Eadie-Hofstee
";: ®
E 4] Abb. 21: Graphische Auftragung der
g 2 Mel3werte nach den Methoden von
3
> 0 ‘ ‘ Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk und

0 10 20 30

v/S [pmol/(min*mg*mM)] Eadie-Hofstee am Beispiel von G12A
y =-0,2501x + 7,2859 .
[S] = [NAD’]
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Die Ergebnisse sind tabellarisch in Tab. 8 angegeben. Gemal} den Ergebnissen, die
in Abb. 20 dargestellt sind, nimmt der Kyq-Wert in folgender Reihenfolge zu (d. h. die
Affinitat zu NAD nimmt ab): AglA < G12A < S13A < G10A. Die damit nachgewiesene
Beeintrachtigung der NAD'-Bindung durch Mutagenese im N-Terminus von AgIA
untermauert die These, daB es sich hierbei wirklich um die NAD'-Binderegion
handelt.

Tab. 8: Kinetik der NAD*-Bindung durch AglA und dessen Mutanten

Lineweaver-Burk Eadie-Hofstee
Kq [MM] Vimax Ka [MmM] Vmax
[umol/(min*mg)] [umol/(min*mg]
AglA 0,04 5,36 0,03 5,28
G10A 18,12 3,86 12,18 2,94
S13A 0,63 1,76 0,45 1,46
G12A 0,24 7,20 0,25 7,29

3.2.6 Kinetik der Inhibition durch Fructose-1,6-Diphosphat

Im Rahmen einer ersten Untersuchung zur Regulation der a-Glucosidase konnte nur
Fructose-1,6-Diphosphat als maRiger Inhibitor identifiziert werden. Mit Glucose,
Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat oder Pyruvat (Endkonzentration: jeweils
10 mM) wurde keine signifikante Beeintrachtigung der Enzymaktivitat festgestellt. Je
nach Angriff der Hemmsubstanz am Enzym unterscheidet man zwischen kom-
petitiver, unkompetitiver und nicht kompetitiver Hemmung. Der Inhibitionstyp kann
dadurch ermittelt werden, daf} das Enzym in Anwesenheit verschiedener Hemmstoff-
konzentrationen inkubiert wird. Bei doppelt reziproker Auftragung der ermittelten
Reaktionsgeschwindigkeiten [v] gegen die Substratkonzentration [S] im Lineweaver-
Burk-Diagramm trafen sich die Regressionsgeraden nahezu in einem Schnittpunkt
auf der Abzisse. Dieses deutet auf eine nicht-kompetitive Hemmung hin, bei welcher
der Kp-Wert konstant bleibt, wahrend vmax Sich verringert (Tab. 9). Es ist aber nicht
ganz auszuschlie3en, daf es sich um eine gemischte (nicht-kompetitive) Hemmung

handeln kdnnte.
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Testansatz:

50 mM Tris-Cl pH 7€
1 mM  MnCl,

0,9 mM NAD'

50 mM DTT

pNP-a-Glc 0,05-10 mM
Fru-1,6-PP 0-50 mM
Enzym 1,89 ug
Inkubation: 60°C, 5 min

Tab. 9: Kinetik der Inhibition durch Fructose-1,6-Diphosphat

Lineweaver-Burk

Eadie-Hofstee

Km [MM] Vimax Km [MM] Vimax
[umol/(min*mg)] [umol/(min*mg]
Ohne F-1,6-DP 0,29 10,21 0,24 9,43
6,25 mM F-1,6-DP 0,22 8,57 0,20 8,16
12,5 mM F-1,6-DP 0,22 7,91 0,21 7,72
25 mM F-1,6-DP 0,22 6,52 0,22 6,52
50 mM F-1,6-DP 0,30 4,82 0,34 5,10
Mittelwert 0,25 0,24
5 17
£
H'a
0
® ohne Fru-1,6-PP
v 6,25 mM Fru-1,6-PP
m 12,5 mM Fru-1,6-PP
<& 25 mM Fru-1,6-PP
A 50 mM Fru-1,6-PP
Abb. 22: Lineweaver-Burk-Diagramm der nicht-kompetitiven AgIA Inhibition durch

Fructose-1,6-Diphosphat
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Tragt man in einem Sekundéardiagramm die Inhibitorkonzentration [I] gegen die
Steigung der Geraden im Lineweaver-Burk-Diagramm (=K,/Vmax) auf, ergibt der
Schnittpunkt der extrapolierten Regressionsgeraden mit der Abzisse die
Inhibitorkonstante K;. Fur Fructose-1,6-Diphosphat wurde dieser Wert mit 65 mM
bestimmt (Abb. 23). Die physiologische Signifikanz dieses sehr hohen Wertes ist

jedoch fragwiirdig.

0,050
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0,040 ]
0,035 ]
0,030 |

0,025 |

Km/Vmax

0,020 ]
0,015 ]
0,010 |

0,005 | ﬁi
‘

0,000

-70 -60 -50 -40 -30 -20 ~-10 0 10 20 30 40 50 60

Inhibitor [mM]

Abb. 23: Bestimmung der Inhibitorkonstanten K; fir Fructose-1,6-Diphosphat mittels Sekun-

dardiagramm
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3.3 Optimierung der heterologen Uberexpression der
GTase in E. coli und vereinfachte, hocheffiziente Auf-
reinigung des rekombinanten Proteins

Trotz des Vorliegens einiger Strategien und Erfahrungen (Liebl et al., 1992; Huber,
1994; Meissner, 1997) gelang es bisher nicht, stabile Proteinkristalle zu erhalten, mit
deren Hilfe eine Rontgenstrukturanalyse durchgefihrt und damit die Aufklarung der
raumlichen Struktur der 4-a-Glucanotransferase erreicht werden konnte (Liebl,
personl. Mitteilung). Eine wichtige Voraussetzung fir diese Experimente ist die
Gewinnung grof3er Mengen an Enzym in ausreichender Qualitdt und in angemes-
sener Zeit. Aus diesem Grund wurde das Verfahren der heterologen Expression und
der chromatographischen Aufreinigung optimiert und vereinfacht.

3.3.1 Klonierung von mgtA in den Expressionsvektor pET21c

Zunachst wurde eine Umklonierung des mgtA Gens aus dem Plasmid pTAM1 (einem
auf pSU1-basierenden Plasmid mit mgtA als Teil eines 2,6-kB Fragmentes chromo-
somaler T. maritima MSB8 DNA; Liebl et al., 1992) in den Uberexpressionsvektor
pPET21c mittels PCR vorgenommen (Ludwig, personl. Mitteilung). Die Primer und die

PCR-Bedingungen waren:

Tab. 10: Verwendete Primer fir die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz? (5" - 3°) Schnittstelle

GTASE-V CCCGTTCCATATGATAGGCTATCAGATCTAC Ndel
GTASE-R TCACCGTCATCCTTTCGG

- Die eingefiigte Schnittstelle ist unterstrichen.

PCR-Ansatz: PCR-Bedingungen:

GTASE-V (50 pmol/pul) 1,0 p Erste Denaturierung: 94°C, 45 s
GTASE-R (50 pmol/ul) 1,0 pl 30 Zyklen:

pTAM1-DNA 15 pl 1.) Denaturierung: 94°C, 45 s
dNTP-L6sung (je 10 mM) 3 ul 2.) Primer-Anlagerung: 51°C, 45 s
Pfu-Puffer (10x) 10 ul 3.) Synthese: 72°C, 2 min
H,O 82,5 pl Letzter Syntheseschritt:  72°C, 10 min
Pfu-Polymerase (QU/ul) 1 pl

Flissigwachs 70 pl
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Abb. 24: Konstruktion des GTase Expressionsplasmides pET21c-mgtA. Das Plasmid tragt

ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion. mgtA = GTase-Gen
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Der PCR-Ansatz wurde bei den angegebenen Bedingungen inkubiert, das
entsprechende 1,4 kb PCR-Produkt aus dem Agarose-Gel extrahiert, mit Ndel+
EcoRI geschnitten und durch Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-Fallung
gereinigt. Es folgte die Ligation in den Ndel+EcoRI geschnittenen Vektor pET21c
(Abb. 24), die Transformation in E. coli XI1-Blue und letztlich die Elektroporation in
E. coli BL21 (DE3). Korrekte Klone mit dem neuen Konstrukt pET21c-mgtA wurden
durch einen Aktivitatstest auf Starke-(IPTG)-haltigen Agarplatten identifiziert und
isoliert. Bei 37°C Uber Nacht gewachsene aktive Klone bilden nach Inkubation der
Agarplatte bei 60°C fiir 4 h und anschlieBender Uberschichtung mit Lugol scher

Ldsung helle Hofe um die jeweilige Kolonien.

3.3.2 Expression und Reinigung der rekombinanten 4-a-Glucanotransferase

Zur Gewinnung des Ausgangsmaterials fur die Reinigung wurde E. coli BL21 (DE3) /
pPET21c-mgtA in 5 | LBamp-Medium bei 37°C geschittelt. In der exponentiellen
Wachstumsphase (ODgponm= 0,6 - 0,9) erfolgte die Induktion mit 0,1 mM IPTG und
eine weitere Inkubation fur 3,5 h. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet (GSA,
7000 Upm, 20 min, 4°C), einmal mit 20 mM Tris-Cl pH 8 gewaschen und in 1ml Tris-
Puffer pro Gramm Naf3gewicht (hier: 10,3 g) resuspendiert. Der Zellaufschluf3
erfolgte in der French Pressure Cell (2x). Es folgte ein Zentrifugationsschritt (SS34,
14000 Upm, 30 min), die Hitzeféallung bei 70°C fir 20 min und eine weitere Zentri-
fugation. Der so geklarte hitzegefallte Rohextrakt wurde zur weiteren chromatogra-

phischen Aufreinigung eingesetzt.

% B

Parameter 100 , 25
Medium : Source 15Q

Saule : XK 26 801

Saulenvolumen : 50 ml o | 2sv

Puffer A : 20 mM Tris-Cl pH 8

Puffer B : 20 mM Tris-Cl pH 8, 1M NaCl 40 |

FluRrate : 10 ml/min 105V

Fraktion 10 mi 20 |

Equilibrierung : 2 SV Puffer B, 10 SV Puffer A

Gradient : siehe nebenstehendes Schema 0

Die Fraktionen wurden auf den Proteingehalt und mit dem I,/KI-Test qualitativ auf
4-a-Glucanotransferase-Aktivitat hin analysiert. Nach zusatzlicher Kontrolle im SDS-

Polyacrylamidgel wurden die Fraktionen, die keine Kontaminationsbanden aufwiesen
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(Fraktionen: 20-24), vereinigt und gegen 20 mM Tris-Cl pH 8 in MACROSEP-
Mikrokonzentratoren (30K) dialysiert und eingeengt. Abb. 25 zeigt eine SDS-PAGE

(10%) mit den Reinigungsschritten der oben dargestellten zweistufigen Préaparation.
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o
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Abb. 25: SDS-PAGE-Trenngel (10%) der Reinigungsschritte der rekombinanten GTase
Spur 1 und 5: Molekularmassenstandard
Spur 2: E. coli BI21(DE3) pET21c-mgtA Rohextrakt
Spur 3: Rohextrakt hitzedenaturiert, 20 min/70 °C
Spur 4: SOURCE 15 Q-Pool, dialysiert

Tab. 11: Bilanzierung der Reinigung der 4-a-Glucanotransferase

Reinigungs- Protein  Gesamt-  Spez.Aktivitdt Anreicherungs- Ausbeute

schritt (mg) aktivitat (U) (U/mg) faktor (%)
Zellextrakt 789,9 131312 166 0 100
Hitzefallung 75,8 68351 901 54 52
Source 15Q 27,8 32745 1178 7,1 25

Aus 5 | Kulturmedium konnten durch die beschriebenen Reinigungsschritte 27,8 mg
hochreines, kristallisationstaugliches Enzym gewonnen werden (Tab. 11). Ausge-
hend von einem Nal3gewicht der Zellen von 10,3 g aus 5 | Medium laf3t sich berech-

nen, dal 2,7 mg GTase/g Zellen bzw. 5,6 mg GTase/l Medium gereinigt werden
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konnten. Bericksichtigt man eine 25%-ige Ausbeute bei anndhernd 100%-iger
Reinheit, so folgt, daf3 10,8 mg GTase/g E. coli-Zellen bzw. 22,4 mg GTase/l Medium
gebildet wurde. Dies wiederum entspricht etwa 14% des E. coli-Proteins.

Im Vergleich zu friheren Reinigungen (Liebl et al., 1992; Huber, 1994) konnte somit
der Reinheitsgrad, der sich in der spezifischen Aktivitat wiederspiegelt, nochmals um
das 1,65-fache gesteigert bzw. das Volumen des Ausgangsmedium um das 3,1-

fache reduziert werden, um dieselbe Menge an homogener GTase zu erhalten.

Zum Nachweis der extrem schwachen hydrolytischen Aktivitdit wurde gereinigte
GTase mit 0,5 % (w/v) l6slicher Starke in 20 mM Tris-Cl pH 7,59 fiir 60 und 90 min
bei 60°C inkubiert und anschlielend im DNSA-Test vermessen. Es wurde fir die

Hydrolyse eine spezifische Aktivitat von 0,016 U/mg bestimmt.

3.3.3 HPLC-Analyse der Starkeumsetzung

Die GTase greift polymere Substrate wie Starke oder Amylose in der Weise an, dal3
auch nach langerer Inkubation im I,/KI-Test nur eine Verfarbung von blau nach violett
bis rot eintritt und nicht eine Verfarbung nach gelb, wie es bei einer Kombination von
Starke und Maltose der Fall ist (Liebl et al., 1992). Der Effekt der GTase-Aktivitat auf
die Kettenlangenverteilung der Maisstarke wurde deshalb mittels einer HPLC-PAD-
Analyse untersucht. Bei der Detektion durch gepulste Amperometrie koénnen Kohlen-
hydrate bis in den picomolaren Bereich (hier: Auflosung bis DP 40; Abb. 26 A) nach-
gewiesen werden. Dabei werden die Kohlenhydrate an der Oberflache der Gold-
oder Arbeitselektrode oxidiert und der resultierende Strom (Stromstarke/Zeit =
Ladung [C]), der proportional zur Probenkonzentration ist, gemessen. Dann wird das
Potential weiter erhdht, um die Goldelektrode zu oxidieren und von Kohlehydrat-
produkten zu reinigen. Ein drittes Potential reduziert das Goldoxid an der Elektroden-
oberflache wieder zu Gold und damit steht die Elektrode fur eine weitere Messung
zur Verfiigung.

In Abb. 26 ist die Verdnderung der Kettenlangenverteilung von Maisstarke nach
Inkubation mit der GTase dargestellt. Die Durchfiihrung und Probenvorbereitung ist
im Kapitel 2.13.3 beschrieben. Generell 1&R3t sich eine Abnahme hin zu kirzeren
Kettenlangen feststellen, wobei die haufigsten Kettenlangen einen Polymerisations-
grad von 4-6 und 13-15 aufweisen (B).
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Abb. 26: Analyse des Effektes der GTase Aktivitat auf die Kettenlangenverteilung von
Maisstarke mittels HPAE-PAD (nC = Ladung)

A) Maisstarke ohne GTase-Inkubation

B) Maisstarke nach Inkubation mit GTase-Rohextrakt

C) Maisstarke nach Inkubation mit GTase-Rohextrakt und Amyloglucosidase

Alle Proben wurden mit Isoamylase als Entzweigungsenzym inkubiert. Die Nummer (7) gibt
den Grad der Polymerisierung des jeweiligen ,Peaks” an. Probenvorbereitung: siehe Material
und Methoden, Kapitel 2.13.3.
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Da nach einer Inkubation mit Amyloglucosidase hauptsachlich nur noch ein Glucose-
Peak auftritt (C), kann man davon ausgehen, dald es sich bei den ,unregelmalligen”
Peaks (ab DP 13) nicht um zyklische Verbindungen handelt. Damit bestétigt diese
Methode die Aussage, die kolorimetrisch durch lodfarbung mit dem I,/KI-Test bereits
getroffen wurde. Die haufige Kettenlangenverteilung bei den Polymerisationsgraden
13-15 kann somit fur die auftretende rot-violette Farbung verantwortlich gemacht
werden. Ob bei der Starkeumsetzung durch die GTase ein Transfer von der Amylose
auf Amylopektin oder umgekehrt erfolgt, l1ait sich aus dieser Analyse allerdings nicht

ableiten.

3.3.4 Inhibitoren der GTase im Hinblick auf die Strukturanalyse

Wie bereits erwahnt, waren bisherige Bemuhungen zur Kristallisation und
Rontgenstrukturanalyse erfolglos. Mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Protokoll
zur Expression und Aufreinigung der GTase ist es nun madglich, schnell und in
ausreichender Menge kristallisationsfahiges Protein zu isolieren. In Kooperation mit
der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. D.W. Rice (Sheffield, UK) ist es gelungen erste
Beugungsstudien mit definierten Mustern, d.h. erste rontgenkristallographische Daten
der GTase zu erhalten (Roujeinikova, personl. Mitteilung). Um Rickschlisse auf den
Aufbau des aktiven Zentrums zu erhalten, bietet sich neben der Verwendung von
Maltooligosacchariden auch die Kokristallisation der GTase mit Inhibitoren bekannter
Struktur an. Ein solcher Inhibitor stellt 3-Cyclodextrin (3-CD) dar, der in einer friheren
Arbeit als kompetitiver Inhibitor der GTase beschrieben wurde (Huber, 1994).

In Abb. 27 ist eine Inhibitorstudie mit der GTase dargestellt, bei der neben dem
erwahnten B-Cyclodextrin auch a- und y-Cyclodextrin, sowie Acarbose verwendet
wurde. Acarbose ist ein Pseudotetrasaccharid (ungesattigter Cyclit, der a-pseudo-N-
glycosidisch mit 4-Amino-4,6-didesoxy-D-Glucose verknUpft, die ihrerseits a-glyco-
sidisch mit Maltose verbunden ist), das von Actinomyceten gebildet wird und als

a-Glucosidase-Hemmer fungiert.

Testansatz:
775 ul Amylose (0,05% in 20 mM Tris-Cl pH7,5 7€)
25 pl Maltose (2%; falls erforderlich)

100-200 pl Inhibitor (1%)

0-100 pl HO

4 pl GTase-Losung mit 0,118 pg/pl
Inkubation: 10 min, 60°C; Detektion: I,/KI-Test




EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 85

140 ~ M
120 -
E 100 ]
:c:"g
> 80 A _
x
<
o 60 +
2 M
ks
T 40
o
20 -+
IR (i | 0.0 U -0
0 In
T T T T \I T T T T T
X \xQ? \x* éo gq,x & I X ,&‘0 @
> Ca @’0 W \O L L L ?g, N
> X X NS ) © © © X
o e @ Ca & ) D) S &
RS N v & & v
S & © & « | 0,29 Inhibitor
v v ?SQ\\\ 1 0,1% Inhibitor

Abb. 27: Inhibitorstudie der GTase mit a-, -, y-Cyclodextrin (CD) und Acarbose mit und
ohne den Effektor Maltose (Mal)

*n.d.: a-CD setzt in der eingesetzten Konzentration die ODgyg bereits vor Zugabe der GTase so stark
herab, daf3 eine Messung nicht mdglich war. Dies trifft im geringen Maf3e auch fur Acarbose zu und
erklart die negativen Werte im Ansatz Amylose+Mal+Acarbose.

Vergleicht man die Ansatze mit und ohne Maltose, so zeigt sich deutlich, dal3 durch
Maltosezugabe die GTase-Aktivitat scheinbar gesteigert wird. y-CD und a-CD haben
keinen bzw. nur geringen EinfluR auf die Aktivitat. 3-CD hemmt in An- als auch in
Abwesenheit von Maltose das Enzym deutlich. Durch Acarbose wird die GTase
sowohl mit als auch ohne Maltosezusatz annahernd vollstandig gehemmt. Die
Analyse per Dunnschichtchromatographie ergab, analog zu den Ergebnissen von
Meissner (1997) zur MTase, ein negatives Ergebnis im Donor- (Acarbose, Maltose
und GTase im Ansatz) und Disproportionierungs-Versuch (nur Acarbose und GTase
im Ansatz), aber ein positives Resultat im Akzeptor-spezifischen Experiment

(Acarbose, Amylose und GTase im Ansatz). Da Acarbose nicht von der GTase
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umgesetzt wird, kann es als Inhibitor mit bekannter Struktur zur Kokristallisation mit

der GTase eingesetzt werden.

3.4 Aufklarung der Proteinstruktur der rekombinanten
Maltosyltransferase (MmtA) aus T. maritima (Roujei-
nikova et al., 2001)

Auch fur dieses Enzym gilt die Feststellung, daf® nur Ergebnisse, die im Rahmen
dieser Arbeit bzw. in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rice neu
gewonnen wurden, hier ausfuhrlicher dargestellt werden. Fiur dariiber hinausgehende
Details sei auf die angegebene aktuelle Literatur verwiesen. Altere Ergebnisse
(Meissner, 1997; Meissner und Liebl, 1998) werden nur dort erwahnt, wo sie zum

besseren Verstandnis beitragen.

3.4.1 Reinigung und Kristallisation des rekombinanten Proteins (Burke et al.,
2000)

Nach der biochemischen Charakterisierung der ungewdhnlichen Eigenschaften der
Maltodextrin Glycosyltransferase (MTase; Meissner, 1997) und ersten Kristallisa-
tionsexperimenten, sollte nun die rdumliche Struktur des Enzyms aufgeklart werden,
um einerseits die molekulare Basis der einzigartigen Transferspezifitdt aufzudecken
und um andererseits die Voraussetzung fur eine vergleichende Analyse mit anderen
Glycosyltransferasen, insbesondere mit der GTase, zu schaffen. Die Experimente zur
Rontgenstrukturanalyse wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
D.W. Rice (Sheffield, UK) durchgefihrt.

Die heterolog in E. coli JM83 uUberproduzierte MTase aus T. maritima wurde nach
einem Reinigungsschema von Meissner (1997) isoliert (Abb. 28).

Es konnten so aus 4 | Kulturvolumen 27 mg hochreines Protein gewonnen werden.
Mit dieser Proteincharge wurden anschlielend mittels der ,hanging drop“-Technik
innerhalb von 2-3 Tagen stdbchenformige Kristalle mit den Mal3en 0,25 x 0,25 x 1,5
mm erhalten (Burke et al., 2000). Hierzu wurde ein 3 pl-Aliquot der Proteinlésung
(18 mg/ml) mit dem gleichen Volumen einer Reservoirlosung gemischt, die aus 0,35-
0,40 M NH4H,PO,4, pH 4,7-4,8 (mittels (NH;),HPO,) bestand. Die Beugungsmuster
wurden letztlich von tiefgekiihlten Kristallen bis zu einer Aufldsung von 2,4 A er-

halten.
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Abb. 28: SDS-PAGE der Reinigungsschritte einer dreistufigen Maltosyltransferase-
Préaparation

Spur 1: Molekularmassenstandard Spur 4: SOURCE 15 Q-Pool

Spur 2: E. coli IM83-pTAA3-Rohextrakt Spur 5: Phenyl Sepharose HP-Pool

Spur 3: Rohextrakt hitzedenaturiert, 15 min/75°C Spur 6: Molekularmassenstandard

3.4.2 Gelfiltrationsstudie

Zur Losung der réaumlichen Struktur eines Proteins ist die Kenntnis des Oligo-
merisierungsgrades hilfreich. Um diesen in Erfahrung zu bringen, kann man die
Nativ-Molekularmasse des jeweiligen Enzyms durch analytische Gelfiltration be-
stimmen. Frihere Messungen mit hitzegefélltem Rohextrakt wiesen darauf hin, daf3
die native MTase als ein Komplex mit mehr als 450 kDa existiert (Meissner, 1997).
Da die Oligomerisierung eines Enzyms aber oftmals von der Reinheit der ver-
wendeten Probe und vom Salzgehalt des verwendeten Puffersystems abhangig ist,
wurde erneut eine Gelfiltration, diesmal mit 0,3 mg hochreiner MTase, durchgefihrt.
Die Analyse mittels der Superdex 200 HiLoad 16/60 Saule ergab sowohl mit 50 mM
Tris-Cl pH 7 (neutral), 150 mM NacCl als auch mit Mcllvaine-Puffer pH 4,8 (sauer)
eine dimere Quartarstruktur des nativen Enzyms (bestimmte Molekularmasse: 130-
140 kDa). Diese Ergebnisse wurden kirzlich von der Sheffielder-Arbeitsgruppe be-
statigt (Liebl, personl. Mitteilung).
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3.4.3 Maltosebindung und Lokalisierung der putativen aktiven Aminoséauren

Frihere vergleichende Sequenzstudien der MTase mit anderen Vertretern der
a-Amylase-Familie ergaben, dal3 die Reste Asp 385, Glu 414 und Asp 468
konserviert vorliegen und vermutlich die katalytisch aktiven Seitenketten der MTase
darstellen. Mittels Strukturanalyse konnten diese Reste am C-terminalen Ende der
(B/a)g-,barrel*-Supersekundarstruktur (,TIM-barrel”) lokalisiert werden. Auf der elek-
trostatischen Potential-Oberflache der MTase ist die Tasche mit dem aktiven Zen-
trum als eine negativ geladene Region zu erkennen (Abb. 29), welche in einer tiefen
Spalte am C-terminalen Ende des ,barrels” liegt.

Abb. 29: GRASP-Darstellung (Nicholls et al., 1991) der elektrostatischen Ladungsverteilung
auf der molekularen MTase-Oberflache. Eingezeichnet ist das, in der negativ geladenen
Tasche des aktiven Zentrums gebundene, Maltose-Molekll und der nicht-reduzierende End-
Glycosylrest des zweiten Maltose-Molekils, welches in einer benachbarten Tasche
gebunden wird (Roujeinikova et al., 2001).

Da Maltose nicht als Substrat durch die MTase umgesetzt wird, konnte es zur
Kokristallisation verwendet werden. Die Kristalle, die erhalten wurden, konnten bis zu
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einer Genauigkeit von 2,1 A strukturell aufgeldést werden. Je Untereinheit wurden
zwei Maltose-Bindestellen identifiziert (Abb. 29). Die erste Maltose-Bindestelle ist im
Bereich des aktiven Zentrums lokalisiert und stellt die gemeinsame Substrat/
Substratanaloga-Bindestelle fur komplexierte a-Amylasen und verwandte Enzyme
dar. Die zwei Pyranosen der Maltose besetzen dabei die ,subsites” -2 und -1
(,subsites” = ,Unterbindungsregionen® fir Monosaccharidyl-Einheiten des oligo- oder
polymeren Substratmolekils; Nomenklatur: siehe Davies et al., 1997). Es wird
postuliert, dal3 die Transferreaktion der MTase Uber ein kovalentes Maltosyl-Enzym-
Intermediat verlauft, bei der die vom Substrat abgespaltene Maltosyl-Einheit in
diesen ,subsites” festgelegt wird.

Die zweite Maltose-Bindestelle befindet sich in einer Tasche auf der Enzymober-
flache, die in einer Entfernung von 10 A zum aktiven Zentrum liegt. Diese Nahe legt
eine regulatorische Funktion nahe oder aber deutet auf die Méglichkeit der Bindung

verzweigter Substrate hin.

3.4.4 MTase als Dimer

Gelfiltrationsstudien zeigten, dal3 die MTase sowohl in neutraler als auch in saurer
Losung als Dimer vorliegt (siehe 3.4.2). Die Analyse der Kristallstruktur und die
Anordnung der MTase-Molekile im Kristall stiitzen diese Aussage. Abb. 30 zeigt die
Anordnung der Monomere der nativen MTase. Die Untereinheiten werden durch
mehrere hydrophobe Kontakte miteinander verbunden, bei denen die beteiligten
Reste aus 3 (N, A, B) der 4 MTase Domé&nen stammen. Insbesondere die Seiten-
ketten von Ilel19, Valll0, Leulll und Phell3 des einen Monomers ergeben
zusammen mit den Seitenketten Leul48, Phel49, Val226, Leu229, Leu289, Val293
und 1le299 des anderen Monomers ein hydrophobes Cluster an der dimeren
Nahtstelle. Zusatzliche Analysen ergaben, dal3 die Schleife 5/a6 mit Lys151 des
einen Monomers durch Kontakte zur Schleife B4/a5 des anderen Monomers
stabilisiert wird. Lys151 wird anhand der Strukturanalyse als entscheidend fir die
Erkennung des nicht-reduzierenden Substratendes betrachtet und ist moglicherweise
fur den exo-agierenden Enzymmechanismus der MTase mitverantwortlich. Die
Seitenkette des Lys151 bildet eine sterische Barriere an der Stelle, wo sich die
.Subsite” -3 in anderen homologen Enzymen befindet und verhindert vermutlich

deshalb die Abspaltung langerer Zuckereinheiten vom Substrat.
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Abb. 30: Kristallstruktur des MTase-Dimers

Die beiden monomeren Untereinheiten sind in blau und in grin dargestellt. Das aktive

Zentrum ist durch das violette Maltosemolekiil gekennzeichnet und der Glycosylrest der
zweiten Maltose ist ebenfalls violett wiedergegeben. Phosphat-lonen sind in gelb gehalten.
Zwei symmetrische hydrophobe Cluster sind an der dimeren Nahtstelle (siehe Text)
dargestellt, wobei die beteiligten Aminosauren detailliert herausgearbeitet wurden. Die

Aminosaure Lys151 ist in weil3 gehalten. In der unteren Abbildung ist die Stereoansicht eines
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hydrophoben Clusters bestehend aus 11 Resten und ein aktives Zentrum detailliert gezeigt

(Liebl, personl. Mitteilung).

3.4.5 Molekulare Basis der Transferaktivitat

Bei den Resten, die an der Bildung der ,subsite“ -1 der Maltosebindestelle beteiligt
sind, sind funf (Tyrl58, Arg383 und die katalytisch wirkenden Asp385, Glu414 und
Asp468) hochkonserviert in der a-Amylase-Familie. Die ebenso konservierte drei-
dimensionale Anordnung (Abb. 31) dieser an der Katalyse beteiligten Aminoséauren
legt nahe, dalR die katalytischen Eigenschaften der MTase denen anderer Vertreter
der a-Amylase-Familie ahnelt. Es wird postuliert, dal3 Glu414 als eine katalytische
Saure/Base und Asp385 als Nukleophil fungiert. Der dritte katalytische Rest Asp468
interagiert Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit den O2- und O3-Hydroxyl-Grup-
pen der -1 Glucoseeinheit. Daher bietet sich funktionell eine Rolle bei der Substrat-

erkennung an.

Abb. 31: Stereoansicht der Uberlagerung konservierter Reste des aktiven Zentrums der
TAKA-Amylase A (griin), Bacillus circulans CGTase (orange) und B. cereus Oligo-1,6-
Glucosidase (rot), sowie der entsprechenden Reste der MTase (blau). Das MTase Maltose-

Molekdil ist mit grauen Linien in den ,subsites* -2 (unten) und -1 (oben) eingezeichnet.

Der MTase fehlen zwei Histidine, die bei anderen Vertretern der Familie 13 hoch-
konserviert sind, dort beide Seiten der ,subsite” -1 (entsprechend His122/ His296 in
der TAKA-Amylase; Thr206/Pro467 in der MTase) flankieren und zumindest bei der
Barley-Amylase (Sogaard et al., 1993) den katalytischen Ubergangszustand stabili-
sieren. Aullerdem belegen Wasserstoffbriicken die Beteiligung an der Substrat-
bindung. Legt man einen gemeinsamen katalytischen Mechanismus zugrunde, so
scheint die Anwesenheit von Thr206 und Pro467 an den entsprechenden Positionen
in der MTase eine mdogliche Erklarung fir die spezifische Transglycosylierungs-

Aktivitat des Enzyms zu liefern.
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3.4.6 EinflulR potentieller metabolischer Regulatoren auf die Aktivitat

Da in der Kristallstruktur (Abb. 30) Phosphationen identifiziert werden konnten, wurde
der EinflulR potentieller phosphathaltiger Regulatoren auf die MTase-Aktivitat
Uberpruft (Abb. 32). Dabei hatten aber weder die bereits von Meissner (1997)
getesteten Substanzen wie Glucose-1-Phosphat, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-
Phosphat und Fructose-1,6-Bisphosphat noch ATP, ADP, cAMP, NADP und Acetyl-
Phosphat oder die phosphatfreien Pyruvat und L-Glucose signifikanten Einflu3 auf
die Reaktionsstarke der MTase. Phosphoenolpyruvat interferierte mit dem Standard-
I,/KI-Test und konnte (im Gegensatz zu Meissner, 1997) deshalb nicht bestimmt
werden. Einzig Glucose-1,6-Diphosphat (10 mM) reduzierte die Aktivitat auf 55-65%
(Abb. 32 und 33) signifikant. Um Interferenzen des Testes mit unerwarteten Spalt-
produkten auszuschlieRen, wurde eine Dunnschichtchromatographie mit Glucose-
1,6-Diphosphat durchgefuhrt. Es konnte keine ,Kontamination® durch Glucose
detektiert werden, die ansonsten die Inhibition der MTase erklaren wirde.

120,00

100,00 A

80,00 -

60,00 -

Relative Aktivitat [%]
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Abb. 32: Beeinflussung der enzymatischen Aktivitdt der MTase durch verschiedene
(phosphathaltige) Substanzen
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Abb. 33: Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat der MTase von der Glucose-1,6-

Diphosphat-Konzentration

3.5 Gezielte ortsspezifische Mutagenese von mmtA und
Austausch strukturell bedeutender Aminoséauren

Fur die folgenden Mutagenesen zum Aminosaureaustausch wurde der Quik
Change™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet (Prinzip: siehe
Material und Methoden, Kap.: 2.7). Die Mutagenese-Effizienz ist dabei stark von der
GrolRe des parentalen DNA-Plasmides abhangig. Aus diesem Grunde wurde die
MTase zunachst aus dem 8,5 kB gro3en pTAA3-Plasmid subkloniert, wobei zur
Einfihrung einer Ndel-Schnittstelle ein Basenaustausch (G- A) im Startcodon der

Originalsequenz erforderlich war.

Tab. 12: Verwendete Primer fur die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz? (5" - 3°) Schnittstelle
MTase a GATCATATGCTTTTGAGAGAGATAAAC Ndel
MTase b GAAAGCTTCTTACTCCTGTACAACAAGAGC Hindlll

- Die eingefiigte Schnittstelle ist jeweils unterstrichen, der Basenaustausch ist fett hervor-
gehoben.
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PCR-Ansatz: PCR-Bedingungen:

MTase a (100 pmol/pl) 1,25 Erste Denaturierung: 94°C, 5 min
MTase b (100 pmol/pul) 1,25 32 Zyklen:

pTAA3 4 pl 1.) Denaturierung: 94°C, 45 s
dNTP-L6sung (je 10 mM) 4 pl 2.) Primer-Anlagerung: 38°C, 45 s
Pfu-Puffer (10x) 5 pl 3.) Synthese: 72°C, 2 min
DMSO 5 pl Letzter Syntheseschritt:  72°C, 10 min
H.0 285 ul

Pfu-Polymerase (QU/ul) 1 pl

Der PCR-Ansatz wurde bei den angegebenen Bedingungen inkubiert, das PCR-
Produkt aus dem Agarose-Gel extrahiert, mit ECORV geschnittenem pBSK'-Vektor
ligiert und in E. coli XL1-Blue transformiert. Nach Blau-Weil3-Screening wurde ein
Klon mit korrekt inseriertem PCR-Fragment ausgewahlt und dieses unter Ver-
wendung der neu eingebauten Schnittstellen Ndel/Hindlll in den Vektor pET2la
kloniert. Das neue Konstrukt pET2la-mmtA (Abb. 34) wurde zur heterologen
Expression in den Stamm E. coli BL21 (DE3) elektroporiert.

3.5.1 Mutagenese der katalytisch aktiven Aminosé&uren

Zunachst sollte das aktive Zentrum ausgeschaltet werden, bei dem Glu414 als eine
katalytische Saure/Base und Asp385 als Nukleophil fungiert. Deshalb wurden
Glutamat durch Glutamin bzw. Aspartat durch Asparagin ersetzt. Ziel war es, Kristalle
und deren Roéntgenstruktur zu erhalten, bei denen ein hoherkettiges Maltooligo-
saccharid-Substrat im aktiven Zentrum gebunden ist und was somit den Zustand des
Enzyms vor der eigentlichen Substratspaltung reprasentiert.

Tab. 13: Verwendete Primer fir die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz® (5" - 3) Austausch
Asp 385a CGGTGCAAGACTCAATATGGGGCACGC GAT - AAT
Asp 385b GCGTGCCCCATATTGAGTCTTGCACCG ATC-ATT
Glu 414a GTGATGATCGCACAGGAGCTGGACATGG GAG - CAG
Glu 414b CCATGTCCAGCTCCTGTGCGATCATCAC CTC-CTG

3: Die Basenaustausche sind jeweils fett hervorgehoben.
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Es wurden zwei PCR-Ansatze mit folgenden Primerkombinationen verwendet:
1) Asp 385a + Asp 385b 2) Glu 414a + Glu 414b
Als parentales DNA-Plasmid diente das oben erwahnte 4,9 kB groRe pBSK'-mmtA-

Plasmid.

PCR-Ansatz: PCR-Bedingungen:

Primer 1 (125 ng/ul) 1 Erste Denaturierung:  95°C, 30 S
Primer 2 (125 ng/ul) 1 16 Zyklen:

pPBSK*-mmtA 2 u 1.) Denaturierung: 95°C, 30 S
dNTP-L6sung 1 2.) Primer-Anlagerung: 55°C, 1 min
Reaktions-Puffer (10x) 5 pl 3.) Synthese: 68°C, 12,5 min
H,O 39 ul

Pfu-Turbo (2,5U/ul) 1

Der PCR-Ansatz wurde bei den angegebenen Bedingungen inkubiert und
anschlielRend zum Verdau der parentalen dsDNA mit 1 pl Dpnl (10 U/ul) bei 37°C fur
eine Stunde versetzt. Es folgte die Transformation in E.coli XL1-Blue. Unter
Verwendung der Schnittstellen Ndel+Hindlll wurde dann in den Vektor pET2la
umkloniert (Abb. 34). Die neuen Konstrukte pET21a-D385N und pET21a-E414Q
wurden zur heterologen Expression in den Stamm E. coli BL21 (DE3) elektroporiert.
Zur Kontrolle (auf Grund der zu erwarteten Inaktivierung gab es keine andere
Selektionsmoglichkeit der Klone) wurden die neuen Konstrukte durch Sequenzierung
uberprift und die Korrektheit der Mutagenese bestatigt.

Bei der Reinigung und der Kristallisation wurde wie bei der MTase (3.4.1) verfahren.
Allerdings zeigten sich bei der Aktivitatskontrolle im Standard-l,/KI-Test bereits
geringe Restaktivitdten (<0,3%, Tab. 18), die auch mittels einer dinnschicht-
chromatischen Analyse (Substratverdau tber Nacht) visuell sichtbar gemacht werden
konnten (Abb. 41). Leider bestatigte sich dieses Ergebnis auch durch die Rontgen-
strukturanalyse (Liebl, personl. Mitteilung). Die verbliebene Restaktivitat bei den
»active site“-Mutanten (=Austausch der katalytisch aktiven Aminosauren) reichte aus,
um mindestens eine Donorsubstrat-Spaltung wahrend des Kristallisationsvorganges
stattfinden zu lassen, so dal3 im aktiven Zentrum wiederum nur der Zustand nach der

Substratspaltung mit eingelagertem Maltosylrest vorlag.

Abb. 34 (folgende Seite): Konstruktion von pET21a-mmtA und schematische Darstellung der

ortsspezifischen Mutagenese am Beispiel von pET21a-D385N
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Amplifizierung des Gens mmtA aus dem Plasmid pTAA3
(=8,5 kB; Meissner, 1997) durch PCR

/

Pfu-Polymerase - stumpfe Enden

4

MTase a-Primer mit MTase b-Primer mit "
Ndel-Schnittstelle mmtA Hindlll-Schnittstelle pBSK
[ || 2958 bp

Ligation stumpfer Enden

v

PET21a pBSK* ™-mmtA :
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3.5.2 Versuche zur Modifizierung der Transfereigenschaften und zur Erh6hung
der hydrolytischen Aktivitat der MTase

Um die Ausfuhrungen zu den mdoglichen Funktionen einiger strukturell wichtiger
Aminosauren (3.4.4, 3.4.5) experimentell zu belegen, wurden weitere Aminosauren
ausgetauscht. In Tab. 14 sind die betroffenen Aminoséuren und die mdglichen

Auswirkungen auf die Funktion zusammengefasst.

Tab. 14: Gezielte Aminosaureaustausche bei der MTase und potentielle Auswirkungen auf

die Funktion

Aminosaure Austausch gegen moglicher veranderter Phanotyp
Lysin (K) 151 Alanin (A) Aktivitat; Transferspezifitat; Dimerisierung?
Threonin (T) 206  Histidin (H) gesteigerte Aktivitat?

Threonin (T) 466  Asparagin (N) Transfer - Hydrolyse (siehe Diskussion!)
Prolin (P) 467 Histidin (H) gesteigerte Aktivitat?

Aspartat (D) 317  Alanin (A) Aktivitat, Transferspezifitat?

Tab. 15: Verwendete Primer fur die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz® (5" - 3°) Austausch

Lys 151a GATCTCTTCAAGGCGGGAGACGCTCCTTC AAG - GCG
Lys 151b GAAGGAGCGTCTCCCGCCTTGAAGAGATC CTT-CGC
Thr 206a GATTTCATTCCGAGACACGCCGCCAGAGACTC ACG-CAC
Thr 206b GAGTCTCTGGCGGCGTGTCTCGGAATGAAATC CGT-GTG
Thr 466a GCCTCCGTTGAAAACCCCGACACACCG ACT-AAC
Thr 466b CGGTGTGTCGGGGTTTTCAACGGAGGC AGT-GTT
Pro 467a CTCCGTTGAAACTCACGACACACCGCG CCC-CAC
Pro 467b CGCGGTGTGTCGTGAGTTTCAACGGAG GGG-GTG
D317Aa CCCACGTGGGACGCTGTCACGTTCTTG GAT-GCT
D317Ab CAAGAACGTGACAGCGTCCCACGTGGG ATC-AGC

- Die Basenaustausche sind jeweils fett hervorgehoben.

Es wurden funf PCR-Ansatze mit folgenden Primerkombinationen verwendet:
1) Lys 151a + Lys 151b 2) Thr 206a + Thr 206b  3) Thr 466a + Thr 466b
4) Pro 467a + Pro 467b 5) D317Aa + D317Ab
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Die PCR-Bedingungen, weitere Klonierungsschritte, Sequenzkontrolle und die Auf-
reinigung der MTase-Mutanten erfolgte analog der Mutagenese der katalytisch akti-
ven Aminosauren (3.5.1).

Zur Konstruktion der Doppelmutante pET2la-T206H/P467H wurde wie folgt
vorgegangen: Die bei einem Zwischenschritt der Mutagenese erhaltenen Plasmide
pBSK*-T206H und pBSK*-P467H wurden jeweils Ndel+EcoRV verdaut, die ent-
sprechenden DNA-Fragmente aus einem Agarose-Gel isoliert, religiert und in E. coli
Xl1-Blue transformiert. Danach folgte die Umklonierung in pET21 a (Ndel+HindlIl)
und die Elektroporation in E. coli BL21 (DE3). Die Doppelmutante pET21 a-K151A/
D317A liel3 sich folgendermalRen klonieren: Die Plasmide pET2la-K151A und
pET21a-D317A wurden EcoRI+Hindlll verdaut, die entsprechenden DNA-Fragmente
aus einem Agarose-Gel isoliert, religiert und in E. coli BL21 (DE3) elektroporiert.
Abb. 35 zeigt den Aufreinigungserfolg (Reinigungsprozedur analog wie bei der
MTase) der neuen MTase-Mutanten und die Bestatigung durch Western-Blot-

Analyse mit in dieser Arbeit erzeugten Anti-MTase-Antikdrpern (Kaninchen-Serum).

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Abb. 35: Gereinigte MTase-Mutanten und Uberpriifung durch Western-Blot-Analyse
A) 10 %-ige SDS-PAGE (je 3ug); B) Western-Blot mit Anti-MTase-Antikorper (1:2500)

Spur 1: Molekularmassenstandard (205, 116, 97, 66, 45 kDa)

Spur 2: pET21 a-mmtA-Rohextrakt Spur 7: pET21 a-E414Q), gereinigt
Spur 3: pET21 a-mmtA, gereinigt Spur 8: pET21 a-T466N, gereinigt
Spur 4: pET21 a-K151A, gereinigt Spur 9: pET21 a-P467H, gereinigt
Spur 5: pET21 a-T206H, gereinigt Spur 10: pET21 a-T206H/P467H,

Spur 6: pET21 a-D385N, gereinigt gereinigt
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Reaktionsparameter

Ansatz:

0,5 M Tris-Cl pH7 7*"© 4l
Maltooligosaccharid 1% 10 pl
H,O 23,6 ul
Enzym 1,4 pg
Inkubation: 40 min bei 75°C

Dunnschichtparameter

Entsalzung der Proben: ja

Auftragung Standard: 2 ul (14 ug)
Auftragung Proben: 4,5 ul (11 pg)
Laufmittel:1-Propanol/Ethylacetat/H,O
Entwicklung: 2 x 4,5 h

_>

1 23 4567 8 9101234 5678 9
DP
.l
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Abb. 36: Dunnschichtchromatographische (DC-) Analyse der Reaktionsprodukte von Malto-

pentaose und Maltohexaose nach Inkubation (75°C, 40 min) mit MTase/MTase-Mutanten.

(Der Pfeil markiert die Auftragslinie; DP = Polymerisationsgrad)

Spur 1: Pentaose bzw. Hexaose — Enzym
Spur 2: Pentaose bzw. Hexaose + MTase
Spur 3: Pentaose bzw. Hexaose + K151A
Spur 4: Pentaose bzw. Hexaose + T206H
Spur 5: Pentaose bzw. Hexaose + D385N

Spur 6: Pentaose bzw. Hexaose + E414Q
Spur 7: Pentaose bzw. Hexaose + T466N

Spur 8: Pentaose bzw. Hexaose + P467H
Spur 9: Pentaose bzw. Hexaose + T206H/P467H
Spur 10: Standard G1-G7

Das Produktmuster zeigt, dal3 die Transferspezifitat in keinem Fall verandert worden

war. Je nach Substrat wurden Produktspektren mit ausschlief3lich geradzahligen oder

ausschlief3lich ungeradzahligen Polymerisationsgrad erhalten. Dies trifft auch far
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D317A und fur die Doppelmutante K151A/D317A zu (vgl. auch Abb. 41). Bei der hier
relativ kurzen Inkubationszeit zeigt sich bei den ,active site“*-Mutanten keine
Produktbildung. Die Verringerung der enzymatischen Aktivitdt einiger Mutanten,
spiegelt sich bei dieser DC-Analyse durch ,unvollstdndige* Produktbildung wieder
(sieche K151A; T206H/P467H). Setzt man mehr Enzym in den Test ein, bzw.
verlangert die Inkubationszeiten, so zeigt sich auch bei diesen Mutanten das
vollstandige Produktmuster (nicht dargestellt). Fur die im 1o/KI-Test bzw. DNSA-Test
gemessenen enzymatischen Aktivitaten sei auf das Kapitel , Transfer- und Hydrolyse-
Aktivitdten der MTase-Mutanten im Vergleich” (3.5.6) verwiesen. Im folgenden wurde

nun der Oligomerisierungsgrad einiger MTase-Mutanten untersucht.

3.5.3 Die Mutante V110R

Zunachst wurden die Mutanten V110R und A230R nach dem bewdahrten Protokoll
konstruiert. Hierbei wurde also jeweils eine hydrophobe gegen eine hydrophile
Aminosaure ersetzt. Fur die Doppelmutante V110R/A230R wurde analog zur
Doppelmutante K151A/D317A verfahren, d. h. pET21a-V110R und pET21a-A230R
wurden jeweils mit EcoRI+Hindlll verdaut, die entsprechenden DNA-Fragmente aus
einem Agarose-Gel isoliert, religiert und in E. coli BL21 (DE3) elektroporiert. Auch
diese neuen Konstrukte wurden exprimiert und aufgereinigt (nicht gezeigt). Bei dem
Schritt der hydrophoben Interaktionschromatographie (Phenyl-Sepharose-Saule) fiel
dabei auf, daR die Proteine nicht gleichzeitig, sondern zu unterschiedlichen
Elutionszeiten (absteigender Salzgradient) eluierten. Die MTase eluierte bei einer
hoéheren Salzkonzentration als V110R und A230R. Die Doppelmutante V110R/
A230R eluierte im Vergleich dazu bei der geringsten Salzkonzentration. Dies wurde
als erster Hinweis auf Unterschiede in der Oberfachenhydrophobizitat der einzelnen

Proteine gewertet.

Tab. 16: Verwendete Primer fir die PCR

Bezeichnung Primer-Sequenz® (5" - 3) Austausch
V110Ra GAAGAGAACGACCGTCTTGGTTTCAGA GTT-CGT
V110Rb TCTGAAACCAAGACGGTCGTTCTCTTC AAC - ACG
A230Ra GTGGAGGAACTCCGTGATTACACTCC GCG-CGT
A230Rb GGAGTGTAATCACGGAGTTCCTCCAC CGC-ACG

- Die Basenaustausche sind jeweils fett hervorgehoben.



EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 101

3.5.4 Nachweis der Monomerisierung durch Gelfiltration und Nativ-PAGE

Die Nativ-Molekularmasse einiger MTase-Mutanten wurde mittels analytischer Gelfil-
tration (50 mM Tris-Cl pH 7, 150 mM NacCl) bestimmt. Die Ergebnisse und der jeweils

abgeleitete Oligomerisierungsgrad sind in Tab. 17 zusammengefasst.

Tab. 17: Molekularmasse und Oligomerisierungsgrad verschiedener Mutanten

Enzym Molekularmasse (kDa) Oligomerisierungsgrad

MTase 139+ 10 Dimer

K151A 139 +10 Dimer
K151A/D317A 139 +£10 Dimer

V110R 65+5 Monomer

A230R 139 +10 Dimer
V110R/A230R 65+5 Monomer

Eine weitere Bestatigung der Monomerisierung von V110R und der Doppelmutante
V110R/A230R wurde durch eine Nativ-PAGE (Abb. 37) erhalten. Nimmt man die
MTase als dimeren Standard, so zeigen V110R und V110R/A230R ein im Vergleich

schnelleres Laufverhalten.

L

A) B)

Abb. 37: Native Gelelektrophorese und Kontrolle durch Western-Blot-Analyse

A) 7,5 %-ige Nativ-PAGE (je 2ug); B) Western-Blot mit Anti-MTase-Antikdrper (1:2500)
Spur 1: MTase Spur 2: V110R Spur 3: A230R
Spur 4: V110R/A230R Spur 5: K151A
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Da die Mutante A230R einen dimeren Charakter aufweist, kann man davon
ausgehen, dal3 die Monomerisierung der Doppelmutante V110R/A230R von der
V110R-Mutation verursacht wird.

3.5.5 Temperaturabhangigkeit der Aktivitat und thermische Inaktivierung

Die Oligomerisierung von monomer aktiven Proteinen wird als eine der Mdglichkeiten
zur thermischen Stabilisierung von Proteinen diskutiert. Zur Untersuchung des
Abhangigkeitsverhaltnisses der Oligomerisierung zur Thermostabilitat, wurde die
Mutante V110R im Hinblick auf die Temperaturabhangigkeit der Aktivitat analysiert

und Experimente zur thermischen Inaktivierung durchgefthrt.

Reaktionsparameter:
Ansatz: Maltooligosaccharid-Mix 2% 100 pl

Mcllvaine pH 6,5 50 pl
H2Obidest. 42,4 ul
V110R (0,79 pg/ul) 7,6 ul

Inkubation: 10 min bei der jeweiligen Temperatur

120

100 -

80

60
50 %

40 +

Relative Aktivitat [%)]

20

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatur [°C]

Abb. 38: Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitdit von V110R von der Inkubations-
temperatur. Dargestellt ist die relative Aktivitdt bezogen auf den hochsten Melwert der

Versuchsreihe.
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Die gemessene Reaktionsstarke ist bei einer Temperatur von 75-80°C am hochsten
und fallt oberhalb dieser Werte schnell ab; 50 % oder mehr relative Aktivitat werden
in dem Bereich von 55-83°C entfaltet (Abb. 38). Damit liegen die Werte fur V110R
um 10°C niedriger, als fur die MTase bestimmt worden war (Meissner, 1997).

Die thermische Inaktivierung von V110R und von der MTase (Kontrolle) wurde in
Abhéngigkeit von Temperatur und Dauer der Exposition verfolgt (Abb. 39). Da sich
der Temperaturbereich, in dem sich die Thermoinaktivierung fir V110R abspielte, als
sehr eng erwies, wurde die Prainkubation im PCR-Heizblock durchgefihrt, der eine

grol3ere Temperaturgenauigkeit bietet.

Versuchsparameter:
Prainkubationsansatz: Reaktionsansatz:
MTase (1,17ug/pl) / Maltooligosaccharid-Mix 2% 100 pl
V110R (0,81pg/pl) 6,8 Ug Mcllvaine pH 6,5 7> 50 pl
Mcllvaine pH 6,5 4 pl H2Obidest. 45 pl
H>Opidest. ad 20 Prainkubationsansatz 5ul
Inkubation: 15 min bei 75°C
120 ° l'_J_’:z_;’d_,VVMOR; 75°C
MTase; 85°C
[ ]
100 -
S
:E 80
>
< ]
< 60 MTase; 90°C
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> 50 %
T 40 A [
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[ |
20 -
V110R; 78,5°C
5 - . & V110R; 79°C
0 1 vy v \ 4 v ¥ ¥ MTase; 95°C
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400

Prainkubationszeit [min]

Abb. 39: Verlauf der thermischen Inaktivierung der MTase und V110R in Abhangigkeit von

Temperatur und Inkubationszeit.
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Es ist deutlich eine Abnahme der thermischen Stabilitdit der Monomer-Mutante
gegenuber der dimeren MTase festzustellen. Im dargestellten Inkubationszeitraum
sind MTase und V110R bei 85°C bzw. 75°C stabil. V110R wurde bereits bei nur 79°C
mit einer Halbwertszeit von etwa 40 min relativ rasch inaktiviert. Die Dimerisierung
der Maltosyltransferase scheint somit ein ganz entscheidender Faktor bei der
thermischen Stabilitat des Enzyms darzustellen.
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Temperatur [°C]

Abb. 40: Verlauf der thermischen Inaktivierung von V110R in Abh&angigkeit von der

Temperatur (Préainkubationszeit: 2 h; Inkubator: Gradienten-PCR)

Zur Bestatigung der oben gemachten Aussagen wurde die Thermoinaktivierung far
V110R fur die Prainkubationszeit von 2 h in einem Gradienten-PCR-Heizblock
wiederholt (Abb. 40). Bei diesem Heizblock konnte der Temperaturbereich, in dem

die Thermoinaktivierung erfolgte, auf 2°C (76,6-78,6°C) eingegrenzt werden.

3.5.6 Transfer- und Hydrolyse-Aktivitaten der MTase-Mutanten im Vergleich

Bei ersten Versuchen mit Maltooligosacchariden als Substrate fiel bei den
Produktspektren der dunnschichtchromatographischen Analyse mit V110R und
V110R/A230R auf, dal3 bei ungeradzahligem Substrat stets auch geradzahlige
(neben ungeradzahligen) Produkte erhalten wurden. Das geradzahlige Substrat
lieferte hingegen nur geradzahlige Produkte. Aus dieser Beobachtung konnte

geschlossen werden, daf neben der Maltosyl-Transferaktivitdt die hydrolytische
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Aktivitat eine gesteigerte Rolle spielen muf3te. Das Substrat muf3 aus mindestens
drei Glucoseeinheiten bestehen (= Maltotriose), damit es umgesetzt wird.

Abb. 41 zeigt die enzymatische Umsetzung von Maltoheptaose mit allen
konstruierten MTase-Mutanten. Auf Grund der langen Inkubationszeit (14 h, 75°C),
sind neben den Transfer- auch die Hydrolyse-Produkte bei einigen Mutanten
teilweise sichtbar. Auch die Starke der enzymatische Aktivitat der Mutanten spiegelt
sich in der Dunnschicht-Chromatographie (DC) wieder. Je niedriger die Aktivitat,
desto weniger Produktspots sind zu erkennen (siehe z. B. ,active-site“-Mutanten). Bei
der Inkubation der MTase-Mutanten mit Maltohexaose als Substrat traten nur aus-

schlie3lich geradzahlige Produkte in der DC-Analyse auf (nicht gezeigt).

Reaktionsparameter Dunnschichtparameter
Ansatz:
0,5 M Tris-Cl pH7 *™© 4l Entsalzung der Proben: ja
Maltooligosaccharid 1% 10 pl Auftragung Standard: 2 pl (14 pg)
H,O 26-X ul Auftragung Proben: 6 ul (15 ug)
Enzym 1,5 ug Laufmittel:1-Propanol/Ethylacetat/H,O
Inkubation: 14 h bei 75°C Entwicklung: 2 x 4,5 h
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Abb. 41: Dunnschichtchromatographische Analyse der Reaktionsprodukte von
Maltoheptaose nach Inkubation (75°C, 14 h) mit MTase/MTase-Mutanten. (Der Pfeil markiert
die Auftragslinie.)
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: Standard G, — G,

: Heptaose (-Enzym)
: Heptaose + MTase
: Heptaose + K151A
: Heptaose + T206H

© © N o9

10:

Heptaose + D385N
Heptaose + E414Q
Heptaose + T466N
Heptaose + P467H
Heptaose + T206H/P467H

11:
12:
13:
14:
15:

Heptaose + V110R
Heptaose + A230R
Heptaose + V110R/A230R
Heptaose + D317A
Heptaose + K151A/D317A

Die Transfer- und die hydrolytische Aktivitat aller Mutanten wurde nun auch

guantitativ erfafl3t. Die Messung der Transfer-Aktivitat erfolgte mittels des Standard-

I,/KI-Testes und die Bestimmung der hydrolytischen Aktivitdt durch Anwendung des

DNSA-Testes.

In Abb. 42 und Tab. 18 sind die Transfer- und Hydrolyse-Aktivitaten aller MTase-

Mutanten einander gegenulber gestellt. Die Aktivitaten wurden relativ zur Transfer-

I/Kl-Test: DNSA-Test:
Mcllvaine pH 6,5 *°® 100 pl Mcllvaine pH 6,5 *°® 100 pl
Maltooligosaccharid-Mix 2% 200 pl I6sliche Starke 1% 250 pl
H2Obidest. 100-X pl H2Opidest. 150-X pl
Enzym 6 ug Enzym 6 ug
Inkubation: 10 min bei 75°C Inkubation: 6 h bei 75°C
250
225
T 200
= 1754
T 150
2 125
< 100
L 5
= 50
E 25
0 I a\ I a\ = I 5\ q\ I I I q\ a\
2 s Q > NS & \a
d \‘,’;’v q,QGz\ W b‘%@ © \,"9@ q?’& S & S
) - A Q < A < R = v N\ ©
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Transfer-Aktivitat

Hydrolase-Aktivitat

Abb. 42: Relative Transfer- und Hydrolyse-Aktivitaiten der MTase-Mutanten im Vergleich

(bezogen auf die MTase; Erlauterungen siehe Text)
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Tab. 18: Vergleich der relativen Transfer- und Hydrolyse-Aktivitaten

Mutanten I,/KI-Test DNSA-Test relative Hydrolyse/
[%] [%0] relativer Transfer
MTase 100 100% 1,0
MTase K151A 0 1,4 n.d.”
MTase T206H 7 13,6 1,9
MTase D385N 0,3 0,8 n.d.
MTase E414Q 0,1 11 n.d.
MTase T466N 49 24,7 0,5
MTase P467H 4,2 3,8 0,9
MTase T206H/P467H 0,6 1,9 n.d.
MTase V110R 65,5 248.,6 3,8
MTase A230R 79 64,8 0,8
MTase V110R/A230R 62,5 212,8 3,4
MTase D317A 0,6 0,9 n.d.
MTase K151A/D317A 0,3 1,7 n.d.

4 Fir die MTase wurde eine spezifische hydrolytische Aktivitat von 0,27 U/mg bestimmt.

®) n.d., der Quotient aus hydrolytischer und Transfer-Aktivitat wurde nicht gebildet, da die
gemessenen Aktivitaten im Grenzbereich der verwendeten kolorimetrischen Enzym-
aktivitatstests liegen. In diesem Bereich ist die Quotientenbildung auf Grund der relativ

groRen MelRungenauigkeiten nicht mehr sinnvoll.

bzw. Hydrolyse-Aktivitat der Wildtyp-MTase (jeweils 100 % gesetzt) dargestellt. Fur
die Wildtyp-MTase wurde eine spezifische hydrolytische Aktivitat von 0,27 U/mg be-
stimmt. Die im I,/KI-Test bestimmte Transferaktivitdt kann nicht quantitativ ange-
geben werden. Mit anderen Testmethoden liegt die Transferaktivitat fur die MTase
jedoch um 0,5 - 3 x 10® U/mg (je nach eingesetzten Substraten; siehe Meissner,
1997).

Alle Mutanten, deren Funktionen im Bereich des aktiven Zentrums (z.B. D385N,
E414Q) und bei der Substraterkennung / -bindung (z.B. K151A, D317A, P467H) eine
wesentliche Rolle zu spielen scheinen, sind sowohl in ihrer Transfer- als auch in ihrer
hydrolytischen Aktivitat stark eingeschrankt. Keiner dieser Mutanten erreicht mehr
5% der Aktivitdt des Wildtypes. T206H zeigt im Hydrolyse/Transfer-Verhaltnis eine
um 1,9 gesteigerte hydrolytische Aktivitat, wobei allerdings die relativen Aktivitaten im
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Vergleich zur MTase erheblich gesunken sind. Die deutlichste Veranderung beim
Vergleich Hydrolyse/Transfer ist bei den Monomer-Mutanten zu beobachten. Bei der
Doppelmutante V110R/A230R ist die hydrolytische Aktivitat gegentber der Transfer-
aktivitat (relativ zum Hydrolyse/Transfer-Verhaltnis bei der Wildtyp-MTase) um das
3,4-fache, bei V110R gar um das 3,8-fache gesteigert. Diese Mutanten sind in ihrer
Transferaktivitat zudem nur in geringerem Mal3e beeintrachtigt (relative Aktivitaten:
62,5 bzw. 65,5%). Die Einflihrung eines Asparagins anstelle von Threonin bei der
Aminosaureposition 466 bewirkte keine Erhéhung des Hydrolyse/Transfer-Verhalt-
nisses: Bei dieser Mutante ist die Transferrate, relativ zum Verhaltnis bei der Wildtyp-
MTase, doppelt so hoch wie die hydrolytische Aktivitat.
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4. DISKUSSION

Glucosidasen (O-Glycosid Hydrolasen, EC 3.2.1.-) bilden eine weitverbreitete
Enzymgruppe mit signifikanter biochemischer, biomedizinischer und industrieller Be-
deutung. Sie katalysieren die Hydrolyse der glycosidischen Bindungen in Oligo- und
Polysacchariden. Die IUB-MB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology) Enzym-Nomenklatur der Glycosylhydrolasen basiert auf der Substratspezifi-
tat und dabei gelegentlich auf dem molekularem Mechanismus, bertcksichtigt aber
nicht strukturelle Aspekte dieser Enzyme. Deshalb wurde vor einigen Jahren eine
Klassifizierung der Glycosylhydrolasen auf Grundlage der Ahnlichkeiten in der
Aminosauresequenz vorgeschlagen (Henrissat, 1991; Henrissat und Bairoch, 1993;
Henrissat und Davies, 1997). Wegen der direkten Beziehung zwischen Sequenz und
Faltungseigenschaften bietet eine solche Klassifizierung folgende Vorteile: (1) Den
strukturellen Eigenschaften der Enzyme wird besser Rechnung getragen als das
durch die Substratspezifitdt moglich ware. (2) Es werden evolutionare Beziehungen
zwischen Enzymen unterschiedlicher Substratspezifitat aufgezeigt. (3) Informationen
uber den Reaktionsmechanismus sind leicht auf andere Mitglieder derselben Familie
Ubertragbar. Zur Zeit gibt es 70 verschiedene Familien der Glycosylhydrolasen.
Ausgehend von Aminosauresequenzvergleichen der a-Glucosidase AglA und der
Maltosyltransferase aus T. maritima erfolgte die Zuordnung dieser Enzyme zu der
Familie 4 bzw. zu der Familie 13 (a-Amylase-Familie) der Glycosylhydrolasen (Bibel
et al., 1998; Meissner, 1997).

4.1 ao-Glucosidasen von T. maritima

Die Genomsequenzierung von T. maritima (Nelson et al., 1999) ergab, dal 54 % der
1877 offenen Leserahmen eine mdgliche Funktion zugeordnet werden konnte,
wahrend 46 % (863 ORFs) mit unbekannter Funktionalitat weiterer Untersuchungen
bedurfen. Viele der T. maritima ORFs kodieren fir Enzyme, die am Abbau von
Zuckern und pflanzlichen Polysacchariden beteiligt sind. Im folgenden soll der

Schwerpunkt der Diskussion zunéchst bei den a-Glucosidasen liegen.

4.1.1 Genetischer Kontext der a-Glucosidasen aglA und aglB

Der Vergleich von aglA und seinen umgebenden Sequenzen (Sequenzdaten vom

Genomsequenzierungsprojekt, Datenbank des ,Institute of Genome Research” TIGR,
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Rockville, MD, USA) ergab, dall das Gen in einem Gen-Cluster fir die
Starke/Maltodextrin-Umsetzung in T. maritima lokalisiert ist. Hier ist aglA eines von
mehreren Genen (malE-malF-malG-aglB-aglA) fiur Maltodextrin-Transport und
-Hydrolyse. Die Gene fur zwei amylolytische Enzyme, die bereits friiher beschrieben
wurden (Liebl et al., 1997), namentlich das Maltodextrin Bindeprotein MalE und die
a-Amylase AmyA, gehéren ebenfalls dem Cluster an. AmyA ist stromaufwarts von
malE divergent lokalisiert. In einem Abstand von nur finf Leserahmen von amyA
befindet sich ein weiteres in unserer Arbeitsgruppe bearbeitetes Gen pulA, welches
fur eine Pullulanase kodiert (Kriegshauser und Liebl, 2000). Die intergenische Region
zwischen malE und malF enthdlt ein G/C-reiches inverted repeat"
(5"-AAGAGGGGGACTTTTICCCCCTCTT-3"), welches bei der Regulation des Levels

der MalE-Produktion in Relation zum Level der MalF und MalG-Synthese eine

wichtige Rolle spielen koénnte. Fur E. coli ist bekannt, dal MalF und MalG in
stochiometrischen Mengen bendtigt werden, wéahrend MalE in 100-fachem
UberschuR produziert wird (Boos und Lucht, 1996). Die Sequenzdaten weisen
deutlich darauf hin, daf3 T. maritima Uber ein E. coli-ahnliches (periplasmatisches)
Bindeprotein abhangiges ABC-Transportsystem fir die Maltodextrin-Aufnahme
verfigt. Obwohl die Existenz von Porinen in der Zellhille von T. maritima bereits
nachgewiesen wurde (Rachel et al., 1990), ist es bisher nicht geklart, ob Thermotoga
in Analogie zu LamB (Maltoporin, A-Rezeptor) in der duf3eren Membran von E. coli
eine spezifische Diffusionspore fur Maltodextrine in seiner ,Toga" enthdalt. In diesem
Zusammenhang fallt auf, da® T. maritima neben dem oben beschriebenen System
noch Uber ein zweites malEFG Gen-Cluster (TM1202-TM1204, Nelson et al., 1999)
verfugt. Die genaue Rolle dieses Clusters muld erst noch analysiert werden. Ein
Bindeprotein-abhé&ngiger ABC-Transporter fur Maltose und Trehalose wurde auch im
hyperthermophilen Archaeon Thermococcus litoralis identifiziert (Horlacher et al.,
1998). Da beide Organismen (T. maritima und Tc. litoralis) sehr urspringliche
Vertreter im phylogenetischen Stammbaum darstellen, kann man spekulieren, daf3
die hochaffinen Transportsysteme und ihre genetische Anordnung auf dem
Chromosom (malE-malF-malG) sehr friih in der Evolution etabliert wurden.

Uberraschenderweise gehort AglA aus T. maritima nicht wie andere typische
o-Glucosidasen zur umfangreichen a-Amylase Familie (Familie 13 der Glycosyl-
hydrolasen), sondern zeigt geringe Homologien (Identitat: = 26%) zur Melibiase MelA

aus E. coli und einem putativen Enzym aus B. subtilis. Weiterhin gab es Ahnlich-
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keiten mit 6-Phospho-p-Glucosidasen (CelF aus E. coli/B. subtilis) und 6-Phospho-a-
Glucosidasen aus Fusobacterium mortiferum und Bacillus subtilis, die alle Vertreter
der Familie 4 darstellen. Die zweite stromaufwarts von AglA gelegene a-Glucosi-
dase AgIB ist eine Cyclodextrinase und gehort zur a-Amylase-Familie. Die Eigen-
schaften dieses Enzyms, d.h. die biochemische Charakterisierung und die Analyse
des Substratprofils wurde von Veith (2001) ermittelt.

4.1.2 Weitere Glucosidasen in T. maritima

Die Sequenzierung des T. maritima Genoms (Nelson et al., 1999) fihrte zur
Identifizierung weiterer putativer a-Glucosidasen (TM0434: 1410 bp, 470 As, 55 kDa;
TMO752: 1413 bp, 471 As, 55 kDa; TM1068: 1398 bp, 466 As, 54 kDa; TM1281:
1245 bp, 415 As, 48 kDa), die alle der Familie 4 der Glycosylhydrolasen zugeordnet
wurden. TM0434 und TM1068 stellen eine Genduplikation dar (Identitat auf As-
Ebene: 98,5 %) und weisen mit TM0752 eine gemeinsame Identitat von 61 % auf.
Nimmt man beim MULTALIN-oder CLUSTALW-Alignment noch AglA (TM1834)
hinzu, so betragt die Identitat der vier Proteine untereinander immerhin noch 39 %.
Interessanterweise fehlen, im Gegensatz zu den a-Glucosidasen AglA aus T. mariti-
ma und T. neapolitana, bei allen drei noch nicht néher charakterisierten putativen
o-Glucosidasen inmitten der Proteinsequenz 16 Aminosauren (As 325-340 bei
AGLA THEMA, Abb. 43). Dies kdnnte auf einen fundamentalen Unterschied zu AglA
hindeuten, z.B. hinsichtlich der Substratspezifitat. Wahrend TM0434, TM0752 und
TM1068 vermutlich homologe a-Glucosidasen zu AglA darstellen, handelt es sich bei
TM1281 um eine putative 6-Phospho-3-Glucosidase. Die entsprechenden Gene
konnten bereits heterolog in E. coli kloniert und zum Teil exprimiert werden (nicht
gezeigt). Allerdings wurden bisher noch keine enzymatischen Aktivitdten zugeordnet,
wobei die Grunde hierfir noch im Detail geklart werden missen. Eventuell wurde
bisher mit falschen Substraten gearbeitet oder die Proteine haben sich bei der
heterologen Expression falsch gefaltet. Mdglicherweise handelt es sich teilweise aber
auch um kryptische Gene, die erst nach einer entsprechenden Mutation im Genom
aktiviert werden. E. coli K12 beispielsweise verfligt tber ein cel-(Cellobiose-Verwer-
tung) Operon, welches im Wildtyp-Stamm nicht exprimiert wird (Parker und Hall,
1990). Es erscheint allerdings nicht plausibel, warum das T. maritima Genom gleich
mehrere stillgelegte a-Glucosidase-Gene haben sollte, da deren Replikation vom

energetischen Gesichtspunkt her betrachtet fur die Zelle ungiinstig wére.
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10 20 30 40 50 60 70 80
I
AGLA THEMA  ------ MPSVKI G | GAGSAVFSLRLVSDLCKTPGLS- - GSTVTLIVDI DEERLDAI LTI AKKYVEEVGADLKFEKTMNLD
AGLA THENEO ------ MPAVKI G | GAGSAVFSLRLVSDLCKTPGLS- - GSTVTLVDI DEERLDAVLTI AKKYVEEVGADLKFEKTTSVD
TM434 - MPTI VFVGAGSVRYTI KLVGDLAKTPDLY- - GSRLVLMDI DEERLKATYI LVTKYLRELNAEYTVEQTTSLE
TMLO068 ~  -------- MPTI VFVGAGSVRYTI KLVGDLAKTPDLY- - GSRLVLMDI DEERLKATYI LVTKYLRELNAEYTVEQTTSLE
TMD752  aeeeee-- MKI Sl | GAGSVRFALQLVGDI AQTEEL SREDTHI YMVDVHERRLNASY!I LARKYVEELNSPVKI VKTSSLD
TML281 --------- MRl AVI GBGSSYTPELVKGLLDI SEDVR- - | DEVI FYDI DEEKQKI VWDFVKRLVKDR- - - FKVLI SDTFE
GLVG_BACSU - - - - MKKKSFSI VI AGGGSTFTPG VLM.LDHLEEFP- - | RKLKLYDNDKERQDRI AGACDVFI REKAPDI EFAATTDPE
MALH FUSMR  ------ MKQFSI LI AGGGSTFTPGA | LMLLDNLDKFP- - | RQ' KMFDNDAERQAKI GEACAI LLKEKAPQ KFSYSTNPE
AGAL_ECOLI  ----- MVBAPKI TFI GAGSTI FVKNI LGDVFHREALK- - TAHI ALMDI DPTRLEESHI VWRKLMDSAGASGKI TCHTQRK
LPLD BACSU MFHI STLDQ KI AYI GGGSQGWARSLMSDL S| DERM - - SGTVAL YDL DFEAAQKNEVI GNH- - - SGNGRWRYEAVSTLK
Consensus kl i &GS gdl e | DD er e k t
Primcons. MFHI 23M24PKI VI | GAGS2RFPL3LVGDL2KTEDL SREGSTVALMDI DEERL2AI Yl 2VKKYV2ELNAD3KFEKTTSLE
90 100 110 120 130 140 150 160
I I I I I
AGLA THEMA DVI | DADFVI NTAM - - - - - - VGGHTYLEKVRQ GEKYGYYRG DAQEFNWSDY- YTFSNYNQLKYFVDI ARKI EKLSP
AGLA THENEO  EAI ADADFVI NTAM - - - - - - VGGHTYLEKVRRI SEKYGYYRG DACEFNMWVSDY- YTFSNYNQLKYFVDI ARKI ERLSP
TMD434 EALEGADFVI NTAL- YRAPGHEDGYVHYEI MREVGERHGYYRG DSQELNMWSDY- YTLSNYNHLKMSLDI AKAVEKI AP
TMLO68 EALEGADFVI NTAL- YRAPGHEDGYVHYEI MREVGERHGYYRG DSQELNWSDY- YTLSNYNHLKMSLDI AKAVEKI AP
TMD752 EAI DGADFI | NTAYPYDPRYHDSGSQRWDEVTKVGEKHGYYRG DSQELNWSTYTYVLSSYPDVKLAL ElI AEKMKKMAP
TML281 GAWDAKYVI FQFR- - - - - - - - - - PGGLKGREN- DEG PLKYGLI GQ - ETTGVG GFSAALRAFPI VEEYVDTVRKTS-
GLVG_BACSU EAFTDVDFVMAHI R- - - - - - - - - - VCKYAMRAL - DEQ PLKYGWGQ - ETCGPG- G AYGVRSI GGVLEI LDYMEKYSP
MALH_FUSMR EAFTDI DFVMAHI R- - - - - - - - - - VCKYPMREL- DEKI PLRHGWGQ - ETCGPG G AYGVRSI GGVI GLI DYMEKYSP
AGAL_ECOLI EALEDADFVWAFQ- - - ------- | GGYEPCTVTDFEVCKRHGLEQT| ADTLGPG- G MRALRTI PHLWQ CEDMTEVCP
LPLD BACSU KALSAADI VIl SI L---------- PGSLDDMEV- DVHLPERCGA YQSVGDTVGPG G | RGLRAVPI FAEI ARAI RDYAP
Consensus eA dadf Vi g de p G q #t g gi r ei k p
Prim cons. EALEDADFVI NTA2PYRAPGH22GAGAYE33R3VDEK2GYYRGA D2QELN2V222T22L SNYRALK4A2L21 A22VEKYSP
170 180 190 200 210 220 230 240
I I I I I I
AGLA THEMA KAWYLQAANPI FEGTTLVTRTVP- | KAVGFCHGHYGVM El VEKLG- - - - - - - L EEEKVDWQVAGYNHG W.NRFRYNGG
AGLA THENEO  KAWYSAAANPVFEGTTLVTRTVP- | KAVGFCHGHYGYM El | EKLG - - - - - - L ERKQVDWQVAGYNHG WL NRFRYNGE
TMD434 NAW LQTANPVFEI TQLVKRLTK- AKI VGFCHGYAHVF- HLAKVLG: - - - - - - VEPEEL DIWMQVAGVYNHAI WWINRFRCRGE
TMLO68 NAW LQTANPVFEI TQLVKRLTK- AKI VGFCHGYAHVF- HLAKVLG- - - - - - - VEPEEL DIWQVAGVYNHAI WWINRFRCRGE
TMD752 KAYLMJTANPVFEI TQAVRRWIG- ANl VGFCHGVAGVY- EVFEKLD- - - - - - - L DPEEVDWQVAGYNHG W.NRFRYRGE
TML281 NATI VNFTNPSGHI TEFVRNYLEYEKFI GLCNVPI NFI RElI AEMFS- - - - - - - ARLEDVFLKYYCGLNHLSFI EKVFVK- G
GLVG_BACSU DAWMLNYSNPAAI VAEATRRLRPNSKI LNI CDMPVAE EDRVAQI LG - - - - - L SSRKEMKVRYYCGLNHFGANTSI QDQEG
MALH_FUSMR NAVWWLNYSNPAAI VAEATRRLRPNSKVLNI CDVPI J EVRMAEI LG - - - - - LESRKDVDI MYYGLNHFGWAKSVRDKQG
AGAL_ECOLI DATM_NYVNPMAMNTWAMYARYPHI KQVGLCHSVQGT- - - - AEELARDLNI DPAT- - - LRYRCAG NHVAFYLELERKTA
LPLD BACSU ESWI NYTNPMSVCTRVLYKVFPG KAl GCCHEVFGTQKLLAEMVTERLG EVPRREDI RVNVLG NHFTW TKASYRHI
Consensus aw | #y NP t r p K gCh g ae | e GNH w
Pri m cons. NAW2 L NYANPVFEI T22VRRLTPNI KI VGFCHG2AGV34E2AEKLG22L 2] 2L L EREEVDWQVAGVNH2| W.NRFRYRG2
250 260 270 280 290 300 310 320
I I I I I I I I
AGLA_ THEMA N- - AYPLL DKW EEKSKDWKPENPFNDQL SPAAI DMYRFYGVMPI GDTVRNSSWRYHRDL ETKKKWY GEPWGEGADSEI GV
AGLA THENEO D - AYPLLPRW SEKSKDWKPENPFNDQL SPAAI DMYKFYGVYIMPI GDTVRNASWRYHRDL ETKKRW GEPWEGADSEI GV
TMD434 D- - LYPKLDEW EENASRWEPKNPWDVDFSPAAI DMYRFYGWYPI GDTVRSGTWKYHYDL ETKKRWYGK- FGE DNEVER
TMLO68 D- - LYPKLDEW EENASRWEPKNPWDVDFSPAAI DMYRFYGMYPI GDTVRSGTVKYHYDL ETKKRWGK- FGE DNEVER
TMD752 D- - AYPLLDEW EKKL PEVEPKNPVDT QVEPAANVDMYKFYGML Pl GDTVRNGSVKYHYNL ETKKKWFGK- FGE DNEVER
T™ML281 E- DVTEKVFENLKLKLSNI PDEDFP- - - - TWFYDSVRL- - - - - - - - - - | VNPYLRYY- - LMEKKMFKK- - - - - - - | STHE
GLVG BACSU N DLMPKLKEHVSQYGY! - PKTEAEAVEASVWNDT FAKARDVQAADPDTLPNTYLQYY- - LFPDDWKK- - - - - - - SNPNH
MALH_FUSMR N DLMPKL REHVSQYGYVVPKGDNQHTEASWNDTFAKAKDVLALDPTTLPNTYLKYY- - LFPDYWEH- - - - - - - SNKEY
AGAL_ECOLI DGSYVNLYPELLAAY- EAGQAPKPNI - HGNTRCQ NI VRYEMFKKL GYFVTESSEHFAEYTPWFI KPG- - - - - - - REDLI
LPLD BACSU D- - LLPI FREFSAHYGESGYEL EGECWRDSVFCSAHRVAFDLFETYGAI PAAGDRHLAEFLPGPYLK- - - - - - - - QPEVW
Consensus # pl e y S t n y I p
Prim cons. DGDLYPKLDEW EE2GS2\W2 P2NPVWDV(@B SPAAI DMYRFYGVA Pl GDTVRNGSW2 YHYDL ETKKRWGKPFGGE DSEVE2
330 340 350 360 370 380 390 400
I I I I I I I I
AGLA_THEMA KWYQDTLGKVTEI TKKVAKFI KENPSVRL SDL GSVL GKDL SEKQFVLEVEKI LDPERKSGEQH! PFI DAL L NDNKARFW
AGLA THENEO  KWYQDTLGKVTDI TKKVAKFI KENPALKL SDLGSVL GKDL SEKQFVLEVEKI LDPEKKSGEQHI SFHDAL LNDNRSRFVI
TMD434 PKFYESLREQRKRLMVELAKEVEKDPTI ELTK- - - - = === === - - - - - VWPEVFTTGSESVEQHI PFI NALVNDKKARL VL
TMLO68 PKFYESLREQRKRLMVELAKEVEKDPTI ELTK- - - - === === - - - - - - VWPEVFTTGSESVEQHI PFI NALVNDKKARL VL
TMD752 PKFHEQLRRARERL| KLAEEVQONPGWKLTE- - - - - - - - - - - - - - - - EHPEI FPKGKLSGEQH! PFI NAI ANNKRVRLFL
T™ML281 LRAREVMK- | EKELFEKYRTAV- El PEELT- - - - ------mmmmmam o - KRGGSMYST- - AAAHL| RDLETDEGKI HI V
GLVG BACSU TRANEVMVEGREAFI FSQCDM TREQSSENS- - - - - - - - - - === oo oo - - - El KI DDHAS- - Y1 VDLARAI AYNTGERM_L
MALH_FUSMR TRANEVMDGREKFVFGECEKVWKNQSSEGG- - - - - - - - === === === - - - ALHI DEHAS- - YI VDLARAI AFNTKEKML_L
AGAL_ECOLI ERYKVPLDEYPKRCVEQLANWHKELEEYKK- - - - - = - - - oo e - - - ASRI DI KPSREYASTI MNAI WTGEPSVI YG
LPLD BACSU KFHLTPI SFRKQDRAEKRQETERLI VQORG- - - - - - -------------- VAE- - - KASGEEGVYNI | AALLGLGELVTNV
Consensus r e k e s e i al
Pri m cons. 2R33EVLRER2KRLFEL AKEVEKNPS3EL T2L GSVL GKDL SEKQFVLE2PE! FI D2KASGEQH! PFI NAL2NDKKARLVL
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410 420 430 440 450 460 470 480
I I I [ I I

AGLA_THEMA NI PNKG | HG DDDVWVEVPALVDKNG HPEKI EPPLPDRVWKYYLRPRI MRVEMALEAFLTGDI Rl | KELLYRDP- - - R

AGLA_THENEO NI PNKG | QG DDDVWVEVPAVVDRDG HPEKI DPPLPERVWKYYLRPRI MRVEMALEAFLTGDI RI | KEVLYRDP- - - R

TMD434 NVENRGVI KG PDDVMVEVPVWWDKEGH HPEKI EPDLTDRI KKFYLLPRI LRVEWFLEAFI SGDRRVLEEI LVRDP- - - R

TMLO68 NVENRGVI KG PDDVMVEVPVWDKEGH HPEKI EPDLTDRI KKFYLLPRI LRVEWALEAFI SGDRRVLEEI LVRDP- - - R

TMD752 NVENQGTL KDFPDDVWIVEL PVWWDCOCG HREKVEPDLTHRI KI FYLWPRI LRVEWNLEAY! SRDRKVLEEI LI RDP- - - R

T™ML281 NTRNNGS| ENLPDDYVLEI PCYVRSGRVHT- - LSQGKGDHFAL SFI HAVKMYERL TI EAYLKRSKKLALKAL LSHP- - - L

GLVG BACSU | VENNGAI ANFDPTAMVEVPCI VGSNGPEP- - | TVGTI PQFQKGLMEQQVSVEKL TVEAWAEKSFQKLWQAL | LSK- - - T

MALH_FUSMR | VENNGAI VNFDSTAMVEI PCI VGSNGPEP- - LWGRI PQFQKGVVEQQVTVEKL TVEAW EGSYQKLWOQAI TMBK- - - T

AGAL_ECOLI NVRNDGL| DNLPQGCCVEVACLVDANG QP- - TKVGTLPSHLAALMITNI NVQTLLTEAI L TENRDRVYHAAMVDPHTAA

LPLD _BACSU  NMPNQGQULNLPI QA VETNAFI TRNRVQP- - | LSGAL PKGVEMLAARH SNQEAVADAGL TKDTGLAFQAFLNDP- - LV

Consensus nv NG! np VEpc! ng p g p i I #A al dp

Prim cons. NVENNG3! KNI PDDV2VEVPCWD2NG HPEKI EPGLT2R22KFYL3PRI 2RVEL TLEAFLTGDRRVL EEAL4RDPHT2R
490 500 510

AGLA_ THEMA  TKSDEQVEKVI EEI LALPENEEMRKHYLKR- - -

AGLA_THENEO ~ TKSDEQVER- - - == === === mmmmmmmmmm-

TMD434 TRSYEQAVAVI DDI LNLPFNEEMKKHYSKVGKN

TMLO68 TRSYEQAVAVI DDI LNLPFNEENKKHYGS- - - -

TMD752 TKSYEQ VQVLDEI FNLPFNEELRRYYKEKL- -

TML281 GPDVEDAKDLLEEI LEANREYVKLG: - - - - - - -

GLVG BACSU  VPNARVARLI LEDLVEANKDFWPELDQSPTRI S

MALH_FUSMR  VPSAKVAKDI LDDLI EANKEYWPVLK: - - - - - -

AGAL_ECOLI VLG DEI YALVDDL| AAHGDW.PGALHR- - - - -

LPLD BACSU  Q DRSDAEQLFNDM.QCI M5~ - - - -~ - - - - - -

Consensus a ## a #

Prim cons. T2SYEQA2AVLDDI L22PFNEE22KHYSK4322

Abb. 43: Alignment der Aminosauresequenzen von Proteinen der Familie 4 der

Glycosylhydrolasen mittels MULTALIN. #: konservierte Positionen von NDQEBZ; ! :
vierte Positionen von IV; AGLA_THEMA (Nelson et al.,

konser-

1999): a-Glucosidase (T. maritima);

AGLA THENEO: a-Glucosidase (T. neapolitana); TM0434, TM1068, TM0752 (Nelson et al.,
1999): putative a-Glucosidasen (T. maritima); TM1281 (Nelson et al., 1999): putative 6-Phos-
pho-B-Glucosidase (T. maritima); GLVG_BACSU (Yamamoto et al., 1996): 6-Phospho-a-
Glucosidase (Bacillus subtilis); MALH_FUSMR (Bouma et al., 1997): 6-Phospho-a-D-
Glucosidase (F. mortiferum); AGAL_ECOLI (Liljestrom und Liljestrém, 1987): a-Galactosi-
dase (E. coli); LPLD_BACSU: nichtcharakterisierte Glycosylhydrolase (Bacillus subtilis)

4.2 Cofaktor-Abhéangigkeit von AglA und anderen Enzy-
men der Glycosylhydrolase - Familie 4

Die ersten Versuche der Aufreinigung der heterolog exprimierten rekombinanten
0-Glucosidase aus T. maritima scheiterten an einem drastischen Verlust der
Enzymaktivitat wahrend der chromatographischen Aufreinigungsschritte (Bibel, 1994;
Schanzer, 1996). Durch Zugabe von E. coli-Rohextrakten zu den chromatogra-
phischen Fraktionen konnte jedoch die Aktivitat wiederhergestellt werden. Dies
bedeutete, dal} die a-Glucosidase offenbar allgemein in Zellextrakten enthaltene
(also nicht Thermotoga spezifische) Cofaktoren fur die Aktivitat bendtigte. Durch eine

Vielzahl von Komplementationsexperimenten konnten letztlich NAD* und Mn?* als
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Aktivatoren ermittelt werden. Zusatzlich bedarf es reduzierender Bedingungen, die
beispielsweise durch die Zugabe von DTT erreicht werden, um eine vollstandige
Aktivierung des Enzyms zu erhalten. Es ist méglich, DTT durch -Mercaptoethanol
und weniger effizient durch L-Cystein zu ersetzen. Eine Aktivierung durch DTT wurde
auch fur eine extrazellulare a-Glucosidase aus Thermococcus AN1 gezeigt (Piller et
al., 1996). Warum relativ hohe Mengen reduzierender Agenzien, d.h. 50 mM DTT
oder 600 mM [(-Mercaptoethanol bei AglA aus T. maritima oder T. neapolitana
bendtigt werden, bleibt zunachst unklar. Vorstellbar ist, daR® die beiden Cystein-Reste
(Cys25, Cys174) mit ihren sehr reaktionsfreudigen Thiol-Gruppen vor der Oxidation
durch Sauerstoff geschitzt werden miussen. Vor allem das in der Familie 4
hochkonservierte Cys174 kdnnte eine wichtige Rolle fir das aktive Zentrum spielen.
Dies wird vor allem auch durch die Tatsache gestiutzt, dal die Mutante C174S
keinerlei enzymatische Aktivitat mehr zeigte. Fur MalH aus F. mortiferum wird eine
Beteiligung von SH-Gruppen an der Katalyse nicht ausgeschlossen (Thompson et
al., 1995).

Auch die anderen Vertreter der Familie 4, die bisher naher beschrieben wurden,
brauchen NAD* (NADH) und ein zweiwertiges Metallion fur die volle enzymatische
Aktivitat (Tab. 19). Bereits 1971 konnten Burstein und Kepes nachweisen, dald die
E. coli a-Galactosidase MelA NAD' und Mn®" zur Aktivierung benétigte. Diese
Cofaktoren kénnen auch die 6-Phospho-f-Glucosidase CelF aus E. coli, 6-Phospho-
0-Glucosidase GIVA (GIvG) aus B. subtilis 168 und die a-Glucosidase aus
T. neapolitana stimulieren (Thompson et al., 1999, 1998; diese Arbeit).

Offenbar ist die Notwendigkeit von Mn** und NAD" als Cofaktor eine gemeinsame
Eigenschaft der intrazellularen Enzyme der Familie 4 der Glycosylhydrolasen, wobei
AglA (T. maritima) das bisher thermostabilste Protein dieser Gruppe darstellt
(Raasch et al., 2000). Eine Calcium-Abh&ngigkeit ist bei einer Vielzahl amylolytischer
Enzyme weit verbreitet (z. B. a-Amylasen, CGTasen; Janecek, 1997). Ein Mangan-
Bedurfnis hingegen ist fur Glycosylhydrolasen eher ungewdhnlich. Die meisten
bekannten a-Glucosidasen brauchen keine Metallionen fur ihre Aktivitat. Einige
werden durch die Zugabe von Mn?* und Co?* sogar gehemmt (Suzuki et al., 1992;
Piller et al., 1996). Die genaue Rolle der Metallionen fur die Hydrolasen der Familie 4
bleibt bisher ungeklart. Thompson et al. (1998) zeigten, daf3 GIvA im metallfreien

Puffer als inaktives Dimer vorliegt und in Gegenwart von Mn?* zu einem katalytisch



DISKUSSION

115

Tab. 19: Cofaktor-abhangige Enzyme der Familie 4 der Glycosylhydrolasen®

Enzym/ Organismus Cofaktor/Funktion Referenz

Metall Nukleotid  red. Agens
a-Glucosidase AglA/ Mn*, (Co™, NAD", DTT, B-Mer- Schanzer, 1996
T. maritima Ni**) (NADP")  captoethanol, diese Arbeit

(L-Cystein)
o-Glucosidase AglA/ Mn** NAD* DTT diese Arbeit
T. neapolitana
Cellobiose-6-Phos-  Mn?*, (Co2*, NAD* Thompson et al.,
phate Hydrolase Ni") 1999
CelF/ E.coli
6-Phospho-a-Gluco- Mn?**, (Fe**, NAD", Thompson et al.,
sidase GIVA (GIVG)/ Ni?*, Co™); (NADH) 1998
B. subtilis 168 Mn?*: Dimer —
Tetramer

6-Phospho-a-D-Glu- Fe?*, (Co™, (DTT) Bouma et al., 1997;
cosidase MalH/ Mn?*, Ni*") Thompson et al.,

F. mortiferum

Stabilisierung

1995

o-Galactosidase Mn?*, (Fe*") NAD", 2-Mercapto- Burstein und
MelA/ E. coli (NADH) ethanol, (Glu- Kepes, 1971
tathion, red;

Cystein, DTT)

! sofern sie in der Literatur naher beschrieben wurden

aktiven Tetramer assoziert. Fur AglA aus T. maritima hingegen konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dal3 es sowohl in Abwesenheit von Metallen (keine
Metallzugabe oder Behandlung mit 1 mM EDTA) als auch in Gegenwart von 1 bzw.
4 mM MnCI; als Dimer vorliegt. Daher scheint hier eine Funktion bei der Kontrolle der
Assoziation der Enzymuntereinheiten auszuscheiden. Die anderen Cofaktoren NAD*
(0,9 mM) oder DTT (50 mM) hatten bei der Gelfiltrationsanalyse ebenfalls keinen
Einflul3 auf den Oligomerisationsgrad des Enzyms. Potentielle Funktionen kdnnte das
zweiwertige Metallion bei der strukturellen Konformationserhaltung der Enzym-
untereinheiten, bei der Substratbindung oder gar bei der Katalyse Ubernehmen. Ein
maoglicher Kandidat ist das bereits erwahnte, in der Familie 4 hochkonserviert
vorliegende Cysl174, mit dem eine Metallkoordination denkbar ware. Zur Klarung
dieser Fragen ist geplant, die dreidimensionale Struktur der a-Glucosidase aus
T. maritima zu l6sen. Hierbei kdnnte sich die Abhangigkeit der AglA-Aktivitat von

gleich drei Cofaktoren sogar positiv auswirken, da man eventuell keine ,active site"-
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Mutanten mehr klonieren muf3, sondern lediglich einen oder mehrere Cofaktoren
weglaldt, um das Enzym in seiner inaktiven Form zu erhalten.

Mit Hilfe der Rontgenstruktur konnte auch die Rolle des NAD" geklart werden. Bevor
nun Uber eine mogliche funktionelle Rolle des NAD™ gesprochen wird, ist es wichtig
zu beachten, daR die Enzymaktivierung durch NAD® die Ausnahme bei den
Glycosylhydrolasen darstellt und signifikant nur bei der Familie 4 nachgewiesen
wurde. Durch Computeranalyse der N-terminalen Aminosauresequenz bei
verschiedenen Vertretern der Familie 4 konnte ein putatives NAD'-Bindemotiv
....GAGSAV-...(bei AglA, siehe 3.2.4) identifiziert werden, welches unabhangig von
diesen Studien auch von Thompson et al. (1998) als NAD*-Bindemotiv furr die Familie
4 vorgeschlagen wurde. Dieser Bereich umfasst eine Bap-Einheit mit einem Glycin-
reichen ,turn“ oder Schleife zwischen dem ersten (-Strang und der Dinukleotid-
Bindehelix (Baker et al., 1992; Wierenga et al., 1985). Sowohl BA als auch (3B
bestehen zum grofl3ten Teil aus hydrophoben Aminoséauren (z.B. V, L, I, M) und die
beiden Glycin-Reste, die dem BA folgen (G10 und G12 bei AglA), sind in der Familie
4 hochkonserviert. Anstelle des dritten Glycinrestes des ,fingerprint*-Motives
G(X)G(X)(X)G (Wierenga et al., 1985; Scrutton et al., 1990) findet sich bei AgIA ein
Valin und auch bei den anderen Familie 4 Enzymen befindet sich meist kein Glycin.
Diesem dritten Glycin-Rest wurde bisher eine Funktion bei der engen Anordnung der
beiden Sekundarstrukturelemente BA und oA (=Dinukleotid-Bindehelix) zugeordnet.
Eventuell kbnnen andere Aminosauren in einer modifizierten ,fingerprint“-Region
diese Aufgabe erfiilllen. Bei Enzymen, die NADP™ als Cofaktor nutzen, ist das Glycin
z. B. durch Alanin, Serin oder Prolin ersetzt. Diese groferen Aminosauren verhindern
die enge Aneinanderlagerung der Sekundarstrukturelemente und gestatten so ein
Entgegenkommen der Struktur zum zusatzlichen 2°-Phosphat des NADP*
(Bellamacina, 1996). Der erste Glycinrest ermdglicht einen engen ,turn“ der
Hauptkette, welches fir die korrekte Positionierung des zweiten Glycinrestes von
wichtiger Bedeutung ist. Im Gegensatz zu anderen Aminosauren kann dieses zweite
Glycin wegen des Fehlens einer Seitenkette die Bindung zum Dinukleotid nicht
sterisch behindern und liegt deshalb ebenfalls konserviert vor (Wierenga et al., 1985;
Scrutton et al., 1990; Bellamacina, 1996). Neuere Studien zeigen aber auch
alternative Moglichkeiten der NAD-Bindung auf. So wurde fir eine Aldehyd
Dehydrogenase eine G(X)T(X)(X)G-,fingerprint*-Region ausfindig gemacht (Liu et al.,
1997). Vielleicht liegt in der modifizierten Zusammensetzung der Aminoséuren im
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Bereich des ,fingerprintes” eine Moglichkeit der Enzyme (Enzymfamilie) zur (Fein-)
Regulierung der katalytischen Aktivitat. Interessanterweise folgt dem zweiten
Glycinrest in der Familie 4 ein hochkonserviertes Serin. Méglicherweise bildet dieses
Wasserstoffbriicken zu den Sauerstoffatomen des Nicotinamid-Phosphates aus
(Thompson et al., 1998). Weitere auffallige Ubereinstimmungen mit bekannten NAD-
Bindemotiven sind die Anwesenheit eines konservierten Aspartat-Restes (Asp39 bei
AglA) am Ende des [3B-Stranges und ein konserviert vorliegender positiv geladener
Rest (Lys5) am N-Terminus des BA-Stranges. Wahrend fir den letztgenannten Rest
die genaue Funktion noch nicht vollstandig geklart ist, konnte fir den Aspartat-Rest
die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu den 2°- und 3"-Hydroxyl-
gruppen der Adenin-Ribose gezeigt werden (Bellamacina, 1996; Baker et al., 1992).
Thompson et al. (1998) konnten durch ortsspezifische Mutagenese (D41G, D41E bei
GIvA) die katalytische Inaktivierung des Proteins nachweisen und erklarten dies
durch die verlorengegangene NAD(H)-Bindung. Im Rahmen von ortsspezifischen
Mutagenesen wurden bei AgIA aus T. maritima die hochkonservierten Aminosauren
Gly10, Gly12, Serl3 der fingerprint“-Region jeweils gegen Alanin ausgetauscht
(siehe 3.2.4, 3.2.5). Der Standard-Aktivitatstest zeigte sofort einen drastischen
Aktivitatsverlust der G10A- (2%) und der S13A- (11%) Mutante, wahrend die Aktivitat
bei G12A im Vergleich zum Wildtyp (AglA, 100%) nahezu gleich blieb. Eine genauere
Analyse ergab, dalR der Kq-Wert fir G10A dramatisch anstieg (Faktor 406), wahrend
Vmax Sich etwa halbierte. Die Abnahme der Affinitat zu NAD" der Mutanten G12A und
S13A zeigte sich im Anstieg der Kg-Werte um den Faktor 8 bzw. 15 gegentber dem
Wildtyp-AglA (Kq=0,03 mM). Fur G12A lag der Grenzwert vyax der Maximalge-
schwindigkeit bei Substratséattigung sogar etwas hoher (1,4-fach) als bei AglA.
Wahrend das erste Glycin G10 also essentiell fur die Aktivitat ist, sind die
Auswirkungen des Aminosaureaustausches des zweiten Glycinrestes G12A nicht so
gravierend. Wahrscheinlich hat die relativ kleine Seitenkette (Methylrest) des Alanins
in dem modifizierten fingerprint“ nur geringe negative Auswirkungen und kann die
NAD-Bindung nicht wirklich beeintrachtigen. Da alle Mutationen im Bereich des NAD-
Jingerprintes* lagen, ist durch die gemessene Affinitatsabnahme (also Zunahme des
Kq-Wertes fiir NAD") davon auszugehen, daR es sich beim N-Terminus von AglA
tatsachlich um die NAD*-Binderegion handelt. Weitere Mutagenesen (etwa von Lys5
und/oder Asp39, s.0.) kdnnten das Bild der Funktion dieser Region vervollstandigen.
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Fur die Charakterisierung der Dinukleotid-Bindestelle, d.h. der Ermittlung der
minimalen strukturellen Bedirfnisse eines Bindemotives fir einen (NAD-) Cofaktor
ist, neben der bereits durchgefihrten ortsspezifischen Mutagenese und der
geplanten Rontgenstrukturanalyse, die Verwendung von NAD-Analoga eine dritte
Mdoglichkeit. Man unterscheidet dabei vier Gruppen von Analoga: (i) Analoga ohne
Affinitat fur die Binderegion, (i) Analoga mit Affinitat, die aber nicht permanent
gebunden werden, (iii) Analoga, die einen katalytisch inaktiven Komplex bilden und
(iv) Analoga, die aktives Enzym formen (Samanta und Bhaduri, 1983). Mdgliche
Analoga fur die a-Glucosidase AglA waren unter anderem Acetylpyridin-NAD, Thio-
NAD, Etheno-NAD, Aldehyd-NAD oder Hypoxantin-NAD.

Die physiologische Rolle der Aktivierung der Enzyme der Familie 4 der
Glycosylhydrolasen durch NAD™ bleibt weiter ungeklart. Eine Moglichkeit ware, daRl
die Enzyme das NAD*/NADH-Verhaltnis sensieren, um so den KohlenstoffluR in den
glycolytischen Abbauweg zu regulieren. In fermentativen Stoffwechselprozessen des
strikt anaeroben T. maritima erscheint es nicht sinnvoll, weiter Glucose in die
Glykolyse zu leiten, wenn der NAD*-Gehalt limitiert ist. In aeroben Organismen, in
denen NADH als zentrales Signal fir die Energieverfigbarkeit gesehen wird, ist die
Stimulierung der Oligosaccharidhydrolyse im Falle eines Energiemangels (hoher
NAD'-Level) hingegen ein probates Mittel. Diese Erklarung ist aus mehreren
Grunden aber unbefriedigend. So findet man die Art der NAD'-Aktivierung
hauptséachlich nur in der Familie 4, wahrend die meisten anderen intrazellularen
Oligosaccharidasen und die Mehrheit der Glycosylhydrolasen nicht durch NAD"
stimuliert werden. AuRerdem reicht wahrscheinlich der intrazellulare NAD'-Level
(0,8 mM bei E.coli; Penfound und Foster, 1996) ohnehin bereits aus, um die Enzyme
vollstdndig zu aktivieren. Es bedarf deshalb weiterer Anstrengungen, um die Rolle
des NAD" genauer zu definieren.

Nach den oben dargestellten Aspekten erscheinen biochemisch und strukturell
betrachtet die Enzyme der Familie 4 der Glycosylhydrolasen als eine koh&rente
Gruppe. Zusammengefal3t ergeben sich folgende gemeinsamen Aspekte (Thompson
et al., 1998; Burstein und Kepes, 1971; Nagao et al., 1988; Bouma et al., 1997; diese
Arbeit):

- Bediirfnis fiir ein divalentes Metallion fiir die Aktivitat (Mn?*, Co?*, Ni** oder Fe?")

- Abhangigkeit der Aktivitat von NAD", (NADH)

- relative Instabilitat der Enzyme
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- oligomere Quartarstruktur (Homodimer oder -tetramer)

- die Untereinheitengrél3e betragt mehr als 51 kDa

Durch weitere Charakterisierungen, auch der vier zusétzlich in T. maritima
lokalisierten putativen Glucosidasen (s.0.), wird man in Zukunft noch ein

vollstandigeres Bild der Familie 4 zeichnen kdnnen.

4.3 Optimierte Aufreinigung und Starke-modifizierende
Aktivitat der rekombinanten GTase aus T. maritima

Fur die Reinigung der rekombinanten 4-a-Glucanotransferase von T. maritima waren
bereits verschiedene Methoden beschrieben worden (Liebl et al., 1992; Huber, 1994,
Meissner, 1997). Meissner (1997) reinigte mittels Affinitdtschromatographie an
immobilisiertem [-Cylodextrin, einem kompetitiven Inhibitor des Enzyms, aus 18 |
Kulturvolumen 30,6 mg (1,7 mg/l) hochreines Protein auf, hatte aber im Gegensatz
zu Huber (1994) mit einer Kontamination durch das MalE-Protein des E. coli-Wirtes
Probleme. Um den Aufwand einer dort verwendeten zweimaligen Affinitats-
chromatographie zu vermeiden, wurde im Rahmen dieser Arbeit wieder auf die
bewahrte Reinigung mit Hilfe eines Hitzeféllungsschritt zuriickgegriffen. Wie die
gelungene Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse der Maltosyltransferase zeigt,
mufd ein solcher Reinigungsschritt die strukturelle Integritat eines Proteins nicht
grundsatzlich negativ beeinflussen. Um zusatzlich das sehr grof3e Kulturvolumen
(18 I) zu reduzieren und damit die Handhabung der gesamten Praparation zu
vereinfachen, wurde die GTase in den Uberexpressionsvektor pET21c kloniert. Hier
unterliegt die Expression der Kontrolle durch einen T7-Promotor und wird durch
Zugabe von IPTG (0,1 mM im Falle der GTase) in der exponentiellen Wachstums-
phase induziert. Au3erdem konnte die Kultivierungszeit nach der Induktion von 16 h
(Meissner, 1997) auf 3,5 h (diese Arbeit) gesenkt werden. Nach Ernte, Waschen und
Aufschlul® der Zellen wurde die Hitzeféllung bei 70°C fur 20 Minuten durchgefihrt bei
der 90% des wirtseigenen E. coli-Proteins prazipitierte und wodurch eine Anrei-
cherung der GTase um den Faktor 5,4 gelang. Durch die folgende Anionenaus-
tauschchromatographie wurde die GTase zur Homogenitat gereinigt und der erzielte
Reinheitsgrad des Proteins reichte aus, um Kristalle fir die Réntgenstrukturanalyse
zu zuchten (Liebl, personl. Mitteilung). Letztlich wurden aus 5| Kulturvolumen

27,8 mg Protein (5,6 mg/l) mit einer Ausbeute von 25% erzielt. Damit konnte das
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Kulturvolumen im Vergleich zu Meissner (1997) auf ein Drittel gesenkt werden, um
gleiche Mengen qualitativ hochreiner GTase in sehr viel klirzerer Zeit zu reinigen.

Bei der von Huber (1994) bilanzierten affinitatschromatographischen Reinigung der
GTase uber B-Cyclodextrin ergab sich eine spezifische Aktivitat von 712 U/mg, die
mit der in dieser Arbeit etablierten Methode um das 1,65-fache gesteigert werden
konnte (1178 U/mg). Die extrem schwache hydrolytische Aktivitat wurde in dieser
Arbeit mit 0,016 U/mg bestimmt und ist damit ahnlich dem Wert von Huber (1994)
von 0,012 U/mg.

Mit der GTase wurden deren Starke-modifizierenden Eigenschaften untersucht.
Starke aus verschiedenen Quellen variiert in seinen funktionellen Eigenschaften als
Konsequenz der unterschiedlichen chemischen Struktur. Ein Verstandnis der
Beziehung zwischen der molekularen Struktur und den funktionellen Eigenschaften
ist fir die Grundlagenforschung, aber auch fir die Selektion und Entwicklung
geeigneter starkederivatisierter Zusatze fur die Nahrungsmittelindustrie von grol3er
Bedeutung. Als wichtiger Parameter gilt dabei die Kettenlangenverteilung der beiden
Starkebestandteile Amylose und Amylopektin. Mit Hilfe der “High performance anion
exchange chromatography“ bei hohen pH-Werten und gepulster Amperometrie als
Detektionsmethode konnten Polysaccharide (hier: Maisstarke) mit sehr hoher
Auflésung ohne vorherige Derivatisierung detektiert werden. Es war dadurch méglich,
die durch GTase verursachte Veranderung der Starke, welche bisher nur tber die
verschiedenen Verfarbungen im I,/KI-Test sichtbar geworden war, genauer zu
analysieren. Vor allem konnte durch Inkubation mit Amyloglucosidase auch eindeutig
ausgeschlossen werden, dal3 bei dieser Umsetzung zyklische Verbindungen
auftreten. Durch Etablierung dieser Methode ist man weitaus besser in der Lage, die
Umsetzung polymerer Oligosaccharide noch detaillierter zu analysieren als
beispielsweise mit der konventionellen Dunnschicht-Chromatographie, da die
Technik in hohem Malf3e reproduzierbar und sensitiv (Picomol-Bereich) ist.

Wie bereits erwahnt konnte Huber (1994) B-Cyclodextrin als kompetitiven Inhibitor fir
die GTase ausfindig machen. In dieser Arbeit konnte zusatzlich auch Acarbose als
Hemmstoff identifiziert werden, welches noch weitaus effektiver als B-Cyclodextrin
wirkte und die GTase unter den Testbedingungen fast vollstandig hemmte.
Vermutlich gleicht der Pseudosaccharid-Kern der Acarbose dem Ubergangszustand
der GTase und inhibiert das Enzym durch Interaktionen mit den katalytischen Resten

(Sogaard et al., 1993; Takase et al., 1992). Analog zu den Ergebnissen von Meissner
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(1997) fur die Maltosyltransferase fungierte das Pseudotetrasaccharid Acarbose nicht
als Donor sondern als Akzeptor. Kim et al. (1999) zeigten, dal3 Acarbose und deren
Derivate Acarviosin-Glucose und Isoacarbose die a-Glucosidase der Béckerhefe
kompetitiv bzw. eine Cyclodextrin Glucanosyltransferase (CGTase) und a-Amylase
durch einen gemischten nicht-kompetitiven Mechanismus hemmten. Die drei
Inhibitoren unterscheiden sich durch die Kohlenhydratstruktur am reduzierenden
Ende voneinander. Wahrend Acarbose eine Maltoseeinheit am reduzierenden Ende
aufweist, besitzen Acarviosin-Glucose D-Glucose und Isoacarbose Isomaltose am
reduzierende Ende. Acarviosine-Glucose (bzw. Isoacarbose) hemmten die CGTase
aus B. macerans sechsmal (zweimal) so stark wie Acarbose. Es ware interessant zu
Uberprufen, ob Acarviosin-Glucose und/oder Isoacarbose die GTase (aber auch die

MTase) ebenfalls hemmen kdnnen.

4.4 Die Kristallstruktur der Maltosyltransferase

Um mehr Uber den Transfermechanismus und die einzigartige Transferspezifitat der
T. maritima Maltosyltransferase zu lernen, sowie um Hinweise auf die molekularen
Grundlagen der Thermostabilitéat dieses Enzyms zu erhalten, wurde die dreidimen-

sionale Struktur dieses Enzyms aufgeklart.

4.4.1 Sekundar- und Domanenstruktur der MTase

Die Analyse der Primarstruktur (Meissner, 1997) ergab in kurzen Abschnitten
signifikante lokale Ubereinstimmungen der MTase mit anderen Vertretern der
a-Amylase-Familie (Familie 13 der Glycosylhydrolasen, nach Henrissat, 1991). Die
Enzyme dieser gro3ten Familie der Glycosylhydrolasen katalysieren die Hydrolyse
und/oder die Synthese von glycosidischen Bindungen in Starke und verwandten
Poly- und Oligosacchariden. Man kann dabei vier Reaktionstypen unterscheiden:
Hydrolyse von a-1,4- oder a-1,6-glycosidischer Bindungen und Transglycosylierung
zur Formierung von o-1,4- oder a-1,6-glycosidischer Bindungen. Fir die folgenden
neun verschiedenen Enzymtypen konnten bereits die 3-D-Strukturen geldst werden:
a-Amylasen (u.a. Kamitori et al., 1999; Fujimoto et al., 1998), Oligo-1,6-Glucosidasen
(Watanabe et al., 1997), Maltotetraohydrolasen (Yoshioka et al., 1997), Isoamylasen
(Katsuya et al., 1998), Maltogenic Amylasen (Kim et al., 1999), Cyclodextrin
Glycosyltransferasen (u.a. Lawson et al., 1994; Knegtel et al., 1996; Ishii et al.,
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2000), Amylomaltasen (Przylas et al., 2000), Trehalohydrolasen (Feese et al., 2000)
und Amylosucrasen (Skov et al., 2001).

Mit der Maltosyltransferase aus T. maritima steht nun die Kristallstruktur des zehnten
Enzymtyps zur Verfigung (Roujeinikova et al., 2001). Es wurde eine Aufldsung von
24 A bzw. 2,1 A (Kokristallisation mit Maltose) erreicht. Das Enzym ist ein
Homodimer, wobei jede Untereinheit aus 637 Aminosauren besteht, die wiederum
die Doménen N, A, B und C bilden.

Die Aminosauren 1-63 der N-terminalen Domé&ne bilden dort zwei a-Helices und ein
antiparalleles [-Faltblatt bestehend aus drei 3-Strangen (Abb. 4). N-Doménen treten
nur bei wenigen Vertretern der a-Amylase-Familie auf. So besitzen die a-Amylase
TVAII (Reste 1-121; Kamitori et al., 1999), die Maltogenic Amylase (Reste 1-124; Kim
et al.,, 1999) und die Isoamylase (Reste 1-160; Katsuya et al., 1998) jeweils eine
extra Domane am N-terminalen Ende. Allerdings zeigt die im Vergleich dazu kleinere
N-Domane der MTase keine strukturellen Ubereinstimmungen mit den genannten N-
Termini.

Der N-terminalen Domane folgt die A-Domane (Reste 64-204 und 360-572) mit der
so typischen katalytischen (/a)s-Topologie eines TIM-,barrels“. Neuere Forschungs-
ergebnisse weisen darauf hin, dald viele der B/a-,barrel“ aus einem gemeinsamen
Halb-,barrel“-Vorlaufermolekil durch Gen-Duplikation und -Fusion hervorgegangen
sind und daf3 anschlieend durch eine weitere Duplikation die Diversifikation der
katalytischen Aktivitat erfolgte (Lang et al., 2000; Miles und Davies, 2000). Die am
besten konservierten Bereiche des a-Amylase-(3/a)s-,barrels” sind die sechs [-Falt-
blattstrukturen 32, 33, 4, 5, 7 und 8 (Janecek, 1997). Diese sind in der Familie
13 besser konserviert als die entsprechenden a-Helices, die sehr variabel in Lange
und Sequenz sein kénnen. In Ubereinstimmung mit allen bisher bekannten (B/a)s-
Lbarrel“-Enzymen (Farber und Petsko, 1990; Brandén, 1991) befinden sich auch bei
der MTase die katalytischen Reste am C-terminalen Ende des ,barrels* und zwar auf
den B-Strangen B4 (Asp385), B5 (Glu414) und auf der Schleife nach 7 (Asp468).
Dies entspricht den B-Strangen 39, 10 und 12 der Nummerierung in Abbildung 4.
Als weiteres konserviertes Merkmal der Familie 13 besitzt auch die MTase eine
B-Domane (Reste 205-359), welche zwischen dem dritten B-Strang und der dritten
o-Helix inseriert ist. Dieser Bereich ist in der a-Amylase Familie diejenige Region, die

die grof3te Variabilitait beztglich der Lange und der Sequenz aufweist. Die
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schleifenreiche Struktur der B-Doméne enthélt einige kurze a-Helices. Die
B-Domane der MTase (155 As-Reste) ist im Vergleich zu anderen B-Domanen der
a-Amylase-Familie (44-133 As-Reste; Jespersen et al., 1991) ungewo6hnlich grof3.
Sie wird z. B. nur noch vom Glykogen-Entzweigungs-Enzym (261 As-Reste;
Jespersen et al., 1993; Liu et al., 1993) Ubertroffen. In Abhangigkeit von der Grol3e
kann die Domane das aktive Zentrum mehr oder weniger stark abschirmen und somit
sicherlich auch die enzymatische Aktivitat beeinflussen. Bei einigen Enzymen der
Familie 13 konnten der Domane B eine Funktion bei der Substraterkennung/-bindung
zugeordnet werden, bei Ca®*-abhangigen Enzymen tragt sie durch Wechsel-
wirkungen mit dem zweiwertigen lon zur Stabilisierung der Proteinstruktur im Bereich
des aktiven Zentrums bei (Buisson et al., 1987).

Die Domane C (As 573-637) besteht aus acht antiparallelen (-Strangen, die ein
sogenanntes ,jellyroll Greek key 3 barrel” &hnlich dem des y-Crystallins (Richardson,
1981) bilden. Auf Aminosauresequenzebene gab es bisher keine signifikanten
Homologien zu anderen Proteinen (Meissner und Liebl, 1998). Eine strukturelle
Ahnlichkeitssuche (Roujeinikova et al., 2001) ergab, daR die C-Doméane der MTase
gewisse strukturelle Ahnlichkeiten zur C-Domane der B. circulans CGTase
(Uitdehaag et al., 1999) bzw. zur Oligo-1,6-Glucosidase aus B. cereus (Watanabe et
al., 1997) aufwies, wobei die Erstere funktionell in die Kohlenhydratbindung
eingebunden zu sein scheint (Knegtel et al., 1995). Die Uberlagerung entsprech-
ender Aminosaurereste (der C-Domane) der CGTase und der Oligo-1,6-Glucosidase
mit der MTase ergab Sequenzidentitaten von 18% bzw. 15 %. Weiterhin konnten wir
eine entfernte Ahnlichkeit der C-Doméane der MTase mit der raumlichen Anordnung
der Cellulose-Binde-Domé&nen (CBD) der Familie 1ll zeigen (Roujeinikova et al.,
2001), obwohl sich die beiden Strukturen in der Grol3e (=150 Aminosaurereste bei
den CBDs und 65 Reste bei der MTase) deutlich unterscheiden. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit konnte eine mdgliche Funktion des C-Terminus der MTase

die einer Polysaccharid-Bindedomane sein.

4.4.2 Maltosebindung

Maltose wird von der MTase nicht als Donor-Substrat akzeptiert (Meissner, 1997)
und konnte deshalb zur Kokristallisation eingesetzt werden. Es war zu erwarten, daf3
in der dreidimensionalen Organisation des MTase-Maltose-Komplexes sich somit der

Zustand unmittelbar nach der Substratspaltung darstellte. Tatsachlich zeigten
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Kristalle, welche in Gegenwart von 50 mM Maltose gewachsen waren, nach ihrer
Strukturaufldsung mit 2,1 A zwei Maltose-Bindestellen (Abb. 29, 30). Die erste
Maltose-Bindestelle befindet sich in einer Tasche im Bereich des aktiven Zentrums.
In Ubereinstimmung mit anderen Enzymen der a-Amylase Familie (Buisson et al.,
1987) ist der Bindungsbereich fur die -2 und -1 Glucoseeinheiten von polaren
(Lys151, Arg383) und aromatischen (Tyr158, Phe537) Aminoséuren der Domanen A
und B umgeben. Die Bindung der Maltose erfolgt hauptsachlich tber Wechsel-
wirkungen des Glucoseringes g.1 (reduzierendes Ende) mit dem aromatischen Ring
des Tyrosins158 und durch ein Netzwerk von Wasserstoffbrickenbindungen,
welches die meisten der O-Atome der Zuckerhydroxylgruppen umfasst (Tab. 20). So
bestehen direkte Wasserstoffbricken zu Asp468 OD1 und OD2, Glu414 OE1,
Arg383 NH2, Asn512 ND2, Lys151 NZ, Asp317 OD1 und OD2 und Serl56 OG.
Wasser-vermittelte Wasserstoffbrickenbindungen bestehen zwischen der nicht-
reduzierenden Glucose-Ring (g.,) C2-Hydroxylgruppe und Asn512 OD1 und
zwischen der g; C6-Hydroxylgruppe und Thr206 OG1 und dem Tyrl158 Carbonyl-
sauerstoffatom. Lediglich die O4 und O5 Atome des g.;-Restes bilden keine
Wasserstoffbriickenbindungen aus. Es gibt aber noch van der Waals Kontakte des

reduzierenden Glucoserestes mit der Seitenkette des Phe537.

Tab. 20: Wasserstoffbriickenbindungen des MTase-Maltose-Komplexes

Atom Protein Atom oder Wassermolekill  Abstand (A)
Maltosel
04-01 Glu414-OE1l 2,34
01-02 Arg383-NH2 3,15
Asp468-0OD2 2,71
g-1-0O3 Asp468-OD1 2,78
9.1-06 H,063* 3,06
g-2-02 Asn512-ND2 3,26
H,0293 3,11
g-2-03 Lys151-NzZ 2,49
g.-04 Asp317-OD1 3,12
g-2-0O5 Serl56-0G 3,16
g..-06 Asp3170D2 2,70
Maltose2
g..-03 Glu415-OE2 2,61
Serd424-0G 2,66
g.-06 Tyr429-OH 2,51

! H,063 bildet zusétzlich noch Wassersoffbriicken zu Thr206 OG1 (2,81 A) und zum
Carbonylsauerstoff von Tyr158 (3,07 A), und H,0293 bildet eine Briicke zu Asp512 OD1
(2,69 A) aus (aus Roujeinikova et al., 2001).
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An der Bildung der -1,subsite“ der MTase sind funf Aminoséurereste (Tyrl58,
Arg383, Asp385, Glu4l4 und Asp468) beteiligt, die innerhalb der Familie 13
hochkonserviert vorliegen (Janecek, 1997). Es ist daher anzunehmen, daf} die
Interaktionen an dieser ,subsite” einen entscheidenden Beitrag zur Substratbindung
und zur Katalyse leisten. Im Gegenzug dazu nehmen die Reste an der -2 ,subsite”
wahrscheinlich eine wichtige Aufgabe bei der Erkennung des nicht-reduzierenden
Substratendes wahr und kénnten deshalb auch fur die Transferspezifitat der MTase
von Bedeutung sein. Vor allem Lys151 erscheint aufgrund seiner rdumlichen Position
von besonderer Wichtigkeit. Die Seitenkette dieses Restes bildet eine sterische
Barriere an der Stelle, wo sich die -3 ,subsite bei homologen Enzymen befindet.
Dies konnte einer der Grinde sein, die eine Abspaltung langerer Zuckereinheiten als
Maltose vom Substrat verhindern. Auf die Auswirkungen des Austausches von
Lys151 gegen Alanin wird im n&chsten Kapitel ndher eingegangen.

An der zweiten Maltose-Bindestelle in einer Distanz von 10 A zum aktiven Zentrum
(Abb. 29) wird der Glycosylrest von Wasserstoffbricken zu Glu415 OE2, Ser424 OG
und Tyr429 OH und durch van der Waals Kontakte mit Gly387, His388 uns Ala423
stabilisiert. Die funktionelle Rolle bleibt zunachst im Unklaren und es bedarf weiterer
biochemischer Studien, um diese Frage zu klaren. Eine Madglichkeit ware eine
regulatorische Funktion oder die Beteiligung an der Bindung verzweigter (komplexer)
Substrate. Im Rahmen einer Computersimulation war es mdglich, eine Verbindung
zwischen den beiden Maltose-Bindestellen durch das Einfligen von vier Zuckerringen
herzustellen (nicht gezeigt). Die Problematik der biochemischen Analyse besteht
darin, dafld kurze definiert verzweigte Substrate kommerziell nicht zur Verfiigung
stehen. Das Auftreten mehrerer Maltose-Bindestellen wurde auch fir die Cyclo-
dextrin Glycosyltransferase aus Bacillus circulans Stamm 251 nachgewiesen
(Lawson et al., 1994). Dort ist eine Bindestelle in der Domé&ne C und zwei Maltose-
Bindestellen in der Domane E lokalisiert, wobei die beiden letztgenannten Wechsel-
wirkungen mit solchen Aminosaureresten eingehen, die zusammen ein konserviertes

Starke-Bindemotiv bilden.

4.5 Ortsspezifische Mutagenese der Maltosyltransferase

Der Unterschied des Reaktionsmechanismus zwischen Transferasen und Hydro-
lasen wird nach wie vor nicht vollstandig verstanden. Es wird aber angenommen, dal3

beide Reaktionen (Hydrolyse und Transglycosylierung) Uber eine ahnliche nukleo-
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phile Reaktion zwischen dem anomeren C-Atom des Substrates und einem Nukleo-
phil verlaufen, wobei der wesentliche Unterschied darin besteht, daf? im Falle der
Hydrolyse das Reaktionsintermediat von einem aktivierten Wassermolekil und im
Fall der Transglycosylierung das Intermediat von einem aktivierten Kohlenhydrat-
molekil angegriffen wird. Im folgenden Kapitel werden nun der Reaktions-
mechanismus und die entsprechenden ortsspezifischen Mutagenesen bei der MTase

naher erlautert.

4.5.1 Aktives Zentrum, Reaktionsmechanismus, Substratbindung
und Transferspezifitat

Glycosyl-Hydrolasen und Transferasen arbeiten nach vier Grundmechanismen,
deren Bezeichnung sich anhand der anomeren Konfiguration des Substrates (a- oder
B-glycosidische Bindungen) und der stereochemischen Ausrichtung des Reaktions-
produktes (Retention oder Inversion) orientiert. Die a-Amylase-Familie nutzt den
a-retentierenden Reaktionsmechanismus. Damit katalysiert die Maltosyltransferase
eine enzymatische Reaktion, bei der die Konfiguration am anomeren C-Atom
beibehalten wird. Diese Reaktion wird als ,double displacement*-Mechanismus
(McCarther und Withers, 1994) bezeichnet und verlauft in zwei Stufen Uber ein
Glycosyl-Enzym-Intermediat (Abb. 44), wobei noch nicht geklart ist, ob es sich dabei
um eine Syl oder Sy2 Substitution handelt. Das Modell des katalytischen
Mechanismus der MTase sieht folgendermal3en aus:

Im Falle einer Sy1-Reaktion wird das Sauerstoff-Atom der glycosidischen Bindung
des Substrates durch eine als Saure wirkende As (Glu414 der MTase) protoniert und
die a-1,4-glycosidische Bindung des Substrates gespalten, so dal’ das reduzierende
Substratfragment freigesetzt wird. Das (in den -2 und -1 ,subsites” im Falle der
MTase) verbleibende Carbenium-lon (Maltosylrest) wird mittels eines zweiten
katalytischen Restes (Asp385 bei der MTase) durch elektrochemische Wechsel-
wirkungen im aktiven Zentrum des Enzyms stabilisiert. Dann greift ein Wasser-
molekidl im Falle der Hydrolyse bzw. ein Kohlenhydratmolekil (Akzeptor) im Falle
einer Transglycosylierungsreaktion an das Carbenium-lon an. Zuvor wurden diese
Verbindungen durch Deprotonierung mit Hilfe einer Base (Glu414 bei der MTase)
aktiviert. Schlie3lich wird die Reaktion durch Bildung einer a-1,4-glycosidischen
Bindung vollendet, wobei bei der Hydrolyse eine aktivierte Hydroxylgruppe und bei
der Transferase-Reaktion die OH-4-Gruppe eines aktivierten Kohlenhydratmolekiils
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als Akzeptor fungiert. In einer Sy2-Reaktion greift der zweite katalytische Rest
(Asp385) als Nukleophil das anomere C1-Atom an und es wird eine kovalente
Bindung zwischen dem im aktiven Zentrum verbleibenden Glycosyl- (Maltosyl-) rest
und dem Nukleophil ausgebildet. Der weitere Ablauf erfolgt analog zum Sy1-
Mechanismus.

Kurzlich konnten Uitdehaag et al. (1999) fur die Cyclodextrin Glycosyltransferase die
kovalente Bindung eines Reaktionsintermediates nachweisen. Ob sich diese Aus-
sagen allerdings auf die Enzyme der Familie 13 allgemein tbertragen lassen, bleibt

vorerst abzuwarten.
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Dem durch Mutagenese-Studien (Takase et al., 1992; Klein et al., 1992; St6gaard et
al., 1993) ermittelten putativen dritten katalytischen Rest (Asp468 der MTase) wird
eine Rolle bei der korrekten Ausrichtung und damit Fixierung des Substrates
zugesprochen, um eine mdglichst leichte Spaltung der glycosidischen Bindung zu
erreichen. Bei der MTase bildet dieser Rest zwei Wasserstoffbriickenbindungen zu
den O2- und O3-Hydroxylgruppen der -1 Glucoseeinheit aus, so dald die Substrater-
kennung und -ausrichtung auch hier im Vordergrund stehen dirfte. Eine weitere
Funktion konnte die Stabilisierung der positiven Ladung am C1-Atom des Oxocar-
beniumions sein, d.h. die Stabilisierung des Ubergangzustandes, welcher nach der
Spaltung der glycosidischen Bindung des Substrates entsteht (McCarter und Withers,
1994).

Bei der Hydrolyse wird der Abstand von Asp468 und Glu414 als bedeutend
angesehen. Diese beiden Reste sind wahrscheinlich fur die korrekte Positionierung
und damit Aktivierung eines Wassermolekils verantwortlich. Ist der Abstand
zwischen diesen beiden katalytischen Resten groRer als etwa 4 A, so verhindert
letztlich die Geometrie im aktiven Zentrum die Bindung und Aktivierung des
Wassermolekils und somit eine hydrolytische Reaktion. Um die Frage zu klaren,
warum die MTase hauptsachlich nur Transglycosylierungsaktivitdt und nur minimale
hydrolytische Aktivitat zeigt, bietet sich ein Vergleich der genauen Anordnung der
katalytischen Reste im aktiven Zentrum verwandter Enzyme an. Abb. 45 zeigt, dal3
der Abstand zwischen Asp468 und Glu414 bei der MTase mit 5,6-6,1 A groRer ist als
bei der CGTase aus B. circulans, der TAKA-Amylase A und als bei der Oligo-1,6-
Glucosidase aus B. cereus (3,6-4,1 A; Roujeinikova et al., 2001). Es ist nun
naheliegend anzunehmen, dal3 die fast vollstandig fehlende Hydrolyse der MTase
durch den vergroRerten Abstand der beiden katalytischen Reste verursacht wird. Die
grol3ere Entfernung der Reste voneinander, d.h. die veranderte Geometrie in der 3
D-Struktur, macht wahrscheinlich eine gemeinsame Funktion bei der Bindung und
Aktivierung eines katalytischen Wassermolekiils unmdglich. Der Austausch T466N
scheint den Abstand zwischen Asp468 und Glu414 nicht so zu beeinflussen, daf3 die
hydrolytische Aktivitdt zunimmt. Bei dieser Mutante nahm sowohl die Transfer- als
auch die hydrolytische Aktivitat ab, wobei die hydrolytische Aktivitdt sogar starker
abnahm als die Transferaktivitat (siehe Abb. 42).
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Abb. 45: Relative Positionen von Glu414 und Asp468 in der MTase (5,6 - 6,1 A) im Ver-
gleich mit den Positionen der dquivalenten Reste im aktiven Zentrum der TAKA-Amylase A,

der CGTase aus B. circulans und der Oligo-1,6-Glucosidase aus B. cereus (3,6 - 4,1 A)

Durch ortsspezifische Mutagenese wurden die Mutanten D385N und E414Q
hergestellt, die aufgrund ihrer Konserviertheit in der a-Amylase Familie als die
katalytischen Reste angesehen werden. Der beobachtete drastische Abfall in der
katalytischen (Transfer-) Aktivitat der Mutanten auf <0,3% (Tab. 18) bestatigte die
Einbindung dieser Aminosauren in die Katalyse. Die verbliebene minimale Rest-
aktivitat konnte nach ausgedehnter Inkubation von mutiertem Enzym mit Substrat
und anschlielender dinnschichtchromatographischer Analyse sichtbar gemacht
werden (Abb. 41). Restaktivitaten bei ,active site“-Mutanten wurden bereits friher
beobachtet (Uitdehaag et al., 2000; Yoshioka, et al., 1997; Takase et al., 1992). In
der Regel sind sie unter normalen Testbedingungen nicht detektierbar, sondern
kénnen nur durch extrem lange Inkubationszeiten mit konzentrierten Enzymproben
gezeigt werden. Die Ursache der verbleibenden Aktivitat wird folgenden Mdéglich-
keiten zugeschrieben: (teilweise) Reversion der Mutation; (teilweise) Deamidierung
bei der Kultivierung und/oder hohen Temperaturen (z.B. Hitzeféllungsschritt bei der
Aufreinigung); Kontamination wéhrend der Aufreinigung (z.B. bei der Affinitats-

chromatographie); andere potentiell weniger aktive Protonendonatoren/Nukleophile
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(Wasser und/oder geléste Moleklle) dbernehmen die Funktion der ehemaligen
katalytischen Reste. Trotz der bekannten Restaktivitat der ,active site“-Mutanten
wurde versucht, eine Kokristallisation mit Maltooligosacchariden durchzufihren, um
die dreidimensionale Struktur eines Enzym-Substrat-Komplexes und insbesondere
die Bindung eines Donorsubstrates in der Substratbindungstasche zu beobachten.
Leider wurde nur gebundene Maltose im aktiven Zentrum lokalisiert, d.h. ein Zustand
nach der Substratspaltung. Um das Problem der Restaktivitat weiter zu minimieren,
ware die Konstruktion einer Doppelmutante (D385A / E414A) denkbar. Uitdehaag et
al. (2000) zeigten, dal3 eine E257A/D229A-Mutante eine 1000-fach niedrigere
Aktivitat aufweist, als eine E257Q/D229N CGTase, welche ihrerseits eine 700000-
fach reduzierte Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp hat. Zusatzlich verwendeten sie
4-Deoxymaltose als inkompetenten Akzeptor wahrend der Kristallisation und konnten
SO eine unerwinschte Transglycosylierungsreaktion vermeiden.

Der Lysinrest 151 (siehe 3.4.4) und Aspartat 317 werden als bedeutend bei der
Erkennung des nicht reduzierenden Substratendes durch die MTase angesehen.
Zusatzlich findet man bei der dimeren MTase van der Waals Interaktionen zwischen
Lys151 des einen Monomers mit Tyrl04 des anderen Monomers, welche zur stabili-
sierten und korrekten Ausrichtung der Lysin-Seitenkette beitragen. Deshalb wurden
die Mutanten K151A, D317A und die Doppelmutante K151A/D317A konstruiert.
Gelfiltrationsexperimente zeigten, dafld die Dimerisierung durch die K151A-Mutante
nicht beeintrachtigt wurde (Tab. 17; Abb. 37). Bei allen drei Mutanten war die Trans-
ferspezifitdt unveréndert: Bei der dinnschichtchromatographischen Analyse von
Reaktionsprodukten aus definierten Maltooligosacchariden wurden analog zur MTase
typische Produktmuster erhalten, d.h., dal3 Lys151 als sterische Barriere nicht allein
fur die hohe Transferspezifitdit der MTase verantwortlich ist, sondern noch andere
bisher unbekannte Faktoren eine Rolle spielen. Wohl aber sind die Aminosauren bei
der Erkennung (Uber Wasserstoffbriickenbindungen; Tab. 20) des nicht reduzieren-
den Substratendes von essentieller Bedeutung. Im I1,/KI-Test, durch den die
Transferaktivitat gemessen wird, war unter Testbedingungen bei allen drei Mutanten
praktisch keine Aktivitat mehr festzustellen (Tab. 18).

Vergleichende Strukturanalysen offenbarten das Fehlen zweier streng konservierter
Histidinreste bei der MTase (Meissner und Liebl, 1998). Diese (entsprechend His122
und His296 bei der TAKA-Amylase) sind bei der MTase durch Thr206 und Pro467

ersetzt und flankieren die -1“subsite”. Postuliert man, dafd eine raumlich konservierte
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Anordnung (siehe Abb. 31) bestimmter Aminosauren im Bereich des aktiven Zen-
trums in der a-Amylase-Familie einen ahnlichen Reaktionsmechanismus beginsti-
gen, so kann man fur Thr206 und Pro467 eine Bedeutung bei der MTase-spezi-
fischen Transferaseaktivitat fordern. In der Familie 13 haben die beiden Histidinreste
eine Funktion bei der Substratbindung und bei der Stabilisierung des Ubergangs-
zustandes, sind aber nicht direkt an der Katalyse beteiligt (Sogaard et al., 1993). Die
Mutanten T206H, P467H und T206H/P467H verhielten sich bei der DC-Analyse wie
die MTase, d.h. ihr Produktmuster und die Transferspezifitat waren nahezu unver-
andert (Abb. 41). Die quantitative Auswertung (Tab. 18; Abb. 42) ergab, dal3 bei
T206H die hydrolytische Aktivitat gegeniuber der Transferaktivitat (relativ zum Hydro-
lyse/Transfer-Verhéaltnis bei der Wildtyp-MTase) um das 1,9-fache gesteigert war. Bei
P467 war das Verhdltnis fast unverandert und bei der Doppelmutante konnten auf-
grund der schwachen Aktivitdten keine sicheren Aussagen getroffen werden. Eine
Uberprifung der Ergebnisse fir die Mutante T206H, also die tatsachlichen
strukturellen Auswirkungen der Mutation auf die enzymatische Aktivitat, kann mit
Hilfe der Rontgenstrukturanalyse durchgefuihrt werden. Wahrscheinlich kommt es
beim Austausch von Thr206 und Pro467 gegen Histidin zu einer (strukturell)
veranderten Form der Substratbindung, die auf die enzymatische Katalyse insgesamt
einen negativen Einflud hat, aber zumindest im Falle von T206H zu einer
Verschiebung des Verhaltnisses von Transfer- zu Hydrolyseaktivitat in Richtung
Hydrolyseaktivitat fuhrt.

Eventuell konnte ein weiterer/anderer Aminosaureaustausch helfen, die hydrolytische
Aktivitdt der MTase zu steigern. Kim et al. (2000) ersetzten Glu332 (entsprechend
His210 bei der TAKA-Amylase und Ala389 bei der MTase) einer Maltogenic-Amylase
mit einem Histidinrest und erhielten eine verminderte Transferase- und eine
gesteigerte hydrolytische Aktivitat, wobei sie davon ausgehen, dal3 der Austausch
der sauren Seitenkette des Glutamats fur diesen Effekt verantwortlich ist. Vielleicht
hat eine Modifizierung von Ala389 der MTase einen ahnlichen Effekt auf die Aktivitat.

4.5.2 Oligomerisation und Thermostabilitat

Das Studium der Thermostabilitdit von Proteinen ist nicht nur von theoretischem
Interesse, sondern spielt auch im Hinblick auf biotechnologische Anwendungen eine
wichtige Rolle. Aus diesen Grinden ist es notwendig, ein mdglichst vollstandiges Bild
aller Faktoren, welche die Stabilitat und die katalytische Aktivitat bei verschiedenen
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Temperaturen beeinflussen, zu erhalten. Neben ortsspezifischen Mutagenesestudien
konnen Vergleiche hochaufgelOoster Proteinkristallstrukturen thermolabiler und ther-
mostabiler Enzyme mit ahnlicher Faltung und Funktion eine Reihe von maoglichen
stabilisierenden Faktoren liefern (u.a. Macedo-Ribeiro et al.,, 1996; Szilagyi und
Z&vodszky, 2000; Sterner und Liebl, 2001). Dabei gibt es keine allgemeingultigen
Regeln, um die Thermostabilitat von Proteinen zu erklaren. Vielmehr beruht sie
oftmals auf kleinen Veranderungen unterschiedlicher Einzelfaktoren bzw. auf der
Kombination mehrerer derartiger Verdnderungen und diese wiederum koénnen
zwischen verschiedenen Enzymen stark variieren. Das Problem bei der Analyse
einzelner Faktoren liegt in der genauen Zuordnung, d.h. des wirklichen Beitrages
einer Interaktion zur Stabilitdt in einem hohen kooperativem komplexen System, wie
es in einem nativen Enzym der Fall ist. Letztlich betragt die Energiedifferenz in der
Stabilitat zwischen mesophilen und (hyper-) thermophilen Proteinen, AGn_p (= Gp-Gn
= AHN_p-TASN . p), meist weniger als 100 kJ/mol (Wassenberg et al., 2000; Jaenicke
und Béhm, 1998; Vielle und Zeikus, 1996), was gleichbedeutend mit einigen wenigen
nicht-kovalenten Interaktionen ist. Bei Wasserstoffbriicken beispielsweise reichen die
Bindungsenergien von etwa 12 bis 29 kJ/mol. Folgende Typen intermolekularer
Interaktionen kénnen allein oder auch gemeinsam zur Thermostabilisierung einer
Proteinstruktur beitragen: Wasserstoff- und/oder Salzbrickenbindungen, entweder
alleine oder in Netzwerken (= elektrostatische Interaktionen; Scandurra et al., 1998;
Vogt et al., 1997; Rice et al.,, 1996; Tanner et al., 1996; Goldman, 1995), Bildung
oder Stabilisierung von a-Helices und B-Faltblattstrukturen in der Sekundéarstruktur
(Verminderung von irregularen Regionen) und allgemeine Schleifenverkirzung,
zunehmende Oligomerisierung verbunden mit vermehrten hydrophoben Interaktionen
an der Untereinheiten-Nahtstelle (Dams et al., 2000; Maes et al., 1999; Hennig et al.,
1997), mehr Prolin- und weniger Glycinreste (Watanabe et al., 1997), hdoherer Anteil
geladener Aminosauren und Verminderung der chemisch instabilen Methionin- und
Asparaginreste (Szilagyi und Zavodszky, 2000), stabilisierende Metallionen, Fixie-
rung des N- und des C-Terminus an das Kernprotein (Macedo-Ribeiro et al., 1996)
und Kleineres Oberflachen-Volumen-Verhéltnis (Verringerung von Oberflachen und
Hohlrdumen; Szildgyi und Zavodszky, 2000; Tanner et al., 1996) durch bessere und
kompaktere Anordnung (Erh6hung der van der Waals Kontakte - erhéhte Rigiditat).
Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dal3 beim Vergleich von mesophilen und

(hyper-) thermophilen Enzymen oftmals auch fehlerhafte oder gar unvollstéandige
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Strukturen mit minderer Qualitdt verwendet wurden, so daf3 die Qualitdt eines
Faktors fur die Thermostabilitat zum Teil vollig falsch beurteilt wurde. Dies betrifft vor
allem Wasserstoffbriickenbindungen, deren Anteil an der Thermostabilitat nach wie
vor kontrovers diskutiert wird (Szilagyi und Zavodszky, 2000).

Die MTase zeigt eine bemerkenswerte Stabilitat gegeniuber thermischer Inaktivierung
mit Halbwertszeiten von 2,5 h bei 90°C, 17 h bei 85°C und 21 Tagen bei 70°C
(jeweils pH 6,5; Meissner, 1997). Von den oben aufgefuhrten Moglichkeiten zur
Stabilisierung eines Proteins konnten fur die MTase unter anderem ein erhéhter
Anteil (31,6%) geladener Aminosauren (Arg, Lys, His, Asp und Glu) im Vergleich zum
mesophilen Durchschnitt (24,1%; Deckert et al., 1998) festgestellt werden. Dieser
modifizierte Aminoséuregebrauch entspricht einem generellen Trend in thermophilen
Mikroorganismen. Weiterhin finden sich bei der MTase eine Vielzahl (47) von
Salzbriicken, vier Cluster von dreifach-Salzbricken und vier Intra-Helix lonenpaare
(Roujeinikova et al., 2001). Der genaue Beitrag einer Salzbricke zur thermischen
Stabilisierung muf3 aber noch untersucht werden.

Auf die Stabilisierung durch Oligomerisierung (u. a. Dams et al., 2000; Jaenicke und
Bohm, 1998; Hennig et al., 1997) deuten bei der MTase starke hydrophobe
Wechselwirkungen an der dimeren Nahtstelle hin. Das hydrophobe Cluster am
Dimer-Interface umfal3t 11 Aminoséauren (siehe 3.4.4). Durch Zusammenlagerung der
beiden monomeren Untereinheiten verringert sich die zugangliche Oberflache um
7,9% (Roujeinikova et al., 2001), d.h. die Dimerisierung der MTase fuhrt zur
Abnahme der hydrophoben Oberflache im Bereich der Monomer-Monomer-
Kontaktstelle. Der Bedeutung der Dimerisierung wurde durch die Konstruktion einer
Monomer-Mutante der MTase (V110R bzw. V110R/A230R) nachgegangen. Frihere
Studien (Meissner und Liebl, 1998) wiesen darauf hin, dal die MTase im nativen
Zustand als ein Komplex mit mehr als 450 kDa assembliert. In dieser Arbeit konnte
jedoch gezeigt werden, dal3 die gereinigte MTase sowohl in saurer (pH 4,8) als auch
in neutraler Losung (pH 7,0) als Homodimer vorliegt. Fir die Mutante V110R wurde
eine Monomerisierung (65+5 kDa) durch Gelfiltration und native Gelelektrophorese
nachgewiesen (siehe 3.5.4). Eine modifizierte Oberflachenhydrophobizitdt des
mutierten Enzymderivats konnte bereits bei der Aufreinigung durch hydrophobe
Interaktionschromatographie anhand des veranderten Elutionsverhaltens beobachtet
werden. Das MTase-Derivat V110R wies im Vergleich zur dimeren MTase ein um

etwa 10°C vermindertes Temperaturoptimum auf. Die Thermoinaktivierungskinetik
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der Monomer-Mutante war gegenuber der MTase beschleunigt, wobei sich das
»1emperaturfenster”, bei dem die Destabilisierung von V110R erfolgte, als &ul3erst
schmal (etwa 2°C) erwies. Es ist offensichtlich, dal3 bei der MTase gerade die
Dimerisierung einen entscheidenen Beitrag zur Thermostabilisierung des Enzyms
leistet. Dams et al. (2000) ordneten der Thermostabilitat bei der Dihydrofolat-
Reduktase aus T. maritima ebenfalls Dimerisierung als Hauptursache zu und auch
Consalvi et al. (2000) betrachten die Interdomanen-Wechselwirkung als wesentliche
Ursache fir die Stabilitat der Domane Il der Glutamat Dehydrogenase aus T. mariti-
ma. Zum Nachweis des Anteils der Oligomerisierung an der extremen Thermostabili-
tat der MTase bedarf es zusatzlicher thermodynamischer Studien zur Entfaltungs-
kinetik und Konformationsstabilitat. Es gibt auf der anderen Seite auch Beispiele, die
gegen einen generellen Mechanismus der thermischen Stabilisierung durch
zunehmende Oligomerisierung sprechen, z.B. die vermutlich dimere Enolase aus
dem hyperthermophilen Archaeon Pyrococcus furiosus (Peak et al., 1994), da andere
mesophile Enolasen Oktamere darstellen (Schurig et al., 1995).

Oligomerisierung wird von Park et al. (2000) auch als mogliche Ursache fur die
breite Substratspezifitat einer Cyclomaltodextrinase (CDase) und anderen amylo-
lytischen Enzymen angesehen. Ob dies auch fur die MTase zutrifft, muf3te durch
Analyse der Substratspezifitit der Monomer-Mutante V110R experimentell belegt
werden. Diese zeigte interessanterweise eine gesteigerte hydrolytische Aktivitat bei
gleichzeitig verminderter Transglycosylierungsaktivitat. Die Ursachen hierfir sind
vermutlich veranderte Bindungsaffinitaten im aktiven Zentrum. Experimentell lassen
sich diese Bindungsaffinitaten nur schwer messen. Es ist aber offensichtlich, daf3 bei
einer langeren Bindung des Substrates im katalytischen Bereich die Hydrolyse-
gegenuber der Transferrate ansteigen muf3.

Die Identifizierung einzelner oder mehrerer Eigenschaften als Faktoren der
Thermostabilitat bei der MTase wird durch das bisherige Fehlen der 3D-Struktur
eines homologen mesophilen Pendants erschwert. Da bisher in den Datenbanken
keine Proteinsequenz Uber langere Abschnitte signifikante Ahnlichkeiten zur MTase
aufweist, hat auch ein Screening mit den MTase-Antikdrpern nur geringe Erfolgs-
aussichten, ein entsprechendes mesophiles Protein aufzuspuren. Aus diesem Grund
bieten sich fur die Zukunft nur weitere ortsspezifische Mutagenesen zur weiteren

Aufklarung an.
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4 5.3 Potentielle Funktion der MTase

Die strikte Transferspezifitat des Starke- und Maltodextrin-umsetzenden Enzyms
MTase aus T. maritima ist bisher einzigartig. Zur Zeit kdnnen deshalb Uber die
physiologische Rolle der MTase nur Vermutungen angestellt werden, zumal auch
Uber das physiologische Substrat immer noch Unklarheit herrscht. Es wurde kirzlich
durch elektronenmikroskopische Aufnahmen und durch Zellfraktionierungsex-
perimente mit Hilfe der in dieser Arbeit hergestellten polyklonalen Antikorper gezeigt,
dal das Enzym im Zytoplasma der T. maritima-Zellen lokalisiert ist (Armbrecht,
personl. Mitteilung). Hinsichtlich der Verbreitung des Enzyms wurde die bisherige
Ausnahmestellung der MTase ein wenig relativiert, da Weber (2000) mit MTase-
Antikdrpern positive Western-Blot Signale bei T. neapolitana und Fervidobacterium
nodosum, nicht aber bei F. islandicum und T. thermarum detektieren konnte.
Trotzdem bleibt die Maltosyltransferase in ihrer Struktur und Biochemie einzigartig.
Die katalytischen Eigenschaften &hneln am meisten denen einer Amylomaltase.
Dieses Protein (MalQ in E. coli) stellt eine Maltodextrin Glycosyltransferase dar und
Ubertragt Maltosyl- und groRRere Dextrinyleinheiten auf Glucose, Maltose und
langeren Maltodextrine (Boos und Shuman, 1998). Die dabei entstehenden
langerkettigen Maltooligosaccharide dienen als bevorzugte Substrate fir eine
Maltodextrin Phosphorylase (MalP in E.coli), welche Glucose-1-Phosphat bildet. Ein
analoges konstitutives System bestehend aus 4-a-Glucanotransferase und Malto-
dextrin Phosphorylase (MalP) wurde kirzlich auch beim hyperthermophilen Archeon
Thermococcus litoralis charakterisiert (Xavier et al., 1999). Hierbei entsteht durch das
erste Enzym Glucose und eine Serie von Maltodextrinen, die ab einer Lange von
> vier Glucoseresten als Substrate fur MalP fungieren. Ob die MTase mit &hnlicher
Funktion am Kohlenhydratkatabolismus beteiligt ist, bleibt unsicher. Vor allem das
Vorhandensein einer weiteren Transferase in T. maritima, der 4-a-Glucanotrans-
ferase, la3t es fraglich erscheinen, warum die MTase mit ihrer auf3erordentlichen
Transferspezifitat ebenfalls an der Aufrechterhaltung eines Maltodextrin-Pools
mitwirken sollte.

Maltosylreste sind Bestandteile zweier Glycolipide in T. maritima (Manca et al.,
1992). Fur eine potentielle Funktion der MTase bei der Glycolipidsynthese konnten
bisher jedoch keine Hinweise gefunden werden (Meissner, 1997).

Da die Maltosyltransferase mehr langerkettige Produkte bildet als die 4-a-

Glucanotransferase (Meissner, 1997), kdonnte sie beim Aufbau von Reserve- oder
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Speicherpolysacchariden involviert sein. Durch die Genomsequenzierung (Nelson et
al., 1999) gibt es nun deutliche Hinweise darauf, da? T. maritima in der Lage ist,

Glykogen als Speichersubstanz nach folgendem Schema zu synthetisieren:

Pyrophosphorylase

Glucose-1-P + ATP » ADP-Glucose + PP;
Glykogen Synthase

NADP-Glucose » (Glucose), + NnADP

Das Genom von T. maritima enthélt neben einer Glucose-1-Phosphat Adenylyl-
transferase (TM0239 und TMO0240) auch eine Glykogen Synthase (TM0895). Ein
Verzweigungsenzym wurde dagegen noch nicht identifiziert, es sei aber angemerkt,
daR die Zuordnung einer genauen Funktion bei einer Vielzahl von offenen
Leserahmen (863 mit unbekannter Funktion) noch unklar ist. Neben einer Funktion
der MTase bei der Glykogensynthese waren durch ihre disproportionierenden
Eigenschaften eine Funktion bei der Kontrolle der Kettenldange in Speicher-
polysacchariden denkbar. Auch eine Beteiligung bei der Mobilisierung von
intrazellularen Speicherstoffen erscheint moglich. So ist bekannt, daf? das bei der
phosphorylytischen Spaltung von Glykogen entstandene Glucose-1-Phosphat durch
eine Glucose-Phosphat Mutase in Glucose-6-Phosphat umgewandelt wird, wobei
Glucose-1,6-Diphoshat als Zwischenprodukt entsteht. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dal3 10 mM Glucose-1,6-Diphoshat die Aktivitat der
Maltosyltransferase auf 55 - 65% reduziert.

Die auBergewdhnliche Transferspezifitdt und die ungeklarte physiologische Funktion
der Maltosyltransferase bedurfen weiterer experimenteller Studien. Durch die Auf-
klarung der dreidimensionalen Struktur der MTase im Rahmen dieser Arbeit, sind
gunstige Voraussetzungen fir dieses Unterfangen geschaffen worden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das hyperthermophile Bakterium Thermotoga maritima MSB8 besitzt eine
ungewdhnliche Cofaktor-abhangige 55 kDa a-Glucosidase (AglA) sowie zwei
thermostabile Maltodextrin Glycosyltransferasen (GTase, MTase). Im Mittelpunkt
dieser Arbeit standen Untersuchungen zur biochemischen Charakterisierung von
AglA, zur dreidimensionalen Struktur der MTase und zur Analyse von funktionell und

strukturell essentiellen Aminoséureresten von AglA und MTase.

» Das stromaufwarts von aglA gelegene aglB-Gen aus T. maritima und das Gen fur
die zu AglA auf Aminosauresequenzebene zu 90% identische a-Glucosidase aus
T. neapolitana wurden kloniert und in E. coli BL21 (DE3) heterolog exprimiert.
AglA (T. neapolitana) wurde gereinigt und charakterisiert und zeigte analog zu
AglA (T. maritima) eine essentielle Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat von
der gemeinsamen Anwesenheit von NAD" (0,9 mM), MnCl, (1 mM) und DTT (50-
60 mM).

« T. maritima AglA ist die bisher thermostabilste NAD*-, Mn?*- und thiol-abh&ngige
a-Glucosidase der Familie 4 der Glycosylhydrolasen. Co** und Ni?* aktivieren
AglA ebenfalls, sind aber nicht so effizient wie Mn*. DTT kann durch
B-Mercaptoethanol und weniger effektiv auch durch L-Cystein ersetzt werden.
Durch Gelfiltrationsstudien konnte gezeigt werden, dal3 das native AglA als
Homodimer aus zwei identischen 55 kDa Untereinheiten vorliegt. Dabei spielt die
An- oder Abwesenheit von Metallionen, NAD" oder DTT fiir die Dimerisierung
keine Rolle. Es wurden kinetische Parameter fur die synthetischen Substrate
pNP-a-D-Glucosid und pNP-a-D-Galactosid und fur Maltooligosaccharide sowie
die Inhibitorkonstante K; der vermutlich nicht-kompetitiven Hemmung durch
Fructose-1,6-Diphosphat ermittelt. Nach der ortsspezifischen Mutagenese konser-
vierter Aminoséaurereste (G10A, G12A, S13A) im N-Terminus von AglA wurde die
NAD'-Bindung untersucht. Die Ergebnisse weisen darauf hin, daR die NAD"-

Bindungsstelle von AglA am N-Terminus lokalisiert ist.
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Die Analyse der Starkeumsetzung der 4-a-Glucanotransferase (GTase) mittels
HPLC-PAD zeigte eine Veranderung der Kettenlangenverteilung hin zu kirzeren
Kettenlangen mit zwei Polymerisationsgradmaxima bei 4-6 und 13-15. Die
heterologe Uberexpression der GTase aus T. maritima konnte weiter optimiert
und ein vereinfachtes, hocheffizientes, zweistufiges Aufreinigungsschema ent-
wickelt werden. Das Enzym wurde 7,1-fach angereichert, wobei die Ausbeute
25% betrug. Acarbose konnte als Inhibitor der GTase identifiziert werden.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. D.W. Rice (Sheffield, UK)
gelang die Kristallisation (,hanging-drop“-Methode; Ammoniumphosphat als
Prazipitationslésung) und die Roéntgenstrukturaufklarung der MTase (MTase-
Maltose-Komplex) mit einer Aufldsung von 2,4 A (2,1 A). Jede Untereinheit des
homodimeren Enzyms ist aus vier Domé&nen aufgebaut, von denen zwel
strukturelle Ahnlichkeit zu entsprechenden Bereichen anderer Enzyme der
o-Amylase Familie aufweisen. Die Doméane A enthélt die typische katalytische
(B/a)g-,barrel“-Struktur mit dem aktiven Zentrum (katalytische Reste: Asp385,
Glu414 und Asp468) am C-terminalen Ende des ,barrels®. Es wurden zwei
Maltose-Bindestellen identifiziert: eine befindet sich im aktiven Zentrum und
definiert die ,subsites” -2 und -1, die zweite liegt in einer Tasche in unmittelbarer
Nachbarschaft zum aktiven Zentrum und kdnnte an der Erkennung/Bindung

verzweigter Substrate beteiligt sein.

Durch gezielte ortsspezifische Mutagenese wurden Aminosaureaustausche
zweler katalytisch wesentlicher Reste des aktiven Zentrums der MTase (D385N,
E414Q) durchgefuhrt, die jedoch nicht zur vollstandigen Eliminierung der
enzymatischen Aktivitat fihrten. Die Mutagenisierung ausgewahlter Positionen in
der Region der Substratbindung (K151A, P467H,...) ergab bisher keine
Modifizierung der spezifischen Transfereigenschaften des Enzyms.

Durch die Einfuhrung der Mutation V110R gelang die Monomerisierung der
MTase. Die hochste katalytische Aktivitdt der V110R-Mutante wurde mit einem
10 min Enzymtest bei einer Temperatur von 75-80°C bestimmt. Die Thermo-
inaktivierungskinetik dieses MTase-Derivats war beschleunigt. Bei 78,5°C wurde

eine Inaktivierungs-Halbwertzeit von 125 min ermittelt, wahrend fir die Wildtyp-
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MTase die Halbwertszeit der Thermoinaktivierung bei 90°C mehr als 6 h betragt.
Die Monomer-Mutante V110R wurde innerhalb einer viel engeren Temperatur-
spanne thermoinaktiviert als die dimere MTase. Die Bedeutung der Dimerisierung
geht noch Uber die Einflisse bei der Thermostabilisierung hinaus: Interessanter-
weise ist das Hydrolyse/Transfer-Verhaltnis der Monomermutante V110R im Ver-

gleich zur Wildtyp-MTase um das 3,8-fache gesteigert.
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