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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nukleosidphosphatstoffwechsel

Ribonukleotide spielen eine zentrale Rolle im Stoffwechsel der Zelle. Sie werden nicht nur fur
die Energiebereitstellung (ATP/GTP), die chemische Aktivierung von Substraten durch
Phosphorylierung (ATP/GTP) und den Fett- und Lipidstoffwechsel (CTP/UTP) benétigt,
sondern sind auch die Bausteine der RNA (ATP, UTP, GTP, CTP)- und in der Desoxy-Form
(dATP, dTMP, dCTP, dGTP) der DNA-Synthese. Desoxyribonukleotide werden in der Zelle
auf zwei unterschiedlichen Wegen synthetisiert: Erstens durch Neusynthese im de novo-
Stoffwechsel und zweitens durch Wiederverwertung im Salvage-Stoffwechsel (Van Rompay et
al., 2000; siehe Abb. 1.1). Die Neusynthese der Purinribonukleotide und Pyrimidinnukleotide
verlauft auf zwel unterschiedlichen Wegen: Im de novo-Weg werden die Purinribonukleotide
GMP und AMP aus dem IMP, welches seinerseits aus Phosphoribosyl pyrophosphat (PRPP) und
Glutamin gebildet wird, hergestellt (Zalkin und Dixon, 1992; Elion, 1989). Im Gegensatz zur de
novo-Synthese des Purinringes wird der Pyrimidinring zuerst zusammengeftgt und dann durch
Bindung an Ribosephosphat in ein Pyrimidinnukleotid tberfihrt. Die Pyrimidinnukleotide CMP
und TMP (existiert nur als Desoxyderivat dTMP) gehen aus dem Uridylat (UMP) hervor,
welches seinerseits aus Orotat und PRPP gebildet wird (Jones, 1980). PRPP dient folglich
sowohl bei der Synthese der Purin-, als auch der Pyrimidinnukleotide als Donor der
Ribosephosphat-Einheit. Die synthetisierten Ribonukleosid-Monophosphate (NMPs) werden
durch einen Phosphorylierungsschritt, katalysiert durch die Nukleosidmonophosphatkinasen
(NMKs, NMPkinasen) in Ribonukleosid-Diphosphate (NDPs) umgewandelt. Die
Ribonukleosid-Diphosphate werden in einem abschlief3enden Schritt durch das Enzym
Ribonukleosid-Reduktase (RR) zu den Desoxyribonukleosid-Diphosphaten (ANDPs) reduziert
(Reichard, 1993). Beim hydrolytischen Abbau von Nukleinsduren und Ribonukleotiden bzw.
Desoxyribonukleotiden gebildete Nukleoside werden in der Wiederverwertungsreaktion in drel
aufeinanderfolgenden Phosphorylierungsschritten,  welche  durch  die  Enzyme
Ribonukleosidkinase (rNK), Nukleosidmonophosphatkinase (NMK) und
Nukleosiddiphosphatkinase (NDK, NDPkinase) katalysiert werden, wieder in die Triphosphat-
Formen Uberfiihrt (siehe Abb. 1.1). Im Gegensatz zur Ribonukleosidkinase-Reaktion sind die
Reaktionen der NMKs und NDPKSs reversibel. Die nach dem ersten Phosphorylierungsschritt
gebildeten Monophosphate konnen alerdings durch die 5°-Nukleotidasen wieder
dephosphoryliert werden.
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Aufgrund ihrer essentiellen Funktion sowohl im de novo-, als auch im salvage-Stoffwechsel zur
Synthese  von Ribonukleotiden und Desoxyribonukleotiden, besitzen die

Nukleosidmonophosphatkinasen eine herausragende Stellung in der Nukleinsdure-Synthese.

Desoxy
Ribonucleoside Ribonucleoside
NP ™
as INK || 5 NT INK || 5'NT
K_H
UGAC —» NMP dNMP UGAT
PRT
NMK NMK
NDP » dNDP
RR
NDK NDK
NTP dNTP
RNA DNA
Synthese Synthese

Abb. 1.1 Schema des Salvage-Stoffwechsels zur Synthese von Ribo- und Desoxyribonukleotiden. A, Adenin; C,
Cytidin; G, Guanin; T, Thymidin; U, Uridin; (d)NMP, (Desoxy)Nukleosidmonophosphat; (d)NDP,
(Desoxy)Nukleosiddiphosphat; (d)NTP; (Desoxy)Nukleosidtriphosphat; NMK, Nukleosid-monophosphatkinase;
NDK, Nukleosiddiphosphatkinase; NP, Purin/Pyrimidin-Nukleosidphosphorylase; 5'NT, 5-Nuklectidase; PRT,
Phosphoribosyltransferase; rNK, Ribonukleosidkinase; RR, Ribonukleotidreduktase.

Alle NMPkinasen haben einen dhnlichen Katalysemechanismus und zeichnen sich durch eine
hohe Substratspezifitdt aus. In Sdugerzellen sind bisher eine Thymidylatkinase (dTMK), eine
Uridylat-Cytidylatkinase (UMP-CMPK), 5 Isozyme der Adenylatkinase (AK1-5) und
verschiedene Guanylatkinasen identifiziert worden (Van Rompay et al., 2000). Die
Guanylatkinasen konnen in 2 grof3e Gruppen unterteilt werden. Die erste Gruppe umfaldt die
echten, kleinen Guanylatkinasen (Agarwal et al., 1978a; Hall und Kuhn, 1986, Brady et al.,
1996) und die zweite Gruppe die Membran-assoziierten Guanylatkinasen (MAGUKSs), welche
grolRer und im Gegensatz zu den kleinen Guanylatkinasen nicht im Cytosol lokalisiert sind
(siehe 1.3; Woods und Bryant, 1991; Garner und Kindler, 1996; Dimitratos et al., 1999).
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1.2  Guanylatkinasen

Das Enzym Guanylatkinase (GUK, ATP.GMP Phosphotransferase, EC 2.7.4.8) katalysiert die
reversible Ubertragung der terminalen Phosphatgruppe von ATP und dATP zu GMP und dGMP
nach folgendem Reaktionsschema (Miech und Parks, 1965):

()GMP + Mg®- (AATPe=— (d)GDP + Mg*"- (d)ADP
In der Hefe ist die Guanylatkinase essentiell fur das Uberleben der Zelle, da es das einzige
Enzym ist, welches GMP phosphorylieren kann (Konrad, 1992). Neben der bereits zuvor
erwadhnten Schitsselstellung in der DNA-Synthese kommt ihm eine entscheidende Rolle in dem

Guanosinphosphat-Kreislauf  (cGMP-Zyklus siehe Abb. 1.2), zur Wiedergewinnung von
cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) aus GMP Uber GTP, zu (Hall und Kiihn, 1986).

cGMP S
C -
\ Phosphodiesterase
GTP GMP

Abb. 1.2 Darstellung des cGMP-Zyklus, GUK = Guanylatkinase, NDK = Nukleosi ddiphosphatkinase

Uber den cGMP-Zyklus tibt die Guanylatkinase eine zentrale Funktion in der Bereitstellung von
Guanosinnukleotiden fur an Signaltransduktionsprozessen beteiligte Proteine, z.B. p21™ und
andere GTP bindende Proteine, aus (Gaidarov et al., 1993; Woods und Bryant, 1991).

1.2.1 Rolle der Guanylatkinase im Purinnukleotid-Stoffwechsel von

S. cerevisiae

Insbesondere Studien an S cerevisiae, einem Modellorganismus der Molekularbiologie, fuhrten
zu bedeutenden Fortschritten in der Aufkldrung der Funktion der Guanylatkinase in vivo. So
konnte nicht nur gezeigt werden, dal3 die Guanylatkinase (GUK 1) essentiell fir das Uberleben
der Hefezelle ist (Konrad, 1992). Durch die Identifikation von GUK 1-Mutanten der Hefe wurde
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direkt nachgewiesen, dal3 ein Defekt des Enzyms drastische Auswirkungen auf das Wachstum,
das Purin-Nukleotid-Gleichgewicht sowie die Zellwandsynthese besitzt. (Lecoq et al., 2000;
Shimma et al., 1997). In Mikroorganismen, wie z.B. in S cerevisae, wird die Synthese der
Stoffwechselenzyme zur de novo-Synthese der Purinnukleotide durch extrazelluléare Purine
reguliert (siehe Abb. 1.3). Liegen die Purine Adenin und Hypoxanthin (Daignan-Fornier und
Fink, 1992; Denis et al., 1998) im Medium vor, so nutzt die Hefe diese statt sie neu zu
synthetisieren, d.h. die Transkription der Gene, welche fur die Enzyme zur Neusynthese von

AMP codieren (ADE-Gene) wird reprimiert.

PRPP
ATP l GTP
NDK1 T | T NDKL
ADP SDyen?r?e;/soe GDR
ADKL T l 4 G
AMP T T AMDL l GMP

A \
ADE13

SAMP l XMP
HPT1 ADVE} IMP 4 HPT1
\ HPT1 -/
PRPP PRPP
Adenin ————p Hypoxanthin Guanin

AAH1
FCY2 T FCY2 T FCY2 T

Extrazellulare Purine

Abb. 1.3 Schema der Purinnukleotid-Synthese in S. cerevisiae. PRPP, 5-Phosphorybosyl-1-Pyrophosphat; AMP,
Adenosinmonophosphat; GMP, Guanosinmonophosphat; GDP, Guanosindiphosphat; IMP, Inosinmonophosphat;
SAMP, Adenylosuccinat; XMP,  Xanthosinmonophosphat; = AAH1,  Adenindeaminase;  ADEI12,
Adenylosuccinatsynthetase; ADE13, Adenylosuccinatlyase; ADK1, Adenylatkinase; AMD1, AMP-Deaminase;
APT1, Adeninphosphoribosyltransferase; FCY2, Purin-Cytosinpermease; GS, GMP-Synthase; GUKI,
Guanylatkinase; HPT1, Hypoxanthinphosphoribosyltransferase; IDH, |MP-Dehydrogenase.

Guetsova et al. (1997) isolierten Mutanten, in welchen die Purinsynthese-Gene auch in

Gegenwart extrazelluléren Adenins nicht langer reprimiert wurden. Durch Komplementations-
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Experimente wurde eine Gruppe der Mutanten (BRA3) als Allele des GUK1-Gens identifiziert.
Einhergehend mit einer stark reduzierten Aktivitdt der Guanylatkinase waren die Mutanten
durch verlangsamtes Wachstum und Purinexkretion gekennzeichnet. Lecog et al. (2000)
konnten dariberhinaus nachweisen, dal3 in den GUK1-Mutanten, vermutlich durch einen
erhohten Spiegel an GMP, direkt die Aktivitdt der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase (HGPRT) inhibiert wird. Es ist bekannt, dal3 Mutationen der HGPRT in Zellen des
menschlichen Organismus eine erhdhte Purinexkretion zur Folge haben, welche zu den
pathol ogischen Krankheitsbildern der Hyperurikémie und Gicht fuhrt (Kelley et al., 1969). Die
Ubereinstimmenden Phanotypen kdnnen ein Indiz dafir sein, dal3 die in S. cerevisiae entdeckte
HGPRT-Feedback-Inhibition auch im menschlichen Organismus existiert und die Ursache fur

die beiden Stoffwechselerkrankungen ist.

1.2.2 Struktur

Guanylatkinase-Aktivitdt wurde zuerst von Klenow und Lichtler (1957) beschrieben, die
Strukturaufkldrung und die Vertffentlichung der ersten Aminosduresequenz  von
Saccharomyces cerevisiae erfolgte jedoch erst sehr viel spéter (Berger et al., 1989). Die
Guanylatkinase aus S cereviae (GUK1) ist das bisher am eingehendsten genetisch und
biochemisch untersuchte Enzym der Familie der Guanylatkinasen (Konrad, 1992; Li et al.,
1996; Schiile, 1997). Aul3er der GUK 1 konnten bisher unter anderem die Aminosauresequenzen
der Guanylatkinasen aus E. coli (EcGUK), sowie der Maus (mMGUK) und des Menschen
(hGUK) aufgeklart werden. Im Vergleich zur prokaryontischen Guanylatkinase aus E. coli, die
nur als Dimer und Tetramer existiert (Gentry et a., 1993), sind alle eukaryontischen
Guanylatkinasen kleine globuldre Monomere mit einem Molekulargewicht von 20 bis 22 kDa
(Berger et al., 1989; Brady et al., 1996; Fitzgibbon et al., 1996). Die Sequenz-ldentitat
zwischen den Guanylatkinasen aus S cerevisiae und E. coli betragt 48,6%, zwischen
S cerevisiae und Sadugern 52 bis 54% und zwischen zwel Sadugern bis zu 90%. Ein
Sequenzvergleich verschiedener Guanylatkinasen ist in Abbildung 1.4 dargestellt.

Im Gegensatz zu den sowohl biochemisch, als auch strukturell intensiv studierten Adenylat-
(Dreusicke et al., 1988; Muller und Schulz, 1988; Diederichs und Schulz, 1991; Abele und
Schulz, 1995), Uridylat-/Cytidylat- (Miller-Dieckmann und Schulz, 1995; Scheffzek et al.,
1996) und Thymidylatkinasen (Lavie et al., 1997b; Lavie et al., 1998; Ostermann et al., 2000)
ist die Guanylatkinase erst wenig erforscht. Bisher konnte nur die Kristallstruktur der GUK 1 aus
S cerevisiaein Komplex mit dem Substrat GM P aufgeklart werden (Stehle und Schulz, 1990).
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Abb. 1.4 Sequenzvergleich verschiedener Guanylatkinasen. Identische Aminosauren sind schwarz und konservativ
substituierte grau unterlegt. Der P-Loop ist das ATP-Bindungsmotiv, welches mit dem - und y-Phosphat des
Substrats ATP interagiert. Aminosduren, die mit dem Guaninring (), der Phosphatgruppe (v) von GMP und dem
komplexierten Mg?*-lon (O) interagieren, sind markiert.

Obwohl die Aminosauresequenz der humanen GUK nur eine Ahnlichkeit von 13% zur

humanen AK1 besitzt, weisen beide Kinasen in ihrem jeweiligen Aufbau aus 5 zentralen B-

Fatblattern,

die von 6 «-Helices umgeben sind, dennoch enen hohen Grad an

Ubereinstimmung auf. Ebenso wie beispielsweise die Adenylatkinase, F1-ATPase und Myosin
(Dreusicke und Schulz, 1986) besitzt die Guanylatkinase das charakteristische ATP-

Bindungsmotiv GXXGXGK(S/T), welches den sogenannten glycinreichen-Loop (oder P-Loop)
bildet, in dem das B- und y-Phosphat von ATP gebunden wird (Miller und Schulz, 1992;
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Saraste et al., 1990). Darliberhinaus zeigt die Faltungstopologie der GUK 1, insbesondere in der
Nukleosidtriphosphat-Bindungsregion eine grofe Ahnlichkeit zu GTP-Bindungsproteinen (G-
Proteinen; DeVos et al., 1988; Pal et al., 1990; Tong et al., 1991). G-Proteinen fehlen allerdings
die zur Bindung von Nukleosidmonophosphaten aus der Guanylatkinase und der
Adenylatkinase bekannten Aminoséuren (Stehle und Schulz, 1992). Wahrend das P-Loop-
Motiv zur Bindung des Nukleosidtriphosphats hochkonserviert ist, weicht die Faltungstopologie
der GMP-Bindungsregion deutlich von jener der AMP-Bindungsregion der Adenylatkinase ab
(Stehle und Schulz, 1992).

1.2.3 Katalytischer Mechanismus

Die ersten kinetischen Untersuchungen von Guanylatkinasen wurden von Agarwal et al.
(1978a) an aus Sadugergewebe gereinigten Enzymen durchgefuhrt. Erst durch Studien mit
rekombinanter S. cerevisiae-Guanylatkinase (GUK 1) konnte der katalytische Mechanismus der
Guanylatkinase weitestgehend aufgeklart werden (Li et al., 1996). In Ubereinstimmung zu den
anderen NMPkinasen erfolgt die Katalyse auf Grundlage eines sequentiellen Mechanismus, d.h.
beide Substrate binden an das Enzym und bilden einen terndren Komplex bevor das erste
Produkt gebildet wird. Die Bindung der beiden Substrate ATP (genauer Mg-ATP) und GMP
erfolgt ebenso wie die Freisetzung der Produkte ADP und GDP zufdllig, sodald3 der
Reaktionsmechanismus vollstandig al's bi-bi-random Mechanismus bezeichnet wird (siehe Abb.
1.5).

GUK.ATP GUK-ADP
+ATP/ NGMP -GV NADP

GUK GUK-ATF"(.“:-Ml:’i:t GUK-ADP-GDP GUK
+Gr\:§4 %ATP -ADN /-GDP
GUK.GMP GUK.GDP

Abb. 1.5 Schema des bi-bi-random-Reaktionsmechanismus der Guanylatkinase. Das Mg?-lon des Mg-ATP-
Komplexes wurde aus platzsparenden Griinden weggel assen.

Die Substrat-Bindungsdomanen der Guanylatkinase sind durch einen hohen Grad an Flexibilitat
gekennzeichnet (Stehle und Schulz, 1992). Es wird angenommen, dal3 die katal ytischen Zentren
von NMPkinasen sich durch die Bindung der Substrate zusammenlagern und nach der
Substratfreisetzung wieder trennen, sodal? das Enzym nach Substratbindung und -freisetzung in

unterschiedlichen Konformationen vorliegt (Mdller-Dieckmann und Schulz, 1995). Im
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Gegensatz zu den eukaryontischen Guanylatkinasen zeigt die E. coli-Guanylatkinase
kooperative Bindung von GMP (Gentry et al., 1993).

1.2.4 Phosphorylierung von Nukleosidanaloga

Nukleosid-Analoga spielen in der klinischen Behandlung von bestimmten viralen Infektionen
und Krebserkrankungen eine grof3e Rolle, da sie direkt in die DNA-Synthese eingreifen (Forth
et al., 1996). Hervorzuheben sind insbesonders die beiden Guaninosin-Analoga Aciclovir
(ACV) und Ganciclovir (GCV), welche zundchst speziell zur Bekdmpfung von Viren der
Herpesgruppe entwickelt wurden, spéter allerdings auch in der Gentherapie eingesetzt wurden
(Moolten et al., 1986). Beide inhibieren die DNA-Synthese auf unterschiedlichem Wege. ACV
fuhrt zu einer Termination der Elongation, da mit der acyclischen Seitenkette keine weiteren
Nukleotide mehr verknipft werden kénnen und in GCV flhrt die Seitengruppe mit dem
modifizierten Desoxyribose-Derivat nach Einbau zu einer erhohten Sensitivitédt der DNA
gegenuiber Nukleasen. Um in der Zelle antiviral wirksam zu werden, miissen beide Substanzen
zunéchst Uber die Phosphorylierungskaskade in die Triphosphate Uberfuhrt werden. Wéhrend
die Phosphorylierung des GCV zum Triphosphat ausschliefdlich von zelleigenen
Nukleosidkinasen, u.a. der Guanylatkinase, katalysiert wird, erfolgt der erste
Phosphorylierungsschritt des ACV durch die virale Thymidinkinase (Miller et al., 1980;
Boehme, 1984). Diese hohe Selektivitét von ACV in viralen Zellen wird in gentherapeutischen
Anwendungen ausgenutzt (Moolten et al., 1986) Die Phosphorylierung des Monophosphats
durch die NMPkinasen ist haufig der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Umsetzung
von Nukleosid-Analoga (Balzarini et al., 1998; Lavie et al., 1997a). Eine Aufklarung der
Struktur und Funktion menschlicher NMPKinasen ist somit die Voraussetzung einerseits zur
Entwicklung effizienterer Nukleosid-Analoga andererseits zum Design von Mutanten mit

erhdhter Umsatzrate der antiviralen Substanzen (Brundiers et al., 1999).
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1.3 Membran-assoziierte Guanylatkinasen

Membran-assoziierte Guanylatkinasen (MAGUKS) wurden als eine neue Familie von Gerist-
oder Adapterproteinen an speziellen Kontaktstellen von epithelialen und neuronalen Zellen in
verschiedenen Organismen entdeckt. Die Rolle von Gerlstproteinen besteht allgemein darin,
verschiedene Komponenten von Signal-Stoffwechselwegen, wie z.B. Plasma-Rezeptoren und
cytosolische Signalproteine, in makromolekularen Komplexen zu organisieren und dadurch eine
schnelle zellulére Antwort auf extrazellulére Signale zu gewahrleisten. Durch die Organisation
der an Signal-Transduktions-Prozessen beteiligten Proteine in Komplexe wird die Distanz des
Trangports von  Stoffwechselmetaboliten  verkirzt, wodurch die Effizienz  der
Signal ibermittlung erhéht wird (Kaech et al., 1998; Tsunodaet al., 1997).

Gerustproteine zeichnen sich durch einen charakteristischen Aufbau aus, welcher ihre Funktion
der Zusammenlagerung von grofRen Multiprotein-Komplexen unterstreicht. Sie sind
zusammengesetzt aus Domanen mit bekannten Protein-Protein-Interaktionsmotiven. Zu den
bekannten Proteinbindungs-Modulen gehtéren die SH3- (Sc-homology 3), die PTB-
(Phosphotyrosine-binding) und die PDZ- (PSD-95/DIg/Z0O-1) Domane (Harrison, 1996; Yu et
al., 1994; Feng et al., 1994; Tsunoda et al., 1997). GerUstproteine kdnnen sowohl mehrere
Kopien einer dieser Module, als auch verschiedene Module besitzen. Eines der bekanntesten
Beispiele eines Gertstprotein ist InaD. InaD setzt sich aus 5 PDZ-Doménen zusammen, mit
denen es die Komponenten einer G-Protein gekoppelten Signalkaskade im Photorezeptor von
Drosophila zu einem Komplex zusammenfihrt (Tsunodaet al., 1997).

Membran-assoziierte Guanylatkinasen wurden aufgrund eines homologen strukturellen Aufbaus
und der offensichtlichen gemeinsamen Funktion in der Organisation von Neurotransmitter-
Rezeptoren, lonen-Kanden, Zelladhasions-Molekilen und Signaltransduktions-Molekilen in
multimolekulare Komplexe zu einer neuen Familie von Adapter-Proteinen zusammengefaldt
(Kim, 1995; Anderson, 1996; Garner und Kindler, 1996). Sie wurden in den bisher untersuchten
Vielzellern, Drosophila, Caenorhabditis, Xenopus, Zebrafisch und Sdugern entdeckt und
scheinen sowohl in Vertebraten, as auch in Invertebraten konserviert zu sein (Dimitratos et al.,
1999).

MAGUK-Proteine besitzen eine charakteristische Multi-Domanenstruktur und setzen sich aus
einer zentralen Einheit von einer bis drei PDZ-Domanen (Kim, 1995; Fanning und Anderson,
1999, Hata et al., 1998; Garner et al., 2000), einer SH3-Domane (Pawson, 1995; Garner et al.,
2000) und einer C-terminalen GK-Domane (Fanning und Anderson, 1998; Garner et al., 2000)
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mit Strukturhomologie zu authentischen Guanylatkinasen der Hefe und von Saugern (Stehle
und Schulz, 1990; Brady et al., 1996) zusammen.

1.3.1 MAGUK-Subfamilien
Obwohl alle MAGUK-Proteine einen Ubereinstimmenden Aufbau aus PDZ-, SH3- und GK-

Domaénen besitzen, kénnen sie aufgrund charakteristischer Unterschiede in vier Subfamilien
eingeteilt werden (siehe Abb. 1.6):

1.3.1.1 Dlg-&hnliche

Die DIg-ahnliche MAGUK-Subfamilie ist nach dem zuerst entdeckten MAGUK-Protein, dem
Produkt des Tumorsuppressor-Gens lethal(1)discs-large (dlg) aus Drosophila (Woods und
Bryant, 1991) benannt. Das Genprodukt DIg wurde in den septate junctions der Epithelien von
Imaginalscheiben in der Drosophila-Larve identifiziert. Da der Funktionsverlust von Dlg
(genetische DIg-Nullmutante: dig™?) zu der Ausbildung von Tumoren in den Epithelien der
Larven fuhrte, wurde urspringlich vermutet, dal3 das MAGUK-Protein eine tumorsuppressive
Funktion innehat. Die urspringlich von Woods und Bryant (1991) aufgestellte Hypothese, dai3
Dlg als aktive Guanylatkinase loka die Guanylat-Spiegel (erhohtes GTP:GDP-Verhdtnis) in
den Epithelzellen regulieren und dadurch indirekten Einflu@ auf membrangebundene
Komponenten G-Protein-gekoppelter Signalkaskaden, wie z.B. das an der Regulation der
Zellproliferation beteiligte G-Protein p21'®°, EinfluR nehmen koénnte, wurden bisher nicht
bestétigt.

Alle Mitglieder der Dlg-dhnlichen MAGUK-Subfamilie besitzen eine Ubereinstimmende
Domanen-Struktur: Sie bestehen aus drei PDZ-, einer SH3- und einer GK-Doméne. Weitere
Mitglieder der MAGUK-Subfamilie sind die DIg-Orthologen des Menschen und der Ratte,
hDIg (Lue et al., 1994) und SAP97 (Synapse-associated protein97, Muller et al., 1995). hDlg
wurde an der lateralen Zellmembran von B-Lymphozyten identifiziert und verfugt ebenso wie
SAP97 Uber eine zusétzliche, zwischen der SH3- und GK-Domane liegende HOOK-Domane,
welche auch as aternative Spliceregion U5 bekannt ist (Lue et al., 1994). SAP97 ist ebenso
wie die weiteren bisher bekannten Mitglieder der MAGUK -Subfamilie SAP90/PSD-95 (Kistner
et al., 1993; Cho et al., 1992), SAP102/NE-dig (Miller et al., 1996) und PSD93/Chapsin-110
(Kim et al., 1996) im Cytoskelett neuronaler Zellen an Synapsen des zentralen Nervensystems
von Saugern lokalisiert. SAP90 wurde zuerst in den prasynaptischen Nervenendigungen von

inhibitorischen Synapsen im Cerebellum der Ratte entdeckt (Kistner et al., 1993) und konnte
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spéter, ebenso wie SAP102, im postsynaptischen Cytoskelett von excitatorischen Synapsen im
Vorderhirn der Ratte nachgewiesen werden (Mller et al., 1996; Hunt et al., 1996).

A

Dig-A [ [T [ .
PSD-95/SAP90 [T [ T T
SAP97/hDIg

SAP102/NE-Dig I [T 17 T
PSD-93/Chapsyn [ [N I [T T

B

70-1 [ 1 I I 1
20-3 T T 7T T 1 s
Tamou Ll [ | I I 1
C

hcask [ i [T T

D
p55 LT T
Dlg2 [ T [
DIg3 | T ] N
= camKil [ sH3
] Ppz E= ok

100aa

Abb. 1.6 Mitglieder der MAGUK-Proteinfamilie. A, Dlg-8hnliche; B, ZO-1-ghnliche; C, LIN-2-ghnliche; D, p55-
dhnliche. Die unterschiedlichen Doméanen sind farblich hervorgehoben: PDZ-Doméne (griin), src-homologe (SH3)
Region (gelb); Ca2+/Calmodulin-abhéngige Proteinkinase-homologe (CaMKIl) Doméne (blau); Guanylatkinase-
homologe (GK) Domaéne (rot); aa, Aminosduren

SAP97 wurde bisher sowohl in den présynaptischen Nervenendigungen von excitatorischen
Synapsen im Hippocampus, a's auch entlang unmyelinierter Axons im gesamten Nervensystem
(MdUller et al., 1995) nachgewiesen. Als einziges der vier Synapsen-assoziierten Proteine wurde
SAP97 zusdtzlich an der lateralen Membran von Epithelzellen nicht neuronaler Gewebe
entdeckt (Muller et al., 1995; Reuver und Garner, 1998). Sowohl hDlg, as auch SAP97 kénnen
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den Funktionsverlust von Dlg in Drosophila wieder komplementieren und die Ausbildung von
Tumoren der Epithelien supprimieren (Thomas et al.,, 1997). Die N-terminaen
Proteinsequenzen (vor der 1. PDZ-Domane) sowie Sequenzen der U5-Region von SAP97 und
hDIg sind essentiell fur die zielgerichtete cytoskeletale Assoziation der Proteine an die laterale
Plasmamembran von Epithelzellen (Wu et al., 1998). Wahrend die N-terminale Sequenz
vermutlich die Bildung von Multimeren fordert (Marfatia et al., 2000), bindet die U5-Region
an das Protein 4.1, einem Bestandteil des corticalen Cytosekeletts. Durch Bildung von
cytoskeletalen Komplexen aus Protein 4.1 und Syndecan-2 an der Zellmembran besitzt hDlg
vermutlich eine wesentliche Rolle fur die Aufrechterhaltung der strukturellen Integritdt von
Epithelzellen (Cohen et al., 1998). Lue et al. (1994) identifizierten mehrere Splice-Varianten

der U5-Region von hDIg. Von diesen war nur ein Teil in der Lage Protein 4.1 zu binden.

1.3.1.2 Z0O-1-ahnliche

Die Saugerproteine ZO-1, ZO-2 und ZO-3 (zonula occludens-1 bis -3) und das Protein Tamou
aus Drosophila bilden die zweite MAGUK-Subfamilie (Anderson et al., 1988; Jesaitis und
Goodenough, 1994; Haskins et al., 1998; Takahisa et al., 1996). Alle vier Proteine liegen
assoziiert an der inneren Oberfl&che der cytoplasmatischen Membran an den Kontaktstellen
epithelialer Zellen, den sog. tight junctions in Sdugern und septate junctions in Drosophila vor
und bilden Proteinkomplexe mit Komponenten dieser speziellen Regionen der basolateralen
Plasmamembran (Furuse et al., 1994; Fanning und Anderson, 1998). Der strukturelle Aufbau
der vier Proteine dhnelt jenem der DIg-ahnlichen-Subfamilie. Auch sie besitzen drel PDZ-, eine
SH3- und eine GK-Domane. Im Gegensatz zu allen anderen MAGUK-Proteinen enthalten die
ZO-Proteine dieser Subfamilie eine zusétzliche C-terminale prolinreiche Sequenz. ZO-1, ZO-2
und ZO-3 weichen alerdings in der Lénge des C-Terminus stark voneinander ab. Diese
Divergenz des C-Terminus deutet auf einen signifikanten Unterschied in der Funktion der drel
Proteine hin. Der hohe Grad an Konservierung unter den Proteinen dieser Subfamilie wurde
durch Komplementation des Funktionsverlustes von tamou, welcher den sog. supernumerary
bristle Phanotyp in Drosophila verursacht, durch ZO-1 dokumentiert (Takahisa et al., 1996).

1.3.1.3 p55-dhnliche
Die dritte MAGUK-Subfamilie ist nach dem Protein p55 (Ruff et al., 1991) benannt. Das

Protein wurde urspriinglich aus dem submembranen Cytoskelett von Erythrozyten isoliert, ist
jedoch auch in anderen Zelltypen lokalisiert. MAGUK-Proteine dieser Subfamilie besitzen

neben der SH3- und GK-Doméane nur eine PDZ-Doméne. In Ubereinstimmung zu einigen

12



Einleitung

MAGUK-Proteinen der ersten Subfamilie interagiert auch p55 tber seine HOOK -Doméane mit
dem Protein 4.1 (Marfatia et al., 1995). Ebenso wie hDlg scheint demnach auch p55 eine
wichtige Funktion in der Verknupfung des Cytoskeletts mit der Plasmamembran und
demzufolge in der Aufrechterhaltung der Zellstruktur von Erythrozyten zu besitzen (Marfatia et
al., 1997). Weitere Mitglieder dieser Subfamilie sind DIg2 und DIg3. Beide Proteine zeigen
einen hohen Konservierungsgrad in der Aminosduresequenz zu p55 (Mazoyer et al., 1995;
Smith et al., 1996).

1.3.1.4 Lin2-ahnliche

Die vierte Subfamilie der MAGUK-Proteine besteht aus strukturhomologen Proteinen von Lin-
2 aus Caenorhabditis elegans. Lin-2 wurde in den Interzellularspalten von vulvalen
Vorléauferzellen wahrend der epidermalen Entwicklung entdeckt (Hoskins et al., 1996). Die
urspringliche Modellvorstellung, nach der Lin-2 zusammen mit Lin-7 und Lin-10 einen
Komplex bildet, der fur die Verankerung der Rezeptor-Tyrosinkinase LET-23 in der
basolateralen Membran der epidermalen Vorlauferzellen erforderlich ist, wurde spéter durch
genetische und biochemische Studien von Kaech et al. (1998) bestétigt. Mutationen im lin2-
Gen haben eine diffuse Verteilung des LET23-Rezeptors zur Folge mit dem Ergebnis, dal3 eine
Signaltransduktion (lUber den Ras-MAPkinase-Weg) nicht mehr stattfinden kann und die
vulvale Entwicklung inhibiert wird (Hoskins et al., 1996). Der C-Terminus von Lin-2-8hnlichen
MAGUKS setzt sich aus einer PDZ-, einer SH3- und einer GK-Doméne zusammen und dhnelt
folglich dem strukturellen Aufbau p55-ahnlicher MAGUK-Proteine. Allen Mitgliedern dieser
Subfamilie gemeinsam ist dartiberhinaus der Besitz einer zusétzlichen N-terminalen Doméane
mit hoher Sequenzahnlichkeit zur Ca®*/CaM-abhangigen Proteinkinase 11 (CaMKII; Schulman,
1993). Die CaMKII-Domane ist katalytisch nicht mehr aktiv, die Fahigkeit zur Bindung von
Camodulin ist aber dennoch konserviert (Hata et al., 1996; Dimitratos et al., 1997). Weitere
Proteine dieser MAGUK-Subfamilie sind die Lin-2-Orthologen des Menschen und der Ratte,
hCASK (Cohen et al., 1998) und rCASK (Hata et al., 1996), sowie CamGUK (Dimitratos et al .,
1997) aus Drosophila. Das Saugerproteine rCASK wurde durch Interaktion mit Neurexin auf
der prasynaptischen Seite neuronaler Synapsen identifiziert (Hata et al., 1996). Durch
biochemische Studien konnten Butz et al. (1998) zeigen, dal3 die im Saugerhirn lokalisierten
Lin-2-, Lin-7- und Lin-10-Homologen rCASK, Veli und Mint-1 sich ebenfalls zu einem
Komplex zusammenlagern (siehe Abb. 1.8). Der Lin-2/-7/-10-Komplex ist folglich von

Nematoden bis zu Saugern konserviert.
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1.3.2 MAGUK-Domanen

MAGUK-Proteine kdnnen mit jeder ihrer verschiedenen Domanen spezifisch mit Proteinen

interagieren:

1.3.2.1 PDZ-Domane

PDZ-Doménen sind Protein-Protein-Bindungsmotive von etwa 90 AS Lénge, die zuerst in
MAGUK-Proteinen entdeckt, mittlerweile allerdings als Bestandteile einer stetig anwachsenden
Zahl von Proteinen identifiziert wurden (Fanning und Anderson, 1998; Garner et al., 2000). Der
Bindungsmechanismus der PDZ-Doméanen von MAGUK-Proteinen ist bisher im Vergleich zur
SH3- und GK-Domane am eingehendsten untersucht worden. PDZ-Doméanen binden primér an
den cytoplasmatischen C-Terminus von spezifischen Transmembran- und lonenkanal-Proteinen.
Mit biochemischen und genetischen M ethoden wurde beispielsweise die Bindung der ersten und
zweiten PDZ-Doménen von DIg-ghnlichen MAGUKSs an den K*-Kanal nachgewiesen (Kim et
al., 1995; Tegedor et al., 1997). Als weiterer Bindungspartner dieser Subfamilie wurde
dartiberhinaus der NMDA-Rezeptor identifiziert (Niethammer et al., 1996). PDZ-Doménen
zeichnen sich einerseits untereinander durch eine hohe Sequenzéhnlichkeit und einen
Ubereinstimmenden strukturellen Aufbau aus, weichen andererseits dennoch derart signifikant
voneinander ab, dal3 eine selektive Bindung an die spezifischen Zielproteine ermdglicht wird.
Durch Kristallstrukturanalysen (Cabral et al., 1996; Doyle et al., 1996) und mit biochemischen
Bindungsassays (Songyang et al., 1997) konnte gezeigt werden, dal} PDZ-Doménen an
spezifische  Sequenzmotive  binden.  Dlg-éhnliche MAGUK-Proteine  favorisieren
Bindungspartner mit einem C-terminalen E(S/T)X(V/I)-Motiv, wéhrend Lin-2-dhnliche
MAGUKSs bevorzugt an EYYV-Mative und p55-ghnliche MAGUKSs an EY FI-Motive binden
(Songyang et al., 1997). PDZ-Doméanen kdnnen auch miteinander interagieren, wie durch den
Nachweis der Hetero-Dimer-Bildung von der zweiten PDZ-Domane von SAP90/PSD-95 und
der PDZ-Domane der neuronalen NO-Synthase nNOS gezeigt wurde (Brenman et al., 1996).

1.3.2.2 SH3-Domane

SH3- (S¢ homology 3) Domanen sind kleine Protein-Protein-Bindungsmodule von etwa 60
Aminosauren Lange, welche spezifisch an kurze (7-9 AS) prolinreiche Sequenzen binden. Sie
wurden urspringlich in Src-Tyrosinkinasen entdeckt, sind bis heute alerdings bereits in mehr
as 50 verschiedenen intrazelluldren Proteinen identifiziert worden, unter ihnen Kinasen,
Lipasen und GTPasen (Pawson, 1995). SH3-Domanen kdnnen in unterschiedlicher Orientierung

an prolinreiche Sequenzen binden. Deshalb werden die Liganden der SH3-Doméne algemeinin
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2 Klassen unterteilt. Liganden der Klasse 1 besitzen die Consensussequenz RXLPPZP (X, jede
Aminosaure; Z, Leu oder Arg), Liganden der Klasse 2 die Sequenz XPPLPXR (Feng et al.,
1994). Durch Aufklérung der Kristalstrukturen mehrerer SH3-Doménen in Komplex mit
prolinreichen Peptiden und Proteinen wurde der Mechanismus der SH3-Ligandenbindung
weitestgehend aufgeklart (Musacchio et al., 1992; Yu et al.,1994; Lee et al., 1996). Neben ihrer
strukturellen Rolle as Liganden-Bindungsdomane besitzt die SH3-Domane eine wichtige
regulatorische Funktion in Signalproteinen. In Src-Rezeptor-Tyrosinkinasen inhibiert sie im
Zusammenspiel mit der SH2-Domane die enzymatische Aktivitét der C-terminalen Kinase-
Domane. Wahrend die SH2-Doméne an das C-terminale Phosphotyrosin bindet, interagiert die
SH3-Domane mit einem untypischen Klasse 2-dhnlichen Polyprolin-Motiv der Linkerregion
zwischen der SH2 und der Kinase-Domane. (Sicheri et al., 1997; Xu et al., 1997 ; Moarefi et
al., 1997). Durch intramolekulare Bindung der SH3- und SH2-Doménen an die Kinase-Domane
umgebende Sequenzen wird die Kinase-Aktivitét reprimiert. Liganden-Bindung an die SH3-
Domaéne fuhrt zur Aufhebung der intramolekularen Interaktion mit der Linkerregion und zu
einer Reaktivierung der Kinase-Aktivitat.

Im Gegensatz zu den Signalproteinen ist die Funktion der SH3-Doméne in MAGUKSs noch
nicht ausreichend erforscht. Bisher wurde mit der Kainatrezeptor-Untereinheit KA2 erst ein
Bindungspartner der SH3-Doméne von SAPI0/PSD-95 identifiziert (Garcia et al., 1998). Die
charakteristische Anordnung der SH3-Domaéne in direkter Nachbarschaft zur GK-Domaéne in
MAGUK-Proteinen kann ein Hinweis dafir sein, dal3 in diesen Proteinen ein ahnlicher

intramolekularer Regulationsmechanismus existiert.

1.3.2.3 GK-Doméne
Die C-terminade GK-Domane der MAGUK-Proteine besitzt eine hohe Sequenzahnlichkeit zu

den authentischen, kleinen Guanylatkinasen von Saugern. Der Sequenzvergleich mit
enzymatisch aktiven Guanylatkinasen zeigt jedoch, dal3 die GK-Doméane der MAGUK-Proteine
in den Motiven der Substratbindungsregion zum Tell signifikant von den Enzymen abweicht
(siehe Abb. 1.7). Auch Mitglieder der verschiedenen Subfamilien untereinander zeigen eine
auffalige Divergenz insbesondere in der ATP-Bindungsregion, dem P-Loop. Wahrend die p55-
dhnlichen und die Lin-2-dhnlichen MAGUK-Proteine auf den ersten Blick vollstandig
konservierte ATP- und GMP-Bindungsregionen zu besitzen scheinen, sind in dem P-Loop von
Dlg- und ZO-1-8hnlichen MAGUK-Proteinen drei Aminosauren deletiert. Im Vergleich zu den
Dlg-ghnlichen MAGUKs fehlen der Gruppe ZO-1-éhnlicher MAGUKSs dariiberhinaus

essentielle Reste zur Bindung von GMP. Aufgrund der strukturellen Abweichungen von
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authentischen Guanylatkinasen, insbesondere des Fehlens von fir die Katalyse essentiellen
Aminosauren mul3 eine enzymatische Funktion der MAGUKSs in Frage gestellt werden. Von
den bisher untersuchten MAGUK-Proteinen konnte auch einzig in rekombinant in Bakterien
Uberexprimiertem GST-p55 Fusionsprotein eine schwache katalytische Guanylatkinase-
Aktivitét nachgewiesen werden. Diese war jedoch um den Faktor 190 schwécher als jene von

Sauger-Guanylatkinasen (Marfatia und Chisti, 1995).
P-Loop

v A VAR v4
RETL@HGVGERHIKNTIIHRHENREAYPIPHPPEKDIVDEHIYW N[EOM

LIN2A-GK 1

hCASK-GK 1 NRETIRVLEAHGVGIRHIKNTH I TKHEDRIGAY P PHIMNRP PSR DI ENEINF VIS - HEOM
pP55-GK 1 NYRETING I€ASGVGESHIKNARLSONEEKIGVY P P Yy P PEK SIE DS EFHIgIES - TIZEM
SAP97-GK 1 NTEPARILEP - - - MIEDRYNDDI#I SEFEDKIFCS C PHIR P KiEiD vigv D@ R DF{HIG AL SRIZOM
D1lg-GK 1 NTEPARILEP - - - LIEDRINDDI#I SEYEDKIFCS )l PHIg P K E vigv D@ R DF{HIG/E SRIZQM
GUK1 1 sﬁp-slpsGTGEST.LKKEFAEYEDS.GFSWSsTPEAGEVN@ED.NW VEEF
consensus 1M TTR E G YF

A 4 \vd 4 Ow
LIN2A-GK 60 MADMONNEMHYETHEESM{EIKLEJRRINGHK SGK I Al EPBATRVIIR - TAEYSPFV
hCASK-GK 60 MQDMSNNEMMIYESHEDAMMYEIKLEJREIKIHEQGL I A§lR)YEPBANIVIIR - TAEFAPFV
pP55-GK 60 TRNMSANEZHIFESYQCNMEIKFEIRZIONHKONK I ARSBSIE PO TIFINI R - TAELSPFI
SAP97-GK 58 EKDEQEHKIZHBACQYNNHL €S VOEIANAEKGKHCIil|SGNAKRIIO - IAQLYPIS
D1lg-GK 58 ERDEQNHLIZSACQYNDNL €S VARSI ENAEKGKHCIilSGNARKRIIO - VAQLYPVA

GUK1 60 KSMEKNNEZEWAQFSCNYI{EE TVARIIONSKSGK T CilsiDMO GRS /KA PELNARF
consensus 61 I E G LD K

LIN2A-GK 118 [ EMAAPNLQGMQDPD------- GSLEKLLNESDVLRQA[JGHL - - FDFIFITNSD#SDTIA
hCASK-GK 118 || BMAAPTITPGLNED------- ESLQRLQKESDILQRTMAHY - - FDLTH| INNEFESETIR
pP55-GK 118 | BMAPTDQOG---TQT------- EALQQLQKDSEATIRSQNAHY - - FDLSEVNNGBETLK
SAP97-GK 116 [i gKPKSMENIMEMN- - KRLTDEQARKTFERAVRLEQEJTEH - - FTAIJOGDTI®IDIYN
D1lg-GK 116 || EKPKSVDSVMEMN - -RRMTEEQAKKTYERAIKMEQESGEY - - FTGVJUQGDTIZEIYS
GUK1 119 | BAPPSVEDLKKRLEGRGTETEESINKRLSAAQAELANMAETGAHDKVEIVNDDMBKAYK
consensus 121 FI

LIN2A-GK 168 Qﬂ ERLVEKLPAYPQWLPVTWVY
hCASK-GK 168 Hﬂ EEAVELVCTAPQWVPVSWVY

p55-GK 165 K QEAFDQACSSPQWVPVSWVY
SAP97-GK 171 Q) KQIIEEQSGPYIWVPAKEKL
D1g-GK 171 K KSMIWSQSGPTIWVPSKESL
GUK1 178 El KDFIFAEK------------

consensus 181

Abb. 1.7 Sequenzvergleich von GK-Doménen verschiedener MAGUK-Proteine. Der P-Loop ist das ATP-
Bindungsmotiv, welches mit dem B- und y-Phosphat des Substrats ATP interagiert. Aminosduren, die mit dem
Guaninring (¥), der Phosphatgruppe (v) von GMP und dem komplexierten Mg?*-lon (O) interagieren, sind
markiert. Die Konsensus-Sequenz gibt digjenigen Aminosduren an, die in allen dargestellten Sequenzen konserviert
sind. Schwarze Box, identische Aminoséuren; graue Box, konservative Substitutionen.

Als GST-Fusionsproteine aus Bakterien aufgereinigte DIg-dhnliche MAGUK's SAP90, SAP97
und hDIg sind hingegen enzymatisch inaktiv (Kistner und Garner, 1995; Kuhlendahl et al.,
1998). Darlberhinaus wurde in weiteren Arbeiten gezeigt, da3 SAP97 den Verlust der

Guanylatkinase in S. cerevisiae in vivo nicht komplementieren kann (Kuhlendahl et al., 1998;
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Spangenberg, 1997). Die physiologische Bedeutung der Guanylatkinase-Aktivitét von p55 ist
bisher nicht bekannt. Einiges spricht jedoch dafir, dal3 die hypothetische schwache
Guanylatkinase-Aktivitat fur die Funktion der p55-ahnlichen MAGUK-Proteine von eher
untergeordneter Rolle ist. So konnten Hoskins et al. (1996) beispielsweise zeigen, dal? eine
Mutante von Lin-2, in der mehrere an der Bindung von GMP beteiligte hochkonservierte
Aminosauren in der GK-Doméne ausgetauscht wurden, weiterhin wéahrend der vulvalen
Differenzierung in C. elegans funktionell blieb.

Die Entdeckung von Bindungspartnern der GK-Domane von SAP90/PSD-95 und weiteren
Mitgliedern der Dlg-&hnlichen Subfamilie fuhrte zu einer vollkommen verénderten Definition
ihrer Rolle in MAGUK-Proteinen. Zu diesen Interaktionspartnern zéhlen die Mitglieder der
GKAP/SAPAP/DAP1 Familie, die durch Hefe-Zwei-Hybrid-Screen als spezifische
Bindungsproteine der GK-Doméane von SAPO0/PSD-95 von drei Forschungsgruppen
unabhangig identifiziert wurden (Kim et al., 1997; Takeuchi et al., 1997; Satoh et al., 1997).
Alle Mitglieder sind im postsynaptischen cortikalen Cytoskelett neuronaler Zellen lokalisiert
und haben wahrscheinlich ebenfalls die Funktion von GerUstproteinen, welche ihrerseits
makromolekulare Komplexe mit dem Cytoskelett oder cytosolischen Signalproteinen
verknupfen. Weitere Bindungspartner der GK-Doméne von MAGUK-Proteinen der Dlg-
ahnlichen Subfamilie sind das an Mikrotubuli dendritischer Zellen assoziierte Protein MAP1A
(Brenman et al., 1998) und das im Sdugerhirn lokalisierte Protein BEGAIN (Deguchi et al.,
1998), dessen Funktion bisher noch ungeklart ist. Die Entdeckung von Interaktionspartnern der
GK-Doméne |&3t den Schluf3 zu, dal? diese in MAGUKSs eine evolutive Veranderung vollzogen
hat, in deren Verlauf sie ihre urspriinglich enzymatische Funktion verloren und sich zu einer

Domane mit struktureller Funktion entwickelt hat.

1.3.3 Funktion von MAGUKs am Beispiel von CASK und PSD-95

Die bisherigen Kenntnisse weisen auf eine duale Funktion von MAGUK-Proteinen hin.
Einerseits scheinen sie durch Interaktion mit Komponenten des Cytoskeletts und
Zelladhésionmolekilen eine wichtige Funktion in der Stabilisierung der Zellstruktur und der
Aufrechterhaltung der Morphologie von Zell-Zell-Kontaktstellen zu spielen. Andererseits
gewdhrleisten sie durch Aggregation und Lokalisation von Rezeptoren und lonenkanélen, sowie
Signalproteinen, die effiziente Signaltransduktion an diesen speziellen Kontaktstellen.
Exemplarisch fur die Funktion von MAGUK -Proteinen kann die synergistische Rolle von PSD-
95/SAP90 und rCASK an Synapsen des zentralen Nervensystems der Ratte angesehen werden.

Bede MAGUKs  binden mit ihren PDZ-Doménen Neuronen-spezifische
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Transmembranproteine: CASK bindet an Neurexine und PSD-95 an Neuroligine (Hata et al.,
1996; Irie et al., 1997). Durch Interaktion der extrazelluldren Domanen von Neurexinen und
Neuroliginen werden neuronale Kontaktstellen gebildet und stabilisiert (Nguyen und Sidhof,
1997).

Auf Grundlage der Kenntnisse der Funktion der beiden MAGUK-Proteine CASK und PSD-95
als Adapterproteine in der Bildung von makromolekularen Komplexen an diesen neuronalen
Kontaktstellen entwickelten Stdhof und Mitarbeiter ein Modell, welches zu einem besseren
Verstandnis der synaptischen Plastizitét flhrte (siehe Abb. 1.8; Butz et al., 1998). Demnach
rekrutiert rCASK mit seiner N-terminalen CaMKII-Doméne das am Vesikeltransport beteiligte
Protein Mint-1 und bindet mit der nachfolgenden Doméane an das Protein Veli, welches ein

potentieller Bindungspartner von Rezeptor-Tyrosinkinasen ist.

@ [ | Veli (LIN-7)

CASK (LIN-2)
Mint1 (LIN-10)

| PTB

praesynaptisch

B-Neurexin
NMDA-Rezeptor  K*-Kanal

postsynaptisch

Abb. 1.8 Modell der Funktion von CASK und PSD-95 an Synapsen. Durch Rekrutierung und Bindung von
intrazelluldren und Transmembranproteinen tragen CASK und PSD-95 zur Ausbildung der asymmetrischen
Morphologie an den neuronalen Kontaktstellen bei. Veli- und Mint-1 sind die Sdugerhomologen von Lin-7 und
Lin-10 aus Caenorhabditis. Der Lin-2/Lin-7/Lin-10-Komplex ist konserviert von Nematoden bis zu Sdugern. Der
NMDA-Rezeptor konkurriert mit dem K*-Kanal um die Bindung an die zweite PDZ-Doméne von PSD-95. Im
Gegensatz zu dem présynaptischen Komplex ist der terndre Komplex aus PSD-95, NMDA-Rezeptor und K*-K anal
experimentell nicht bewiesen. Die C-Termini beider MAGUKSs liegen frei vor und kdnnen mit cytoskeletalen
Proteinen interagieren (veréndert nach Butz et al., 1998).

In Analogie zur Funktion von CASK auf der présynaptischen Seite rekrutiert PSD-95 mit der
ersten und zweiten PDZ-Domane NMDA-Rezeptoren und K*-Kanale auf der postsynaptischen
Seite. Uber die Neurexin-Neuroligin-Wechselwirkung werden die Komplexe auf der pra und

postsynaptischen Seite der Synapse verankert. Die C-terminalen Doménen SH3, U5 und GK
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beider MAGUK-Proteine liegen frel vor und konnen ihrerseits durch Interaktionen mit
Komponenten des Cytoskeletts den Komplex an der Plasmamembran mit dem Cytoskelett
verknipfen. Nach diesem Modell snd MAGUK-Proteine direkt an der Bildung der
asymmetrischen Morphologie von Synapsen beteiligt (Butz et al., 1998).

Die bisherigen Kenntnisse von MAGUK-Proteinen deuten auf eine wichtige Funktion der
Proteine als Organisatormolekile makromolekularer Komplexe an speziellen Zell-Zell-
Kontaktstellen hin, dennoch ist der zugrundeliegende molekulare Mechanismus zum grof3en
Teil noch unbekannt. Die Prasenz von Doménen mit urspringlich enzymatischen Funktionen
zusétzlich zu bekannten Protein-Protein-Interaktionsdomanen weist den MAGUK-Proteinen
eine Sonderrolle unter den bisher bekannten Gerustproteinen, wie z.B. InaD zu. Auch wenn
MAGUK-Proteine enzymatisch nicht mehr aktiv sind, kénnten sie dennoch durch Bindung der
urspringlichen  Substratmolekile regulativ in  Stoffwechselwege eingreifen. Es ist
beispiel sweise vorstellbar, dal3d MAGUK-Proteine durch Bindung von Nukleotiden die Funktion
von Komponenten des Signal-Stoffwechsels modulieren. Auf eine potentielle regulatorische
Funktion der GK-Domane wurde bereits in friheren Arbeiten an DIg hingewiesen (Hough et
al., 1997). Deletionen der gesamten GK-Domaéne sowie der letzten 32 Aminosduren von Dlg
fuhrten beide zu einem Defekt in der Zusammenlagerung neuromuskulérer Verbindungen und
zu einem Verlust der Proliferationskontrolle epithelialer Zellen. Jedoch waren die Phanotypen
unterschiedlich stark ausgepréagt, wobel unerwarteterweise die Deletion der gesamten GK-
Doméne in dig*™? eher dem Wildtyp entsprach, als die C-terminale Verkiirzung in dig®. Hough
et al. (1997) folgerten aus diesen Beobachtungen, dal3 die GK-Domane eine negativ
regul atorische Rolle innerhalb des MAGUK-Proteins besitzt, infolgedessen sie die Funktion N-
terminaler Doménen in Dlg inhibiert, was zu dem Verlust der Proliferationskontrolle in den
tight junctions epitheliadler Zellen fihrt. Sollte sich die Hypothese der regulatorischen
Funktionen einzelner Doméanen innerhalb der MAGUK-Proteine bestétigen, so ergédbe sich
daraus weiterfihrend die Frage, ob diese die intermolekularen Interaktionen der einzelnen
Doménen mit ihren Bindungspartnern beeinfluf3en. In Analogie zu der Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen wéare es moglich, da3 auch in MAGUK-Proteinen eine intramolekulare
Interaktion der SH3 und GK-Domaéne vorliegt und dal3 dadurch die Zuganglichkeit fir etwaige
Bindungspartner in trans, z.B. GKAP, reguliert wird.
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1.4  Zielsetzung

Die derzeitigen Kenntnisse der Struktur- und Funktion von Guanylatkinasen basieren beinahe
ausschliefdlich auf dem Hefeenzym. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war deshalb die
biochemische und kinetische Charakterisierung von weiteren Guanylatkinasen anderer
Organismen, unter ihnen Enzyme aus Saugern und einer Pflanze. Darlberhinaus sollten die
Voraussetzungen fur die Auflosung der Kristallstruktur, insbesondere der therapeutisch
relevanten Guanylatkinase des Menschen, geschaffen werden. Zu einem weiteren Verstandnis
der Funktion der Guanylatkinase in vivo sollten kinetische Untersuchungen an natirlich
vorkommenden Mutanten der Hefe-Guanylatkinase beitragen.

Ein zweiter Schwerpunkt dieser Arbeit hatte zum Ziel eine hypothetische regulatorische
Funktion der GK-Doméne in Membran-assoziierten Guanylatkinasen zu identifizieren. Hierzu
sollten zunéchst die GK-Doménen der zwei strukturell unterschiedlichen Vertreter dieser
Proteinfamilie SAP97 und hCASK rekombinant aus E. coli aufgereinigt und anschlief3end
biochemisch charakterisiert werden. Unter der Voraussetzung, dal3 die GK-Doménen beider
Proteine katalytisch nicht aktiv sind, sollte in einem weiteren Schritt die Nukleotidbindungs-
Eigenschaften dieser MAGUKSs untersucht und mégliche Liganden identifiziert werden. Zur
Aufklarung einer hypothetischen intramolekularen Regulation der GK-Doméne durch sie
umgebende Sequenzen (SH3, HOOK und C-Terminus) sollte versucht werden durch Ersatz der
GK-Doméne gegen die authentische Hefe-Guanylatkinase in C-terminalen Konstrukten von
SAP97 ein Sensormolekil zu konstruieren. Das Ziel weiterer biophysikalischer Ansdtze war es
einerseits, die Rolle der physiologisch relevanten letzten Aminosduren des C-Terminus von
SAP97 und andererseits den Einfluf von zuvor identifizierten Liganden auf die Konformation
der C-terminalen SAP97-Fusionskonstrukte zu untersuchen.

In einem dritten Schwerpunkt dieser Arbeit sollte auf Basis des Modell-Systems Hefe die
Grundlage fur ein in vivo-Selektionssystem geschaffen werden, das es auf relativ einfache
Wel se gestattet, Proteine mit Guanylatkinase-Aktivitét zu finden.
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2 Material
2.1  Escherichia coli-Stamme
Stamm Merkmale Quelle
XL1-Blue F::Tn10/proA'B’lacl® A(lacZ)M15/recAl endAl Bullock et al., 1987
gyrA96(Nal") thi-, hsdR17 (r« mg") supE44 relAl lac
DH5¢; F/endAl hsdR17(r mk") SUpE44 thi-1 recAl gyrA Gibco BRL
(Nal") relAl A(lacZYA-argF) U169 (m80lacZAM15) (Eggenstein)
BL21(DE3) F ompT [lon] hsdS: (rg” mg’; €in E.coli B-Stamm) mit Studier et al., 1990
DES, ein [ 1-Prophage, der das T7-RNA-Polymerasegen
tragt
C41(DE3) Gleicher Genotyp wie BL21(DE3), mit reduzierter T7- Miroux und Walker,
RNA-Polymerase Aktivitét, 10fach geringere Menge an 1996
MRNA-Transkript
BL21- F ompT hsdS(rg” mg?) dem” Tet' galA/(DE3) endA Hte Strategene
Codon+(DE3) [argU ileY leuw Cam] (LaJolla)
2.2 Saccharomyces cerevisiae-Stamme
Stamm Merkmale Quelle
AG430 MATa/a, his3/his3, leu2/leu2 Konrad, 1992
AG430AGUK1 MATa/a,, GUK1/gukl::HIS3, his3/his3, leu2/leu2 Konrad, 1992
AG430AADK1 MATa/a,, ADK1/adkl:: LEUZ2, his3/his3, leu2/leu2 Konrad, 1988
AG215AADK1 MATa, adkl::LEU2, his3, leu2 diese Arbeit
AH215ANDK1 MATa, ndk1::KAN®, his3, leu2 diese Arbeit
AGH430AADK1/ | MATa/o., ADK1/adkl::LEU2, NDK1/ndk1::KAN®, diese Arbeit
ANDK1 his3/his3, leu2/leu2
PLY 122 MATa, leu2, lys2, ura3 Lecoqg et al., 2000
129 MATo., bra3-1(=gukl-1), his3, leu2, lys2, ura3 Lecoq et al., 2000
123 MATo., bra3-2(=gukl1-2), his3, leu2, lys2, ura3 Lecoq et al., 2000
220 MATa, bra3-3(=guk1-3), leu2, lys2, ura3 Lecoqg et al., 2000
239 MATo., bra3-4(=guki1-4), leu2, lys2, ura3 Lecoq et al., 2000
AGP430 MATa/o, GUK1/guk1-3, NDK1/ndk1:: KANR, his3/HIS3, diese Arbeit
LEU2/leu2, LYS2/lys2, URA3/ura3
YNS3-7A MATa, ochl::LEU2, mnnl, leu2, ura3, hisl, his3 Shimmaet al., 1997
NE759-11A MATa, gukl(nes25-1), leu2, ura3, ade8, his3 Shimmaet al., 1997
RC989 MATa, barl-1, sst2-1, leul, trp5, ade2, canl H. Riezman, Basel
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2.3 Plasmide
Escherichia coli-Vektoren:
Plasmid Beschreibung Quelle

Vektoren
pJC20 Expressionsvektor Closetal., 1990
pJC20[HisN] Expressionsvektor T. Schille, Géttingen
pJC20[HisC] Expressionsvektor T. Schille, Géttingen
pGEX-KG Expressionsvektor S. Albert, Géttingen
pGEX-RB Expressionsvektor R. Brundiers, Géttingen
pMAL-c2 Expressionsvektor New England Biolabs (Schwalbach)
Guanylatkinasen
pJC20-GUK1 Expressionsvektor T. Schille, Géttingen
PFL61-AGUK1 Expressionsvektor Kumar et al., 2000
pJC20[HisN]-GUK1 Expressionsvektor T. Schille, Géttingen
pJC20[HisN]-GUK1.1(ANdel) Expressionsvektor T. Schiile, Gottingen
pJC20[HisN]-GUK1.1(ANdel )(E69Q,D100N) Expressionsvektor T. Schiile, Géttingen
pJC20[HisC]-GUK1.1(nes25-1) Expressionsvektor diese Arbeit
pJC20[HisC]-GUK1.1(ANdel) Expressionsvektor T. Schiile, Gottingen
pJC20[HisC]-GUK1.1(ANdel )(P10L) Expressionsvektor diese Arbeit
pJC20[HisC]-GUK1.1(ANdel )(G12S) Expressionsvektor diese Arbeit
pJC20[HisC]-GUK1.1(4Ndel )(R132K) Expressionsvektor diese Arbeit
pJC20[HisC]-hGUK Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pJC20[HisC]-mGUK Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pGEX-2TN-GUK1 Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-hGUK Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-mGUK Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-AGUK1 Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-AGUKZ1(NC) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-AGUK?2 Expressionsvektor diese Arbeit
PMAL-c2.1(ANdel)-HsTK Expressionsvektor R. Brundiers, Géttingen
PMAL-c2-AGUK1 Expressionsvektor diese Arbeit
PMAL-c2-AGUK1(NC) Expressionsvektor diese Arbeit
PMAL-c2-AGUK?2 Expressionsvektor diese Arbeit

Guanylatkinase-Homologe

pBluescriptll KS(+)

Klonierungsvektor

Stratagene, La Jolla, USA

pBluescriptll KS(+)-SAP97

Klonierungsvektor

C.C. Garner, University of Alabama at

Birmingham, USA
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pCR2.3-hCAK Klonierungsvektor Cohen et al., 1998
pJC20-SAP97-GK(+22N) Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pJC20-SAP97-GK(P-Loop) Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pJC20[HisC]-SAP97-GK (+ 22N) Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pJC20[HisC]-SAP97-GK (P-Loop) Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pJC20[HisC]-SAP97(AGK) Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pJC20[HisC]-GUK1%" Expressionsvektor Spangenberg, 1997
pGEX-KG-SAP97(AGK) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-SH3/GK1(560-911) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-SH3/GK2(575-911) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-SH3/GK3(582-911) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GK1(AC)(560-899) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GK2(AC)(575-899) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GK3(AC)(582-899) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-GK Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop, ST) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S, Expressionsvektor diese Arbeit
S100D)
pGEX-RB-GU/97C Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GUK1(560-918) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-SH3/GUK?2(575-918) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GUK?3(582-918) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GUK1(AC)(560-906) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-SAP97-SH3/GUK2(AC)(575-906) Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-SAP97-SH3/GUK(AC)(582-906) Expressionsvektor diese Arbeit
pGEX-RB-GUK1* Expressionsvektor diese Arbeit
PGEX-RB-hCASK-GK* Expressionsvektor diese Arbeit
pPGEX-RB-hCASK-GK Expressionsvektor diese Arbeit
pGHEB-GKAP Expressionsvektor | C.C. Garner, University of Alabama at
Birmingham, USA
Saccharomyces cerevisiae - Pendelvektoren:
Plasmid Beschreibung Quelle

YEp512N

2u-Expressionsvektor GAL 10-
Promoter, LEU2-Markergen

T. Schille, Géttingen

Y Ep512N-GUK1

2u-Expressionsvektor GAL 10-
Promoter, LEU2-Markergen

T. Schille, Géttingen
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Y Ep512N-hGUK 2u-Expressionsvektor GAL 10- M. Black, Darwin Molecular Corp.,
Promoter, LEU2-Markergen Washington, USA
Y Ep512N-mGUK 2u-Expressionsvektor GAL 10- M. Black, Darwin Molecular Corp.,
Promoter, LEU2-Markergen Washington, USA
Y Ep512N-AGUK1(137-330) 2u-Expressionsvektor GAL 10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
YEp512N-S.c.ADK1 2u-Expressionsvektor GAL10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
Y Ep512N-H.s.AK 2u-Expressionsvektor GAL10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
Y Ep512N-SAP97-GK 2u-Expressionsvektor GAL10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
Y Ep512N-SAP97-GK(P-Loop) 2u-Expressionsvektor GAL 10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
Y Ep512N-SAP97-GK(P-Loop, 2u-Expressionsvektor GAL 10- diese Arbeit
ST, P34S, S100D) Promoter, LEU2-Markergen
Y Ep512N-GU97C 2u-Expressionsvektor GAL10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
Y Ep512N-hCASK-GK 2u-Expressionsvektor GAL10- diese Arbeit
Promoter, LEU2-Markergen
pCM 189(URA3) CEN, ADH1(tetO;)-Promoter, Gari et al., 1997
URA3-Markergen
pCM 189-GUK1(URA3) CEN, ADH1(tetO;)-Promoter, diese Arbeit
URA3-Markergen
pCM189(LEU2) CEN, ADH1(tetO;)-Promoter, diese Arbeit
LEU2-Markergen
pCM 189-GUK1(LEU2) CEN, ADH1(tetO;)-Promoter, diese Arbeit
LEU2-Markergen
pCM 189-GUK1(K15R) CEN, ADH1(tetO;)-Promoter, diese Arbeit
LEU2-Markergen
pCM 189-GUK1(E69Q, D100N) CEN, ADH1(tetO;)-Promoter, diese Arbeit
LEU2-Markergen
PUL9(LEU2-KAN®) Marker Swap Plasmid Cross, 1997
(URA3—LEU2)
pUG6 mit loxP-kanMX-loxP-K assette Guldener et al., 1996

2.4  Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden bei der Firma NAPS in Gottingen in Auftrag gegeben. Es
wurde in aller Regel ein Synthesemal3stab von 0,05 — 0,2 umol gewahlt.

Bez. Sequenz des Oligonukleotids Zweck
Vektoren
OSP7 5°-CGT AAT ACG ACT CAC TAT AG-3~ T7-Primer
OSP8 5°-GAG TCG AAG GAA AGC CCG-3~ OT-Primer
OSP10 5°-GGG CTG GCA AGC CAC GTT TGG TG-3~ pGEX -5 -Primer
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OSP11 5°-CCG GGA GCT GCA TGT GTC AGA GG-3~ PGEX-3"-Primer
OSP40 5°-CGC AGA CTA ATT CGA GCT CG-3~ PMAL-5 -Primer
OSP41 5°-GCG ATT AAG TTG GGT AAC GC-3~ PMAL-3 -Primer
Guanylatkinasen
OSP116 5°-GGG CCC CAT ATG TCC CGT CCT ATC GTA | GUK1-Ndel-5
ATT TCT GG-3~
OSP117 5°-CGC GGA TCC TCA TTT TTC TGC AAA GAT | GUK1-Baml-3
AAA ATC C-3°
OSP118 5°-CGC GGA TCC TTT TTC TGC AAA GAT AAA | GUK1-Bamll-3
ATC C-3~
OSP108 5°-CGG GAT CCA TGT CCC GTC CTA TCG TAA | GUK1-BamHI-5
TTT C-3°~
OSP109 5°-AAC TGC AGT CAT TTT TCT GCA AAG ATA | GUK1-Pstl-3
AAA TC-3°
OSP38 5°-CAA GCT GAA TTG GCA TAC GCT GAG ACA | GUK1(ANdel)-5
GGT GCC C-3~
OSP39 5°-GGG CAC CTG TCT CAG CGT ATG CCA ATT | GUK1(ANdelanti)-3°
CAG CTT G-3~
OSP99 5°-GGA ATT CCA TAT GTC CCG TCC TAT CGT | GUK1(P10L)-Ndel-5
AAT TTC TGG CTT AAG TGG TAC AGG-3~
OSP37 5°-GGA ATT CCA TAT GTC CCG TCC TAT CGT | GUK1(G12S)-Ndel-5
AAT TTC TGG CCC AAG TAG TAC TGG TAA ATC
TAC-3"~
OSP53 5°-GGA ATT CCA TAT GTC CCG TCC TAT CGT | GUK1(K15R)-Ndel-5
AAT TTC TGG CCC AAG TGG TAC AGG TCG GTC
TAC ACT G-3°~
OSP102 5°-CGA GGA TTT GAA AAA AAA GCT TGA AGG | GUK1(R132K)-5
TAG AGG TAC GG-3~
OSP103 5°-CCG TAC CTC TAC CTT CAA GCT TTT TTT | GUK1(R132K)-3
TCA AAT CCT CG-3~
OSP15 5°-GGA ATT CCA TAT GTC GGG CCC CAG GCC hGUK-Ndel-5
TGT GG-3~
OSP16 5°-CGC GGA TCC GGC GCC GGT CCT TTG AGC hGUK-Baml|-3’
TTT C-3°~
OSP16a 5°-CGC GGA TCC TTA GGC GCC GGT CCT TTG | hGUK-Baml-3
AGC TTT C-3~
OSP17 5°-GGA ATT CCA TAT GGC AGG ACC TAG GCC | mGUK-Ndel-5
AGT AG-3~
OSP18 5°-CGC GGA TCC GGC GTG GCC AGT TCC CTG | mGUK-Bamll-3°
TGC-3"~
OSP18a 5°-CGC GGA TCC TTA GGC GTG GCC AGT TCC | mGUK-Baml-3°
CTG TGC-3~
OSP47 5°-GGA ATT CCA TAT GGG AGA AGC TCC AGC | AGUK1-Ndel-5
AGT ATT AG-3~
0SP48 5°-CGC GGA TCC CTA GAA CTT AAT GGC GTC G- | AGUK1-Baml-3
3-
OSP42 5°-GGA ATT CCA TAT GGA GAA GCC TAT TG-3~ AGUK 1(137N)-Ndel-5°
OSPs2 5°-CGC GGA TCC TCA TTC TAC ACC ATT G-3~ AGUK 1(330C)-Baml-3
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OSP49 5°-GGA ATT CCA TAT GGG AGA AGC ACC AGC | AGUK2-Ndel-5
TTT C-3~

OSP50 5°-CGC GGA TCC TCA ACT GGA CTT AAC CGT | AGUK2-Baml-3°
GTC C-3~

Guanylatkinase-Homologe

OSP12 5°-GGA ATT CCA TAT GCC GGT CCG GAA GCA | SAP97-PDZ1-3/SH3-Ndel-5
AG-3~

0OSP13 5°-CGC GGA TCC ATA ATT AAC TTC TTG CTG | SAP97-PDZ1-3/SH3-Baml-3
ATT-3"

OSP4 57-CCT GAC AAA TTT GGC AGC TGT GTC CCT C- SAP97-GK (ABamHI)-5
3-

0OSP5 5°-GAG GGA CAC AGC TGC CAA ATT TGT CAG G- | SAP97-GK(ABamHlanti)-3
3-

oSP2 5°-GGA ATT CCA TAT GTC AAA AGG TGG TCA | SAP97-GK(+22N)-Ndel-5
AGA AGA ATA-3~

OSP3 5°-GGA ATT CCA TAT GAC CCG ACC AGT CAT | SAP97-GK-Ndel-5
CAT ATT AG-3~

OSP1 5°-CGC GGA TCC AGA CTG CTC TTC TAT GAT | SAP97-GK-Bamll-3’
CTG CTT-3~

0SP25 5°-CGC GGA TCC TCA AGA CTG CTC TTC TAT | SAP97-GK-Baml-3’
GAT CTG CTT-3~

OSP115 5°-CGC GGA TCC TCA TAA TTT TTC TTT TGC-3~ | SAP97-GKW-Baml-3’

OSP6 5°-GGA ATT CCA TAT GAC CCG ACC AGT CAT | SAP97-GK(P-Loop)-
CAT ATT AGG ACC TAG TGG TAC AGG TAA AGA ;
CAG AGT AAA TG-3~ Ndel-5

OSP74 5°-GGA ATT CCA TAT GAC CCG ACC AGT CAT | SAP97-GK(D16S, R17T)-
CAT ATT AGG ACC TAG TGG TAC AGG TAA ATC ;
TAC AGT AAA TGA TG-3~ Ndel-5

OSP97 5°-GGC AGC TGT GTC TCT CAT ACA ACT AG-3~ SAP97-GK (P349)-5°

0OSP98 5°-CTA GTT GTA TGA GAG ACA CAG CTG CC-3~ SAP97-GK (P349)-3

OSP95 5°-CCT TGA TGT CGA CGG AAA TGC C-3~ SAP97-GK (S100D)-5

OSP96 5°-GGC ATT TCC GTC GAC ATC AAG G-3~ SAP97-GK (S100D)-3

OSP110 5°-GGA ATT CCA TAT GCG GGA GAC GAT GAT G- | SAP97-SH3/GK1-Ndel-5
3-

OSP111 5°-GGA ATT CCA TAT GCT CCG AAC CAG C-3° SAP97-SH3/GK 2-Ndel -5

OSP112 5°-GGA ATT CCA TAT GTC CCT CTA TGT CAG-3~ | SAP97-SH3/GK3-Ndel-5

OSP113 5°-CAG CAA GAA GTT AAT TAT TCC CGT CCT | SAP97-SH3/GUK1-5
ATC GT-3~

OSP114 5°-ACG ATA GGA CGG GAA TAA TTA ACT TCT | SAP97-SH3/GUK1-3
TGC TG-3~

OSP9 5°-CGC GGA TCC TAA TTT TTC TTT TGC TGG | GUK1W-Bamll-3
GAC CCA GAT GTA AGG ACC TTT TTC TGC AAA
GAT AAA ATC-3~

OSP125 5°-AGT GTT TCA TCC ACA ACT AGA CC-3~ GU/97C-5

OSP126 5°-GGT CTA GTT GTG GAT GAA ACA CT-3~ GU/97C-3

OSP54 5°-GGA ATT CCA TAT GAG GAA AAC ACT AG-3~ hCASK-GK-Ndel-5

OSP59 5°-CGC GGA TCC CTA GCA CAC GAG CTC AAC | hCASK-GK-Baml-3

AG-3~7

26



Material und Methoden

OSP56 5°-CTT ACA GAG AAC GTA CGC ACA CTA CTT | hCASK-GK(ANdel)-5
CcG-3-

OSP57 5°-CGA AGT AGT GTG CGT ACG TTC TCT GTA | hCASK-GK(ANdelanti)-3
AG-3~

OSP127 5°-GGA ATT CCA TAT GCG GCT GGT ACA G-3~ hCASK-PDZ-SH3/GK -

Ndel-5

OSP128 5°-GGA ATT CCA TAT GCG GGG GAG TAT TAC-3~ | hCASK-SH3/GK1-Ndel

OSP130 5°-CCG GAA TTC CAT ATG AGA CAG TCC CCA | hCASK-SH3/GK2-Ndel-5
GC-3°

0SP8s 5°-CCA GAT GGT GTC CAG AGG GGC TTA GTA | NDK1-KANR-5
TCT CAA ATT CTA TCC AGC TGA AGC TTC GTA
ceC-3-°

OSP89 5°-CCA CTT AGC TTG ATT AGA TTC CCA ATC | NDK1-KANR-3
AAC TAA CTC TTC CAT AGG CCA CTA GTG GAT
CTG-3"

OSP90 5°-GTC TAG TCA AAC AGA AAG AAC-3~ NDK1-5

OSP91 5°-CAT TCA TAA ATC CAC TTA GC-3~ NDK1-3°

OSP92 5°-GGT AGC GTT GCC AAT GAT GTT AC-3~ KANR-5

OSP93 5°-GTA ACA TCA TTG GCA ACG CTA CC-3~ KANR-3"

2.5 Enzyme und Kits

[3-Glucuronidase/Arylsulfatase aus Helix pomatia von Boehringer (Mannheim)
Pfu-DNA-Polymerase und Pfx-DNA-Polymerase von Stratagene (La Jolla, USA)
Pwo-DNA-Polymerase von Boehringer (Mannheim)

AmpliTag-DNA-Polymerase von Roche (Branchburg, USA)

Zymolyase-6000 aus Arthrobacter luteus von Seikagaku Kogyo Company (Tokyo, Japan)
Lysozym von Serva (Heidelberg)

Lytikase (Grad: “partialy purified) aus Arthrobacter luteus von Sigma (Deisenhofen)
T4-DNA-Ligase und alkalische Phosphatase (aus Kéalberdarm) von Boehringer (Mannheim)
Restriktionsendonukleasen von Boehringer (Mannheim), New England Biolabs (Schwalbach) und
Promega (Heidel berg)

Pyruvatkinase und L actatdehydrogenase von Boehringer (Mannheim)

JETstar Plasmid Purification Kit von Genomed (Bad Oeynhausen)

QIAprep Spin Miniprep Kit von Qiagen (Dusseldorf)

QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen (Dusseldorf)

QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen (Dussel dorf)

QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit von Stratagene (La Jolla, USA)

Protein Refolding-Kit von Novagen (Madison, USA)

TA-Cloning Kit von Invitrogen (Carlsbad, USA)

ECL Western Blotting Detection Kit von Amersham-Buchler (Buckinghamshire, England)

2.6 Chemikalien und Medienzusatze

Es wurden handelsiibliche Chemikalien der Qualitétsstufe p.A. der Firmen J. T. Baker (Deventer,
Holland), Serva (Heidelberg), Merck AG (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) verwendet.
Zusétzlich wurden spezielle Chemikalien von folgenden Firmen bezogen:

Farbmarkierter Protein-Molekulargewichtsstandard (, Rainbow-standard‘) von Amersham Buchler
(Braunschweig) sowie Benchmark Protein Ladder von GibcoBRL (Karlsruhe)

Isopropyl-3-D-thiogal aktopyranosid (IPTG) von Biomol (llvesheim)

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP Master Mix) von Eurogentec (Seraing, Belgien)
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Adenosin-5"-Triphosphat (ATP), Nukleosidmonophosphate (NMPs), Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid (NADH), Phosphoenol pyruvat (PEP), reduziertes Glutathion und Rinderserumal bumin
(BSA) von Sigma (Deisenhofen)

[o*2P]ATP (3000Ci/mmol), [a*P]GTP (3000Ci/mmol), [*H]AMP (30Ci/mmol), [*H]cAMP
(28Ci/mmol), [*H]cGMP (12Ci/mmol) von ICN (Eschwege)

[*H]GMP von Hartmann (Géttingen)

Szintillationsfl Ussi gkeiten Filter-Count und Ultima Gold von Packard (Groningen, Niederlande)
Nickel-NTA-Harz von Qiagen (Dusseldorf)

Glutathion Sepharose 4B von Pharmacia Biotech (Freiburg)

Amylose-Harz von New England Biolabs (Schwalbach)

Flussiger Stickstoff von Messer/Griesheim (Kassel)

Agar Bacteriological, Select Pepton 140 und Select Y east Extract von GibcoBRL (Karlsruhe)

Y east Nitrogen Base w/o Amino Acids von Difco (Detroit, USA)

Ampicillin Natriumsalz von Appli Chem, Biolith Diagnostica (Gottingen), Geneticin G418 von
Calbiochem (Schwalbach), Doxycyclin und Kanamycin von Sigma (Dei senhofen)

Adeninsulfat und Uracil von Merck AG (Darmstadt)

Aminosauren (Adenin-Sulfat, L-Histidin, L-Leucin, L-Prolin, L-Tryptophan, Uracil) von Serva
(Heidelberg)

2.7 Verbrauchsmaterialien

Allgemeine Glaswaren von Schiitt (Gottingen)

Polypropylenréhrchen und Fal con-Tubes von Becton Dickinson (Heidelberg)

Reaktionsgefalie von Eppendorf (Hamburg)

Kulturschalen von Nunc (Wiesbaden) Reaktionsgefale von Eppendorf (Hamburg)
Elektroporationskivetten von Invitrogen (Carlsbad, USA)

Nitrocellulose-Membranfilter (2,5 cm, 0,45um) und Nylon-Membranfilter NY 13 Nitran von Schleicher
und Schuell (Dassel)

Rontgenfilme X-Omat AR von Eastman Kodak (Rochester, USA)

2.8 Gerate

Analytische Ultrazentrifuge Optima XL-A von Beckmann Instruments (Fullerton, USA)
Autoklav, Sanoclav von Wolf (Geislingen)

Brutschranke von Heraeus (Hanau)

Eppendorf-Thermomixer und Eppendorf-Tischzentrifuge 5415 von Schitt (Gottingen)
Elektroporationsgerét von Biorad (Richmond, USA)

Gleichgewichts-Dialysegerét EMD101B von Pharmacia (Freiburg)

Inkubationsschiittler von New Brunswick (Edison, USA)

Lumi-Imager mit Software Lumi-Analyst von Boehringer (Mannheim)

Mikromanipulator von Singer Instruments (Watchet, England)

Mikroskope von Leitz (Wetzlar) und Zeiss (Gottingen)

PCR-Gerét Hybaid Omn-E von MWG-Biotech (Ebersberg)

PCR-Gerét RoboCycler 40 Gradient von Stratagene (La Jolla, USA)

Photometer Uvikon 810 und 943 Double Beam UV/VIS Spectrophotometer von BIO-TEK (Neufahrn)
PA GE-Gel-Elektrophoresekammern, Mini-PROTEAN 3 Cell von Biorad (Richmond, USA)
Rontgenfilmentwicklungsmaschine Gevamatik 60 von AGFA Gevaert (Hannover)
Sterilbank von Heraeus (Hanau)

Szintillationszdhler 1500 Tri-Carb von Packard-Instrument Company (Meriden, USA)
Transilluminatoren (302 und 366nm) von Bachofer (Reutlingen)

Ultraschallgerét, Branson Sonifier Modell 250 von G. Heinemann (Schwab.-Gmiind)
Zentrifugen Sorvall RC-5B, RC-3B und Rotoren von DuPont Instruments (Bad Homburg)
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2.9 Lo6sungen und Puffer

Analytische Plasmidisolierung aus E. coli:

E1-L6sung: 50 mM
10 mM
100 pg/ml

E2-L 6sung: 1% (wiv)
02M

E3-L6sung: 5M

Gebrauchliche Puffer zur DNA-Analyse:

TE-Puffer: 10 mM

1mM

25 vol
24 vol
1 vol

Phenol/Chloroform-L dsung:

Natriumacetat-L 6sung: 3M

DNA-Auftragspuffer (10 x): 30 % (w/v)
0,25 % (W/v)
0,25 % (w/v)
05M
TAE-Puffer (20 x): 800 mM
400 mM

20 mM

10 mM
50 mM
10 mM
1mM

Dephosphorylierungs-Puffer (10x):

dNTP-Mix:

Klenow-Puffer (10x): 05M
0,1 M

1mM

Herstellung von kompetenten E. coli-Ze€llen:

LiAc-Losung: 02M
PEG-L6sung: 40 % (w/v)
0,1 M

TrisHCI, pH 8
EDTA
RNase
bei 4 °C lagern

SDS
NaOH

Kaliumacetat mit 5 M Essigsdure auf
pH 4,8 eingestel It

TrigHCI, pH 8,0
EDTA

Phenol, pH 8,0
Chloroform
Isoamylalkohol

Natriumacetat mit Essigsédure
auf pH 5,2 eingestel It

Ficoll (Typ 400)
Bromphenolblau
Xylencyanaol
EDTA, pH 8,0

Tris-HCI, pH 8,0
Natriumacetat
EDTA

Tris-HCI, pH 7,9
NaCl

MgC|2

DTT

je2,5mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP

Tris-HCI, pH 7,2
MgC|2
DTT

Lithiumacetat in TE-Puffer

PEG 6000
LiAc-Losung
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Herstellung von kompetenten S cerevisiae-Zellen:

Medium A: 10 mM

0,2%

L6sung B: 36 % (v/v)
12 % (viv)

12 mM

SDS-PAGE-Gelelektrophorese:

30% Acrylamid-Stamml 6sung: 30 % (w/v)

0,8 % (W/V)

Ammoniumpersulfat-L 6sung: 10 % (w/v)

4 x Tris-HCI-L6sung, pH 6,8: 05M
0,4 % (w/v)

4 x Tris-HCI-L6sung, pH 8,8: 15M

0,4 % (w/v)
SDS-Elektrophorese-Puffer (10x): 250 mM
19M
1% (w/v)
Féarbel 6sung: 50 % (v/v)
10 % (v/v)
40 % (v/v)
0,05 % (w/v)
Entfarbel 6sung: 5% (vIv)
7% (vIv)
88 % (v/v)
Lammli-Auftragspuffer (2 x): 01M
2 % (w/iv)
2% (vIv)
20 % (v/v)
0,002 %(w/v)

Western-Blot-Analyse:

Waschpuffer A: 1,37 mM
30 mM

60 mM

10 mM

15 mM
0,1% (v/v)
3%

MgSO4
Glukose
in LB-Medium

Glycerin

PEG 8000

MgSO4

in LB-Medium, pH 7,0; sterilfiltrieren

Acrylamid
N,N’"-Methylenbisacrylamid

Ammoniumpersulfat

Tris-HCI, pH 6,8
SDS
Losung bei 4°C lagern

Tris-HCI, pH 8,8
SDS

TrisBase
Glycerin
SDS

Methanol

Essigsaure

H,O

Coomassie-Blau R250

Methanol
Essigsaure
H,O

Tris/HCI, pH 6,8
SDS
[3-Mercaptoethanol
Glycerin
Bromphenolblau

NaCl

KCl
Na,HPO,
NaH,PO,
KH,PO,
Triton X-100
Milchpulver
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Transfer-Puffer:

20 mM
150 mM

20 % (v/v)

Aufreinigung von Histidin-Fusionsproteinen:

IPTG-Losung:

Puffer U:

Puffer W:

1M

0,05 mM
06M
10 mM

0,05M
03M
20mM

10 % (viv)

Aufreinigung von GST -Fusionsproteinen:

Glutathion-Elutions-Puffer:

PBS-Puffer (1x):

50 mM
10 mM

140 mM
2,7 mM
10 mM

1,8 mM

Aufreinigung von M BP-Fusionsproteinen:

MBP-Puffer:

AufschluB von S. cerevisiae-Zellen:

Aufschlul3-Puffer:

Alkalischer-Lyse-Puffer

NM P-Kinase-Assay:

Assay-Puffer (2x):

20 mM
200 mM
1mM

20mM
10 mM
1mM
5% (viv)
1mM
0,3M

2M
5% (vIv)

200 mM
200 mM
20mM

Tris-Base
Glycin
M ethanol

| sopropyl-1-thio--gal actopyranosid
steril filtriert und bei -20°C gelagert

Tris-HCI, pH 8,0
NaCl
Imidazol

Tris-HCI, pH 8,0
NaCl

Imidazol
Glycerin

Tris-HCI, pH 8,0
reduziertes Glutathion
Lagerung in 1 ml Aliquots bei -20°C

NaCl

KCl

Na,HPO,
KH,PO,, pH 7,3

Tris-HCI, pH 7,5
NaCl
EDTA

Tris-HCI, pH 7,9
MgCIz

EDTA

Glycerin

DTT

(NH4)2S0,

NaOH
[-Mercaptoethanol

Tris-HCI, pH7,5
KCI
MgC|2
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3 Methoden

3.1  Kultivierung von E. coli

3.1.1 Nahrmedien fir E.coli

Alle Medien wurden 20 Minuten bei 120°C autoklaviert und bei 4°C gelagert.

L-Broth-Medium: 59/ Select Y east-Extrakt
109/l Trypton
59l NaCl
5ml/l NaOH

L-Broth(Amp)-M edium: 100 pg/ml Ampicillinin L-Broth-Medium

Fur Agarplatten wurde dem Medium 20 g/l Agar hinzugefiigt. Die Zugabe von Ampicillin erfolgte nach
dem Autoklavieren und Abkihlen des Mediums auf ca. 42°C. Nach dem Erstarren des Agars wurden
die Platten bei 4 °C gelagert.

3.1.2 Anzucht von E.coli-Kulturen

Die Anzucht von E. coli-Kulturen erfolgte durch Ausstreichen von Bakterien aus einer Dauerkultur auf
Agarplatten. Zur Anreicherung von E. coli-Stémmen in Flissigkultur wurden Zellen einer Einzelkolonie
mit einer sterilen Impfése von einer Platte aufgenommen und in 5 ml LB-Medium inokuliert. Zur
selektiven Anreicherung von E. coli-Transformanden wurde dem LB-Medium Ampicillin zugefligt. Die
Platten wurden bei 37°C inkubiert, Flissigkulturen zusétzlich mit mindestens 200 rpm geschiittelt. Fir
das Anlegen einer E. coli-Dauerkultur wurden 5 ml einer Ubernachtkultur abzentrifugiert, das Zellpellet
in 400 pl Medium resuspendiert und anschliefend mit 300l sterilem Glycerin  vermischt.
Dauerkulturen wurden bei -80°C gelagert.

3.2  Kultivierung von S. cerevisiae

3.2.1 Nahrmedien fur Hefekulturen

Vollmedien:

Y EPG(Y EPGal)-Medium: 10g/ Select Y east-Extract
20 g/l Select Pepton 140
20 g/l Glukose (Galaktose)

Minimal medien:

SD(SGal)-Medium: 1,79l Y east Nitrogen Base
5g Ammoniumsulfat
20 g/l Glukose (Gal aktose)
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Den Minimalmedien wurden nach dem Autoklavieren und Abkuihlen auf 42°C je nach Bedarf folgende,

steril filtrierte Zusatze zugeflgt:

20 mg/l Adenin Sulfat 20 mg/l Uracil

20 mg/l L-Histidin-HCI 30 mg/l L-Leucin

20 mg/l L-Lysin-HCI 20 mg/l L-Tryptophan
SCH'>-Medium SD-Medium mit ,, Drop-out* -Mixtur ohne Histidin

(Herstellung siehe Rose, 1990)

Sporulationsmedium: 10 g/ Kaliumacetat

Fur Agarplatten wurden dem Medium 20 g/l Agar hinzugefugt. Die Medien wurden 20 Minuten bei
120°C autoklaviert und bei 4°C gelagert.

3.2.2 Anzucht von Hefekulturen

S cerevisiae-Stamme wurden aus Dauerkulturen oder von einer Einzelkolonie durch Inkubation bei
30°C in flussigem Vollmedium bzw. auf den entsprechenden Adgarplatten herangezogen.
Flissigkulturen wurden zur gleichmalligen Beliftung bei 180 rpm geschiittelt. S cerevisiae-
Transformanden wurden unter selektiven Bedingungen in Minimalmedien mit den entsprechenden
Aminosaurezustzen kultiviert.

Zur Induktion der Sporulation von diploiden Hefezellen wurden exponentiell wachsende Hefekulturen
auf Kaliumacetat-Agarplatten ohne Stickstoffquelle ausgestrichen und bei 30°C oder 25°C mindestens 5
Tage inkubiert. Dauerkulturen von S cerevisiae wurden in gleicher Weise wie E. coli-Dauerkulturen
(siehe 3.1.2) angelegt.

3.3 Préaparation von DNA

3.3.1 Analytische Plasmidisolierung aus E. coli

Zur Isolierung kleiner Mengen bakterieller Plasmid-DNA fir anaytische Zwecke wurde eine
modifizierte Form der Vorschrift von Birnboim und Doly (1979) angewendet.

Rekombinante Einzelkolonien wurden in 1,8 ml LB(Amp)-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die herangewachsenen Zellen wurden in einer Tischzentrifuge fir 1 Minute bei 16000 g
abzentrifugiert und das Pellet in 100 ul Puffer E1 resuspendiert. Der Aufschlufd der Zellen erfolgte
durch Zugabe von 200 pl Lésung E2, vorsichtigem Invertieren und Sminttiger Inkubation auf Eis. Die
Extrakte der lysierten Zellen wurden anschlief3end durch Zugabe von 150 ul Lésung E3 neutralisiert,
das Eppendorf-Gefald auf einem Vortex-Schittler fir 2 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit
geschiittelt und danach fir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die bei diesem Schritt ausgefallenen Proteine

und die chromosomale DNA wurden durch erneute Zentrifugation fir 10 Minuten bei 16000 g und 4°C
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pelletiert und der Uberstand mit Plasmid-DNA in ein neues Reaktionsgefal? uberfiihrt. Die Plasmid-
DNA wurde dann durch Zugabe von 0,8 ml 96%igem Ethanol fur mindestens 10 Minuten bei -20°C
gefdlt, fir 10 Minuten bei 16000 g und 4°C abzentrifugiert und mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen.
Das Pellet wurde anschlief3end im Vakuumrotor oder an der Luft getrocknet und in 30 ul TE-Puffer
aufgenommen. Fir analytische Verdaus mit Restriktionsendonukleasen (siehe 3.4.2) wurden jeweils 3 -

4 ul dieser DNA-LGsung eingesetzt.

3.3.2 Préaparative Plasmidisolierung aus E. coli

GroRere  Mengen an Plasmid-DNA wurden nach dem JETSTAR-Protokoll fir Pasmid-
Midipraparationen (Kit von Genomed, Bad Oeynhausen) aus 100 ml rekombinanter E. coli-Kultur
isoliert. Der Zellaufschluf? erfolgte durch alkalische Lyse unter Verwendung von Puffern und LGsungen
des Midiprep-Kits. Zur Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA wurden Anionenaustauscher-
Saulen sowie Wasch- und Elutionspuffer der Firma Genomed verwendet. Durch préparative
Plasmidisolierung konnten 100-200 pug DNA aus einer E.coli-Kultur gewonnen werden. Die DNA

wurde in 100 pl TE-Puffer aufgenommen und bei -20°C gelagert.

3.3.3 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Die Zéellen einer 50 ml Hefekultur wurde durch Zentrifugation bei 3000 g geerntet und das Zellpellet
einmal mit 5ml 1 M Sorbitol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellenin 150 pul 1 M
Sorbitol aufgenommen und durch Zugabe von 2000 Einheiten Lytikase sphéaroblastiert. Nach
einstiindiger Inkubation bei 37°C wurden die Sphérablasten vorsichtig abzentrifugiert (5 min, 4000 g)
und das Pellet in 0,5 ml Lysepuffer (50mM Tris-HCI, pH 7,5 und 20 mM EDTA) resuspendiert. Dann
wurden 50 pl 10 %ige SDS-L 6sung zugegeben und 30 Minuten bei 65°C inkubiert. Das Ausféllen der
Proteine erfolgte durch Zugabe von 150 pl 5 M Kaliumacetat und einstiindiger Inkubation auf Eis. Die
Proteine wurden dann durch 20miniitige Zentrifugation bei 14000 g sedimentiert. Der Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefad tberfihrt und die DNA durch Zugabe von 1 vol Isopropanol bei
Raumtemperatur gefdlt. Die prézipitierte DNA wurde abzentrifugiert und in 400 pl TE-Puffer
aufgenommen. Nach einem 30 minitigen RNase (30 pg/ml)-Verdau bei 37°C erfolgte eine weitere
Isopropanolfdlung der DNA. Die pelletierte DNA wurde zum Schlul3 in 400 pl TE-Puffer

aufgenommen und konnte nun direkt fur PCR-Reaktionen eingesetzt werden.

3.3.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Zur Isolierung von analytischen Mengen an Plasmid-DNA aus Hefezellen wurden 5 ml Ubernachtkul tur
abzentrifugiert, die Zellen mit 1 ml 1 M Sorbitol gewaschen und das Pellet anschlief3end in 150 pl 1 M
Sorbitol resuspendiert. Nach Zugabe von 30 pl Zymolyase 100 T (10 mg/ml) und Inkubation fur 1-2
Stunden bei 37°C wurden die Hefezellen spharoblastiert. Danach wurden 20 pl TE-Puffer und 50 pl
10%ige SDS-L dsung zugegeben und 30 Minuten bei 65° inkubiert. Die Proteinausféllung erfolgte durch
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Zugabe von 200 pl 5 M Kaliumacetat und einstiindiger Inkubation auf Eis. Die prézipitierten Proteine
wurden 15 Minuten bei 14.000 g und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand in einem neuen Eppendorf-
Gefal? mit 1 ml eiskaltem 96 %igem Ethanol versetzt. Die so gefélte DNA wurde anschlief3end durch
20mindtige Zentrifugation bei 14000 g pelletiert und danach in 50 pl TE-Puffer aufgenommen. Zur
weiteren Amplifikation von Hefe-Plasmiden wurden komptetente E. coli-Zellen mit 1 pl der DNA-

L 6sung transformiert.

3.3.5 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentrationen von DNA wurde entweder im Ethidiumbromid-geféarbten Agarosegel durch
Vergleich der Fluoreszenz unter UV-Licht mit einem Standard (A-DNA verdaut mit
Restriktionsenzymen HindllI/EcoRlI) oder photometrisch durch Messung der Lichtabsorption bei einer
Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine OD,g, von 1,0 einer DNA-Konzentration von
50 wg/ml fur Doppelstrang-DNA, 40 ug/ml fur Einzelstrang-DNA oder RNA und 20 ug/ml for
Oligonukleotide.

3.4 Enzymatische Behandlungen von DNA

3.4.1 Fragmentierung von Doppelstrang-DNA mit Restriktionsenzymen

In dieser Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, um definierte DNA-Fragmente fir
Klonierungsansétze herzustellen oder fir analytische Zwecke, um bestimmte Restriktionsmuster nach
Spaltung von Plasmid-DNA zu identifizieren. Bel der Spaltung von doppelstrangiger DNA kénnen je
nach Enzym glatte Enden (blunt ends) oder Fragmente mit 3"-oder 5 -Uberhéngenden, kohasiven Enden
(sticky ends) entstehen, wobei am 3"-Ende die Hydroxyl- und am 5°-Ende die Phosphatgruppe erhalten
bleibt.

Die Restriktionsenzyme wurden nach den jeweiligen Angaben der Hersteller und in entsprechenden
Pufferldsungen eingesetzt. Fir einen analytischen Restriktionsverdau wurden ca. 1 ug DNA in einem
Volumen von 20 pl (50 pl) Reaktionsansatz mit 1 - 2 Units (5 Units) Enzym bei erforderlicher
Temperatur 2 - 3 Stunden inkubiert. Flr einen préparativen Restriktionsverdau wurde die Menge des
verwendeten Enzyms und das Volumen des Reaktionsansatzes entsprechend der gréfieren DNA-Menge
erhoht.

3.4.2 Behandlung von linearisierter DNA mit alkalischer Phosphatase

Die akalische Phosphatase (Calf Intestinal Phosphatase, CIP, Boehringer, Mannheim) katalysiert die
Abspaltung der endstéandigen 5'-Phosphatgruppe von DNA- und RNA-Fragmenten. Das Enzym wurde
bei einigen Klonierungen eingesetzt, um eine Religation des Vektors mit glatten oder kompatiblen
kohasiven Enden ohne ein eingefugtes DNA-Fragment zu verhindern und somit die Effizienz der

Ligation zu erhéhen.
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Fur die Abspaltung der Phosphatgruppe wurden 5 ug der Vektor-DNA in 90 pl H,O geldst und mit 10
ul 10 x Dephosphorylierungs-Puffer versetzt. Nach der Zugabe von einer Unit alkalischer Phosphatase
wurde der Reaktionsansatz fir 60 Minuten bei 37°C inkubiert und die Reaktion anschlieflend durch
Zugabe von EDTA in einer Endkonzentration von 5 mM und 10minttigem Erhitzen auf 75°C gestoppt.
Die DNA wurde mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit* von Qiagen oder durch praparative
Agarose-Gel elektrophorese aufgereinigt.

3.4.3 Auffullen von 5'-Uberhdngenden DNA-Enden

Um nach der Behandlung von doppelstrangiger DNA den Gegenstrang an 5 -tUberhéngenden Enden neu
zu synthetisieren und somit glatte DNA-Enden zu bilden, wurde das Klenow-Fragment verwendet. Das
Klenow-Fragment entsteht bei der proteolytischen Spaltung der DNA-Polymerase | (Klenow und
Henningsen, 1970). Nach Behandlung mit Klenow-Enzym konnten DNA-Fragmente ligiert werden,
wel che zunéchst keine kompatiblen 5 -Uberhdngenden DNA-Enden besalien.

Fur die Auffillreaktion wurden 1 - 2 ug DNA in 20 ul H,O und 2,5 ul 10 x Klenow-Puffer
aufgenommen und nach Zugabe von 2,5 ul dNTP-Mix mit 1 - 2 U des Klenow-Fragments (Boehringer,
Mannheim) 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch 10mindtiges Erhitzen auf 75°C wurde das Enzym
inaktiviert. Die DNA wurde mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit* von Qiagen oder durch
préparative Agarose-Gel el ektrophorese aufgereinigt.

3.5 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Reinigung, zur Auftrennung und zur Identifizierung von
Plasmid-DNA und DNA-Fragmenten genutzt. Im elektrischen Feld wandern DNA-Molekiile aufgrund
der negativen Ladung ihrer Phosphatgruppen zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit von linearer
und doppelstrangiger DNA in der Agarose-Gelmatrix ist umgekehrt proportional zum Logarithmusihres
Molekulargewichts (Helling et al., 1974).

3.5.1 Analytische und préaparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und préparativen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden Agarose-Flachbettgele
benutzt. In Abhangigkeit der Grofe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Agarose-
Konzentrationen von 0,7 bis 2,0 % gewahlt, wobei sich DNA-Fragmente mit einer Gréflze von 0,8 - 10,0
kb in 0,7 %iger Agarose trennen lieflen, wahrend in 2,0 %iger Agarose der optimale Trennbereich fir
DNA-Fragmente von 0,1 - 2,0 kb lag.

Die Agarose wurde durch Aufkochen in TAE-Puffer gelést und in entsprechende Gelkammern
gegossen, die mit einem taschenbildenden Kamm versehen war. Nach dem Abkuhlen und der
Verfestigung wurde das Gel in der Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer Gberschichtet und der Kamm
entfernt. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen Auftragspuffer versetzt und in die Geltaschen
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pipettiert. Zusétzlich wurde ein Molekulargewichts-Standard (zumeist 1 pg EcoRI/Hindlll geschnittene
DNA des Phagen A) aufgetragen. Als Elektrophoresepuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung von 80 bis 120 Volt. Die aufgetrennten, mit
Ethidiumbromid-geférbten DNA-Fragmente konnten anschliefiend durch Bestrahlung mit UV-Licht
(302 nm) unter einem Transilluminator als Banden sichtbar gemacht werden. Préparative Gele wurden
moglichst kurzzeitig in Ethidiumbromid angefarbt und nur langerwelligem UV-Licht (366 nm)
ausgesetzt, um mutagene Schaden in der DNA zu vermeiden.

3.5.2 Isolierung von DNA aus praparativen Gelen

Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die DNA-Fragmente nach dem ,QIAquick Gel
Extraction”-Protokoll (Kit von Qiagen, Dusseldorf) aus dem Gel prépariert. Dazu wurde die unter
langerwelligem UV-Licht sichtbare Bande des zu isolierenden DNA-Fragments mit einem Skalpell
maoglichst genau aus dem Gel geschnitten. Die DNA-Fragmente wurden dann in Puffer QG durch
10mindtiges Erhitzen auf 50°C aus dem Agarosegel herausgel 6st und Uber Anionenaustauscher-Saulen

mit entsprechenden Puffern der Firma Qiagen gereinigt.

3.6 Klonierung rekombinanter DNA in E.coli

Die Vektoren wurden fir die Ligation durch geeignete Restriktionsenzyme linearisiert. Entstanden
durch das Restriktionsenzym glatte oder kompatible kohasive Enden, wurden die 5'-Phosphatreste an
den Enden der Vektor-DNA entfernt, um eine Religation des Vektors ohne den Einbau eines DNA-
Fragmentes zu verhindern. Die zu klonierende DNA wurde mit geeigneten Restriktionsendonukleasen
geschnitten und isoliert. Wenn keine komplementéren Schnittstellen des Vektors und des DNA-

Fragments vorhanden waren, wurden 5'-tberhéangende Enden mit Klenow-Enzym aufgefuillt.

3.6.1 Ligation von DNA-Doppelstrang-Fragmenten

Linearisierte DNA-Molekile kénnen durch die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
benachbarten 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden miteinander verbunden werden. Diese Reaktion wird
durch das Enzym T4-DNA-Ligase unter Hydrolyse von ATP katalysiert.

In dem Ligationsansatz wurde das zu integrierende DNA-Fragment in 2- bis 5fachem molaren
Uberschuf3 (200-500 fmol) zu der lineasrisierten Vektor-DNA (100-200 fmol) hinzugegeben. In einem
Reaktionsansatz von 20 ul wurden 2 pl 10 x Ligase-Puffer und 2 Units T4-DNA-Ligase (Boehringer,
Mannheim) eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde 12 bis 15 Stunden bei 15°C inkubiert und
anschlief3end direkt zur Transformation kompetenter E. coli-Zellen eingesetzt.

3.6.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung von kompetenten Zellen nach Nishimura et al. (1990) wurden 50 ml Medium A mit 0,5

ml einer E. coli-Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer Zelldichte von ODgy = 0,3 - 0,5 inkubiert.
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Danach wurden die Zellen 10 Minuten auf Eis gestellt und durch 10mintitige Zentrifugation bei 1500 g
und 4°C geerntet. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 0,5 ml eiskaltem Medium A resuspendiert und
nach Zugabe von 2,5 ml Lésung B vorsichtig gemischt. Die Zellsuspension wurde in Aliquots von 100

ul aufgeteilt und bei -80°C gelagert.

3.6.3 Transformation von E. coli-Zellen

Fur die Transformation wurden 100 ul der kompetenten E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut und sofort mit 5
ul des Ligationsansatzes oder 0,1 bis 1,0 ug Plasmid-DNA gemischt. Nach 30minatiger Inkubation auf
Eis wurden die Zellen 1 Minute im Wasserbad auf 42°C erhitzt (,,Hitzeschock”) und danach 1 bis 2
Minuten auf Eis abgekihlt. Nach der Zugabe von 1 ml vorgewarmten LB-Medium wurden die
transformierten Zellen 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlief?end wurden 20 pl der Zell-Suspension
auf einer LB-Amp-Agarplatte ausgestrichen und die restlichen Zellen durch 2mindtige Zentrifugation
bei 3000 g und RT geerntet. Das Zellpellet wurde in 100 ul LB(Amp)-Medium resuspendiert und
ebenfalls auf einer LB(Amp)-Agarplatte ausgestrichen. Beide Platten wurden Uber Nacht bel 37°C

inkubiert.

3.7 DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) ist ein zyklischer Prozef3, mit dem selektiv DNA-Sequenzen in
vitro vervidfatigt werden kénnen. Die PCR wurde vor alem zur ortsspezifischen Mutagenese, z.B. zur
Erzeugung von Punktmutationen, Deletionen und Insertionen, zur Einfihrung von Schnittstellen fir
Restriktionsenzyme, sowie zur Amplifikation von Genen aus genomischer Hefe-DNA eingesetzt. Ein
weiteres Anwendungsgebiet war die analytische Uberpriifung von Ligationen und Genom-Integrationen.
Die PCR wurde entweder mit der Pfx-, der Pfu- (Stratagene, La Jolla, USA) oder der AmpliTag-DNA-
Polymerase (Roche, Branchburg, USA) unter Verwendung der firmeneigenen 10 x konzentrierten
Puffer durchgefuhrt. Die Pfu- und die Pfx-DNA-Polymerasen besitzen eine 3 -Exonukleaseaktivitéat und
weisen aufgrund ihrerer Proofreading-Eigenschaften eine hthere Replikationsgenauigkeit auf als die
Tag-DNA-Polymerase. Als DNA-Matrize fur die Polymerase-Reaktion diente entweder Vektor-DNA
oder genomische Hefe-DNA. Es wurden 20 — 50 ng der entsprechenden Vektor- bzw. 1 - 3 ug
chromosomale DNA und jeweils 50 pmol der beiden Oligonukleotide pro 100 pl Reaktionsansatz
eingesetzt. Nach der PCR-Amplifikation wurden 4 pl des Reaktionsansatzes durch Agarose-
Gelelektrophorese getestet. Die restlichen Ansétze konnten fir weitere Klonierungen eingesetzt werden.

Die Hybridisierungstemperatur (48-54°C) richtete sich nach der Schmelztemperatur der eingesetzten

Oligonukleotide und die Polymerisationszeit nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments
(1 min pro 1000 bp)
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Standard-PCR
Reaktionsansatz (100 pl): 20-50 ng Vektor-DNA
(oder 1 pg genomische DNA)
50 pmol Oligonukleotid 1
50 pmol Oligonukleotid 2
5pl dNTP-Mix (je 2,5 mM)
10 pl 10 x PCR-Reaktionspuffer
1 Unit DNA-Polymerase
ad 100 pl mitH,O
Reakti onsbedingungen:
1 Zyklus: Denaturierung: 1 min 94°C
Hybridisierung: 1 min 42-54°C
Polymerisation: 1 min/1000bp DNA 72°C
25 Zyklen: Denaturierung: Imin 94°C
Hybridisierung: 1 min 42-54°C
Polymerisation: 1 min/1000bp DNA 72°C
(Pfu: 2 min/ 1000bp)
1 Zyklus: Denaturierung: 1min 94°C
Hybridisierung: 1min 42-54°C
Polymerisation: 10 min 72°C

3.7.1 Kolonie-PCR-Screening

Um aus der Vielzahl der nach einer Transformation unter den selektiven Bedingungen Uberlebenden
Klone, digjenigen zu identifizieren, welche die gewiinschte rekombinierte DNA besal3en, wurde das
Verfahren des Kolonie-PCR-Screenings angewendet. Dazu wurden Einzelkolonien mit einem
Zahnstocher zundchst in ein Eppendorf-Geféd mit 50 pul PCR-Reaktionsansatz und von dort in ein
Eppendorf-GefaR mit 1,8 ml Medium zur Herstellung von Ubernachtkulturen tberfihrt. Zum Schiu
wurden die Zellen der jeweiligen Einzelkolonie auf einer LB(Amp)-Platte ausgestrichen. Der PCR-
Reaktionsansatz enthielt die zur integrierten DNA-Sequenz spezifischen Oligonukleotid-Primer. In
Transformanden, welche die gesuchte rekombinierte DNA besal3en, konnte die integrierte Zielsequenz
amplifiziert und die entstandenen DNA-Fragmente Uber Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen
werden. Mit Hilfe dieser zeitsparenden Kontroll-PCR konnte die gewlnschte rekombinierte DNA

schnell gefunden werden.

3.8 Gerichtete Mutagenese mit der PCR

Die Methode der ortsspezifischen Mutagenese wurde zur gezielten Einfuhrung von Mutationen in Gene
angewendet. Mutation nahe dem 5- oder 3-Ende der DNA-Sequenz wurden direkt Uber die
spezifischen Oligonukleotid-Primer, welche die gednderte Nukleotidsequenz besal3en, in einer PCR-
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Reaktion eingefiihrt. Da Primer von Uber 60 Nukleotiden Lange nur schwer zu synthetisieren sind, ist
diese Methode nur sinnvoll bei Mutationen der ersten bzw. letzten 20 Aminosauren.

Weiter vom N- bzw. C-Terminus entfernt liegende Mutationen wurden tber die PCR-Fusionsmethode
(,,Overlap Extension PCR" nach Ho et al., 1989) erzeugt. Bei dieser Methode werden zunéchst mit
Hilfe von komplementédren Mutagenese-Primern sowie den spezifischen 5°- und 3"-Oligonukleotid-
Primern und dem Wildtyp-Gen als Template zwei PCR-Fragmente produziert, welche Uberlappende
Enden von etwa 30 Nukleotiden Lange mit der gewlnschten Mutation besitzen. Zusammen mit den
spezifischen 5- und 3'-Oligonukleotid-Primern werden diese beiden Fragmente in einer
darauffolgenden zweiten PCR-Reaktion zu dem vollsténdigen Gen fusioniert, wobei die Uberlappenden
Enden der beiden Fragmente als Megaprimer fir die 3"-Ausdehnung des komplementéren Stranges
dienen. Das amplifizierte PCR-Fusionsprodukt wurde danach in den gewlinschten Vektor kloniert. Zur
Vermeidung von 3 -tUberhéngenden Nukleotiden (zumeist Adenin) wurde zur Konstruktion der beiden
Uberlappenden Fragmente Ublicherweise eine DNA-Polymerase mit 3"-5"-Exonukleaseaktivitét benutzt
(Pfu- oder Pfx-DNA-Polymerase). Dariiberhinaus mussten die im ersten Schritt hergestellten Fragmente
vor Beginn der zweiten PCR durch Aufreinigung Uber ein préparatives Agarose-Gel von restlicher
Wildtyp-DNA getrennt werden, um eine unerwiinschte Amplifizierung des Wildtyp-Gens mit Hilfe der
5"- und 3"-terminalen Oligonukleotid-Primer zu verhindern.

In der Regel wurden neben den fir die Verénderung der DNA-Sequenz notwendigen Mutationen an der
betreffenden Stelle noch zusdtzlich noch weitere Mutationen eingefuhrt, welche eine
Erkennungssequenz fur Restriktionsenzyme bilden. Dadurch konnten Mutanten auch ohne aufwendige

Sequenzierung schnell identifiziert werden.

3.8.1 Gerichtete PCR-Mutagenese durch lineare Plasmid-Amplifikation

Fir die Einfihrung von Mutationen in Plasmide ohne aufwendige Einzelstrang-Prdparationen und
Klonierungen wurde der ,, QuikChange Site-directed Mutagenesis‘-Kit von Stratagene (La Jolla, USA)
verwendet.

Ausgangspunkt fir diese Mutagenese ist normale doppelstrangige Plasmid-DNA. Zur linearen
Amplifizierung des gesamten Plasmids wurden zwei komplementére Mutagenese-Primer, welche die
gewiinschte Mutation in ihrem Uberlappungsbereich enthielten und Pfu-DNA-Polymerase benutzt.
Durch die Zugabe von Dpn |, einer Restriktionsendonuklease, die methylierte und semimethylierte
DNA gpaltet, wird die parentale DNA abgebaut. Nur die in vitro synthetisierten Strange, welche
unmethyliert sind und die Mutation besitzen, bleiben erhalten und konnen anschlief3end zur
Transformation von E. coli benutzt werden. Die parentale Plasmid-DNA-Matrize wurde anschlief3end
durch Zugabe von 1 pl Dpn | (10 U/ul) und 1stindiger Inkubation bei 37°C gespalten. Aus diesem
Ansatz wurde dann 1 pl zur Transformation von E. coli XL1-Blue Zellen eingesetzt.

40



Material und Methoden

Standard PCR nach dem ,, QuikChange Site-directed M utagenesis*-Protokoll:

Reaktionsansatz
25 ng Plasmid-DNA
20 pmol Mutageneseprimer 1
20 pmol Mutageneseprimer 2
5ul 10 x Reaktionsbuffer (Stratagene)
5pl dNTP-Mix (je 2,5 mM)
1pl Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/ul)
mit Wasser auf 50 pl aufgefillt
Reaktionsbedingungen:
1 Zyklus: 30s 95°C
16 Zyklen: 30s 95°C

1 min 55°C
1 min/kb 68°C

3.9 Methoden zur Hefegenetik

3.9.1 Klassische Transformation von Hefezellen

Die Hefe-Transformation mit der Lithiumacetat-M ethode wurde nach Ito et al. (1983) durchgefihrt. Zur
Selektion der transformierten Zellen auf Minimalmedium enthielten die verwendeten DNA-V ektoren
ein entsprechendes Markergen (z. B. das LEU2- , das HIS3-Gen, oder das Kanamycin-Resistenzgen,
KANF). Ist der verwendete Hefestamm auxotroph fir den entsprechenden Marker, so kénnen
transformierte Hefezellen auf Minimalmedium selektiert werden. Zur Konstruktion von Gen-
Unterbrechungen im Genom von S. cerevisiae wurden Hefe-Zellen mit linearen DNA-Fragmenten,
welche neben einem Markergen 5°- und 3'-terminale komplementdre Sequenzen des Zielgens
enthielten, transformiert. Durch homologe Rekombination kénnen die entsprechenden Marker dann an
spezifischer Stelle in das Hefegenom integriert werden (Rothstein, 1983).

Eine Hefe-Kultur wurde bis zur spéten exponentiellen Phase (ODgy = 0,7 - 1,2) bei 30°C herangezogen.
Durch Zentrifugation bei 4000 g fir 5 Minuten wurden die Zellen geerntet und danach mit 20 ml TE-
Puffer gewaschen. Die pelletierten Zellen wurden anschlief3end in 500 pl Lithiumacetat-L 6sung und
500 ul TE-Puffer resuspendiert und fir 30 bis 60 Minuten unter Schiitteln bei 30°C inkubiert. Die
Hefesuspension wurde dann in Aliquots von jeweils 100 ul in Eppendorf-Geféfde aufgeteilt.

Fir die Transformation wurden jeweils 100 ul der Zellsuspension mit 0,1 bis 1 pug Plasmid-DNA
vermischt und der Transformations-Ansatz fur 30 Minuten unter Schitteln bei 30°C inkubiert. Nach der
Zugabe von 700 ul der PEG-Losung und grundlicher Durchmischung wurde der Ansatz erneut fir 30
bis 60 Minuten bei 30°C, ohne gleichzeitiges Schutteln, inkubiert. Danach folgte eine 5Smindltige
Erwarmung des Ansatzes auf 42°C (,, Hitzeschock"). Zum Schlu wurden die Zellen 5 Minuten bei 4000

g abzentrifugiert, mit 1 ml sterilem H,O gewaschen und in 100 ul TE-Puffer aufgenommen. Jeweils 50
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ul der Zellsuspension wurden auf selektiven Agarplatten ausgestrichen. Nach 2-3tagiger Inkubation bei
30°C konnten Einzelkolonien zur Uberprifung der Eigenschaften auf andere Agarplatten dberimpft

werden.

3.9.2 Elektroporation von Hefezellen

Um eine hohere Transformationseffizienz zu erzielen, kann Plasmid-DNA mit einem Gene Pulser
(BioRad, Richmond, USA) durch Elektroporation in die Hefezellen eingeschleust werden. Dazu wurden
zunéchst die Zellen einer exponentiell (ODegy = 0,7 — 1,3) wachsenden 500 ml Hefekultur
abzentrifugiert, mehrfach mit sterilem, kaltem Wasser und anschlief®end mit 1 M Sorbitol gewaschen.
Das Zellpellet wurde in 1 ml eiskaltem Sorbitol aufgenommen. 40 pl dieser Hefesuspension wurden
dann mit 0,1 bis 1 pg Plasmid-DNA gemischt und kurz auf Eisinkubiert. Die Elektroporation wurde bei
1,5 kV, 20 pF und 200 W durchgefiihrt. Anschlief3end wurden die Zellen in 100 pl kalter Sorbitol-

L dsung aufgenommen und auf selektiven Agarplatten ausplattiert.

3.9.3 Sporulation diploider Hefezellen

Diploide S cerevisiae-Zellen gehen unter Hungerbedingungen, d.h. bei Stickstoffmangel, in den
meiotischen Zellzyklus Uber, wobei sie vier haploide Sporen ausbilden, die von einer gemeinsamen
Ascuswand umgeben sind. Die vier haploiden Sporen eines Ascus werden auch als Tetrade bezeichnet.

Zur Sporulation wurden zunéachst diploide Hefe-Transformanden in 3 ml Vollmedium tber Nacht bei
30°C bis zur friihen exponentiellen Wachstumsphase herangezogen. Die Zellen wurden dann 5 Minuten
bei 2000 g abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Hefezellen wurden mit dem im
Zentrifugenrohrchen verbliebenen Rest an Medium resuspendiert und als Tropfen in die Mitte einer

Kaliumacetat-Agarplatte gegossen. Die Hefen bildeten nach 5 bis 7 Tagen Sporen.

3.9.4 Tetradenanalyse

Die vier Sporen eines Ascus wurden mit der Spitze der Glasnadel des Mikromanipulators getrennt und
einzeln auf ener Vollmedium-Agarplatte ausgelegt. Nachdem die Sporen zu Zellkolonien
herangewachsen waren, konnte ihr jeweiliger Phanotyp durch Uberimpfen auf selektive Agarplatten mit
entsprechenden Aminosdurezusatzen bestimmt werden.

Fir eine Tetradenanalyse wurden sporulierende Hefezellen zunéchst mit einer Impfése von der
Kaliumacetat-Platte abgenommen und in 500 pl einer wassrigen B-Glucuronidase/Arylsulfatase Ldsung
(ca. 0,2 U/ml) far 10 Minuten bei RT inkubiert. Wéahrend der Inkubationszeit wurden die Ascuswénde
zum Teil abgebaut. Danach wurde der Ansatz durch Zugabe von 10 ml sterilem H,O verdunnt, die
Zellen durch 4miniitige Zentrifugation bei 3000 g pelletiert und der Uberstand dekantiert. Die Zellen
wurden dann in dem im Glasrohrchen verbliebenen Rest an Medium resuspendiert. Von dieser
Zellsuspension wurden 20 ul auf eine Vollmedium-Platte pipettiert und mit einer Impfése zu einer

geraden Linie am Rand der Agarplatte ausgestrichen. Unter dem Lichtmikroskop wurde eine Tetrade
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mit der Spitze der Glasnadel des Mikromanipulators zunéchst vereinzelt, die vier Sporen des Ascus mit
der Glasnadel getrennt und schliefdich in definierten Absténden einzeln auf der Agarplatte ausgelegt.
Zum Auskeimen der Sporen wurden die Platten fur 2 bis 3 Tage bei 30°C inkubiert. Nachdem die
Sporen zu Zellkolonien herangewachsen waren, konnte ihr jeweiliger Phanotyp durch Uberimpfen auf

selektive Agarplatten mit entsprechenden Aminosdurezusatzen bestimmt werden.

3.9.5 Kreuzung von Hefezellen

Die vier aus einer Tetradenanalyse hervorgegangenen Sporen besitzen unterschiedliche Paarungstypen.
Jeweils zwei Sporen sind vom Typ a (MATa) bzw. vom Typ o (MATa). Eine Konjugation von
haploiden Hefezellen geschieht nur bei Mischung von Zellen unterschiedlicher Paarungstypen. Die
Verschmelzung fuhrt zur Bildung einer diploiden Zygote. Die im Labor verwendeten heterothallischen
Hefestdmme behalten ihren Paarungstyp stabil bei und kdnnen daher dauerhaft als haploide Kultur
herangezogen werden.

Zur Kreuzung wurden haploide Hefestdmme mit unterschiedlichen Paarungstypen in Flussigkultur
herangezogen. Jeweils 20 pl beider Kulturen wurden linienférmig auf eine Y EPG-Platte ausgestrichen
und am unteren Ende mit der Impfdse vermischt. Nach Inkubation tUber Nacht bei 30°C wurden die
gewachsenen Zellen zur Selektion der diploiden Zellen auf SD-Minimalmedium Uberstempelt. Die
diploiden Zellen, welche die Marker beider Ausgangsstdmme enthielten, konnten nach einem weiteren

Tag Inkubation bei 30°C als Kolonien identifiziert werden.

3.9.6 Nachweis von sekretiertem o-Pheromon mit dem , Halo“-Test

Zur Bestimmung des Paarungstyps von Tetraden konnte die Sekretion des a-Faktors mit dem ,,Halo"
(Hof)-Test quantifiziert werden (Julius et al., 1984). Der Test beruht auf der Sensitivitét des MATa-
Teststammes RC989, der in der Gegenwart von o-Faktor in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert wird
und deshalb in der N&he von o.-Faktor sekretierenden Zellen nicht wachsen kann.

Zuné&chst wurden 1 g Agar in 100 ml-Y EPG-Medium durch kurzes Aufkochen in der Mikrowelle und
vorsichtigem Schwenken geldst. Nach Abkihlung auf 40°C wurde das Medium mit 1 ml einer
stationdren RC989-Kultur vermischt und in Kulturschalen gegossen. Die Agarplatten kénnen bei 4°C
ca. 10 Tage gelagert werden. Zur Identifizierung von o-sekretierenden Stammen wurden Zellen der zu
untersuchenden Kultur als Tropfen auf die ,Halo"-Platten aufgebracht und anschlief?end bei 30°C
inkubiert. Um MATa-Zellen bildet sich nach einigen Tagen ein klarer Hof.
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3.10 Isolierung von Proteinen aus E. coli-Zellen

3.10.1 Analytische Proteinexpression in kleinem Kulturvolumen

Vor Beginn der Proteinreinigung in einem grofReren Mal3stab wurde die Proteinexpression zunachst in
einem kleineren Kulturvolumen tberpriift. Dazu wurde 1 ml einer Ubernachtkultur von transformierten
E. coli BL21(DE3)-Z€ellenin 5 ml LB(Amp)-Medium verdinnt und die Zellen bis zu einer ODgg = 0,7 -
0,9 bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Zur Induktion der Expression des Gens wurde der Kultur IPTG
in einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt und die Kultur weiter bei 37°C (bzw. 30°C oder 25°C)
inkubiert. Sowohl vor der Induktion als auch nach Wachstum von 2, 4 und 6 Stunden sowie nach einer
Nacht wurden der Kultur jeweils ein Volumen an Zellen enthommen, welches der ODgy = 1,0
entsprach. Die einzelnen Proben wurden 3 Minuten bei 4000 g in einer Eppendorf-Tischzentrifuge
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 100 (11 Laemmli-Puffer resuspendiert.
Nach 5- bis 10minttigem Erhitzen auf 95°C (zur Denaturierung der Proteine) wurden 10 bis 20 (1 der
Proben durch analytische SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf einem 12% (15%) -igen Gel

Uberprift oder bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.10.2 Expression und affinitatschromatographische Reinigung von Histidin-

Fusionsproteinen aus E. coli-Zellen

Rekombinante Proteine mit mindestens 6 Histidinresten am amino- oder carboxyterminalem Ende
konnen durch Bindung an Nickel-lonen, welche ihrerseits an eine Immobilisationsmatrix aus NTA-Harz
(Nickelagarose von der Firma Qiagen, Dusseldorf) kovalent gebunden sind, und anschlief3ender Elution
mit Imidazol aus einem Bakterienlysat gereinigt werden (Hochuli, 1990). Diese Methode der Metall-
Chelat-Affinitatschromatographie ist zur Reinigung sowohl von nativen, as auch von denaturierten
Proteinen anwendbar.

Fur die Expression von Histidin-Fusionsproteinen in E. coli BL21(DE3) wurde das Gen, welches fir
das entsprechende Protein codiert, Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/BamHI in die Plasmid-
Vektoren pJC20[HisC] oder pJC20[HisN] integriert. Der Vektor pJC20[HisN] enthélt eine Sequenz,
welche fur 10 Histidinreste (His,o) und eine Enterokinase-Schnittstelle, im gleichen Leserahmen wie die
rekombinierte DNA, codiert; er wurde zur Konstruktion von Proteinen mit N-terminalem Histidinende
eingesetzt. Der Vektor pJC20[HisC] enthdlt eine Sequenz, die fir 6 Histidinreste (Hiss) und ein
abschlieffendes Stopcodon (TAG) codiert; er wurde zur Konstruktion von Proteinen eingesetzt, welche

die Histidin-Sequenz am C-Terminus tragen.

3.10.2.1 Proteinaufreinigung von Histidin-Fusionsproteinen

Fir die Proteinaufreinigung im grofReren Kultur-Mal3stab von 250 ml bis 1 | wurden 10 bzw. 20 ml LB-
Amp-Medium mit E. coli BL21(DE3)-Zellen einer Einzelkolonie, die kurz zuvor mit dem
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entsprechenden Expressionsvektor transformiert wurden, angeimpft und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Am néchsten Tag wurde die Ubernachtkultur 1:50 mit frischem LB-Amp-Medium verdinnt und die
Zellen bis zu einer ODgyo = 0,7 - 0,9 bel 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach Induktion der Expression
durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM wurde die Kultur fir weitere 4 bis 6
Stunden bei 37°C (bzw. Uber Nacht bei 30°C oder 25°C) inkubiert. Sowohl vor, als auch nach der
Induktion wurde jeweils ein Volumen an Zellen enthommen, das einer ODggo-Einheit entsprach. Die
Zellen wurden durch 3mindtige Zentrifugation bei 4000 g pelletiert, in 100 pwl 1 x Laemmli-Puffer
resuspendiert und 5 bis 10 Minuten auf 95°C erhitzt, bevor sie bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
eingefroren wurden. Die Zellen der Hauptkultur wurden ebenfalls durch 20mindtige Zentrifugation bei
4000 g geerntet, in dem 2- bis 5fachem V olumen des Pellet-Nal3gewichtes in Puffer U resuspendiert und
Uber Nacht oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

Der Aufschluf? der Bakterienzellen erfolgte entweder bereits durch das Auftauen der Zellen bei RT und
Zugabe von 1 mg/ml Lysozym oder durch zusétzliche Behandlung mit Ultraschall (3 Schritte &30 - 60
Sekunden, 50 % Pulse, 200 Watt) und abwechselnder Kihlung auf Eis (30 - 60 Sekunden). Die
Freisetzung der Nukleinsauren, ein Kriterium fir den Zellaufschlul3, konnte durch Messung der
Absorption bei 260 nm verfolgt werden. Die Zelltrimmer wurden durch 20minttige Zentrifugation bel
> 10000 g pelletiert, der Uberstand mit dem |6slichen Protein tiber eine zuvor mit Puffer U &quilibrierte
Saule mit 1 ml (fur ein 250 mi-Kulturvolumen) bzw. 4 ml (fir ein 1 I-Kulturvolumen) Ni**-NTA-
Agarose (50%ige Suspension, aquilibriert in Puffer U) gegeben und der gesamte Durchlauf aufgefangen
(DurchfluRrate 0,5 ml/min). Danach wurde die Ni**-Agarose mit 100 bzw. 200 ml Puffer W gewaschen
(Durchfluf¥rate 0,5 mlI/min), bis der Ajg-Wert des Durchlaufs unter 0,01 lag. Das an die Matrix aus
Ni**-Agarose gebundene Protein wurde mit 10 ml (bei einem 250 mi-Kulturvolumen) bis 20 ml (bei
einem 1 |-Kulturvolumen) eines Gradienten von 0 - 0,5 M Imidazol in Puffer W eluiert. Die Volumina
und Konzentrationen der einzelnen Stufen des Imidazolgradienten wurden fir die Reinigung
unterschiedlicher Proteine entsprechend veréndert und optimiert.

Zur Kontrolle der Proteinaufreinigung wurden sowohl aus den einzelnen Fraktionen mit eluiertem
Protein, as auch aus dem Zell-Lysat mit dem gesamten |6slichen Protein vor und nach der Induktion
entsprechende Volumina von 10 bis 40 ul entnommen und nach der Zugabe von 6 x Laemmli-Puffer 5
bis 10 Minuten auf 95°C erhitzt. Um weiter Informationen zur Effizienz der Aufreinigung zu erhalten,
wurde zudem in einigen Félen auch der Durchlauf mit der Gesamtheit des nicht an die Ni*-NTA-
Agarose gebundenen Proteins (sowie evtl. einigen Waschschritten) entsprechend den obigen Angaben
prépariert. Durch Analyse der entnommenen Proben von der nichtinduzierten Kultur bis zu den
einzelnen Fraktionen des gereinigten Proteins auf 12% (15%) -igem Polyacrylamid-Gel konnte der
gesamte Prozefd von der Proteinexpression in E. coli bis zur vollsténdigen Reinigung verfolgt und

hinsichtlich der Qualitdt und Quantitdt des gereinigten Proteins beurteilt werden.
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3.10.3 Expression und affinitatschromatographische Reinigung von GST-

Fusionsproteinen aus E. coli-Zellen

Eine zweite Methode der affinitétschromatographischen Reinigung von Proteinen aus Bakterienlysaten
bietet das Glutathion-S-Transferase- (GST-) System (Smith und Johnson, 1988; Guan und Dixon, 1991).
Bestandteile dieses Systems sind die pGEX-Plasmidvektoren, welche die fur die Glutathion-S
Transferase codierende cDNA enthalten, die Bindungsmatrix aus Glutathion-Sepharose 4B und der
GST-Detektions-Kit (Pharmacia, Freiburg). In dieser Arbeit wurde standardmal3ig der Vektor pGEX-
RB (siehe Abb. 3.1, Brundiers, 1999) verwendet. Er basiert auf dem Vektor pGEX-TT (Smith und
Johnson., 1988), besitzt jedoch eine modifizierte Multiple Cloning Site (MCP). Der Vektor besitzt nach
dem GST-Anhang eine Sequenz, welche fir eine Thrombin-Schnittstelle codiert.

Die Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli unterliegt der Kontrolle des tac-Promoters,
welcher durch das Thiogalactosid Isopropyl-1-thio-f-galactopyranosid (IPTG) induziert wird. Die
Bildung des GST-Fusionsproteins erfolgt wenige Stunden nach der Induktion. Nach mechanischem
Aufschlu der Bakterienzellen kann das GST-Fusionsprotein durch Bindung an die Glutathion-
Sepharose 4B und anschlielender Elution mit 10 mM Glutathion aus dem Lysat
affinitétschromatographisch gereinigt werden.

G G G G G (Kinker)
LVPRGS (Thrombin)

pGEX-RB
5100 bp

Laclg

NDE |
Msc |
Nco |
Bam HI
Smal

pRB3220ri

Abb. 3.1 Schema des E. coli Expressionsvektors pGEX-RB

3.10.3.1 Expression von GST-Fusionsproteinen

Bevor mit der Expression von GST-Fusionsproteinen in E. coli-Kulturen in gréferem Mal3stab
begonnen wurde, erfolgte zunschst eine Uberpriifung der Expression in kleinerem Kulturmalstab. Dazu
wurden mit einem rekombinanten Plasmidvektor pGEX-RB transformierte E. coli-BL21(DE3)-Zellen
wie unter 3.10.1 beschrieben behandelt. Abweichend von dem Protokoll wurden die Zellen erst bei

einer ODgy = 1,0 - 2,0 mit IPTG in einer Endkonzentration von 0,1 mM induziert.
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Die Expression von GST-Fusionsproteinen in 1 Liter Kulturvolumen erfolgte wie unter 3.10.2.1
beschrieben. Das Zellpellet wurde zum Schiuf3 in 50 ml eiskaltem PBS-Puffer resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.10.3.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

E. coli-Zellen einer 1 Liter-Kultur wurden durch Behandlung mit Ultraschall (30 - 60 Sekunden, 50%
Pulse, 200 Watt) und abwechselnder Kihlung auf Eis (jeweils abwechselnd 30 — 60 Sekunden
Ultraschall und 30 Sekunden Kuhlung, insgesamt 3 Schritte) aufgeschlossen. Zur Erhéhung der
Effizienz des Zellaufschlusses, sowie der Ldoslichkeit des GST-Fusionsproteins, wurde das
Bakterienlysat nach Zugabe von Lysozym (Endkonzentration 1mg/ml) und Triton X-100
(Endkonzentration 1%) 30 - 60 Minuten vorsichtig bei 4°C geschittelt. Anschliefiend wurden die
Zelltrimmer durch 10miniitige Zentrifugation bei 12000 g und 4°C pelletiert und der Uberstand von 50
ml mit dem loslichen Protein in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Zu dem Uberstand wurden 2 mi
50%ige Glutathion Sepharose 4B-L6sung, die mit PBS-Puffer aquilibriert wurde, hinzugefiigt und der
gesamte Ansatz 30 Minuten bei RT unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert. Die gesamte Matrix mit
absorbiertem Fusionsprotein wurde nun in eine 10 ml-Séule Uberfihrt und der Durchlauf mit dem
ungebundenen Protein aufgefangen. Die Glutathion Sepharose 4B-Matrix wurde danach mit mindestens
3 x 10 ml PBS-Puffer gewaschen. Die exprimierten Proteine konnten auf zwei unterschiedliche Arten

eluiert werden:

A. Elution als GST-Fusionsprotein

Das gebundene Fusionsprotein wurde in 3 Schritten durch Zufiigen von jeweils 1ml Glutathion-
Elutionspuffer und daran anschlief3ender mindestens 10mindtiger Inkubation bei RT eluiert. Die drei

Fraktionen mit gereinigtem Fusionsprotein wurden zum Schluf3 vereinigt.

B. Thrombin-Verdau zur Freisetzung des Proteins ohne GST-Anhang

Durch Einwirkung der Protease Thrombin auf das noch an die Sepharose 4B-Matrix gebundene
Fusionsprotein war es moglich, das Protein vom N-terminaen GST-Anteil, welcher an die Matrix
gebunden bleibt, abzuspalten und direkt zu eluieren. Dazu wurde die Matrix mit einem 1 vol
Thrombinlésung (50 U Thrombin in 1 ml PBS-Puffer) 2 - 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Ein Unit der
Thrombinlésung spaltet 100 pg eines Testproteins in 16 Stunden bei 22°C. Dieser Schritt wurde
mindestens zweimal wiederholt, bis das gesamte gebundene Proteine von der Siule abgespalten war.
Die Kontrolle der Menge an eluiertem Protein erfolgte durch den Bradford-Assay (siehe 3.12.1) oder
durch Messung der Absorption bei 280 nm (siehe 3.12.2). Zur Kontrolle der Proteinaufreinigung
wurden jeweils Aliquots der einzelnen Aufreinigungsschritte entnommen, nach der Zugabe von 6 x
Laemmli-Puffer 5 bis 10 Minuten auf 95°C erhitzt und durch Gelelektrophorese auf einem 12% (15%) -
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igen Polyacrylamidgel qualitativ und quantitativ analysiert. Gereinigte Proteine wurden tblicherweise

aliquotiert, in fllissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

3.10.4 Expression und affinitatschromatographische Reinigung von MBP-

Fusionsproteinen aus E. coli-Zellen

Ein weiteres System zur affinitdtschromatographischen Aufreinigung von Fusionsproteinen aus E. cali
ist das pMAL-System. Der N-terminale Fusionspartner des aufzureinigenden Proteins ist in diesem
System das Maltose-Bindungsprotein (MBP). Die Expression des Fusionsproteins unterliegt auch hier
der Kontrolle des tac-Promoters, welcher durch IPTG induziert werden kann. Durch Bindung an eine
Amylose-Matrix kann das MBP-Fusionsprotein in einem Schritt affinitétschromatographisch aus E. coli
aufgereinigt werden (Guan et al., 1987; Riggs, 1990).

Zur Konstruktion des Fusionsproteins wird das Gen in einen pMAL-Vektor (New England Biolabs,
Schwalbach) kloniert. Die pMAL-Vektoren besitzen das malE-Gen, welches fir das MBP-Protein
codiert, im gleichen Leserahmen wie das zu fusionierende Gen, so dal3 dieses mit dem malE-Gen am 5'-
Ende als MBP-Fusionsprotein in E. coli-Zellen Uberexprimiert werden kann. In dieser Arbeit wurde der
Vektor pMAL-c2(ANdel)-HSTK (Brundiers, 1999) verwendet. Er basiert auf dem Vektor pMAL-c2
(Riggs, 1990), enthadlt jedoch das Insert Hs-TK, welches eine Klonierung Uber die Schnittstellen
Ndel/BamHI ermdglicht. Die Bildung des MBP-Fusionsproteins erfolgt wenige Stunden nach der
Induktion. Nach mechanischem AufschluR® der Bakterienzellen kann das MBP-Fusionsprotein durch
Bindung an die Amylose-Matrix und anschlief3ender Elution mit Maltose aus dem Lysat aufgereinigt

werden.

3.10.4.1 Aufreinigung von MBP-Fusionsproteinen

Vor Beginn der Proteinreinigung in einem grofReren Mal3stab wurde die Proteinexpression zunachst in
einem kleineren Kulturvolumen Uberprift. Dabel wurde wie unter 3.10.1 beschrieben, vorgegangen.
Abweichend von dem Protokoll erfolgte die Induktion der Expression mit IPTG in einer
Endkonzentration von 0,3 mM bereits bei einer ODgy von 0,5.

Zur praparativen Aufreinigung von MBP-Fusionsprotein wurden 1 Liter LB(Amp)-Medium mit 10 ml
giner E. coli-Ubernachtkultur angeimpft. Zur Unterdriickung der Expression der wirtseigenen
chromosomalen Amylase, welche zu einem Abbau der Amylose-Matrix bei der spateren Aufreinigung
fuhren wirde, wurden dem Medium 0,2% Glucose zugefligt. Die Kultur wurde bis zum Erreichen einer
ODgy VoNn 0,5 - 0,7 bei 37°C unter Schitteln inkubiert. Nach Induktion der Expression durch Zugabe
von IPTG in einer Endkonzentration von 0,3 mM wurde die Kultur noch weitere 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden anschlief3end durch 20minitige Zentrifugation bei 4000 g geerntet und das
Pellet in 50 ml MBP-Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluf3 erfolgte durch Einfrieren der Suspension
Uber Nacht bei —20°C und durch Ultraschallbehandlung (abwechselnd jeweils 30 - 60 Sekunden, 50 %
Pulse, 200 Watt und 30 - 60 Sekunden Kihlung auf Eis). Die Zelltrimmer wurden anschlief3end durch
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30miniitige Zentrifugation bei 9000 g vom Proteinextrakt getrennt und der Uberstand nach Uberfiihrung
in ein neues Reaktionsgefald 1:5 mit MBP-Puffer verdinnt. Die Konzentration an MBP-Fusionsprotein
im Proteinextrakt sollte etwa 2,5 mg/ml betragen. Der verdiinnte Uberstand wurde langsam (FluRrate 1
ml/min) Gber eine Saule mit 10 - 15 ml Amylose-Matrix, die kurz zuvor mit 8 vol MBP-Puffer
aquilibriert wurde, gegeben und der Durchlauf mit dem ungebundenen Protein aufgefangen. Die
Amylose-Matrix wurde dann zunéchst mit mindestens 12 vol MBP-Puffer gewaschen. Die gebundenen
M BP-Fusionsproteine wurden anschlief3end in 10 Fraktionen von je 2 ml mit 10 mM Maltose in MBP-
Puffer eluiert. Der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen wurde mit dem Bradford-Assay (siehe 3.12.1)
oder durch Bestimmung der UV-Absorption bei 280 nm (siehe 3.12.2) bestimmt. Wahrend der
Proteinexpression und der -reinigung entnommene Aliquots wurden danach auf ein 12% (15%) -iges
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Effizienz der Proteinreinigung durch anschlief3ende
Elektrophorese quantitativ abgeschétzt.

3.10.5 Aufreinigung von Proteinen durch Denaturierung und Renaturierung

Die Einfihrung von Mutationen fuhrte in einigen Falen zur Unloslichkeit von Proteinen. Diese
Proteine waren unter nativen Bedingungen mit den diversen Aufreinigungs-Systemen nicht zu isolieren.
Zur Solubilisierung der rekombinanten, jedoch als Einschlul3korper in der Zelle angehduften, Fusions-
Proteine und anschlief3ender Zuriickfaltung in die native Form wurde der , Protein Refolding*-Kit von
Novagen (Madison, USA) verwendet. Dazu wurden die nach Zellaufschlu? und anschlief3ender
Zentrifugation im Bakterienpellet vorliegenden Einschlulkdrper zunéachst unter milden denaturierenden
Bedingungen mit einem alkalischen Puffer bestehend aus einer Kombination von CAPS und
Lauroylsarcosin solubilisiert und die denaturierten Proteine nach Verdiinnung der Proteinsuspension
anschlief3end durch schrittweise Dialyse gegen einen neutralen Puffer unter anderem in Gegenwart des
Redoxpaares GSSG-GSH (oxidiertes und reduziertes Glutathion) in ihren nativen Zustand
zurickgefaltet. Die Denaturierung und Renaturierung der rekombinanten Proteine wurde strikt nach
Vorschrift und mit den Lésungen des , Protein Refolding”-Kits durchgefuihrt.

Die auf dem oben genannten Weg isolierten Fusions-Proteine wurden nach Beendigung des letzten
Dialyseschritts entsprechend ihres fusionierten Tags (His- oder GST-Taq) affinitétschromatographisch
wie unter Punkt 3.10.2.1 bzw. 3.10.3.2 beschrieben, aufgereinigt.

3.11 Herstellung von Proteinextrakten aus S. cerevisiae

3.11.1 Mechanischer Aufschlu3 von Hefezellen mit Glasperlen

Proteinextrakte aus S. cerevisiae wurden nach der Methode von Ausubel et al. (1987) hergestellt. Zellen
einer S cerevisiae-Einzelkolonie wurden in 50 oder 100 ml Vollmedium (bzw. Minimalmedien mit den
entsprechenden Aminosaurezusétzen) bei 30°C unter Schitteln bis zur mittleren exponentiellen Phase
inkubiert (ODggo ca. 1,0) und danach durch 5mindtige Zentrifugation bei 1500 g und 4°C geerntet. Alle
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folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt, um einen proteolytischen Abbau von Proteinen zu
vermeiden. Die Zellen wurden zunéchst mit dem 2- bis 4fachen Volumen (1,0 - 4,0 ml) des Pellet-
Nal3gewichtes mit eiskaltem H,O gewaschen und anschlief3end in drei Volumen Aufschlul-Puffer
resuspendiert. Nach dem Zufiigen von 1 Volumen Glasperlen (0,45 - 0,55 mm), welche zuvor eine
Stunde mit konzentrierter salpetriger Saure gewaschen und nach Neutralisation im Ofen getrocknet
wurden, erfolgte der mechanische Aufschlul® der Hefezellen durch abwechselndes Vortexen (1 Minute)
und Kuhlen auf Eis (1 Minute, 3 bis 5 Durchgénge insgesamt). Die Zellsuspension wurde anschlief3end
erneut fiir 20 Minuten bei 12000 g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand mit dem |6slichen Protein in
ein neues Reaktionsgefdld dberfihrt. 5 bis 10 pl des Proteinextrakts wurden sofort fir
Aktivitdtsmessungen (siehe 3.17.1.1) eingesetzt.

3.11.2 Alkalischer AufschluR von Hefezellen

Zéllen einer logarithmisch wachsenden Hefe-Kultur wurden durch Zentrifugation bei 5000 g geerntet.
Eine Menge an Zellen, welche 5 ODgy-Einheiten entsprach, wurde in 200 pl alkalischem Lyse-Puffer
suspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurde TCA bis zu einer Endkonzentration
von 10% (w/v) zugegeben und die Proteine durch 10mindtige Inkubation auf Eis gefdlt. Die gefdllten
Proteine wurden anschlief3end durch 5Smintitige Zentrifugation bei 16000 g pelletiert und durch Zugabe
von 200 pl 1M Tris-HCI, pH 8,0 neutralisiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Protein-Pellet in
100pl 2 x Laemmli-Auftrags-Puffer aufgenommen. Damit entsprachen 10 pl Proteinsuspension 0,5
ODegoo Zellen. Vor dem Auftragen auf ein SDS-PAGE-Gel wurden die Proben 5 Minuten auf 95°C
erhitzt. Im Gegensatz zum mechanischen Aufschlufd (siehe 3.11.1) erfolgte der alkalische Aufschliuld
von Hefezellen nur vor Western-Blot-Analysen (Kap. 3.15).

3.12 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

3.12.1 Bradford-Assay

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode von Bradford (Bradford,
1976). Das Prinzip des Bradford-Assays beruht auf dem Wechsel des Absorptionsmaximum einer
sauren Coomassie Brilliant Blue G-250-L6sung nach Bindung an Proteine von 465 nm nach 595 nm.
Die quantitative Bestimmung von Proteinen in Losung wurde mit einer Farbldsung und nach Vorschrift
der Firma BioRad (Richmond, USA) durchgefiihrt. Eichkurven wurden unter Verwendung definierter

Konzentrationen von Rinderserumalbumin hergestel|t.

3.12.2 Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV-Absorption

Da sich bel Proteinbestimmung mit dem Bradford-Assay die Proteinkonzentration einer unbekannten
Probe im wesentlichen von der Konzentration an Rinderserumalbumin ableitet, ist die Abweichung von

der tatsachlichen Proteinkonzentration manchmal sehr hoch. Fir guantitative Messungen von Protein-
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Ligand  Wechselwirkungen, sowie zur  Bestimmung von  MichaglisMenten-  und
Dissoziationskonstanten, muf? jedoch die Konzentration an aufgereinigtem Protein méglichst genau
bekannt sein. In diesen Fallen wurde daher der molare Extinktionskoeffizient (&) eines Proteins mit
bekannter Aminosduresequenz aus der Anzahl an aromatischen Aminosauren nach Gill und Hippel
(1989) berechnet (ey der in dieser Arbeit verwendeten Proteine, sieche Anhang). War der
Extinktionskoeffizient bekannt, so konnte die Konzentration einer homogenen Proteinsuspension durch
Bestimmung der Absorption bei 280 nm mit Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes (E=¢ - ¢ - d mit d

=1 cm) ermittelt werden.

3.13 Konzentrieren und Entsalzen von Proteinen

Far weiterfUhrende Untersuchungen aufgereinigter Proteine muften diese zum Teil noch hoher
konzentriert werden. Die Konzentrierung von Proteinen in Losung wurde Ublicherweise mit Amicon
Centricon-Filtern (Millipore, Bedford, USA) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Flr einige
Untersuchungen muldte das Protein nach der Aufreinigung entsalzt werden. Zur Entsalzung oder
Umpufferung wurde das Verfahren der Gelfiltration mit Sephadex G-25 angewendet. Dazu wurden 2 - 3
ml des eluierten Proteins Gber eine zuvor aquilibrierte PD-10-Saule (von Pharmacia, Freiburg) gegeben
und das Protein in 1 ml-Schritten im neuen Puffer eluiert. Aufgereinigte Proteine wurden Ublicherweise

in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlief3end bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.14 Analyse von Proteinen durch SDS-PAGE nach Laemmli

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (1970) ist eine Methode zur
Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen im elektrischen Feld. Zur Auftrennung
von Proteinen mit einer Grof3e von 60 bis 200 kDa wurden Gele mit einem Polyacrylamid-Anteil von 6
% verwendet; mit 12 % (15%) -igen Polyacrylamid-Gelen konnten Proteine mit einer Grof3e von 15 bis
60 kDa aufgetrennt werden. Die Denaturierung der Proteine erfolgt durch das in dem Laemmli-Puffer
vorhandene anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS), welches von Proteinen in grofien
Mengen gebunden wird, sowie durch B-Mercaptoethanol, welches die Disulfidbindungen in Proteinen
reduziert. Durch die negative Ladung der Sulfatgruppe des SDS ist der gebildete SDS-Proteinkomplex
stark negativ geladen, so da die native Ladung des Proteins vernachldssigbar ist. Die
Wanderungsgeschwindigkeit von Proteinen in der SDS-PAGE wird somit hauptsachlich durch den
Siebeffekt der Gelmatrix und von der angelegten Stromstdrke bestimmt und korreliert mit dem
Molekulargewicht der Proteine. Die Porengrof3e der Gelmatrix kann durch Verdnderung des Gehalts an
Acrylamid-N,N"-Methylenbisacrylamid variiert werden.

Die SDS-PAGE wurde als diskontinuierliche Gelelektrophorese, d.h. mit Sammel- und Trenngel in
unterschiedlichen Konzentrationen, in Mini-Elektrophoresekammern ,Protean 3“ von Biorad
(Richmond, USA) durchgefiihrt. Die Herstellung der SDS-PAGE-Gele erfolgte mit den Komponenten
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des , Protean 3*-Systems nach Angaben des Herstellers. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter
Stromstérke von 30 bis 45 mA und war beendet, sobald der untere Farbmarker Bromphenolblau die
untere Kante des Gels erreicht hatte. Das Gel wurde bel RT unter leichtem Schitteln 1 Stunde in der
Féarbel 6sung inkubiert und zum Schlul® mehrere Stunden in Entférbel 6sung gelegt.

Zusammensetzung des Sammelgels:

Acrylamid [%)] 5

Volumen [mi] 5 10
30 % Acrylamid/N,N"-Methylen-Bisacrylamid [ml] 0,65 1,30
4 x TrissHCI/SDS, pH 6,8 [ml] 1,25 2,50
H,0 [ml] 3,05 6,10
10 % Ammoniumperoxodisulfat [pul] 25 50
TEMED [ul] 5 10

Zusammensetzung des Trenngels:

Acrylamid [%] 12 15
Volumen [ml] 15 25 15 25
30 % Acrylamid/N,N’-Methylen-Bisacrylamid [ml] 6,00 10,00 750 12,50
4 x TrisHCI/SDS, pH 8,8 [ml] 375 625 375 625
H,O [ml] 519 8,65 3,69 6,15
10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat [l] 50 83 50 83
TEMED [ul] 10 17 10 17

3.15 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-
Blot-Analyse

Fur den immunologischen Nachweis von Proteinen wurden die aufgetrennten Proteine nach der
Vorschrift von Burnette (1981) elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Der
Transfer der Proteine aus der Gelmatrix auf die Nitrozellulose-Membran erfolgte in einer speziellen
Western-Blot-Apparatur (Mini Trans-Blot Kammer von Biorad) bei einer angelegten Stromspannung
von 150 mA innerhalb von 2 - 12 Stunden.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulose-Membran mit Ponceau-Rot reversibel geférbt, um die
Qualitdt der Proteintrennung und des Transfers zu Uberprifen. Dazu wurde die Membran 2 - 5 Minuten
in Ponceau-Rot-L6sung gefarbt und anschlief3end so lange mit destilliertem Wasser entférbt, bis die
Proteinbanden sichtbar hervortraten. Zur Abséttigung der unspezifischen Bindungsstellen wurde die
Nitrozellulose-Membran zunéchst fir eine Stunde bei RT in 100 ml Puffer A unter leichtem Schiitteln

inkubiert. Danach wurde die Membran zunéchst in 30 ml Puffer A mit der entsprechenden Menge des
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spezifischen Antiserums (Verdinnung: 1:2000 bis 1:5000) fir eine Stunde bei RT geschuttelt und
anschliefiend 3 x mit Puffer A ohne Milchpulver gewaschen. Die Markierung der gebundenen
Antikorper erfolgte durch einstindige Inkubation der Membran in 30 ml Puffer A mit einem
sekundéren, Peroxidase-gekoppelten Antikorper (Verdinnung: 1:10000). Anschlieffend wurde die
Membran nochmals 7 x mit Puffer A ohne Milchpulver und 3 x mit Puffer A ohne Triton X-100 und
Milchpulver gewaschen.

Zur Detektion immunoreaktiver Proteine wurde das Reaktionssystem ECL der Firma Amersham
Buchler (Braunschweig) nach Angaben des Herstellers eingesetzt (Prinzip des Nachweissystems, siehe
Durrant, 1992). Hierzu wurde die Nitrozellulose-Membran fir eine Minute in einem 1:1 Gemisch aus
ECL-L6sung 1 und 2 (jewells 2,5 ml) geschwéankt. Danach wurde die Membran auf Whatman-
Filterpapier gelegt, mit Frischhaltefolie abgedeckt und zur Detektion der Chemilumineszenz ein
Rontgenfilm aufgelegt. Je nach Intensitét des Peroxidase-Signals wurde der Film nach 1 - 5 Minuten

entwickelt.

3.16 Gelfiltration

Das Molekulargewicht von gereinigten Proteinen (5 — 10 pg) wurde durch Géfiltrations-
Chromatographie Uber eine Superose 12-Sdule mit dem Smart-System von Pharmacia bestimmt
(FluRrate 0,1 mi/min). Die Saule wurde zuvor mit PBS-Puffer &quilibriert. Die Kalbrierungskurve
wurde mit den Molekulargewichts-Markern Thyroglobulin (670 kDa), y-Globulin (158 kDa),
Ovalbumin (44 kDa), Myoglobin (17 kDa) und Vitamin B-12 (1350 Da) unter gleichen Bedingungen
erstellt.

3.17 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation mif3 die Reinheit, das Molekulargewicht und andere Eigenschaften
von Makromolekilen in Losung (Ralston, 1993, Van Holde, 1975). In dieser Arbeit wurde zur
Bestimmung des Molekulargewichts sowie des Sedimentationskoeffizienten von nativen und
denaturierten Proteinen die analytische Ultrazentrifuge Optima XL-A (von Beckman) ausgerustet mit
einem UV -Absorpionsoptik.

Das Prinzip der Methode beruht darauf, durch Zentrifugation ein starkes Schwerkraftfeld an eine
M akromol ekill6sung (Protein- oder DNA-LGsung) anzulegen. Bel einer bestimmten Feldstérke bewegt
sich ein Makromolekil mit bestimmter Geschwindigkeit. Das Verhdtnis von Geschwindigkeit zu
Zentrifugalkraft wird der Sedimentationskoeffizient (s) des Molekils genannt. In einem Zentrifugalfeld

hangt die Geschwindigkeit, mit der sich ein Proteinmolekul in Lésung bewegt, von drei Kréften ab:
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1.) Sedimentationskraft Fe:

Fs=mao’r m:  Masse des Molekiils [g]

Radiale Distanz zwischen Molekul und
Rotationszentrum [cm]

o:  Winkelgeschwindigkeit [rad-s™]

-

2.) Auftriebskraft Fy:

Fp, = -my ®> r wobei
Me=mvVvp

<l

Partielles spezifisches Volumen (1/Dichte)
des Molekiils[cm®/g]
p: Dichte des Lésungsmittels [g/cm?’]

3.) Reibungskraft F:

Fi=-fu f:  Reibungskoeffizient [g-s"]
u:  Geschwindigkeit des Molekils [m-s]

Sowohl Auftriebskraft, als auch Reibungskraft wirken der Sedimentationskraft entgegen. Im
Zentrifugalfeld befinden sich alle drel Kréfte sehr schnell im Geichgewicht:

Fo+F,+F=0 oder m(1-Vp)o’r -fu=0

Daraus ergibt sich die Definition des Sedimentati onskoeffizienten (s):

<= m(l-vp) _ u

f wr

Der Sedimentationskoeffizient héngt von den Eigenschaften (GrofRe, Form) des Molekiils ab. Molekile
konnen grundsétzlich nur dann sedimentieren, wenn die Sedimentationsgeschwindigkeit grof3er als die
Diffusion, d.h. die Rotationsgeschwindigkeit ausreichend grof3, ist. Der Sedimentationskoeffizient hat
die Einheit Svedberg, S (1 S=1.10"s). Die meisten Molekiile haben einen Sedimentationskoeffizienten
zwischen 1 und 100. In dieser Arbeit wurde der Sedimentationskoeffizient zur Dokumentation von
Konformationsénderungen innerhalb eines Proteins nach Ligandenbindung bestimmt (siehe dazu auch
Durchschlag et al., 1996).

Bel der Gleichgewichtszentrifugation werden Molekile in Lésung so lange einem Zentrifugalfeld
ausgesetzt, bis sich ein Gleichgewicht Uber einem Konzentrationsgradienten ausgebildet hat. Das ist
dann der Fall, wenn der Sedimentationsprozess mit der in entgegengesetzter Richtung wirkenden
Diffusion im Gleichgewicht steht. Die Verteilung der Konzentrationen ist alleine von der Masse des
Molekils, M =m- (1 —v p), abhéngig. Im Gegensatz zur Bestimmung des Sedimentati onskoeffizienten
erfolgt die Gleichgewichtszentrifzugation bei moderaten  Rotationsgeschwindigkeiten. Die

Konzentration bei Erreichen des Gleichgewichts der Sedimentation gehorcht folgender Funktion:
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2RT d(Inc) M, Molekulargewicht [g/mol]
Mw = (1-vp) o ' dr2 R:  Gaskonstante (8,314 Jmol K™
p)® T:  Absolute Temperatur (293,2 K)
c Konzentration [g/l]
r: Radiale Distanz der Rotationsachse (cm)

In dieser Arbeit wurde die Gleichgewichtszentrifugation zur Bestimmung des Molekulargewichts und
Oligomerisierungsgrades von Proteinen in nativen Losungsmitteln und denaturierenden Losungsmitteln,
z.B. 6 M Guanidinhydrochlorid, eingesetzt.

Bestimmung des Sedimentati onskoeffizienten

Der Sedimentationskoeffizient eines Proteins 1&/% sich durch ein Sedimentationsgeschwindigkeits-
Experiment bestimmen. Hierbei betrachtet man die Sedimentation einer homogenen Proteinfraktion von
der Radiusposition der Ldsungsoberflache (Meniskus) zum Boden der Mef3zelle. Die Proteinmolekile
reichern sich im Lauf des Experiments am Boden an und es bildet sich eine sedimentierende
Grenzschicht zwischen Losungsmittel und geldster Substanz. Die Lage dieser Genzschicht kann
zeitabhangig durch Absorptionsmessung bestimmt werden. Es ergeben sich sigmoidale Kurven
(Auftragung: ¢ — 1), aus denen durch nichtlineare Regression der Sedimentati onskoeffizient bestimmt
werden kann (Ralston, 1993). Die Kurven wurden mit der Software Origin (MicroCal, Northampton,
USA) ausgewertet. In dieser Arbeit wurden die Parameter @ und r automatisch durch die MicroCal-
Software aus den Datenfiles bestimmt. Demgegeniiber mufdten die Konstanten p und v manuell
bestimmt werden. Die Dichte p und Viskositdt | des L dsungsmittels wurden mit einem Pyknometer und
einem Kapillarviskosimeter (Schott) bei 20°C ermittelt. Das spezifische Volumen (v) der Molekiile in
Losung wurde auf Grundlage der Aminosduresequenz der untersuchten Proteinmolekile berechnet
(McRorie und Voelker, 1993) v der untersuchten Proteine, siehe Anhang). Vor Beginn der einzelnen
Laufe wurden die Proteine zundchst mindestens 12 Stunden gegen den experimentellen Puffer PBS
dialysiert und die OD,g, auf einen Wert zwischen 0,2 und 1,0 (entsprach 1 — 10 uM) eingestellt. 280 pl
der Proteinlésung und 320 pl der Referenzlsung (Dialysat) wurden in die Mef3zellen eingefillt und die
Proteine bei 20°C und 42000 U/min fir 2 bis 3 Stunden sedimentiert.

Die oben aufgefiihrten Berechnungen liefern sy, d.h. den beobachteten Sedimentati onskoeffizienten.
Zum Vergleich von Werten in anderen Losungsmitteln (z.B. 6 M Guanidinhydrochlorid) oder bei
anderen Temperaturen mussen alle Sedimentationskoeffizienten nach internationaler Vereinbarung auf

den theoretischen Sedimentati onskoeffizienten in Wasser bei 20°C umgerechnet werden:
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N Viskositds von Wasser bel

Son = n C o (E=Vpaow) Temperatur t
T My Mo (1-V-py) Sobs Nao: Viskositét von Wasser bel
Temperatur 20°C

Ne.  Viskositét des Puffersbel t
No.  Viskositét von Wasser bei t
p2ow: Dichtevon Wasser bel 20°C
p::  Dichte des Puffers bei t

Hydrodynamische Berechnungen
Der Sedimentationskoeffizient s steht Uiber die Svedberg-Gleichung in Bezug zum Diffusionskoeffizient
D [em?s™]:

s-R-T

M-(1-p-V)

Die Stokes-Einstein-Gleichung verknipft den Diffusionskoeffizient (D) mit dem Stokes-Radius des
hydratisierten Molekiils Rs [A]:

k-T

D =
6-m-n-Rg

Bestimmung des Mol ekul argewi chts und Assoziierungszustandes

Bel der Gleichgewichtszentrifugation zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden die gleichen
Zwei-Sektoren-Mef3zellen (1,2 cm) mit Quarzfenster wie bei der Ermittlung von s verwendet. Jedoch
wurden die Volumina von Proteinldsung und Referenz auf ein Drittel (120 pl) verringert. Nach etwa
40stindiger Zentrifugation bei 15000 und 18000 U/min blieb der Konzentrationsgradient konstant. Die
Absorptionsprofile wurden mit der Software Origin (MicroCal), nach dem Modell einer monomeren,

homogenen, idealen Proteinspezies analysiert

Konzentration bel Radius r
Konzentration bei rq
Winkelgeschwindigkeit
Gaskonstante (8,314-Jmol K™
Temperatur in K
Molekulargewicht des Monomers
Partielles spezifisches Volumen
Dichte des Puffers

2

w — 2 2
[2-R-T M(1-V-p)-(ri-ry)

Q.

D ElzAxme 00

In Félen, in denen das nach obigem Modell eines idealen Monomers erhaltene apparente
Molekulargewicht (My, ) Signifikant Uber dem berechneten lag, wurde Selbst-Assoziation des
Proteins angenommen. Aus diesem Grund wurden weitere Gle chgewichtsmodelle (Monomer-Tetramer,
Monomer-Dimer-Tetramer, siehe 4.3.2.1.2) zur Beschreibung des Oligomerisierungszustandes
herangezogen.
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3.18 Kinetische Methoden

3.18.1 Messung der Enzymaktivitat

Sowohl die Messungen der spezifischen Aktivitét, als auch die Bestimmung der Michaelis-Menten-
Parameter (siehe 3.18.2) von Guanylatkinasen (GUK) wurden ausnahmslos unter steady-state
Bedingungen in einem gekoppelten Enzym-Assay mit den Enzymen Lactatdehydrogenase (LDH) und
Pyruvatkinase (PK) bestimmt (Agarwal et al., 1978). durchgefuhrt. Das Enzym Pyruvatkinase
katalysiert in diesem Enzym-System die Ubertragung von 2 Phosphatresten des Substrats
Phosphoenolpyruvat (PEP) auf ADP und GDP, die Produkte der Guanylatkinasereaktion. Neben ATP
und GTP werden bei dieser Reaktion 2 Molekile Pyruvat gebildet, die in einer darauffolgenden, durch
das Enzym L actatdehydrogenase katalysierten Reaktion unter Verbrauch von 2 Molekilen NADH + H*
Zu 2 Molekilen Lactat reduziert werden. Im Gegensatz zu NADH absorbiert das wahrend dieser
Reaktion gebildete NAD" bei einer Wellenlange von 340 nm fast nicht mehr und kann deshalb
spektrophotometrisch nachgewiesen werden. Eine Einheit (Unit, U) ist definiert als die Menge an
Guanylatkinase, die notwendig ist, um 1 umol Phosphat in 1 Minute bei 25°C und pH 7,6 von ATP auf
GMP zu Ubertragen.

Reaktionsschema:

GK
ATP+GMP ——= ADP+GDP

PK
ADP+GDP+2PEP ——= ATP+GTP+2Pyruvat

LDH

2Pyruvat + 2NADH +2H" — @ 2L-Lactat +2NAD"

Testldsung: 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
100 mM KCl
10 mM MgCl,
2mM ATP
1mM GMP
0,5mM PEP
0,25 mM NADH
5U LDH
4U PK

Zu 0,5 ml (bzw. 1 ml) an Testldsung wurden jeweils 1 bis 5 ul der unbekannten Proteinlésung oder,
vorausgesetzt die Konzentration war bekannt, gereinigtes Protein in nanomolarer Konzentration
gegeben und die Anderung der Absorption bei 340 nm (Absorptionsmaximum von NADH) und 25°C
Uber einen Zeitraum von 3 bis 5 Minuten mit einem Uvikon 943-Photometer gemessen. Die Messung

wurde unter sittigenden Bedingungen durchgefuihrt, d.h. im Assay waren alle Substrate im Uberschul®
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vorhanden. Dadurch war eine lineare Abnahme der Absorption bei 340 nm im Anfangsbereich
gewahrleistet. Mit Hilfe einer eingebauten Software zur Berechnung von zeitabhangigen Kinetiken war
es dann mdglich, aus dem linearen Bereich des Reaktionsablaufes die Steigung zu berechnen, die der
Abnahme der Absorption pro Minute entsprach (AAas/min). Die spezifische Aktivitét wurde nach

folgender Formel berechnet:

AAz0/AL
Volumen-Aktivitét (in der Testlésung) = ﬁ [U/ml]
AAzqol/At - V
Volumen-Aktivitét (in der Proteinprobe) = > e d.v [U/ml]
Volumen-Aktivitat
Spezifische Aktivitat = [U/mg]
Proteinkonzentration (c)
Hierbei ist:
AAsz /At = Absorptionsdnderung pro Zeiteinheit
3 = molarer Absorptionskoeffizient von NADH (6,2 mM™ cm™ bzw. 6,2 cm?® pmol ™
bei 340 nm)
d = Lichtweg (Schichtdicke der Mef¥kivette) [cm] (i.a. 1 cm)
\Y = Reaktionsvolumen [ml]
\Y; = Enzym-Probevolumen [ml]
c = Proteinkonzentration [mg/mi]
U = Enzym-Einheit, definiert als die Menge Enzym, welche die Umwandlung von 1

uMol GMP in GDP pro Minute unter den vorgegebenen Reaktionsbedingungen
katalysiert.

Da das Hilfsenzym Pyruvatkinase (PK) die Nukleotide ADP und GDP gleichermalien as Substrate
annimmt, werden bel der Umwandlung von eéinem Mol GMP zu GDP zwei Mol NADH oxidiert; daher
geht der Faktor 2 in die obigen Formeln ein.

Ein weiteres Mal3 zur Bestimmung der Aktivitét eines Enzyms unter steady-state Bedingungen ist die
Umsatzrate. Sie gibt die maximale Anzahl an Substratmolekilen an, welche bei vollsténdiger
Substratséttigung von einem Molekil des Enzyms (bzw. seines aktiven Zentrums) pro Sekunde
umgesetzt werden kann. Die Umsatzrate wird mit ke (katalytische Konstante) abgekirzt und hat die
Einheit s

pmol (Substrat)

_ [5_1]
pmol (Enzym) - s
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3.18.2 Michaelis-Menten Parameter

Michaelis und Menten (1913) haben Reaktionen von Enzym und Substrat unter steady-state
Bedingungen charakterisiert. Unter der Voraussetzung, dald das Enzym im Vergleich zum Substrat in
vernachlassigbar geringer Konzentration vorliegt, kann eine Enzym-Substrat Reaktion sehr vereinfacht

als Reaktion pseudo-erster Ordnung durch folgendes Schema beschrieben werden:

K
E+S <—S—> ES ﬁ» E+P

Zuné&chst bilden Enzym (E) und Substrat (S) den Enzym-Substrat-Komplex (ES). Es wird vorausgesetzt,
dafd dieser Schritt schnell und reversibel erfolgt. Im Komplex werden Enzym und Substrat durch nicht-
kovalente Kréfte zusammengehalten. Die chemische Reaktion erfolgt dann in einem zweiten Schritt mit
der Umsetzungsrate ke (Konstante 1. Ordnung). Wenn der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der
gesamten Reaktion ke ist, dann ist die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des gebildeten
Komplexes abhangig, d.h.:

[E] [S]
[ES]

= Ke (Gleichung 1)

und
V = Keat [ES] (Gleichung 2)

Die Konzentration des gesamten Enzyms [E], ist mit der Konzentration an freiem Enzym [E] Uber

folgenden Term verbunden:

[E] = [E]o - [ES] (Gleichung 3)
Aus Gleichung 1 und 3 folgt: [Elo [S]
- Ks + [S] (Gleichung 4)

Aus Gleichung 2 und 4 folgt:
_ [Elo [S] kea

T Ks+[9] (Gleichung 5)

In der MichaelisMenten-Gleichung entspricht die Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-
Komplexes Ks dem Parameter Ky, Unter der Annahme, dai3 [S] sehr viel groRRer als Ky ist, erhdt man

aus Gleichung 5 die Definition der maximal en Reaktionsgeschwindigkeit:

Vimax = kcat [E]O

(Gleichung 6)
Eingesetzt in Gleichung 5 ergibt sich die Michaelis-Menten-Gleichung:
[S] Vimax
Ve ————— '
Koy + [S] (Gleichung 7)

Die Konstante Ky, hat die Dimension einer Konzentration [M]. Setzt man in Gleichung 7 [§] = Ky, dann
iIst Vv = vm/2. Ky entspricht daher der Substratkonzentration, bei der die halbe maximale
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Geschwindigkeit erreicht ist bzw. bei der das Enzym zur Halfte mit Substrat geséttigt ist. Ein niedriger
Ku-Wert zeigt demnach eine hohe Affinitdt des Enzyms zum Substrat an. Die Michaelis-Menten-
Parameter konnen experimentell bestimmt werden, indem unter steady-state Bedingungen die
Substratkonzentrationen variiert werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit v ist dann, wie Gleichung 7
zeigt, hyperbolisch von [S] abhangig.

Die Michaelis-Menten Parameter Ky, und v verschiedener Guanylatkinasen fir die Substrate ATP und
GMP wurden mit Hilfe des gekoppelten, spektrophotometrischen Assays (siehe 3.18.1) bestimmt. Zur
Ermittlung des Ky von GMP (ATP) wurde die Konzentration von ATP (GMP) konstant im Uberschuly
von 2 mM (1 mM) gehalten, wahrend GMP (ATP) in mindestens 5 Ansdtzen in verschiedenen
Konzentrationen (GMP: 2 pyM - 1 mM, ATP. 2 pM - 4 mM) hinzutitriert wurde. Die
Reaktionsgeschwindigkeiten wurden fir jeden Ansatz bestimmt und graphisch gegen die eingesetzten
Substratkonzentrationen aufgetragen. Die MichaglisMenten Parameter konnten dann mittels der
Software Origin aus der hyperbolischen Auftragung bestimmt werden.

3.19 Untersuchung von Protein-Ligand Wechselwirkungen

In dieser Arbeit wurden vor alem Proteine der MAGUK-Familie (Garner und Kindler, 1996), auf ihre
Nukleotidbindungs-Eigenschaften untersucht. Dies geschah zunéchst in einem qualitativen Ansatz mit
der Nano-Elektrospray-M assenspektrometrie (Nano-ESM S, siehe 3.19.1). Die Dissoziationskonstanten
wurden mit der Gleichgewichtsdialyse (siehe 3.19.2) und dem Filter-Assay (siehe 3.19.3) bestimmt.

3.19.1 Nano-Elektrospray-Massenspektrometrie (Nano-ESMS)

Die Massenspektrometrie stellt eine wichtige Methode zur Bestimmung der molekularen Massen von
Makromolekilen, wie z. B. von Proteinen und Nukleinsduren, dar. Das Prinzip der
Massenspektrometrie beruht auf der lonisierung und anschlief3enden Trennung der ionisierten Molekile
in gasformiger Phase aufgrund ihres Masse-Ladungs-Verhdltnisses. Bei der Elektrospray-
Massenspektrometrie (ES-MS) wird die Probe zundchst angesduert (z.B. mit Methanol und
Ameisensdure) und als feiner Spray in das Massenspektrometer gebracht. Die lonisierung der Molekile
geschieht in einem elektrischen Feld. Aufgrund des im Massenspektrometer anliegenden Vakuums
verdampft die Ldsung sehr schnell und hinterlét die positiv geladenen Moleklle. Nicht-kovalente
Bindungen, mit Ausnahme elektrostatischer Wechselwirkungen, kodnnen unter den im
Massenspektrometer vorherrschenden Bedingungen nicht aufrechterhalten werden. Die geladenen
Moleklle werden zunéchst durch das elektrische Feld beschleunigt und dann durch ein magnetisches
Feld abgelenkt. Sie werden anschlief3end nach dem Verhdltnis ihrer Masse/Ladungszahl (m/z)
voneinander getrennt und detektiert. Das Spektrum eines reinen Molekils zeigt eine Schar von Peaks,
welche die Verteilung der unterschiedlich geladenen Proteinspezies angibt. Die Mef3genauigkeit der ES-
MS liegt bei 0,005-0,01%.
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Die Nano-Elektrospray-Massenspektrometrie (Nano-ESMYS) stellt eine einfache Modifikation der
Elektrospray-Massenspektrometrie dar (Wilm und Mann, 1996). Bei der Nano-ESMS ist der
Durchmesser der Nanospray-Kapillare auf wenige Micrometer reduziert, folglich sind freigesetzte
Nano-Elektrospray-Tropfen sehr viel kleiner im Vergleich zur ES-MS. Je kleiner der Tropfen desto
geringer ist der Salzgehalt/Tropfen. Salzaddukte stellen ein grof3es Hindernis bei der Beurteilung von
Massenspektren dar. Mit der Nano-ESMS ist es jedoch mdglich, Proteine in wéssrigen Ldsungen, ohne
Zugabe von organischen L 6sungsmitteln, im nativen Zustand zu untersuchen. In dieser Arbeit wurde die
Nano-ESMS zur Untersuchung von nichtkovalenten Bindungen zwischen Proteinen und Nukleotiden
herangezogen.

Die NS MS wurde am MPI fur Molekulare Physiologie (Dortmund) unter Anleitung von Heino Prinz
mit einem Finnigan LCQ Massenspektrometer, ausgertstet mit einem Mikromanipulator fur die
korrekte Positionierung der Nanospray-Nadel, durchgefihrt. Die Nanospray-Nadeln wurden nach
Protokoll von Mann und Wilm (1995) angefertigt und mit 1 — 4 pl der zu untersuchenden wéssrigen
Proteinlosung (hier: 10 uM Protein mit 5 oder 10 uM Ligand) gefullt. Sie wurden dann auf dem
Mikromanipulator fixiert und in die Néhe des Eingangs des MS gebracht. Zur Initialisierung des
Elektrosprays wurde zundchst ein Tropfen der Probe pneumatisch aus der Nadel herausgedriickt und
anschlief®end eine Spannung von 900 V angelegt. Die erhaltenen Original-Daten (Auftragung:
Verteilung der verschieden geladenen Proteinspezies — nvz) wurden mit der Software BioExplore
(MicroCal) in Massenspektren (Auftragung: Relative Verteilung der Proteinspezies — Masse)

umgewandelt.

3.19.2 Gleichgewichtsdialyse

Die Bindung verschiedener Nukleotide an Membran-assoziierte Guanylatkinasen wurde zum Teil durch
Gleichgewichtsdialyse bestimmt. Das Dialysegerdt (Equilibrium Dialyzer EMD 101B, Pharmacia-
Biotech) wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Dialysekammern (2 x 8 Halbschalen) sind
durch eine Membran, welche fir Proteine Uber 4 kDa undurchlssig war, getrennt. In eine Halfte der
Dialysekammer lag das Protein in definierter Konzentration vor, die andere Halfte wurde mit
Nukleotiden in verschiedenen Konzentrationen gefullt. In dieser Arbeit wurden Proteine in einer
Konzentration von 1 oder 5 uM und Nukleotide in Konzentrationsgradienten von 0 — 100 pM (NMP)
und 10 pM — 10 mM (NTP) eingesetzt. Nach mindestens 24stiindiger Rotation bel 4°C wurden die
Kammern geleert, das Protein durch Erhitzen auf 80°C prézipitiert und abzentrifugiert (14000 g, 10
Minuten). Die Konzentration der Nukleotide in allen 16 Proben wurde spektrophotometrisch durch
Absorption bei 252 nm (GMP, cGMP) bzw. 259 nm (ATP) bestimmt (Extinktionskoeffizienten der
Nukleotide, siehe Anhang). Die Konzentrationen der Nukleotide in jeder Halfte einer Kammer wurden
verglichen. Der UberschuR von Nukleotid in der H&fte mit Protein entsprach dem Anteil an

gebundenem Nukleotid. In der gegentiberliegenden Halfte war die Konzentration des freien Nukleotids
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direkt mefdbar. Der Ki-Wert wurde anschlief3end aus der graphischen Auftragung des gebundenen
Nukleotids gegen das freie Nukleotid bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit der Software Origin 4.1

von MicroCal.

3.19.3 Filter-Assay mit radioaktiv markierten Nukleotiden

Die Bindung von radioaktiv markierten Nukleotiden ([o**PJATP und [0*?P]|GTP, sowie [*H]JAMP,
[*H]GMP, [*H]cAMP und [°*H]cGMP) an Proteine der MAGUK -Familie wurde mit dem Nitrocel lulose-
Filter-Assay bestimmt. Im Gegensatz zur Gleichgewichts-Dialyse ist der Filter-Assay in kurzer Zeit
durchfiihrbar. Fir den Assay wurden 1 uM oder 10 uM Protein mit der entsprechenden Menge an
Nukleotid in einem Probevolumen von 20 pl Bindungs-Puffer gemischt und fur 15 Minuten bei RT
inkubiert. Dann wurde das Reaktionsgemisch mit Hilfe einer Membranpumpe (Vacuubrand, Wertheim)
durch einen feuchten Nitrocellulose-Filter (Durchmesser 25 mm, Porengrof3e 0,45 uM, von Schleicher
und Schuell, Dassel) filtriert. Der Filter wurde anschlief3end dreimal mit jeweils 2,5 ml Bindungspuffer
(20 mM TrigHCI, pH 7,6, 100 mM KCI, 10 mM MgCl,) gewaschen und nach dem Abtrocknen in
Plastikflaschchen mit 3 ml Szintillationsfllssigkeit (Ultima Gold, Packard, Groningen, Niederlande)
(bei [0*P]-markiertem Triphosphat) tberfilhrt. Bei Verwendung von [*H]-markiertem Monophosphat
wurde der Filter in Plastikflaschchen mit 5 ml Szintillationsfllssigkeit (Filter-Count, Packard) unter
30mindtigem Schitteln aufgel st. Die Radioaktivitét der jeweiligen Probe wurde zum Schluf? mit einem
Szintillationszdhler (1500 Tri-Carb Liquid Scintillation Analyzer, Packard-Instrument Company)
bestimmt. Die Berechnung des Kg-Wertes erfolgte wie unter 3.19.2 beschrieben, mit der Software
Origin 4.1 von MicroCal.
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4 ERGEBNISSE

4.1  Guanylatkinasen

4.1.1 Hefegenetische Untersuchungen an der Guanylatkinase

4.1.1.1 Die Backerhefe S. cerevisiae als in vivo-System zur Detektion von

Guanylatkinase-Aktivitat

Auf Grundlage der Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae, eines Modellorganismus in der
Molekularbiologie, wurde in unserer Arbeitsgruppe ein in vivo-System zur Detektion von
Guanylatkinase-Aktivitét etabliert. Die Guanylatkinase (GUK) ist ein essentielles Enzym von
Saccharomyces cerevisiae. Wie bereits in friheren Arbeiten durch Konstruktion des GUK1-
defizienten Stammes AG430(GUKL/gukl::HIS) (Konrad, 1992) gezeigt wurde, fuhrt ihr Verlust
Zu rezessiver Lethalitét. In diploiden AG430(GUKZL/gukl::HIS3)-Z€ellen ist die codierende
Region des GUK1-Gens auf einem Chromosom partiell deletiert (Nukleotide 245 - 645). Der
fehlende Sequenzbereich wurde durch ein 1,8 kb DNA-Fragment, welches das HIS3-Markergen
enthdlt, ersetzt. Diploide AG430(GUKL/gukl::HIS3)-Zellen besitzen den Phanotyp leu2’, d.h.
die Zelen konnen aufgrund eines Enzymdefektes (LEU2 codiert for das Enzym -
Isopropymal atdehydrogenase) die Aminosdure Leucin nicht synthetisieren. Sie bleiben auf
Vollmedium bzw. Minimalmedium mit dem Zusatz von Leucin lebensfahig. Da die Deletion
von GUK1 in AG430(GUKY/gukl::HIS3) nur auf ein Allel beschrankt ist, sind nach
meiotischer Teilung 2 der 4 haploiden Sporen |ebensféhig. Die GUK1-Deletion kann allerdings
durch ein Uber einen Vektor in die Hefezelle eingefuhrtes Guanylatkinasegen komplementiert
werden (Spangenberg, 1997). In diesem Fal sind wieder alle vier Sporen eines Ascus
lebensfahig. Die haploiden Zellen, welche das Vektor-gebundene komplementierende Gen
besitzen, konnen durch HIS-Marker-Segregation nach Trennung der Sporen identifiziert
werden.

Zur effizienten heterologen Expression von rekombinanten Guanylatkinase- bzw. GUK-
homologen Genen unter der Kontrolle des GAL10-Promoters in S cerevisiae wurde der Vektor
YEp512N (Konrad, 1992) verwendet. Gene unter Kontrolle des GAL-Promoters kénnen durch
Wechsel der Kohlenstoffquelle von Glukose auf Galaktose bis zu 1000fach Uberexprimiert
werden (Johnston und Carlson, 1992). Der in der Komplementationsanalyse eingesetzte
Pendelvektor YEp512N geht aus dem episomalen Plasmid Y Ep51 (Broach et al., 1983) hervor
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und besitzt neben dem Ampicillinresistenzgen und dem Replikations-Ursprung ColE1 zur
Replikation in E. coli auch das LEU2-Markergen sowie den Replikationsstartpunkt 2u zur
Replikation in Hefezellen. Im Gegensatz zu YEp51 enthélt er jedoch eine neu konstruierte
Ndel-Schnittstelle in der Polyklonierungsregion, wahrend die beiden anderen urspriinglichen
Ndel-Schnittstellen entfernt wurden. Rekombinante Gene konnten folglich standardméaldig tGber
die Ndel- und BamHI-Schnittstellen in den Vektor kloniert werden.

YEp512N

Ndel
BamHlI
Sall

7634 bp

Abb. 4.1 Schema des Hefe-Expressions-V ektors Y Ep512N (aus Brundiers, 1999).

Zur genetischen Uberprifung der Komplementation des in AG430(GUK1/gukl::HIS3)
deletierten chromosomalen Guanylatkinase-Gens durch Fremdgene wurden transformierte
Zellen zunéchst auf Kaliumacetat-Medium zur Sporulation gebracht und die 4 Sporen der Asci
anschlieflend auf Y EPGal-Vollmedium vereinzelt. Fur den Fall, dal3 das rekombinante Gen den
Defekt des essentiellen GUK1-Gens ausgleichen konnte, sollten ale vier haploiden Zellen auf
gal aktosehaltigem Nahrmedium wachsen.

Das auf Basis der Hefe aufgebaute in vivo-System besitzt gegentber E. coli-
Expressionssystemen einen entscheidenden Vorteil: Die Hefe ist ein Eukaryot und folglich mit
der Fahigkeit zur posttranglationalen Modifizierung von Proteinen ausgestattet. Ein haufiges
Problem der heterologen Uberexpression rekombinanter Proteine in E. coli ist hingegen die
Bildung von unléslichen Protein-Aggregaten. Diese sogenannten Einschlufkorper sind falsch
gefaltete Proteine, welche sich nach Uberexpression in der Zelle anhaufen und zusammenlagern
(Schein, 1989). Solche Protein-Aggregate treten haufig in prokaryontischen, normalerweise
nicht aber in eukaryontischen Zellen auf (Rudolph und Lilie, 1996; Ausnahme: Prionen bilden
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pathol ogische Aggregate in Sdugerzellen; Prusiner et al., 1998), da unkorrekt gefaltete Proteine
in diesen Zellen durch Proteasen abgebaut oder aber durch Hilfsproteine (Chaperone) in ihre
native Struktur zurtickgefaltet werden konnen (Wickner et al., 1999). Die Bakterienzelle besitzt
keinen derart komplexen posttrandationalen Qualitéts-Kontrollmechanismus, weshalb es
oftmals nach Uberexpression von eukaryontischen Proteinen zur Bildung der EinschluRkorper
kommt. Das Hefe-Expressionssystem sollte demnach eindeutig Vorteile in der Translation von
rekombinanten Genen aus Sauger- oder Pflanzenzellen besitzen. In der Tat konnte mit diesem
in vivo-System bereits friher gezeigt werden, dal3 die Guanylatkinase des Menschen (hGUK),
welche nach Uberexpression in E. coli EinschluRkorper bildete und katalytisch inaktiv war
(Brady et al., 1996), den letalen GUK1-defizienten Phanotyp in der Hefe supprimieren konnte
(Spangenberg, 1997). Die Polypeptidkette der hGUK war folglich in der Hefe in die
enzymatisch aktive Form gefaltet. In dieser Arbeit wurde das System zur Uberprifung von
Sauger- und pflanzlichen Guanylatkinasen sowie von GUK-homologen Saugerproteinen
eingesetzt, welche sich nicht aus E. coli aufreinigen lief3en bzw. nach Isolierung aus dem

Bakterium keine Aktivitét zeigten.

4.1.1.2 Die Guanylatkinase unter Kontrolle des Tetracyclin-regulierbaren Promoters
tetO-tTA

Da bel der Vielzahl der zu untersuchenden Gene eine Tetradenanalyse zur Analyse auf
genetische Komplementation des deletierten chromosomalen Guanylatkinase-Gens in
AG430(GUK1/gukl::HIS3) zu zeitaufwendig ist, wurden in dieser Arbeit erste Schritte zur
Etablierung eines einfacheren in vivo-Systems zur Detektion von Guanylatkinase-Aktivitét
unternommen.

Hierzu wurde das Tetracyclin-regulierbare Promotersystem tetO-tTA, welches urspriinglich zur
regulierbaren Expression von Genen in Saugerzellen (Gossen und Bujard, 1992; Gossen et al.,
1993) entwickelt, spéater jedoch von Gari et al. (1997) fur die Genexpression in Hefezellen
adaptiert wurde, eingesetzt. Vorangestellt sei, dal3 neben dem in dieser Arbeit verwendeten
aktivierten System (siehe Abb. 4.2), in welchem die Transkription konstitutiv angeschaltet ist,
auch ein reverses Tetracyclin-regulierbares System existiert, in welchem die Transkription erst
nach Zugabe von Tetracyclin (bzw. Tetracyclinderivaten) angeschaltet wird und eine 1000fache
Uberexpression des Reportergens erlaubt (Gossen et al., 1995). Basis des in dieser Arbeit
verwendeten Systems zur Tetracyclin-regulierten Transkription eines Gens unter Kontrolle des
tetO-Operators ist der tTA-Transaktivator (siehe Abb. 4.2). Der tTA-Transaktivator setzt sich

aus der VP16 aktivierenden Doméne des Herpes-Simplex-Virus und dem Tetracyclin-
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induzierbaren Repressor (tetR) des Tetracyclin-resistenten Operons Tn10, zusammen (Gossen et
al., 1993). In Abwesenheit des Effektormolekils Tetracyclin bindet der tTA-Transaktivator an
den Operator tetO und ermoglicht die Transkription des nachfolgenden Gens. In Anwesenheit
von Tetracyclin dissoziiert der tTA-Transaktivator von der Operator-Bindungsstelle und die

Transkription wird effizient reprimiert.

ATUERTES o
tetR | vPie [An—
—Tetracyclin/ \:Tetracyclin
A A tet R-Tc-VP16
tetR-VP16 Transkription m
(005000 RN — ”[
TATA TATA
—> < X — > «—— X
tetO, Operator tetO; Operator

Abb. 4.2 Schema des konstitutiv aktivierten Tetracyclin-regulierten Promotersystems. Der Transaktivator,
bestehend aus einer Repressor- (tetR, Kreise) und Aktivator-Doméne (V P16, Ellipsen) wird unter Kontrolle eines
geeigneten Expressions-Signals gebildet. In Abwesenheit des Effektormolekiils Tetracyclin (Tc, Dreiecke) bindet
der Transaktivator an den Operator und aktiviert die Transkription. In Gegenwart von Tetracyclin dissoziiert der
Transaktivator von der spezifischen Bindungsstelle und die Transkription wird reprimiert. Das dargestellte
Promoter-tet-Operator-Element setzt sich aus 7 tetO-Operatoreinheiten zusammen. Pro Operatoreinheit bindet eine
Transaktivatoreinheit. (A),, Polyadenylierungsregion

Der Vortell des tetO-tTA-Systems gegentber dem GAL-Promoter besteht darin, dad die
Expression eines Gens in Abhéngigkeit der vorliegenden Tetracyclinkonzentration moduliert
werden kann. DarlUberhinaus ist dazu im Gegensatz zum GAL-Promoter ein Wechsel der
Kohlenstoffquelle nicht notwendig. Zur Transkription des GUK1-Gens unter Kontrolle des
tetO7-tTA-Promoters wurde der Vektor pCM 189 (Gari et al., 1997) eingesetzt. Der Vektor geht
aus dem centromeren Plasmid Ycplac33 (Gietz und Sugino, 1988) hervor und enthdlt eine
Kassette (siehe Abb. 4.3) mit allen in Abbildung 4.2 aufgefihrten regulatorischen Elementen.
Ziel dieser Arbeit war es zunéchst mit Hilfe des tetO-tTA-Promoters die Auswirkung einer
fortschreitenden Repression der Guanylatkinase-Transkription auf die Hefezelle zu untersuchen
und den zum Uberleben der Hefezelle essentiellen Spiegel an Guanylatkinase-Aktivitdt zu
bestimmen. Dazu mufte zundchst ein Hefe-Stamm konstruiert werden, in welchem die
Expression des GUK1-Gens ausschliefdich der Kontrolle des tetO7-tTA-Promoters unterlag.

Zur Etablierung eines neuen in vivo-Systems zur Detektion von Guanylatkinaseaktivitét auf
Basis des tetO;-tTA-Promoters war es jedoch notwendig, dal? die Expression des GUK1-Gens
in Gegenwart von Tetracyclin vollstandig inhibiert wurde. In dem Zustand der vollsténdigen
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Repression konnten dann jene Uber ein zweites Plasmid in die Hefezelle eingefiihrten GUK-
Mutanten bzw. unbekannten Gene als aktive Guanylatkinasen identifiziert werden, welche den

letalen guk1-Phanotyp supprimierten.

BamHI  Notl  Pstl

Pmel Sfil

Abb. 4.3 Schematische Darstellung der regulatorischen Elemente der tetO-Promoter-Kassette des Plasmids
pCM189. ADH1,, ADH1-Terminatorregion; tetO;, Promoterregion, bestehend aus 7 tetO-Einheiten; CYC1 TATA,
TATA-Box von CYCL1; MCS, Polyklonierungsregion mit den angezeigten singuléren Schnittstellen; CYC1,, CYC1-
Terminatorregion

Das neue in vivo-System sollte auf Basis des Stammes AG430(GUK1/gukl::HIS3) aufgebaut
und die GUK1-Expression unter Kontrolle des pCM189-gebundenen tetO-tTA-Promoters
stehen. Zur Konstruktion von pCM189-GUK1 wurde das GUK1-Gen zunéchst mit den
spezifischen Oligonukleotiden OSP108 und OSP109 aus genomischer Hefe-DNA durch PCR
amplifiziert und anschlief3end Uber die neu eingefigten Restriktionsschnittstellen BamHI und
Pstl in das centromere Plasmid pCM189 (Gari et al., 1997) kloniert. Da der Stamm
AG430(GUK1/gukl::HIS3) auxotroph fur die Aminosaure Leucin ist, muféte der URA3-Marker
auf dem Plasmid pCM 189-GUK1(URA3) gegen den LEU2-Marker ausgetauscht werden. Dazu
wurden Zellen des haploiden Leucin- und Uracil-auxotrophen Hefestammes NE759-
11A(gukl(nes25-1)leu2, ura3, ade8, his3) (Shimma et al., 1997) mit dem Plasmid pCM 189-
GUKZ1(URA3) und dem ,Marker-Swap“-Plasmid pUL9 (Cross et al., 1997) transformiert und
auf SC™EY-Medium ausgestrichen. Auf dem selektiven Leu'-Medium konnten nur digjenigen
Zellen wachsen, in welchen der Austausch des URA3-Markers gegen den LEU2-Marker auf
dem Plasmid pCM189-GUK1 durch homologe Rekombination stattgefunden hatte. Aus den
Transformanden wurde das Plasmid isoliert und in E. coli DH50. amplifiziert. Hefezellen des
Stammes AG430(GUK1/gukl::HIS) wurden dann mit dem Plasmid pCM189-GUK1(LEU2)
transformiert und auf  SD-Medium  ausgestrichen. Die haploiden Zellen
AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1), in welchen die chromosomale Deletion des GUK1-Gens
durch das Wildtyp-Gen auf dem Plasmid pCM189-GUK1 komplementiert wurde, konnten
anschlieffend durch Tetradenanalyse auf SD-Medium isoliert werden. Im haploiden Stamm
AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) unterliegt die Kontrolle der Expression des GUK1-Gens
dem Tetracyclin-regulierbaren Promoter tetO-tTA.
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Zur Uberprifung der Expression des Gens GUK1 wurden Zellen von drei unabhangigen
Ubernachtkulturen des Stammes AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1), sowie des Kontroll-
Stammes AG215(GUK1/pCM189) in frisches SD-Medium mit der entsprechenden
Konzentration des Tetracyclinderivats Doxycyclin inokuliert (Anfangs-ODgyo = 0,01).
Doxycyclin wurde im Experiment eingesetzt, da es im Vergleich zu anderen getesteten
Tetracyclinderivaten die hochste Affinitét zum tetR-Repressor zeigte (Degenkolb et al., 1991).
Die Kulturen wurden anschlief3end bis zur ODggo von 1,0 bei 30°C unter Schitteln inkubiert und
in 4 Schritten jeweils 1:10 bis zur ODgyp von 0,0001 verdinnt. 5 ul der jeweiligen
Verdunnungsstufe wurden anschlief3end als Tropfen auf SD-Platten ohne Doxycyclin, sowie mit

0,1, 1, und 5 ug/ml Doxycyclin aufgebracht und fir 2 Tage bei 30°C inkubiert.

Abb. 4.4 Wachstumsdefekt von Hefe-Zellen, verursacht durch Inhibition der GUK1-Expression unter Kontrolle des
tetO-tTA-Promoters in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an Doxycyclin. Eine Serie von 4
Verdinnungen  (jeweils 1:10, bei ener AnfangsODgy von 1,00 der diploiden (WT:
AG430(GUKL/gukl::HIS3/pCM189) und haploiden Stdmme (A10, C10, All: AG215(gukl::HIS3/pCM189-
GUKZ1) wurde auf SD-Medium mit den angezeigten Mengen (0,1, 1,0, 5,0 ug/ml) an Doxycyclin aufgetropft und
die Platten 2 Tage bei 30°C inkubiert.
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Die Auswirkung der fortschreitenden Repression der Guanylatkinase-Transkription auf das
Wachstum der Hefezellen in Gegenwart der zunehmenden Konzentration an Doxycyclin ist in
Abbildung 4.4 dargestellt.

Bereits bei einer Konzentration von 1 ug/ml ist das Wachstum der Zellen stark beeintréchtigt.
Die Generationszeit der Zellen AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) in der exponentiellen
Wachstumsphase (nach 18 h) (tg = 151,2 - 162,8 min) ist gegenlber der Kontrolle
AG430(GUK1/gukl::HIS3/pCM189) (tg = 136,2 min) um 10 - 20% erhdht. Nach wiederholter
Beimpfung von frischem SD-Medium mit 1 pg/ml Doxycyclin stieg die Verdopplungszeit von
AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) auf 166,4 - 271,8 min, also um 100% im Vergleich zum
Kontrollstamm, an. Das gleichbleibende Wachstum der AG430(GUK1/gukl::HIS3/pCM189)-
Zéellen deutet daraufhin, dal3 das Antibiotikum in den gewahlten Konzentrationen keinen
toxischen Effekt auf die Hefezellen hat (siehe Abb. 4.4, WT). Die Menge an Guanylatkinase in
Zellen des Stammes AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) wurde nach 20stiindigem Wachstum
in Gegenwart verschiedener Konzentrationen (0-10 pg/ml) Doxycyclin immunologisch mit

einem antiGUK 1-Antikorper bestimmt.

A B
c(Doxy) [pg/ml] 0 001 01 10 10,0 0 001 01 1,0 10,0
':,ff)‘:__..., . L
GUK1 [%] 100 22,8 43 18 04 100 40,9 39,9 32,7 37,0

Abb. 4.5 Immunoblot-Analyse der GUK1-Expression unter Kontrolle des tetO-tTA-Promoters im Hefestamm
AG215(gukl::HIS3) (A) und AG215(GUK1) (B) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an Doxycyclin
(ug/ml). Die Proteinextrakte wurden auf einem 12%igen SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nitrozellulose-Membran transferiert und mit einem polyklonalen Anti-GUK1-Antikérper markiert. Die relative
Menge an GUK 1 wurde mit einem Lumi-Imager (Boehringer) bestimmt.

Wie der Immunoblot in Abbildung 4.5 zeigt, ist bereits eine Doxycyclin-Konzentration von 1
ug/ml ausreichend, um die Menge an GUK1 in Zdlen des Stammes

AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) auf weniger als 2% der Wild-Typ-Menge zu reduzieren.
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In Gegenwart von 5 pg/ml ist nur noch 0,4% der Wild-Typ-Menge immunologisch
nachweisbar. Die Menge der GUK1 in Zellen des haploiden Stammes AG215(GUK1/pCM189-
GUK1) verandert sich nach Zugabe von Doxycyclin in einer Konzentration von mehr als 1
png/ml nicht mehr und pendelt sich auf einen basalen Wert zwischen 33-37% der Menge an
GUK1 im Vergleich zu AG215(GUK1/pCM189-GUK1)-Zellen, welche ohne Doxycyclin
gewachsen sind, ein (siehe Abb. 4.5). Dieses Resultat deutet an, dal3 das Vektor-gebundene
GUK1-Gen unter Kontrolle des tetO-tTA-Promoters im Vergleich zum chromosomalen GUK1-

Gen doppelt so stark exprimiert wird.

- - OO
100 w v

80 -} \

607 —m—AG215(guk1::HIS3/pCM189-GUK1) spore A0

— e AG215(guk1::HIS3/pCM189-GUK1) spore C11
40 AG215(GUK1/pCM189-GUK1) spore D11
—v—AG430(WT)

Spez. Aktivitat [U/mg]

20+

0 ] L]

— T T 1 T 1T 1T T 1T T "~ T 1T 1
-6 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11

Doxy [pg/ml]

Abb. 4.6 Relative Guanylatkinase-Aktivitdt von  Zellextrakten der haploiden  Hefestémme
AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) (Sporen A10 und C11), AG215(GUK1/pCM189-GUK1) (Spore D11) sowie
des diploiden Stammes AG430(GUK1/gukl::HIS3/pCM189) nach exponentiellem Wachstum in Gegenwart
unterschiedlicher Konzentrationen an Doxycyclin.

Das Ergebnis des Immunoblots wird durch die Messung der Guanylatkinase-Aktivitdt von
Proteinextrakten einer logarithmisch wachsenden Kultur des Stammes
AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) bestétigt. Wie die Aktivitdtskurve (siehe Abb. 4.6)
veranschaulicht, ist die Guanylatkinase-Aktivitét bereits bei einer Konzentration von 0,01 ug/ml
Doxycyclin auf einen zumindest mit dem spektrophotometrischen Aktivitéts-Assay nicht mehr
detektierbaren Wert abgefallen. Der einer hyperbolischen Kurve &dhnelnde Abfall der
Guanylatkinase-Aktivitat zwischen O und 1 pg/ml Doxycyclin dokumentiert, dal3 die Expression
des GUK1-Gens durch Verédnderung der Doxycyclin-Konzentration im Medium effizient
moduliert werden kann. Der in Abbildung 4.4 erkennbare Wachstumsdefekt ist folglich
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eindeutig auf die spezifische Inhibition der GUK1-Transkription zurtickzufiihren. Allerdings
sind die Hefe-Zellen auch in Gegenwart von 10 pg/ml Doxycyclin, also be ener
Konzentration, bel der weder immunologisch noch mit dem spektrophotometrischen Assay
Guanylatkinase-Aktivitdt nachweisbar war, lebensfahig, was darauf hindeutet, dal3 der basae
GUK1-Transkriptionslevel immer noch ausreichend hoch, d.h. ein vollstandiges Abschalten der
GUK1-Expression mit dem tetO-tTA-System nicht moglich ist.

4.1.1.3. Unterbrechung des NDK1-Gens in S. cerevisae und Konstruktion von

adkl/ndk1- sowie gukl-3/ndkl-Doppelmutanten

War die Zielsetzung der vorangegangenen Arbeiten die Hefe als ,, Werkzeug” zur Detektion von
Guanylatkinase-Aktivitdt einzusetzen, so sollten die folgenden Untersuchungen zu einem
besseren Versténdnis der fundamentalen Rolle der GUK1 im Nukleotidstoffwechsel der Hefe
fuhren. Zu diesem Zweck wurde zunéchst die Nukleosiddiphosphatkinase (NDK1) in der Hefe
deletiert. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, katalysiert das Enzym NDK in der Zelle
den letzten, reversiblen Schritt der Ubertragung des y-Phosphatrestes von ATP auf alle
Nukleosiddiphosphate in der Phosphorylierungskakade zur Synthese von Nukleosid-
Triphosphaten (Desoxynukleosid-Triphosphaten) aus Nukleosiden (Desoxynukleosiden) (siehe
Abb. 1.1). Im Vergleich zu den Nukleosidmonophosphatkinasen, wie z. B. der Guanylatkinase,
wird das Enzym als unspezifisch charakterisiert. Wéhrend in einer friheren Arbeit die
Phosphorylierung von Nukleosiddiphosphaten zur Synthese von Nukleinsduren als wichtigste
Funktion der NDK beschrieben wurde (Agarwal et al., 1978b), zeigen neuere Studien, dal3 die
Rolle der NDK weitaus komplexer ist (Veron et al., 1994). Eine der wichtigsten Aufgaben der
NDK scheint die Herstellung von GTP zu sein. Die NDK wird als der Hauptlieferant des GTP
in der Zelle angesehen. Sie steht somit einerseits in enger Verbindung zu der Guanylatkinase,
welche das Substrat GDP bereitstellt und andererseits Ubt sie Uber die Regulation des
GDP/GTP-Verhdtnisses in der Zelle einen direkten Einflul? auf GTP-bindende Proteine (G-
Proteine), welche in der Signallbertragung eine wichtige Rolle spielen, aus (Bominaar et al.,
1993). Neuere Studien belegen, dal3 die NDK, obschon sie in der Lage ist ale Nukleosid-
Diphosphate als Substrate umzusetzen, dennoch eine eindeutig erhthte Affinitdt zu Guanylaten
besitzt (Schartl et al., 1998).

Gemessen an ihrer wichtigen Funktion in Saugern scheint die Rolle der NDK1 in den Einzellern
E. coli (Lu und Inouye, 1996) und S. cerevisiae (Fukuchi et al., 1993) eher untergeordnet zu
sein, da die Deletion des NDK1- (YNK1) Gens in beiden Organismen keinen Phanotyp zur
Folge hat. Sowohl in E. coli, als auch in S cerevisiae kann der Funktionsverlsut der NDK1
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wahrscheinlich durch andere Kinasen supprimiert werden. Ein Ziel dieser Arbeit war folglich,
einen S cervisiae-Stamm zu konstruieren, welcher nach Deletion des NDK1-Gens einen
Phanotyp besal3. Die Idee war dabei folgende: Wenn die NDK1 auch in der Hefe die héchste
Affinitéat fur das Purinnukleotid GDP besitzt, so wére es denkbar, dald der Verlust der NDK1 in
Verbindung mit einer Verringerung des GDP-Levels in der Zelle zu einem Phénotyp fihrt.
Diese Hypothese setzt jedoch voraus, dal3 der GDP-Level unterhab der Affinitdt von Enzymen
liegen mufde, welche unter normalen Bedingungen, d.h. nativen GDP-Konzentrationen, den
NDK1-Verlust supprimieren.

Zusétzlich wurde in einem zweiten Ansatz Uberpriift, ob moglicherweise der Verlust des NDK1-
Gens zusétzlich zum ADK1-Gen Auswirkungen auf die adkl-Hefemutante (Konrad, 1988) hat.
Als Ausgangsstamm zur Konstruktion der NDK1-Deletion wurde der Hefestamm
AG430(ADK1/adkl::LEU2), in dem eine Kopie des Adenylatkinase-Gens ADK1 partiell
deletiert und durch das LEU2-Markergen ersetzt war (Konrad, 1988), verwendet. Die vier
haploiden Zellen dieses Stammes wurden zunéchst durch Tetradenanalyse getrennt und die
beiden Deletionsmutanten durch Uberstempeln auf selektives SD*™'>-Medium isoliert. In
Abbildung 4.7 A ist das Wachstum der vier Sporen einer Tetrade auf YEPG-Vollmedium
dargestellt. Die beiden adkl-Deletionsmutanten sind durch ein langsameres Wachstum
gekennzeichnet. Fur anschlieflende Kreuzungsexperimente wurde zunéachst der Paarungstyp der
vier Sporen ausgewdahlter Tetraden bestimmt. Dazu wurde der Halo-Test durchgefiihrt. Das
Ergebnis des Halo-Tests einer Tetrade ist in Abbildung 4.7 B gezeigt.

a, adkl::LEUZ, o, ADK1,
leu2, his3 leu2, his3

o, ADK1, a, adkl::LEU2
leu2, his3 leu2, his3

Abb. 4.7 Identifikation des Paarungs-Typs der vier Sporen einer Tetrade nach Unterbrechung des ADK1-Gens in
AG430(a/e, his3, leu2). A, Wachstum der hapoliden Zellen auf YEPG-Vollmedium. B, ldentifikation des
Paarungs-Typs auf Halo-Platten. Die klaren Hofe um die Kolonien indizieren sekretiertes a-Pheromon. Die
Reihenfolge der Auftragung in A und B ist identisch.

Wie in der Abbildung erkennbar, bildete sich nur um die beiden Deletionsmutanten
AG215(adkl::LEUZ2, his3, leu2) nach 2tdgigem Wachstum ein Hof, als Indiz fir die Sekretion
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des o-Pheromons. Von alen ausgewdahiten Tetraden besal3en beide Deletionsmutanten den
Mating-Typ o. Eine gekoppelte Ubertragung von ADK1 und dem fur das o-Pheromon
codierende Gen wéahrend der meiotischen Tellung ist jedoch ausgeschlossen, da beide Allele auf

unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind (ADK1: Chromosom 4, o.. Chromosom 3).

AmpR

pUG6 (4009 bp) ori

loxP TEFp-Kan-TEFt loxP

oSP8s r NSP89
L SFH PCR

NDK1-loxP-kanMX-loxP-NDK1

Homologe
Rekombination

in Hefezelle
Chromosom 11

| |
[¢— NDKI—»
| [ ] |

_y

Chromosom 11 | loxP-kanMX-loxP!
| B B |

| [ [ |
[¢— NDKI—»

Abb. 4.8 Schema der Konstruktion eines NDK1-defizienten S. cerevisae-Stammes unter Verwendung der |oxP-
kanMX-loxP-Kassette auf dem Plasmid pUG6. Zur Deletion des NDK1-Gens wurde durch SFH-PCR mit
Oligonukleotiden, welche jeweils am 3'-Ende ein zur loxP-kanMX-loxP-K assette homologes Segment und am 5'-
Ende zum NDK1-Gen homologe Sequenzen besitzen, ein PCR-Fragment amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde
nach Transformation durch homologe Rekombination an der Stelle des NDK1-Gens integriert, wodurch dieses
deletiert wurde.

Zur Unterbrechung des NDK 1-Gens in den jeweiligen haploiden Zellen AG215(a, ADK1, his3,
leu2) und AG215(at, adkl::LEUZ2, his3, leu2) wurde die SFH- (short flanking homology) PCR-
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Methode angewandt (Wach et al., 1994, siehe Abb. 4.8). Mit den Oligonukleotid-Primern
OSP88 und OSP89 sowie dem Plasmid pUG6 (Guldener et al., 1996) as Template wurde
zunéchst die loxP-kanMX-loxP-K assette mit 5'- und 3"-verlangerten Sequenzen von jewells 39
Bp, welche homolog zu den 5°- und 3"-Enden des NDK1-Gens waren, amplifiziert. Das kanMX-
Modul setzt sich aus dem, fur das Enzym Aminoglycosid Phosphotransferase (Oka et al., 1981)
codierende Gen Kan' und einer Transkriptions-K ontrollsequenz des TEF-Gens des filamenttsen
Pilzes A. gossypii (Steiner, 1991; Steiner und Philippsen, 1994) zusammen. Das PCR-Fragment
5-NDK1-loxP-kanMX-loxP-NDK1-3" wurde anschlief3end Uber ein Agarosegel gereinigt.

Zur Unterbrechung des NDK 1-Gens durch homologe Rekombination wurden sechs ausgewahlte
Klone des haploiden Wildtyp-Stammes AG215(a, ADK1, his3, leu2) und vier Klone des
haploiden Deletions-Stammes AG215(a,, adkl::LEUZ2, his3, leu2) direkt mit dem gereinigten
PCR-Produkt transformiert und die Transformanden auf YEPG-Platten mit 4 ml/L der
Geneticinlosung G418 ausplattiert. Nach 3-4tdgiger Inkubation bei 30°C wurden
Einzelkolonien erneut auf geneticinhaltigem V ollmedium ausgestrichen und nochmals fir einen
Tag bel 30°C inkubiert. Ausgewdhlte Kolonien wurden anschlief3end isoliert und durch
analytische PCRs untersucht. Dazu wurde die genomische DNA aus allen zehn ausgewahlten
Klonen prapariert und als Template in der PCR-Reaktion mit den 5°- und 3"-terminalen NDK1-
spezifischen Oligonukleotid-Primern OSP90 und OSP91 sowie den internen Kan'-spezifischen
Primern OSP92 und OSP93 eingesetzt. Auf dem Agarose-Gelphoto in Abbildung 4.9 ist das
Ergebnis der analytischen PCR dargestellt.

12 3 4 5 6

53" 53 53 5%

Abb. 4.9 Ethidiumbromid-geférbtes Agarose-Gel zum
Nachweis der Unterbrechung des NDK1-Gens in sechs
ausgewdhiten Klonen des Hefestammes AG215(c,
ADK1, leu2, his3) durch analytische PCR. 5", PCR-
Fragment des 5" -Terminus von NDK1-5"-loxP-kanMX-
loxP-NDK1-3". 3", PCR-Fragment des 3'-Terminus von
NDK1-5"-loxP-kanMX-loxP-NDK1-3".

Zwel Banden als Indiz fur die amplifizierten 5- (1014 Bp) und 3" (702 Bp)-Enden des
integrierten Fragments 5" -loxP-kanMX-loxP-3", waren in 5 der 6 ausgewahlten Wildtyp-Klone
AG215(a,, ADK1, leu2, his3) zu beobachten. Aus unbekannten Griinden konnte in keiner der

vier Mutanten AG215(a, adkl::LEU2, his3, leu2) eine Integration des Kan'-Markergens in

NDKZ1 durch homologe Rekombination nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde die
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Doppelmutante durch Kreuzung zweier haploider Zellen hergestellt. Dazu wurden die beiden
haploiden Zellen AG215(a, adkl::LEU2, his3, leu2) und AH215(c, ndkl::Kan', his3, leu2)

+H|S,G418) Wurden dle

gekreuzt. Nach Uberstempeln auf geneticinhaltiges Minimalmedium (SD
diploiden AGH430(a/o., ADK1/adkl::LEU2, NDK1/ndk1::Kan', his3/his3, leu2/leu2)-Zellen
isoliert und ener Tetradenanalyse unterzogen. In Abbildung 4.10 ist das Ergebnis der
Tetradenanalyse dargestellt. Wie das Wachstum auf Y EPG-Medium (siehe Abb. 4.10 A) zeigt,
waren ale vier Sporen lebensfahig. Durch Uberstempeln der Tetraden auf YEPG™*%- und
SD*HIS+G418_gel ektivmedium (siehe Abb. 4.10 B und C) konnten die haploiden Zellen der ndk1-
Mutante AH215(ADK1, ndkl::Kan', his3, leu2) sowie der Doppemutante
AGH215(adk1::LEU2, ndkl::Kan', his3, leu2) identifiziert werden. Die adkl/ndkl-
Doppel mutante zeichnete sich ebenso wie die adkl-Mutante AG215(adkl::LEU2, NDK1, his3,
leu2) durch langsameres Wachstum aus. Die zusétzliche Deletion des NDK1-Gens erzeugte
keinen offensichtlichen neuen Phanotyp (vergleiche z.B. den adkl-Phanotyp der Spore B4 mit

dem adk1/ndk1-Phanotyp der Spore D4 in Abb. 4.10 A auf Y EPG-Vollmedium).

oo w >

-~ T om

Abb. 4.10 Isolierung des adkl- und ndkl-defizienten Stammes AGH215(adkl::LEU2, ndkl::Kan', his3, leu2)
nach Tetradenanalyse von AGH430(a/o., ADK1/adk1::LEU2, NDK1/ndk1::Kan', his3/his3, leu2/leu2). Die Sporen
der ausgewahlten Tetraden wurden auf Y EPG-Vollmedium (A) getrennt, nach 3tagigem Wachstum auf Y EPG 8-
Medium (B) und SD*™'S*8_Medium (C) tberstempelt und danach fiir zwei weitere Tage bei 30°C inkubiert.

Zur Konstruktion einer ndk1-Deletionsmutante mit schwacher Guanylatkinase-Aktivitét wurden
die haploiden Zellen AH215(c,, GUK1, ndkl::Kan', his3, leu2) mit Zellen des haploiden

Stammes PLY220(a, bra3-3(=gukl-3), leu2, lys2, ura3) (Lecoq et al., 2000) gekreuzt. Der
Stamm PLY 220 besitzt eine Punktmutation im GUK1-Gen. Die Mutation hat eine reduzierte
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Guanylatkinase-Aktivitdt um mehr als 90% zur Folge, wodurch sich die Generationszeit der
Zellen dieses Stammes um 30 - 40% im Vergleich zu Wild-Typ-Zellen erhoht (Lecoq et al.,
2000; Eine ausfuhrliche Charakterisierung der bra3-Mutanten erfolgt unter Punkt 4.1.2). Zellen
des diploiden Stamm AGP430(a/o, GUK1/guk1-3, NDK1/ndk1::Kan", leu2/leu2, LYS2/lys2,
HIS3/his3, URA3/ura3) wurden anschlieffend zur Sporulation gebracht und die vier Sporen
einer Tetrade untersucht. Das Ergebnis der Tetradenanalyse auf YEPG-Vollmedium ist in
Abbildung 4.11 (A) dargestellt.
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Abb. 4.11 Isolierung der gukl-3/ndk1-Doppelmutante AP215(gukl-3::LEU2, ndkl::Kan', his3, leu2) nach
Tetradenanalyse von AGP430(a/o, GUK1/gukl-3, NDK1/ndkl::Kan', leu2/leu2, LYS2/lys2, HIS3/his3,
URA3/ura3). Die Sporen der ausgewahlten Tetraden wurden auf Y EPG-Vollmedium (A) getrennt, nach 3tagigem
Wachstum auf YEPG"**®-Medium (B) und SC™'5*®_Medium (C) tiberstempelt und danach fir zwei weitere
Tage bei 30°C inkubiert.

Das Wachstum aler vier Sporen einer Tetrade zeigt, dald3 die reduzierte Guanylatkinase-
Aktivitét in Verbindung mit der Deletion der NDK1 nicht zur rezessiven Lethalitét in der Hefe
fiihrt. Nach Uberstempeln auf die Selektivmedien Y EPG*®*2- (B) und SC™'5**8 (C) konnten
die ndkl- und gukl-3-Einzel- sowie die ndk1l/gukl-3-Doppelmutante identifiziert werden.
Aufgrund der Markerverteilung lassen sich den vier Sporen in Spalte 3 folgende Genotypen
zuordnen: A3, AGP215(guk1-3, ndkl::Kan', HIS3); B3, AGP215(gukl1-3, NDK1, his3); C3,
AGP215(GUK1, NDK1, HIS3); D4, AGP215(GUK1, ndk1::Kan', his3).

Der Phanotyp der gukl-3-Einfachmutante (B3) unterscheidet sich nicht von jenem der gukl-
3/ndk1-Doppelmutante (A3). Demnach hat eine Reduktion der Guanylatkinase-Aktivitat um
mehr als 90% in Verbindung mit dem Verlust der NDK1 keinen Einflul3 auf das Zellwachstum.

4.1.2 Kinetische Eigenschaften von GUK1-Mutanten mit veranderter ATP-

Bindungsstelle

In S cerevisiaeist die Expression der Purin-Synthese-Gene (ADE Gene, welche an der de novo
Synthese von AMP betelligt sind) in Gegenwart von extrazellularen Purinen (Adenin und

Hypoxanthin) reprimiert (Daignan-Fornier und Fink, 1992). Kirzlich wurden S cerevisiae-
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Mutanten isoliert, in welchen die Purin-Synthese-Gene nicht mehr durch extrazelluldres Adenin
reprimiert werden. Diese Mutanten wurden als bra (bypass of repression by adenine)
bezeichnet, da sie durch eine Deregulation der de novo Purin-Synthese-Gene gekennzeichnet
sind (Guetsova et al., 1997). Die bra-Mutanten kdnnen in mehr as zehn unterschiedliche
Gruppen eingeteilt werden. Wie durch Komplementations-Analyse gezeigt wurde, handelt es
sich bel den identifizierten bra3-Mutanten um Allele des GUK1-Gens (Lecoq et al., 2000).
Nach Sequenzierung der GUK1-Gene aus bra3-Mutanten konnten drei verschiedene
Punktmutationen im offenen Leserahmen der GUK1 identifiziert werden. Die jeweiligen bra3-

Mutanten besitzen folgende Punktmutationen:

BRA3-1 (GUK1-1) = R132K
BRA3-2/ BRA3-4 (GUK1-2) = G12S
BRA3-3 (GUK1-3) = P10L

Der Phanotyp der drei bra3-Mutanten ist durch einen Wachstumsdefekt (30 - 40% erhohte
Generationszeit im Vergleich zum Wild-Typ) gekennzeichnet. DarUberhinaus betragt die
Guanylatkinase-Aktivitat in Hefeextrakten der drei Mutanten nur noch weniger als 10% der
Wild-Typ-Aktivitét (Lecoq et al., 2000).

Bel ndherer Betrachtung der drei Punktmutationen fallt auf, dal3 zwei von ihnen, ndmlich P10L
und G12S, Mutationen des Phosphat-Loops (P-Loops) (siehe Abb. 1.4) sind. Der P-Loop ist ein
alen Kinasen gemeinsames Sequenzmotiv, welches an der Bindung des - und y-Phosphates
von ATP (oder GTP) beteiligt ist (Saraste et al., 1990). Darlberhinaus sind ale drei
Aminosauren in den bisher bekannten Guanylatkinasen verschiedener Spezies konserviert
(siehe Abb. 1.4). Im Gegensatz zur G12S-Mutation sind die P10L- und R132K-Mutationen
konservative Substitutionen der jewelligen Aminosdure. Sowohl Prolin (mit sekundarer
Aminogruppe), as auch Leucin besitzen hydrophobe Seitenketten. Allerdings kann die
cyclische Seitenkette des Prolins signifikante Auswirkungen auf die Tertiarstruktur der GUK1
haben. Die Aminosduren Arginin und Lysin sind bei neutralem pH-Wert positiv geladen. Im
Gegensatz dazu wird in der G12S-Mutante ein hydrophober Rest gegen einen Rest mit
hydrophilem Charakter (Hydroxyl-Gruppe in Seitenkette des Serins) ausgetauscht. Da die bra3-
Punktmutationen eine wesentliche Auswirkung auf die Aktivitét der GUK1 haben, sollten im
Folgenden alle drei Mutanten als rekombinant hergestellte Proteine biochemisch in vitro

charakterisiert werden.
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Die jeweiligen Punktmutationen wurden durch PCR-Mutagenese in die GUKI1-Sequenz
eingefuhrt. Als Template fur alle folgenden PCR-Reaktionen fungierte das Plasmid pJC20-
GUK1.1(4Ndel), welches das GUK1-Gen ohne die natirlich vorkommende interne Ndel-
Schnittstelle tragt. Zur Konstruktion der Mutanten P10L und G12S wurde das GUK1-Gen in
einem Schritt mit den spezifischen Oligonukleotidpaaren OSP99/0OSP118 und OSP37/0SP118
amplifiziert. Die Mutation R132K wurde mittels der sehr effizienten Methode der ,, Overlap-
Extension-PCR (siehe 3.8.1) in die GUK1-Sequenz eingefiihrt. Dazu wurden zunéchst der 5'-
Megaprimer, durch Amplifikation des GUK1-Gens mit den spezifischen Oligonukleotiden
OSP116 und OSP103 sowie der 3"-Megaprimer, durch Amplifikation des GUK1-Gens mit den
Oligonukleotiden OSP102 und OSP118, hergestellt.
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Abb. 4.12 Aufreinigung von GUK1(P10L) (A), GUK1(G12S) (B) und GUK1(R132K) (C) nach Expression in E.
coli. Proteinproben (jeweils 5-10 ul) der einzelnen Expressions- und Reinigungsschritte wurden in einem 12%igen
SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Brilliantblau R250
angeféarbt. Spur 1, E. coli-Zellysat vor Induktion; Spur 2, E. coli-Zellysat nach 6stiindiger Induktion; Spur 3,
Proteinextrakt mit gesamten |6slichem Protein; Spur 4, al's Hiss-Fusionsprotein aufgereinigte GUK 1-Mutante; Spur
5, Molekulargewichtsmarker (in kDa); Spur 6, aufgereinigte Wildtyp GUK 1.

In einem darauffolgenden zweiten PCR-Schritt wurden die beiden Uberlappenden Megaprimer
mit den spezifischen Oligonukleotiden OSP116 und OSP118 zu dem vollstandigen Gen
fusioniert. Alle drei PCR-Fragmente wurden Uber die Restriktions-Schnittstellen Ndel/BamHI
in den Vektor pJC20[HisC] kloniert.

Die Proteine wurden anschlief3end in E. coli BL21(DES3) tberexprimiert (siehe 3.10.2.1) und als
Hiss-Fusionsproteine affinitatschromatographisch tber eine Ni%*-NTA-Saule aufgereinigt. Wie
die Abbildung 4.12 der SDS-PAGE-Gele zeigt, waren dle drei Mutanten 16slich und konnten in
hoher Homogenitét aufgereinigt werden. Der Ertrag lag mit 1 (GUKZ1(P10L)) bis 4
(GUK1(G12S)) mg Protein aus einem Liter E. coli-Kultur jedoch weit unterhalb des Ertrags von
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aufgereinigter Wild-Typ GUK1 (>100 mg/l Kultur). Alle drei Mutanten zeigten im Vergleich
zum Wild-Typ eine deutlich verringerte Guanylatkinase-Aktivitét.
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Abb. 4.13 Aktivitdtskurven zur Bestimmung von Kyarp der Mutanten GUK1(P10L), GUK1(G12S),
GUK1(R132K) sowie der Wild-Typ-GUK1. ¢(GMP) =1 mM, ¢c(WT) = 6 nM, c(Mutante) = 100-400 nM.
Die Umsatzrate (keo) von GUK1(G12S) lag bei 7,8% und die Aktivitéten von GUK1(P10L) und
GUK1(R132K) bel 5,7 bzw. 3,1% der Wild-Typ-Aktivitét (siehe Tab. 4.1). Diese in vitro-
gemessenen Aktivitéten der aufgereinigten Proteine stehen in Einklang mit den Ergebnissen der
Aktivitdtsmessung von bra3-Hefeextrakten (Lecoq et al., 2000). Da zumindest zwei der drei
Mutationen Aminosaure-Substitutionen in einem Motiv der GUK 1-Sequenz sind, welches fur
die Bindung des Substrates ATP von entscheidender Bedeutung ist, sollte als nachstes
untersucht werden, ob die verringerte Aktivitdt moglicherweise die Folge einer verénderten
Affinitét der GUK1-Mutanten zum Substrat ATP (oder GMP) ist. Dazu wurden die Michaelis-
Menten-Konstanten (Ky) der drei Mutanten fur die Substrate ATP und GMP bestimmt. Die
hyperbolischen Kurven der Aktivitdtsmessung (AAszs/min) der drei GUK 1-Mutanten, sowie der
Wild-Typ GUK1 as Referenz, in Gegenwart ansteigender Konzentration der Substrate ATP
bzw. GMP sind in Abbildung 4.13 (ATP) und 4.14 (GMP) dargestellt. Der aus den
Aktivitétskurven abgeleitete Ky-Wert fur ATP ist in alen drei Mutanten im Vergleich zum
Wild-Typ drastisch erhdht. Wéahrend der Ku(ATP) der GUK1(WT) 143,6 £9,0uM betrégt, liegt
er fur die beiden Mutanten GUK1(P10L) und GUK1(R132K) ahnlich erhtht, bel 1849,1 +442,9
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uM bzw. 1827,8 +247,3 uM. Demgegeniber zeigt die Mutante GUK1(G12S) sogar einen,
gegenuber GUK1(WT), 23fach erhdhten Ky (ATP) von 3156,7 £300,1uM.
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Abb. 4.14 Aktivitdtskurven zur Bestimmung von Kyewe der Mutanten GUKI1(P10L), GUK1(G12S),
GUK1(R132K) sowie der Wild-Typ-GUK1. c(ATP) = 1 mM, c(Protein) = 6 nM, c(Mutante) = 100-400 nM.

Im Vergleich zu den Ky-Werten fur das Substrat ATP scheint der Ky-Wert fir GMP in alen
drei Mutanten (siehe Abb. 4.14) weniger stark betroffen zu sein. In den Mutanten
GUK1(R132K) (165,9 9,7 uM) und GUK 1(G12S) (123,7 +6,8 tM) ist er um den Faktor 3 und
in der Mutante GUK1(P10L) (212,3 £16,8 uM) um den Faktor 4 im Vergleich zur GUK1(WT)
(46,9 £2,8 uM) erhoht. Die geringe katalytische Effizienz der drei bra3-Mutanten, as Folge
einer im Vergleich zum Wild-Typ deutlich schwacheren Affinitét fir das Substrat ATP wird
insbesondere bei Betrachtung der Spezifizitétskonstanten kea/Kwatr) deutlich. Dieseist in alen
drei Falen um den Faktor 300 im Vergleich zum Wild-Typ erniedrigt (siehe Tab. 4.1).

Mit der Zielsetzung ein annghernd vollstéandiges Bild der Auswirkung von Punktmutationen im
P-Loop der Hefe-Guanylatkinase zu erhalten, wurde neben den beiden zuvor beschriebenen
Mutanten (P10L und G12S) noch eine dritte Aminosaure des P-Loops, der Lysinrest an Position
15, mutiert. Das konservierte Lysin ist eines der am Besten charakterisierten Reste des P-Loops
von ATP- bzw. GTP-bindenden Proteinen. Die Mutation des konservierten P-Loop-Lysins in

Adenylatkinasen und GTP-bindenden Proteinen hat eine zum Teil dramatisch reduzierte
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Affinitét fur das Substrat ATP bzw. GTP zur Folge (Reinstein et al., 1990; Tian et al, 1990;
Sigal et al., 1986). In der E. coli-Adenylatkinase beispielsweise fuhrt die Mutation K13Q zwar
nur zu einer schwachen Erniedrigung der Affinitdt zum Substrat ATP; diese hat jedoch einen
drastischen Abfall der katalytischen Aktivitét zur Folge (Reinstein et al., 1990). Im
Guanylatkinasekomplex mit GMP bildet der Lysinrest des P-Loops eine Salzbriicke zum
Aspartatrest an Position 98. Das Aspartat seinerseits bindet das fur die Katalyse notwendige
Mg*" (Stehle und Schulz, 1992). Ebenso wie in der Adenylatkinase (Reinstein et al., 1990, Tsai
und Yan, 1991) und der Thymidylatkinase (Lavie et al., 1998, Ostermann et al., 2000) scheint
der Lysinrest eine wichtige Rolle in der Stabilisierung des Ubergangszustandes wahrend des
Transfers des Phosphatrestes zu spielen.

Im Einklang mit den konservativen Mutationen der bra3-Mutanten sollte das essentielle
P-Loop-Lysin gegen ein Arginin ausgetauscht werden. Die Mutation wurde wie bereits zuvor
geschildert durch PCR-Mutagenese mit den spezifischen Oligonukleotid-Primern OSP53 und
OSP117 in das GUK1-Gen eingefihrt und das PCR-Produkt GUK1(K15R) dann Uber die
Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pGEX-RB kloniert. In Abbildung 4.15 ist das SDS-
PAGE-Gel zur Aufreinigung von GUK1(K15R) dargestellt. Die Mutante lief3 sich nach
Induktion mit 1 mM IPTG gut in E. coli BL21(DE3) Uberproduzieren (siehe Abb. 4.15, Spur 2).
GUK1(K15R) konnte nach Thrombinverdau direkt ohne GST-Anhang von der Sepharose 4B-
Saule eluiert werden (Abb. 4.15, Spur 3) und wurde anschlief3end mit dem gekoppelten Enzym-
Assay kinetisch untersucht.

1 ,{ 3 M kDa
E % b .51
= 'E -38
- -20
: Sen Abb. 4.15 Aufreinigung von GUK1(K15R) nach Expression in

E. coli. Spur 1, E. coli-Zellysat vor Induktion; Spur 2, E. coli-Zellysat
: nach 6stindiger Induktion; Spur 3, nach Thrombinverdau
. aufgereinigte GUK 1(K15R); M, Molekulargewichtsmarker (in kDa)

Die K15R Substitution in GUK1 hatte einen dramatischen Abfall der enzymatischen Aktivitét
zur Folge. Die Umsatzrate von GUK1(K15R) fiel auf einen mit dem gekoppelten Assay kaum
mehr detektierbaren Wert von 0,02 +0,01 U/mg (die eingesetzte Proteinkonzentration war
gegentiber dem WT-Protein etwa 1000fach erhoht) ab. Dies entsprach 0,02 - 0,03% der Wild-
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Typ-Aktivitdt. Die Mutationen im Phosphat-Loop haben einen drastischen Einflu? auf die
Bindung des Substrats ATP. In der Mutante GUK1(K15R) stieg der Ky-Wert fur ATP beinahe
um den Faktor 10 und der Ky-Wert fir GMP um das doppelte im Vergleich zur Wild-Typ-
GUK1 an (siehe Tab. 4.1). Die kinetischen Parameter der K15R-Mutante zeigen folglich die
gleiche Tendenz wie die zuvor getesteten P-Loop-Mutanten P10L und G12S. In alen vier
Falen war die Affinitét der Mutante zum Substrat ATP zum Teil deutlich erniedrigt. Die
schwache Affinitét fur beide Substrate ist vermutlich die Ursache fir den dramatischen Abfall
der enzymatischen Aktivitét.

Tab. 4.1 Kinetische Parameter der GUK 1-Mutanten

Mutante Keat Kmemp) Kmeate) Kcat/ Kmewmp) Kcat/ Kmeate)
[s™] [uM] [uM] [s-uM]™ [s-uM]™?
P10L 3,1+0,1 212,3+16,8 1849,1+4429 1,5+0,2.107 0,2 #0,0-107
G12S 7,8+0,2 123,7 +6,8 3156,7+300,1 6,3+0,5107 0,3 40,0-10°
R132K 5740,1 166,0 +9,7 1827,8+247,3 3,4+0,2.107 0,340,0-10°
K15R 0,0240,01 103,7+#31,3 1168,4 £559,2 2.10™ 5.10°
WT 100,8+1,8 469 +28 1436 +9,0  2,15+0,17 0,70 +0,06

C(ATP) =2mM, '¢(GMP) =1 mM

Neben den zuvor charakterisierten bra3-Mutanten wurde kurzlich in der Hefe eine weitere
natirliche Mutation des GUK1-Gens entdeckt. Die temperatursensitive Hefemutante nes25
(neomycin-sensitive) gehdrt zu einer Gruppe von 15 isolierten nes-Mutanten, die eine
verringerte Resistenz gegentiber dem Antibiotikum Neomycin aufweisen (Shimma und Uno,
1990). Durch Komplementationsanalyse wurde NES25 als GUK1-Allel identifiziert. Mutanten
der nes-Komplementationsgruppen besitzen einen Glykosylierungsdefekt, der wahrscheinlich
auf einen Mangel an GDP-Mannose zuriickzufihren ist (Shimmaet al., 1997).

In dieser Arbeit sollte die GUK1(NES25) ebenfalls as rekombinantes Protein isoliert und
biochemisch charakterisiert werden. Dazu wurde das GUK1(NES25)-Gen zunéchst mit den

spezifischen Guanylatkinase-Primern OSP116 und OSP117 und den internen Oligonukleotid-
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Primern OSP38 und OSP39 sowie dem Plasmid pCR2.1-nes25-1 (B. Daignan-Fornier) als
Template durch , Overlap-Extension”-PCR amplifiziert. Durch Sequenzanalyse konnte eine
Punktmutation an Position Glul39 der GUK 1-Sequenz identifiziert werden. Das Glutamat ist in
NES25 durch Lysin substituiert. In der Tertiarstruktur der GUK1 liegt die Aminosaure Glul139
an der Peripherie, ist also dem Ldsungsmittel zugewandt und nicht Bestandteil der aktiven
Doménen. Der Austausch einer negativ geladenen Aminosdure gegen eine positiv geladene
sollte drastische Auswirkungen auf die strukturelle Integritét der Guanylatkinase haben.

Die Mutante GUK1(E139K) wurde wie zuvor die BRAS3-Mutanten rekombinant in
E. coliBL21(DE3) Uberproduziert. GUK1(E139K) wurde gut als GST-Fusionsprotein
Uberproduziert. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen BRA3-Mutanten war jedoch eine
Isolierung von NES25 weder as GST-Fusionsprotein noch durch Wahl anderer
Aufreinigungssysteme (Uberexpression as Fusionsprotein mit Histidin- oder Maltose-
Bindeprotein(MBP)-Anhang) moglich. In allen Fallen bildete das gesamte exprimierte Protein
Einschluf3korper.

4.1.3 Die Guanylatkinase des Menschen und der Maus

Die Guanylatkinasen des Menschen (hGUK, 197 AS bzw. 21,7 kDa; Fitzgibbon et al., 1996)
und der Maus (MGUK; 198 AS; 21,9 kDa; Brady et al., 1996) sind bisher im Vergleich zur
Guanylatkinase aus S cerevisiae (GUK1; 186 AS; 20,5 kDa; Berger et al., 1989) wenig
biochemisch untersucht. Anhand von Sequenzvergleichen konnte bereits gezeigt werden, dal3
sowohl hGUK as auch mGUK zwar eine starke Sequenzahnlichkeit zu verwandten, aus
Saugern (Rind und Schwein; Gaidarov et al., 1993; Zschocke et al., 1993) isolierten
Guanylatkinasen besitzen, der Antell an konservierter Aminosduresequenz zu der
Guanylatkinase aus S. cerevisiae (Berger et al., 1989) und E. coli (Gentry et al., 1993)
allerdings weitaus geringer ist (Brady et al., 1996). Die Identité zwischen der hGUK oder
mGUK und der GUK1 betragt 52-55%, wobei der P-Loop, aso die ATP-Bindungsdomane,
sowie die an der Bindung von GMP beteiligten Aminosduren in allen drei Enzymen konserviert
sind (siehe Abb. 1.4).

Waéhrend in einer friiheren Arbeit (Spangenberg, 1997) gezeigt wurde, dal3 sowohl hGUK, als
auch mGUK die katalytische Funktion von inaktiver GUK1 in der Hefe vollsténdig ersetzen,
lieferten erste Versuche zur Herstellung rekombinanter, aktiver hGUK und mGUK (Brady et
al., 1996) keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Die spezifischen Aktivitéten beider Enzyme
nach partieller Aufreinigung aus E. coli waren mit Werten von 6,6 U/mg (hGUK) bzw. 32,9
U/mg (MGUK) im Vergleich zur Hefe-Guanylatkinase (300 U/mg) unerwartet gering.
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Aullerdem war es bisher noch nicht mdglich beide Enzyme in hoher Homogenité und in
Mengen Uber 2 mg pro Liter E. coli-Kultur rekombinant herzustellen (Spangenberg, 1997).

Auf Basis der bisher vorliegenden Ergebnisse war eines der Ziele dieser Arbeit eine
weiterfihrende biochemische Charakterisierung der Guanylatkinase der Maus und des
Menschen. In Zusammenarbeit mit A. Lavie (University of Illinois at Chicago) wird zur Zeit die

Rontgenstruktur der beiden Sauger-Enzymen entschliisselt.

4.1.3.1 Aufreinigung von hGUK und mGUK aus E. coli

Die geringe Ausbeute an schwach aktiver rekombinanter hGUK und mGUK nach
Uberexpression und Aufreinigung al's Hiss-Fusionsproteine aus E. coli war auf einen schwachen
Expressionslevel der beiden Proteine zurickzufihren. Dieser deutete daraufhin, dal3 beide
Proteine in E. coli instabil sind (Spangenberg, 1997). In dieser Arbeit sollte daher zunéchst
versucht werden die Lodlichkeit der beiden Proteine in E. coli durch Verwendung des GST-
Systems (siehe 3.10.3) zu erhhen.

Zur Aufreinigung der beiden Sauger-Guanylatkinasen wurde die cDNA von hGUK und mGUK
zundchst mit den entsprechenden Oligonukleotiden OSP25/0SP16a (hGUK) und
OSP17/0SP18a (mMGUK) sowie dem Template Y Ep512N-hGUK bzw. Y Ep512N-mGUK durch
PCR amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pGEX-RB
kloniert. Anschlief3end wurden beide Enzyme als GST-Fusionsproteine nach Induktion mit
IPTG und anschliefRendem Wachstum fir 6 h bei 37°C (alternativ: Induktion Uber Nacht bei
25°C) in E. coli BL21(DE3) Uberexprimiert.
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4.16 Aufreinigung von hGUK (A) und mGUK (B) nach Expression in E. coli. Proteinproben (jeweils 5-10 ul) der
einzelnen Expressionss und Reinigungsschritte wurden in  einem 12%igen SDS-Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Brilliantblau R250 angeféarbt. Spur 1, E. coli-

Zellysat vor Induktion; Spur 2, E. coli-Zellysat nach 6stiindiger Induktion; Spur 3, nach Thrombin-Verdau eluiertes
Protein; M, Molekulargewichtsmarker (in kDa)
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Die Abbildung 4.16 zeigt das SDS-PAGE-Gd zur Aufreinigung von hGUK (A) und mGUK
(B). Die stark hervortretende Bande eines Proteins mit einem Molekulargewicht tUber 46 kDa
nach Induktion mit IPTG zeigt in beiden Fallen eine starke Uberexpression der rekombinanten
Gene in E. coli an (siehe Abb. 4.16 A und B, Sour 2). Darlberhinaus sind beide GST-
Fusionsproteine in hohem Mal%e l6slich. Nach Bindung des GST-Fusionsproteins an die
Sepharose-4B-Matrix wurde der GST-Anhang durch Thrombinverdau abgespalten und das
jeweilige Sauger-Protein direkt von der Saule eluiert. Wie die 3. Sour des jeweiligen SDS
PAGE-Gels zeigt, ist es moglich beide Proteine in einem einzigen Aufreinigungsschritt in sehr
hoher Homogenitét (> 95%) zu isolieren. Aus einem Liter E. coli-Kultur konnten bis zu 120 mg
hGUK bzw. mGUK aufgereinigt werden. Vergleicht man die Ergebnisse dieser Aufreinigungen
beider Proteine mit friiheren Ergebnissen, so scheint der GST-Anhang in der Tat die Loslichkeit

der beiden Proteine in E. coli positiv zu beeinflussen.

4.1.3.2 Kinetische Eigenschaften von hGUK und mGUK

Die spezifischen Aktivitdten, sowie die Michaglis-Menten-Parameter von aufgereinigter
Mensch- und Maus-Guanylatkinase wurden mit dem gekoppelten spektrophotometrischen
Assay bestimmt. Die Ergebnisse im Vergleich zur enzymatischen Aktivitdt von GUK1 sind in
Tabelle 4.2 dargestellt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen  enzymatischer
Aktivitétsbestimmungen von rekombinant hergestellten hGUK und mGUK friherer Arbeiten
(Spangenberg, 1997; Brady et al., 1996), zeigen beide Enzyme eine mehrfach erhohte
spezifische Aktivitét. Diese betragt im Fall von hGUK 154,4 £31,1 U/mg und im Fall von
mGUK 167,8 £26,6 U/mg, also etwa 50% der Aktivitdt rekombinanter Hefe-GUK1 (291 £23,5
U/mg).

Tab. 4.2 Spezifische Aktivitdten von hGUK und mGUK im Vergleich zur GUK1

Spezies Spezifische Aktivitat
(U/mg)
hGUK 154,4 +31,1
mGUK 167,8 £26,6
GUK1 291,0 £23,5

c(ATP)=2mM, ¢(GMP) =1 mM
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Zur Ermittlung der Ky-Werte wurde die jeweilige Guanylatkinase in nanomolarer
Konzentration im Assay eingesetzt. Wahrend das erste Substrat im Uberschu® (1 mM GMP
bzw. 2 mM ATP) vorlag, wurde das zweite Substrat in verschiedenen Konzentration (ATP: 2 -
4000 uM, GMP: 2 - 1000 uM), in unabhangigen Ansdtzen dem Assay hinzugefugt und die
Aktivitéten gemessen. Abbildung 4.17 zeigt die Aktivitatskurven (Auftragung: AAszs/min —
c(GMP) zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten Kyeue von hGUK (A) und
mGUK (B).
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Abb. 4.17 Bestimmung des Ky-Werts von hGUK (A) und mGUK (B) fur das Substrat GMP in Gegenwart von 2
mM ATP. Oberhalb einer Konzentration von 100 uM GMP tritt Substratinhibition auf, weshalb die Aktivitétswerte
hoherer GM P-K onzentrationen nicht mehr in den hyperbolischen Fit mit einbezogen wurden.

Der Abfall der Kurve bel ansteigender GMP-Konzentration deutet auf eine partielle
Substratinhibition hin. Bel einer GMP-Konzentration oberhalb von 100 uM fdlt die
Reaktionsgeschwindigkeit mit ansteigender Substratkonzentration immer weiter von ihrem
maximalen Wert ab. Aufgrund der Substratinhibition wurden die Michaelis-Menten-K onstanten
der Mensch- und Maus-Guanylatkinasen fur das Substrat GMP durch hyperbolischen Fit der
Aktivitétskurve (siehe Abb. 4.17) bis zu einer maximalen GMP-Konzentration von 100 pM
bestimmt.

Wie aus der Tabelle 4.3 hervorgeht, weichen die Ky-Werte von hGUK und mGUK fir beide
Substrate signifikant von jenen der Hefe-GUK 1 ab. Obwohl beide Sauger-Guanylatkinasen im
Vergleich zur GUK1 eine geringere spezifische Aktivitét besitzen, entsprechen aufgrund der
erhohten Affinitét fur beide Substrate die spezifischen Konstanten Kea/Kmarte) und Kea/Kmemp)
von hGUK und mGUK in Etwajener der GUK 1.
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Tab. 4.3 Kinetische Parameter von hGUK und mGUK im Vergleich zur GUK1

Spezies Kcat Kmeate) Kmemp)" Kea Kmatr) Kcat/ Kmamp
[s7] [uM] [uM] [s" M [s" M
hGUK 52,3 105,0 26,0 0,50 2,01
mGUK 55,8 85,5 23,8 0,65 2,35
GUK1 106,0 143,6 46,9 0,74 2,26

+, C(ATP) =2 mM; *, ¢(GMP) =1 mM

4.1.3.3 Untersuchung der Nukleotidbindung an hGUK und p21"° mit der Nano-
Elektrospray-Massenspektrometrie (Nano-ESMS)

Zur Untersuchung der Nukleotidbindung an ausgewahlten Proteine wurde in Zusammenarbeit
mit H. Prinz (MPI fir Molekulare Physiologie, Dortmund) die Methode der Nano-Elektrospray-
Massenspektrometrie  (Nano-ESMS; Wilm und Mann, 1996) eingesetzt. Neben der
menschlichen Guanylatkinase (hGUK) wurden auch die GTPase p21'® in die Bindungsstudie
einbezogen (Prinz et al., 1999).

Die Nano-ESM S besitzt gegentiber herkdmmlicher Elektrospray-M assenspektrometrie (ESMS)
den Vortell eines sehr stark verringerten Probe-Auftragsvolumens. Aufgrund der verringerten
Tropfchengrol3e ist der Salzgehalt, welcher ein kritischer Faktor in der Massenspektrometrie ist,
in der Probe sehr stark reduziert. Dies ermdglicht eine Untersuchung der Proteine in wassriger
Losung ohne die Zugabe denaturierender organischer Lodsungsmittel. Das Massenspektrum
entspricht folglich der unter anndhernd natlrlichen Bedingungen erwarteten Serie an
protonierten Molekilen. Zur Untersuchung der Komplexbildung wurden die Proteine in einer
Konzentration von 10 uM mit einer dquimolaren Menge bzw. einem UberschuR an Nukleotid
fur mindestens 3 Minuten bel RT inkubiert. Das Origina -Massenspektrum (Relative Verteilung
— m/2) von hGUK zeigt eine Serie von 7 Peaks, wobei jeder einer protonierten
Proteinpopulation entspricht (siehe Abb. 4.18 A). Neben den Hauptpeaks sind noch 2 weitere
Peaks beobachtbar. Diese beiden entsprechen Komplexen mit einem bzw. zwei gebundenen
Sulfat (SO4%)-lonen (B).
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Abb. 4.18 Nano-ES-Massenspektrum von 10 uM hGUK in H,O. A, Rel. Abundance — m/z. B, Rel. Abundance —
m. Die Peaks entsprechen hGUK (22006), hGUK-Na'" (22027), hGUK-SO,* (22104), hGUK-2S0,* (22202) (aus
Prinz et al., 1999).

Fur die Bindungsstudie mit enzymatisch aktiver hGUK mussten zum Tell Nukleotidanaloga
eingesetzt werden, welche nicht von dem Enzym umgesetzt werden konnten. Nach Inkubation
von hGUK mit ADPBS und GDPBS, sowie in htheren Konzentrationen AMP und GMP
konnten in alen Féllen eindeutig Protein-Nukleotid-Komplexe identifiziert werden. Zusétzlich
zum Ligand-freien Protein und Nukleotid-Protein-Komplex traten auch SO,*-Protein-
Komplexe auf. Zur Messung der Nukleotidbindung unter séttigenden Bedingungen wurde
hGUK mit einer ansteigenden Konzentration an Nukleotid inkubiert. Erwartungsgemald nahm
die relative Intensitét des Ligand-freien Enzym-Peaks immer weiter ab, wéahrend die Intensitét
des Nukleotid-Protein-K omplexspeaks zunahm. Auffalig war jedoch das Auftreten zusétzlicher
Peaks, welche der Bindung von mehr as einem Nukleotid-Molekil an ein hGUK-Molekil
entsprach. In Abbildung 4.19 ist das Massenspektrum von hGUK (10 uM) mit einem 100fachen
UberschuR an GMP (1 mM) dargestellt.
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Abb. 4.19 Nano-ES-Massenspektrum von 10 uM hGUK nach 30minitiger Inkubation mit 1 mM GMP in H,O. Die
Peaks entsprechen hGUK (22007), hGUK-SO,* (22108), hGUK-GMP (22376), hGUK-GMP-SO,* (22469),
hGUK-2GMP (22736), hGUK-2GMP-SO,* (22832), hGUK-3GMP (23098), hGUK-3GMP.SO,* (23196),

hGUK-4GM P (23460) und hGUK-5GMP (23822) (aus Prinz et al., 1999).

22000 22400

Die Abnahme des Ligand-freien Protein-Peaks und das Auftreten sowie die Zunahme der GMP-
Protein-Komplexpeaks mit ansteigender GM P-Konzentration folgt dem hyperbolischen Verlauf
einer typischen Bindungskurve. Die in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an GMP
erstellten Bindungskurven in Abbildung 4.20 kdnnen mit einem simplen Modell gefittet
werden, wobei ale GMP-Molekule mit identischer Affinitét an die hGUK binden.

100

GMP-Konzentration — aufgetragen. W,
20| ¢ — fries hGUK; @ hGUK-GMP; a,
14 A v——— hGUK-2GMP; v, hGUK3GMP; e,
Db o y—— ¢ ——— 1 hGUK4GMP (aus Prinz et al., 1999).

1 | Abb. 4.20 Bindung von GMP an 10 pM
- %% \. i hGUK unter Gleichgewichts-
< 1 \ 1 bedingungen. Die reletive Intensitét
2 o a 1 (Flsche eines Komplex-Pesks dividiert
£ 1 1 durch die Fé&che aler Komplex-Peaks
404 . multipliziert mit 100) ist gegen die die
= ] &——p
S
[
o

Concentration of GMP (uM)

Die Anzahl und Verteilung der Peaks entsprach der Bindung von bis zu 5 GMP-Molekilen an
ein Enzymmolekil. Die Bindung von bis zu 5 GMP-Molekilen an die Guanylatkinase steht
jedoch im Widerspruch sowohl zu dem aktuellen Wissen Uber die Struktur des Enzyms (Stehle
und Schulz, 1992), als auch dem Ergebnis von mit diesem Enzym durchgefihrten
Bindungsstudien (Li et al., 1996). Da im Massenspektrum nur echte Komplex dargestellt
werden, konnte dieses unerwartete Auftreten nicht mit unspezifischen Bindung erklart werden.

Eine mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen ist die Bindung von Nukleotidclustern an eine
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Bindungsstelle des Enzyms. Diese Vermutung wurde durch das Auftreten von Nukleotid-
Komplexen in Abwesenheit des Enzyms bestétigt (Prinz et al., 1999).

Im Gegensatz zur hGUK besitzt die GTPase p21'® eine sehr hohe Affinitat zu GTP und GDP
(Goody et al., 1990), soda? aus E. coli isoliertes Protein GDP gebunden hat. Das
Massenspektrum von p21"® in neutraler wassriger Losung (siehe Abb. 4.21 A) zeigte
demzufolge einen dominanten Peak, welcher mit der Bindung von einem GDP-Molekil an das
Protein korreliert.
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Abb. 4.21 Nano-ES-Massenspektrum von
10 uM p21™ in H,O. A, Die Pegks
entsprechen p21"%(2-166)-GDP-Mg**
19188), 21'%(2-166)-GDP-Mg**-Na"
p g
(19208), p21"*(1-166)-GDP-Mg** (19318),
p21'%(1-166)-GDP-Mg*"-Na' (19338),
p21"%(1-166)-GDP-Mg*"-2Na" (19361) und
p21'%(1-166)-GDP-Mg**-SO,* (19415. B,
10 UM p21'*(2-166)-GDP inkubiert mit
100 uM GTP fur 30 min in H,O. Die
zusdtzlichen  Peaks entsprechen  den
K omplexen p21"%(2-166)-GTP-Mg*
(19266), p21'*(1-166)-GDP (19294) und
p21'%(1-166)-GTP-Mg** (19398) (aus Prinz
et al., 1999).
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Daneben tauchte noch ein kleinerer Peak, welcher dem GDP-Protein-Komplex ohne
N-terminales Methionin entsprach. Die Menge an Ligand-freiem Protein in der Probe war derart
gering, dal3 es nicht mehr im Massenspektrum nachgewiesen werden konnte. Der zusétzliche
Peak bei 19415 Da entsprach wieder der zuvor im Massenspektrum von hGUK (siehe Abb.
4.18) beobachteten Bindung von einem SO,*-lon (siehe Abb. 4.21 A). Die Zugabe von GTP
fuhrt zu einem relativ langsamen Ersatz des gebundenen GDP-Moleklls gegen ein GTP-
Molekll. Diesen zeitabhangigen Nukleotid-Austausch nach Zugabe von GTP zeigt das
Massenspektrum in Abbildung 4.21 B. Auch hier traten wieder zusétzliche Peaks auf, die der
Bindung von mehr als einem Molekil GTP entsprachen.
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4.1.4 Die Arabidopsis thaliana Guanylatkinasen AGUK1 und AGUK2

Vollkommen neuartige, verlangerte Formen von aktiven Guanylatkinasen wurden kirzlich in
Arabidopsis thaliana (siehe Abb. 4.22; Kumar et al., 2000) entdeckt. Da diese Guanylatkinasen
eine neue Gruppe innerhalb der Familie der bisher bekannten authentischen Guanylatkinasen
bilden und méglicherweise eine evolutiondre Verbindung zu den spéter in dieser Arbeit
beschriebenen Membran-assoziierten Guanylatkinasen darstellen, wurden die A. thaliana
Isozyme im Folgenden naher biochemisch und kinetisch untersucht. Die Guanylatkinasen
AGUK1 (Anm: AGUK1 entspricht der Sequenz des Locus U90439 auf dem Chromosom 2 des
A. thaliana Genoms, welches 1999 von Lin et al. publiziert wurde. Die Sequenz U90439 weicht
jedoch in den letzten 14 Aminosauren von AGUK1 ab) und AGUK?2 aus A. thaliana, sind die
ersten Guanylatkinasen einer Pflanze, die bisher beschrieben wurden. Die vollstandigen cDNASs
wurden von V. Kumar (Washington State University, USA) aus einer cDNA-Bank von A.
thaliana-Samlingen mit Hilfe von degenerierten Primern isoliert. In dieser Arbeit wurden
AGUK1 und AGUK2 in E. coli Uberexprimiert und AGUK1 anschlieffend biochemisch
charakterisiert.

Vergleicht man die Sequenzen von AGUK1 und AGUK2 mit jener der Hefe-GUK1 und
Sauger-GUKs (siehe Abb. 4.22) so fdlt auf, dal3 sie mit einer Lange von 387 bzw. 389
Aminosauren und einem berechneten Molekulargewicht von 42,7 bzw. 42,5 kDa mehr als

doppelt so grof3 sind. Beide Isozyme sind zu 81% identisch.

acuxy [

%identity —> 71 72 90 75
acukz
S N GUK C
100aa

Abb. 4.22 Schematische Darstellung der Doménen von AGUK1 und AGUKZ2. Eingezeichnet sind die
Sequenzidentitdten der einzelnen Doménen. S, Signalsequenz; N, N-terminale Doméne; GK, GUK-Doméne; C, C-
terminale Doméne; aa, Aminosduren

Im Gegensatz zu allen bisher bekannten Guanylatkinasen besitzen sowohl AGUK1 und
AGUK2 N- und C-terminale Verlangerungen, welche die zentrde GUK-Doméne umgeben
(siehe Abb. 4.22). Die Funktion des N- und C-terminalen Sequenzen mit einer Lange von 184
bzw. 65 Aminosduren in AGUKL1 ist bisher ungeklart, jedoch besitzt der hydrophobe N-
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Terminus neben einer hypothetischen Signalsequenz eine
Sequenzahnlichkeit von 46%

Bindungsprotein (NCBI-Datenbank, Zugangsnr.: 2980766).

(Von Heijne, 1984)

zu einem moglichen Arabidopsis Camodulin(CaM)-

rftEEEEﬁ v v v v

A.thaliana-1 M.AEKPIVIE CEREVERGTL ISMLMKEFPS M.FGFENEHN MNSERSMEMD 182
A.thaliana-2 M.AEKPIVIE GEEEVERGTL ISMLMKEFPS M.FGFEAEHN MRABRCMEKN 182
S.cerevisiae MS..RPIVIE GEFETENSTL LKKLFAEYPD S.FGFERNESH BMRTERACEVN 47
H.sapiens MSGPRPVVLE GIFEAENSTL LKRLLQEHSG I.FGFAUSHM WANERPGEEN 49
B.taurus MSGPRPVVLE GIEFSEAENSTL LKKLLQEHGS I.FGFAUSHM WSDIRIPGEEN 49
C.elegans M.PCRPIVLE GIESEGENSTI LTRAMQEYPN S.FAFEAGEHN WNOBRAGEEH 62
E.coli MAQGTLYIVE AEEEAENSSL IQALLKTQPL YDTQVIENGSHE MROBNPGEVH 50
Consensus  --------- B D S G G [ —— SVSETTRE PR B

A4 v A\ 4
A.thaliana-1 [EVHNYEADKK VMEKEMKDGK BLEFRASvVH TSIESVE AVTDSGKRCI 232
A.thaliana-2 [EVEMHETDKT VMEKEMKDGK [yTaFaSvEH TSIESVE VVTDSGKRCI 232
S.cerevisiae [EKDMNIFVSVD EFKSMMKNNE FIEWEQFS STVASVK QVSKSGKTCI 97
H.sapiens KDMYIFVTRE VMQRDMAAGD |gT|3HEFS TSKVAVQ AVQAMNRICV 99
B.taurus KDMYIVTRE VMQRDMAAGD FIEHEEFS TSKAAVR AVQAMNRICV 99
C.elegans HMYJJTEKE KMQEMMKNNE [LIBFITES TSKKTVL EIENSGKICV 112
E.coli EHMFEVNHD EFKEMEMSRDA FLEHEEVF YMETSREAIE QVLATGVDVF 100
Consensus  €&--M-l§---- ----- ———— ——E——— — —————————————————
A.thaliana-1 VRA.SSLDAI FIFVCPERMK EWEDRMRAIG 281
A.thaliana-2 VKA.SSLDAI FIFVCPIESMK EMEDEMRARG 281
S.cerevisiae VKAIPELNAR FLFIAPESVE D#KKEMEGRG 147
H.sapiens IKA.TDLRPI YISVQPIESILH VEQRMRQRN 148
B.taurus IKK.TDLRPI YIFVQPIESID VEQRMRQRN 148
C.elegans IKN.SHLDAR YILIRABSIK LEERMRARG 161
E.coli IRQKMP.HAR SIFILPIESKI EMDREMRGRG 149
Consensus m---e--- - - Ee-- -@--E----
A.thaliana-1 LRNBEAEI.K EGISSGIFGL ILYNBNLEEC YKKLKNLLGL DGLAHVNGVE 330
A.thaliana-2 LRNGDAET.K AGKSSGIFEH KLYJENLEEC YKTLKNLLGI NDLAPVNGVE 330
S.cerevisiae LSAWOAELAY A..ETGAHDK VIVIYDLDKA YKELKDFIFA EK........ 187
H.sapiens LAAMOADM.E SSKEPGLFDV VIINBSLDQA YAELKEALSE EIKKAQRTGA 197
B.taurus LAAMRADM.E SSKEPGLFDL IIVIUBSLDKA YWALKEALSE EIKKAQGTGQ 197
C.elegans LQHMSEDLVE IEKNPTLFDK VIVIMSDLERA YKEFVDLLRD DLEKTSKK.. 209
E.coli MAQWVAEMSH YAE....YDY LIVIDFDTA LTDLKTIIRA ERLRMSRQKQ 195
Consensus i 7 |
A.thaliana-1 IEGINLPIEY TV 342
A.thaliana-2 VEGINLPKEH TV 342
S.cerevisiae .......... 187
H.sapiens = .......... 197
B.taurus S 198
C.elegans  .......... 209
E.coli RHDALISKLL AD 207
Consensus  -------------

Abb. 4.23 Sequenz-Alignment der Arabidopsis Isozyme AGUK1 und AGUK2 im Vergleich mit weiteren
Guanylatkinasen. Der P-Loop umfaldt die Sequenz, welche mit dem B- und y-Phosphat des Substrats ATP
interagiert. Aminosauren, die mit dem Guaninring ('V), der Phosphatgruppe (V) von GMP und dem komplexierten
Mg?*-lon (O) interagieren, sind markiert (aus Kumear et al., 2000).
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Die zentralen GUK-Doménen in AGUK 1 und AGUK2, mit einer Lange von 184 Aminosauren
und einer Sequenz-ldentitét von 50 (AGUK1) bis 52% (AGUK?2) zu der Hefe-GUK 1, besitzen
alle fur die Katalyse essentiellen Aminoséuren (siehe Abb. 4.23).

4.1.4.1 Komplementations-Analyse von AGUKL in S. cervisiae

Die weiteren Untersuchungen in vivo und in vitro konzentrierten sich nur auf die Isoform
AGUK1. Zum Nachweis von Guanylatkinase-Aktivitét in vivo wurde zundchst das bereits zuvor
beschriebene (siehe 4.1.1.1) Hefe-Testsystem eingesetzt. Unter der Voraussetzung, dal3 AGUK1
fUr eine aktive Guanylatkinase codiert, sollte das Gen den letalen gukl-Phanotyp des Stammes
A G430 komplementieren. Fir den Komplementationstest wurde nur die zentrale GUK Doméane,
d.h. AGUK1(137-330) (siehe Abb. 4.22), eingesetzt. Die cDNA wurde mit den spezifischen
Primern OSP42 und OSP82 mit Hilfe des Templates pFL61-AGUK1 (Kumar et al., 2000)
amplifiziert und Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor YEp512N
kloniert. Nach Transformation von AG430 mit dem Plasmid YEp512N-AGUK1(137-330)
wurden die vier Sporen einer Tetrade, wie unter Punkt 4.1.1.1 dargestellt, auf Y EPGa Medium
vereinzelt. Nach ungeféhr einer Woche zeigte die Mehrheit der untersuchten Tetraden die
Aufteilung von vier lebensfahigen Sporen. Zwei der vier Sporen waren durch einen langsam
wachsenden Phanotyp gekennzeichnet. Durch Uberprifung der LEU/HIS-Marker-Segregation
konnten die beiden langsam wachsenden Sporen als AG215(gukl::HIS3/YEp512N-
AGUK1(137-330)) identifiziert werden.

12 3 4 5 6 7 bp Abb. 4.24 PCR-Analyse von AG215(gukl::HIS3) mit
pCM189-AGUK1(137-330). Das Ethidiumbromid-geférbte
Agarosegel zeigt die amplifizierten PCR-Fragmente nach
Verwendung der GUK1- (Spur 2, 3, 4) bzw. AGUK1(137-330)-
spezifischen Oliginukleotid-Primer. Als Templates wurde
folgende DNA eingesetzt: Plasmid pJC20-GUK1 (Spur 2);
N 2027 genomische DNA des diploiden Hefestammes
el 1584 AGA30(GUKL/gukl::HIS3) (Spur 3); genomische DNA sowie
1822 Plasmid-DNA des hapl oiden Hefestammes
331 AG215(gukl::HIS3) transformiert mit Y Ep512N-AGUK1(137-
563 330) (Spur 4 und 6); Plasmid YEp512N-AGUK1(137-330)

(Spur 5); DNA-Langenmarker (EcoRI/Hindlll verdaute DNA

des Phagen A) (Spur 1 und 7)

Zur Bestétigung des Ergebnisses der Tetradenanalyse wurden die beiden langsam wachsenden
haploiden Klone einer Tetrade direkt auf die Préasenz von AGUK1(137-330) getestet. Dazu
wurde eine diagnostische PCR und eine Immunaoblot-Analyse durchgefuhrt. Mit Hilfe von
Oligonukleotiden OSP116 und OSP117, welche spezifisch zu den duffersten 5°- und 3"-Enden
der GUK1-Sequenz waren, konnte mit genomischer DNA aus AG215(gukl.::HIS3/YEp512N-
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AGUK1(137-330)) als Template ein ca. 2,0 kb grof3es Fragment amplifiziert werden (siehe Abb.
4.24, Sour 4). Dieses Fragment entsprach dem partiell deletierten GUK1-Gen (0,4 kb) und
integriertem  HIS3-Markergen (1,8 kb). Mit den spezifischen AGUK1(137-330)-
Oligonukleotiden und aus der gleichen haploiden Zelle, isoliertem Plasmid als Template konnte
darUberhinaus ein 0,58 kb grof3es Fragment amplifiziert werden welches eindeutig AGUK1(137-
330) entsprach (siehe Abb. 4.24, Spur 6).

Fur die Immuno-Blot-Anayse (siehe Abb. 4.25) wurden Proteinextrakte der haploiden Zellen
AG215(gukl::HIS3/YEP512N-AGUK1(137-330)) sowie der diploiden Zéellen
AG430(GUK1/gukl::HIS3) prépariert. Zum Nachweis wurden polyklonale Anti-GUK1-
Antikorper eingesetzt, welche eine Kreuzreaktion gegen AGUK1(137-330) zeigten. In
Proteinextrakten der haploiden Zellen konnte erwartungsgemald nur ein Protein der Grofse 22
kDa nachgewiesen werden, welches AGUK1(137-330) entsprach. Proteinextrakte der diploiden
Wild-Typ-Zellen zeigten ebenfalls lediglich eine immunoreaktive Bande, welche einem Protein
der Grof3e 20 kDa, aso der authentischen Hefe-GUK 1 entsprach.

Abb. 4.25 Immuno-Blot-Analyse von AG215(gukl::HIS3)
1 2 3 4 5 kDa transformiert mit Y Ep512N-AGUK1(137-330). Die Proteine
- _84  des Hefeextrakts wurden elektrophoretisch auf einem SDS-
o "y " .62 PAGE-Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert und mit einem polyklonalen Kaninchen antiGUK 1-
Antikorper markiert. Spur 1, aufgereinigtes MBP-AGUK 1(137-
25 330)-Fusionsprotein (8,0 ug); Spur 2, aufgereinigtes GUK1-
~ —_— Protein (0,5 pg); Spur 3, Molekulargewichtsmarker; Spur 4,
‘. - -20  Lysa von diploiden AGA430(GUKL/gukl::HIS3)-Zellen; Spur
-14 5 Lysat von haploiden AG215(gukl::HIS3/YEpS512N-

AGUK1(137-330)-Zéllen.

Die Ergebnisse in ihrer Gesamtheit zeigen, dald die GUK Doméne aus AGUK1 den letaden
gukl-Phénotyp in S cerevisiae supprimieren kann. Der durch einen Wachstumsdefekt
gekennzeichnete Phénotyp von AG215(gukl::HIS3/YEp512N-AGUK1(137-330)) deutet jedoch
daraufhin, dal3 die Guanylatkinase-Aktivitét von AGUK1(137-330) schwécher ist als jene von
GUKZL(WT). Zur Quantifizierung der enzymatischen Aktivitdt von AGUK1(137-330) sowie zur
Untersuchung des EinfluRes der flankierenden Sequenzen in AGUK1 sollten im Folgenden

beide Proteine rekombinant in E. coli Uberexprimiert und aufgereinigt werden.

4.1.4.2 Aufreinigung von AGUK1 und AGUK1(137-330) aus E. coli

Im Gegensatz zu den bisher biochemisch untersuchten Guanylatkinasen der Hefe und aus
Saugern war es nicht moglich die Proteine AGUK1 und AGUK2 rekombinant als GST-
Fusionsproteine aufzureinigen. Sowohl AGUK1, als auch AGUK2 konnten zwar sehr gut in
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E. coli Uberproduziert werden, jedoch waren beide Proteine unldslich und bildeten
EinschluRkorper. Deshalb wurde ein neues Expressionssystem, das Maltose-Bindeprotein
(MBP) -System (siehe 3.10.4), ausgewdhlt. Das MBP-System wurde bereits mehrfach zur
Aufreinigung von Proteinen, welche zur Aggregation neigen, eingesetzt und scheint einige
Vortelle gegeniiber dem GST-System zu besitzen (Kapust und Waugh, 1999).

Zur Untersuchung der enzymatischen Eigenschaften sowohl des gesamten AGUK 1, a's auch der
zentralen GUK-Doméane alleine, wurden die beiden DNA-Fragmente AGUK1 und die verkirzte
Form AGUK1(137-330) uber die Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pMAL-c2(ANdel)-
HsTK kloniert und die Proteine AGUK1 (42,7 kDa) und AGUK1(137-330) (22,2 kDa) zunéchst
in E. coli DH5a0 nach 2stindiger Induktion mit 0,5 mM IPTG als MBP-Fusionsprotein
Uberexprimiert und anschlief3end Uber eine Amylose-Séaule gereinigt. Die Abbildung 4.26 A
zeigt das SDS-PAGE Gel zur Aufreingung der Fusionsproteine MBP-AGUK 1(137-330) (64,7
kDa) und MBP-AGUK1 (85,2 kDa) in einem affinitétschromatographischen Schritt.

A B
1 2 M 4 5 M kDa kDa M 1
— . 84
- 84-
T 62
-51 62: a—
51
- —
- -38 38-
-25 25-

Abb. 4.26 Aufreinigung von MBP-AGUK1(137-330) und MBP-AGUK?1 nach 2stiindiger Expression bei 37°C in
E. coli (A) nach einem affinitétschromatographischen Schritt sowie Aufreinigung von MBP-AGUK1(137-330) (B)
nach zusétzlichem zweiten Reinigungsschritt Uber die Amylose-Matrix. Die Proteinproben wurden auf einem
12%igen SDS-PAGE-Ge elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Brilliantblau R250
angeférbt. A; Spur 1, Zellysat von E. coli DH5a transformiert mit pMAL-AGUK1(137-330) und induziert mit
IPTG; Sour 2, eluiertes MBP-AGUK1(137-330)-Fusionsprotein; M, Molekulargewichtsmarker (kDa); Spur 4,
Zellysat von E. coli DH50. transformiert mit pMAL-AGUKZ; Spur 5, eluiertes MBP-AGUK 1-Fusionsprotein; B;
Sour 1, zweifach aufgereinigtes MBP-AGUK 1(137-330).

In beiden Fallen wurde das Protein nach Induktion mit IPTG sehr gut in E. coli Uberexprimiert
(siehe Abb. 4.26, Spur 2 und 5) und konnte anschlief3end mit 10 mM Maltose in l6slicher Form
als Fusionsprotein eluiert werden. Zusdizliche Banden nach Aufreinigung von MBP-
AGUK1(137-330) bzw. MBP-AGUK1 deuten auf ene unspezifische Bindung
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kontaminierender  Proteine an die Amylose-Matrix hin. In  enem zweiten
affinitétschromatographischen Reinigungsschritt, nach Dialyse des zuvor eluierten Proteins,
konnten diese zusétzlichen Banden entfernt werden (siehe Abb. 4.26 B).

Zur Untersuchung des EinfluRes der N- und C-terminalen Sequenzen auf die zentrale GUK-
Domane war es notwendig das Protein AGUK 1(137-330) ohne den stérenden Einflul? eines zur
affinitétschromatographischen Reinigung bendétigten Anhangs zu isolieren. Alle Versuche zur
Isolierung von AGUK 1(137-330) und AGUK 1 ohne MBP-Tag scheiterten jedoch, da der Faktor
Xanicht nur spezifisch den MBP-Tag vom Rest des Proteins trennte, sondern auch unspezifisch
AGUK1(137-330) spaltete. Deshalb wurde in einem weiteren Versuch das GST-System zur
Aufreinigung von AGUK (137-330) eingesetzt. Die Abbildung 4.27 zeigt das SDS-PAGE Gel
zur  affinitdtschromatographischen Reinigung von AGUK(137-330) nach 6stiindiger
Uberexpression als GST-Fusionsprotein bei 37°C in E. coli BL21(DE3).

Abb. 4.27 Aufreinigung von AGUK 1(137-330) nach Expression in

E. coli. Proteinproben des Expressions- und Aufreinigungsschrittes

wurden in einem 12%igem SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch

‘ aufgetrennt und die Proteine durch Coomassie-Brilliantblau R250

14 angeférbt. Spur 1, E. coli-Lysat vor Induktion; Spur 2, E. coli-

B Lysat nach Induktion; Spur 3, aufgereinigtes AGUK1(137-330);
: Sour 4, Molekulargewichtsmarker (kDa).

Wie bereits zuvor im Fall der Aufreinigung von hGUK und mGUK (siehe 4.1.3.1) konnte
AGUK1(137-330) nach Thrombineinwirkung tber Nacht direkt von der Sepharose 4B-Saule
eluiert werden. Eine Isolierung von AGUK 1(137-330) in hoher Homogenitét (> 95%) war somit

bereits in einem Aufreinigungsschritt moglich.

4.1.4.3 Kinetische Eigenschaften von AGUK1 und AGUK1(137-330)

Die Substrat-Spezifitdét von AGUK1(137-330) (hier: MBP-Fusionsprotein) wurde mit dem
spektrophotometrischen Assay in Gegenwart verschiedener Substrate bestimmt. Die Ergebnisse
des Aktivitétstests sind in Tabelle 4.4 dargestellt. AGUK1(137-330) zeigte die hoéchste
enzymatische Aktivitéat von 3,75 +£1,20 U/mg mit ATP as Phosphoryldonor und GMP oder
(d)GMP as Akzeptor. Die spezifische Aktivitdt mit dem Substratpaar ATP/IGMP war im
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Vergleich zu allen weiteren getesteten Substratpaaren bis zu 1000fach erhdht. ATP ist im
Vergleich zu GTP der weitaus bessere Phosphoryldonor. Die zentrale GUK1 Doméne aus
AGUK1 zeigte demnach die typische Substratspezifitét einer Guanylatkinase. Die Rate der
Umsetzung von ATP und GMP zu ADP und GDP war jedoch um den Faktor 25 geringer als fir
die Hefe-GUK 1 (siehe Tab. 4.5).

Tab. 4.4 Substratspezifitdt von AGUK1(137-330)

Spezies Spezifische Aktivitat
(U/mg)
ATP : AMP 0,003 0,001
ATP : TMP 0,003 0,001
ATP : UMP 0,005 #0,001
ATP : CMP 0,004 #0,001
ATP : GMP 3,750 1,200
ATP : dGMP 1,350 +0,280
GTP : AMP 0,004 #0,001
GTP : GMP 0,022 +0,006

c(ATP) =2 mM, ¢(GMP) =1 mM

Die MichaelisMenten-Konstante von AGUK1(137-330) fur die Substrate ATP und GMP
wurde, wie unter Punkt 4.1.4.2 beschrieben, bestimmt. Die kinetischen Parameter aller
getesteten Guanylatkinasen sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst. Der Ky-Wert fur ATP
(50,6 uM) lag um den Faktor 3 unter jenem von Hefe-GUK 1 (143,6 uM) und war halb so grof3
wie jener von Mensch- (105,0 uM) oder Maus-GUK (85,5 uM). Der Ky-Wert fur das Substrat
GMP lag mit 6,4 uM noch deutlicher unter jenen von Hefe- (46,9 uM), Mensch- (26,0 uM) und
Maus-GUK (23,8 uM). Aus den gemessenen kinetischen Parametern ergeben sich die
Spezifizitdts-Konstanten k.4/Kv des jewelligen Substrats. Die Spezifitdts-Konstante von
AGUK (137-330) fiir das Substrat ATP (0,08 uM-s™) ist ungefahr um den Faktor 9 kleiner als
jene von Hefe-GUK1 und 8fach kleiner as jene von hGUK oder mGUK. Die
Spezifitatskonstante fiir das Substrat GMP (0,61 uM-s?) ist hingegen 4fach geringer alsjene der

Hefe- und Sauger-Guanylatkinasen (siehe Tab. 4.5).
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Tab. 4.5 Kinetische Parameter der AGUK1 im Vergleich zu hGUK, mGUK und GUK 1

Spezies Keat Kwate) Kwmemp) Keat/Kmate) Keat/ Kmiamp)
[s™] [uM] [uM] [s" M [ uM™]
AGUK1 3,9 50,6 6,4 0,08 0,61
hGUK 52,3 105,0 26,0 0,50 2,01
mGUK 55,8 85,5 23,8 0,65 2,35
GUK1 106,0 143,6 46,9 0,74 2,26

+, C(ATP) =2 mM, *, ¢c(GMP) =1 mM

MBP-AGUK1 und AGUK(137-330) zeigten spezifische Guanylatkinase-Aktivitéten von 2,51
10,2 bzw. 2,95 £1,0 U/mg. Beide Werte wichen nicht signifikant von der MBP-AGUK 1(137-
330)-Aktivitéat ab. Aus den zusétzlichen Aktivitdtstests kann folglich geschlossen werden, dal3
weder die N- und C-terminalen Verldngerungen in AGUK1 noch der MBP-Anhang einen
inhibitorischen Einflufd auf die katalytische Aktivitét der zentralen GUK Doméne austiben.
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4.2 Die Membran-assoziierten Guanylatkinasen SAP97 und hCASK

Die Familie Membran-assoziierter Guanylatkinasen (MAGUKSs) umfal3 Multidomanen-
Proteine, welche in der C-termianlen Doméne (GK-Domaéne) eine hohe Sequenzidentitét zu den
authentischen Guanylatkinasen aufweisen und an Zell-Zell-Kontaktstellen identifiziert wurden
(Woods und Bryant, 1991). In dieser Arbeit sollten die Sauger-Proteine SAP97 (Mller et al.,
1995), aus der Unterfamilie der Dlg-ahnlichen und hCASK (Cohen et al., 1998), aus der
Unterfamilie der Lin2-8hnlichen MAGUK S ndher untersucht werden.
Die cDNA des Synapsen-assoziierten Proteins 97 (SAP97) wurde von Miller et al. (1995) aus
einer Agtll Expressions-Bibliothek mit Hilfe polyklonaler Antikorper, gerichtet gegen
synaptische Kontaktstellen des Rattenhirns, isoliert. Das Genprodukt SAP97 hat eine Lange von
878 Aminosauren und ein Molekulargewicht von 97 kDa. Die Guanylatkinase-Doméane von
SAP97 ist 179 Aminosauren lang und besitzt eine 33 und 37%ige ldentitdt zu der
Guanylatkinase von S cerevisiae und des Menschen (Muller et al., 1995). Obwohl
beispielsweise die Aminosauren Asp98, Arg38, Argdl, Glud4, Tyr50 und Tyr78, die in GUK1
an der Bindung von Mg** und der Phosphatgruppe von GMP beteiligt sind (Stehle und Schulz,
1992) auch in SAP97 konserviert vorliegen (Asp816, Arg755, Arg758, Glu761, Tyr767 und
Tyr796; siehe Abb. 1.7), ist das charakteristische Bindungsmotiv GXXGXGK (S/T) (Saraste et
al., 1990; Reste 9 - 16 in GUK1 und 728-732 in SAP97), welches den P-Loop zur Bindung der
- und y-Phosphatreste von ATP bildet, nur teilweise vorhanden (siehe Abb. 4.28; Mliller et al.,
1995).
Die vollstandige cDNA von hCASK wurde von Cohen et al. (1998) aus humanen cDNA-
Banken der Lunge, Leber und des Hirns mit Hilfe degenerierter Oligonukleotid-Primer isoliert.
hCASK hat eine Lange von 886 Aminosauren. Die Besonderheit aller Mitglieder der CASK-
Unterfamilie (Hata et al., 1996; Hoskins et al., 1996; Dimitriatos et al., 1997) besteht darin, dal3
sie im Gegensatz zu den weiteren Mitgliedern der MAGUK-Familie, neben einer PDZ-, der
SH3- und der C-terminalen GK-Doméne zusétzlich eine N-terminale Doméane mit hoher
Sequenz-ldentitat (45%) zu den bekannten Ca?*/CaM-abhangigen Proteinkinasen besitzen
(Hanson und Schulman, 1992). Diese Domane ist katalytisch nicht aktiv, besitzt jedoch das aus
der Klasse der Ca’*/CaM-abhangigen Proteinkinasen bekannte CaM-Bindungsmotiv und ist in
der Lage Calmodulin zu binden (Hata et al., 1996). Die GK-Doméne von hCASK besitzt eine
30 und 33%ige Sequenzidentitét zu den Guanylatkinasen von S. cerevisiae und des Menschen.
Im Gegensatz zu SAP97 ist in hCASK das potentielle ATP-Bindungsmotiv, der P-Loop, nicht
deletiert. Der P-Loop besitzt jedoch anstelle des fir die Katalyse essentiellen Lysins ein Arginin
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(R717, siehe Abb. 4.28). Von den 9 Aminosauren, welche in der Hefe-Guanylatkinase mit GMP
interagieren, sind in hCASK 6 konserviert. Ebenso wie in SAP97 sind in hCASK die
Aminosauren Ser34 (Ser751 in SAP97 bzw. Ser732 in hCASK) und Aspl00 (Ser817 in SAP97
bzw. Asp798 in hCASK), welche in dem GUK1-GMP-Komplex mit dem Guaninring
interagieren, durch Prolin bzw. Glutamat ersetzt (siehe Abb. 1.7). Dartber hinaus besitzt
hCASK jedoch eine zusétzliche, in SAP97 nicht vorhandene konservative Substitution des
Arginins an Position 41 (Arg739 in hCASK) gegen ein Lysin (siehe Abb. 1.7).

P-Loop:
GUK1 %G PSGTG K S16
SAP97-GK 728G P M - - - K D732

hCASK-GK 711G AH GV G R R718

Abb. 4.28 Vergleich der ATP-Bindungsregion von GUK 1, SAP97-GK und hCASK-GK

Aufgrund des Fehlens von sowohl fir die Bindung von ATP, as auch die katalytische
Ubertragung des y-Phosphatrestes essentiellen Aminosiuren, musste eine Funktion von SAP97
bzw. hCASK a's enzymatisch aktive Guanylatkinase in Frage gestellt werden. Die vorliegende
Arbeit sollte zur weiteren Aufklarung der Funktion der MAGUK-Proteine SAP97 und hCASK
beitragen. Im Folgenden soll sich zundchst auf die C-terminde GK-Doméane der beiden
MAGUK-Proteine konzentriert werden, wahrend spater auch der EinfluR der N- und C-

terminalen Sequenzen auf die GK-Domane von SAP97 untersucht werden soll.

4.2.1 Biochemische und hefegenetische Untersuchungen zum Nachweis von
Guanylatkinase-Aktivitat der GK-Domanen von SAP97 und hCASK

Erste Schritte zur biochemischen Charakterisierung der GK-homologen Domane von SAP97
wurden bereits in einer friiheren Arbeit unternommen (Kuhlendahl et al., 1998; Spangenberg,
1997). Allerdings erwies sich sowohl das rekombinant als Hiss-Fusionsprotein aus E. coli
aufgereinigte Protein SAP97-GK (+22N), as auch die Mutante SAP97-GK (P-Loop), in welcher
der P-Loop nach Vorlage der S cerevisiae-Guanylatkinase rekonstruiert wurde (genauer: die
Unterbrechung °GPM - - - KD in der GK-Domane wurde durch °‘GPSGTGK D*® ersetzt), als
enzymatisch nicht aktiv (Kuhlendahl et al., 1998; Spangenberg, 1997). Wie bereits anhand der
Untersuchungen an den Sduger-Guanylatkinasen (siehe 4.1.3) zuvor gezeigt wurde, kann die
Strategie der Aufreinigung rekombinanter Proteine einen nicht zu unterschétzenden Einflufd auf

die anschlief3ende Charakterisierung haben. Als Hiss-Fusionsprotein aus E. coli aufgereinigte
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Sauger-Guanylatkinasen hGUK und mGUK waren beispielsweise im Vergleich zu mit GST-
Anhang aufgereinigter hGUK und mGUK um ein Vielfaches weniger aktiv (siehe 4.1.3.1). Da
die GST-Fusionsproteine zudem eine eindeutig verbesserte Loslichkeit gegeniiber den Hiss-
Fusionsproteinen besal3en, mufdte demnach eine falsche bzw. nicht vollstandige Faltung der
rekombinanten Hiss-Fusionsproteine ein entscheidender Grund fur die drastisch verringerte
enzymatische Aktivitét sein. In Analogie zu den Ergebnissen der Sauger-Guanylatkinasen war
es durchaus moglich, dal? auch das zuvor a's Hiss-Fusionsprotein partiell aufgereinigte inaktive
Protein SAP97-GK(P-Loop) durch eine verbesserte Loslichkeit verdnderte enzymatische
Eigenschaften zeigt. Aus diesem Grund sollten zun&chst neben den nativen GK-Doménen von
SAP97 und hCASK auch die Mutante SAP97-GK(P-Loop) als GST-Fusionsproteine
aufgereinigt und mit dem gekoppelten Assay auf enzymatische Aktivitét getestet werden.
Vorausgesetzt die Proteine sind enzymatisch nicht aktiv wére der nachste Schritt eine
Uberpriifung der drei Gene auf Suppression des letalen gukl-Phanotyps einer hapoloiden
Hefemutante.

Zur Konstruktion des Plasmids pGEX-RB-SAP97-GK wurde zunéchst das Fragment SAP97-GK
mit den spezifischen Oligonukleotid-Primern OSP3 und OSP25 nach Vorlage des Templates
pJC20-SAP97-GK(+22N) amplifiziert und anschlief3end tber die Schnittstellen Ndel/BamHI in
den Vektor pGEX-RB kloniert. Zur Konstruktion von pGEX-RB-hCASK-GK wurde die
Methode der ,Overlap-Extension”-PCR eingesetzt, um eine interne Ndel-Schnittstelle zu
eliminieren. Dazu wurden zundchst der 5- und 3-Megaprimer mit den Oligonukleotid-
Primerpaaren OSP54/OSP57 bzw. OSP56/0SP59 mit Hilfe des Templates pCR2.3-hCASK
amplifiziert. Das gesamte Fragment hCASK-GK wurde anschlief3end in einer zweiten PCR mit
den 5- und 3 -terminalen Oligonukleotiden OSP54 und OSP59 durch Fusion der beiden
Megaprimer hergestellt und ebenfalls Uber die Schnittstellen Ndel/BamHI in pGEX-RB
kloniert. Das Plasmid pGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop) resultierte aus der Ligation des zuvor aus
pJC20-SAP97-GK (P-Loop) isolierten Fragments SAP97-GK(P-Loop)(Ndel/BamHI) und pGEX-
RB(Ndel/BamHl).

Die Proteine SAP97-GK, SAP97-GK(P-Loop) und hCASK-GK konnten sehr gut als GST-
Fusionsproteine in E. coli BL21(DE3) Uberproduziert werden. Wie die SDS-PAGE-Gele in
Abbildung 4.29 zeigen, waren nach 12stindiger Induktion der Proteinexpression bei 25°C
jewells stark hervortretende Banden des erwarteten Molekulargewichts erkennbar (A, B und C,
Souren 1). Aus den aufgetragenen Proteinextrakten (Spuren 2) geht jedoch hervor, dal3 nur die
nativen Formen der beiden GK-homologen Doméanen, SAP97-GK und hCASK-GK, vollstandig
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als GST-Fusionsproteine l6slich waren. Die Mutante SAP97-GK(P-Loop) bildete unter den
gegebenen Bedingungen zum grofdten Teil Einschluf3korper (C, Spur 2). Die Ausbeute der nach
Thrombinverdau von der Sepharose 4B-Matrix in hoher Homogenitét (> 95%) isolierten
Proteine SAP97-GK und hCASK-GK (A und B, Spuren 3) betrug 100 - 120 mg aus einem Liter
E. coli-Kultur. Obwohl anndhernd das gesamte exprimierte Protein GST-SAP97-GK (P-Loop)
als Einschlukérper vorlag, konnte dennoch ein geringer Tell (< 2 mg) der Mutante nach
Elution mit 10 mM Glutathion partiell (50 - 60%ige Homogenitéat) als GST-Fusionsprotein
isoliert werden (C, Spur 3). Durch direkten Thrombinverdau des an die Matrix gebundenen
GST-Fusionsproteins konnten keine nachweisbaren Mengen an SAP97-GK(P-Loop) isoliert

werden.

-

Abb. 4.29 Aufreinigung von SAP97-GK (A), hCASK-GK (B) und GST-SAP97-GK (P-Loop) (C) nach Expression
bei 25°C in E. coli. Die Proteinproben wurden auf einem 12%igen SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und mit Coomassie-Brilliantblau R250 angefarbt. Spur 1, E. coli-Zellysat Gber Nacht induziert; Spur 2, Extrakt mit
|6slichem Protein; Sour 3, nach Thrombinverdau (A und B) bzw. as GST-Fusionsprotein (C) aufgereinigtes
Protein; M, Molekulargewichtsmarker (in kDa)

Weder die nativen GK-homologen Doménen der MAGUK-Proteine SAP97 und hCASK noch
die Mutante GST-SAP97-GK (P-Loop) waren enzymatisch aktiv. Die Guanylatkinase-Aktivitét
lag in alen Falen nicht signifikant Gber dem Hintergrund der ATPase-Aktivitét (vor Zugabe
des zweiten Substrats GMP; siehe Tab. 4.6).

Die Membran-assoziierten Guanylatkinasen SAP97 und hCASK sind Saugerproteine. Insofern
kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 sie zu ihrer Aktivierung posttranslational modifiziert
werden missen. Diese Moglichkeit der posttrandlationalen Modifizierung ist in prokaryotischen
Zellen nicht gegeben. Dartiberhinaus ist es denkbar, dal3 die hypothetische enzymatische
Aktivitdt der GK-Domanen derart schwach ist, dal3 sie in dem gekoppelten Enzym-Assay nicht

detektiert werden kann. Aus diesen Grinden sollten die beiden GK-homologen Proteine
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SAP97-GK und hCASK-GK ebenso wie die Mutante SAP97-GK(P-Loop) auf
Komplementation des letalen gukl-Phanotyps der Hefemutante AG430(gukl::HIS3/GUKL1)
Uberprift werden. Zur Konstruktion von Y Ep512N-SAP97-GK, sowie Y Ep512N-SAP97-GK (P-
Loop) und YEpP512N-hCASK wurden die Fragmente SAP97-GK, SAP97-GK(P-Loop) und
hCASK durch Ndel/BamHI-Verdau aus den Plasmiden pGEX-RB-SAP97-GK, pGEX-RB-
SAP97-GK(P-Loop) und pGEX-RB-hCASK isoliert und in den Vektor YEpP512N subkloniert.
Nach Transformation des Hefestammes AG430(gukl::HIS3/GUK1) wurden einige ausgewahlte
Transformanden einer Tetradenanalyse auf Y EPGal-Vollmedium unterzogen. Die Abbildung
4.30 zeigt das Ergebnis der Tetradenanlyse der Transformande
AGA430(gukl: : HI S3/GUK 1/ YEp512N-SAP-GK (P-Loop)).

1 2 3 4 6 6 7

Abb 430 Tetradenanalyse zur Uberprifung der
Komplementation des deletierten GUK1-Gens in
S cerevisiae AG430(GUK1/gukl::HIS3) durch SAP97-
GK(P-Loop). Sporenwachstum auf Y EPGal-Medium.

o O m P>

Nach Segregation der vier Sporen sind nur zwei Sporen auf Y EPGal-Medium |ebensféhig, ein
eindeutiger Hinweis darauf, dald SAP97-GK(P-Loop) den letaen gukl-Phanotyp nicht
komplementieren kann. Die Komplementations-Analyse bestétigt folglich das Ergebnis des in
vitro-Aktivitats-Assays. Keines der drel getesteten Konstrukte, SAP97-GK, SAP97-GK(P-Loop)
und hCASK war in der Lage, den guk1-Defekt in AG430(GUKL/gukl::HIS3) zu supprimieren.

4.2.2 Versuch der Rekonstruktion einer aktiven Guanylatkinase aus SAP97-GK

4.2.2.1 Biochemische Charakterisierung von SAP97-GK-Mutanten

Erste Versuche zur Umwandlung der inaktiven GK-Domane von SAP97 in ein aktives Enzym
durch Rekonstruktion des P-Loops waren erfolglos (siehe 4.2.1; Spangenberg, 1997). Im
Folgenden sollte deshalb versucht werden durch systematische ortsspezifische Mutagenese die
inaktive GK-Doméane von SAP97 in ein aktives Enzym zu Uberfihren. In einem ersten Schritt
wurde zunéchst das ATP-Bindungsmotiv, der P-Loop, von SAP97 weiter verandert. In der
zuvor (siehe 4.2.1) beschriebenen Mutante SAP97-GK(P-Loop) wurde der P-Loop nach
Vorlage der S cerevisiae Guanylatkinase rekonstruiert. Vergleicht man die Sequenz mit der P-
Loop-Sequenz authentischer Guanylatkinasen, so fehlen in SAP97-GK(P-Loop) noch weitere
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konservierte Reste (siehe Abb. 4.28 und Abb. 1.7). Dies sind das Serin und Threonin an den
Positionen 16 und 17 der Hefe-Guanylatkinase (in SAP97. Asp732, Arg733). Die
Substitutionen D16S und R17T wurden durch ortsspezifische Mutagenese in SAP97-GK (P-
Loop) eingefihrt.

Die Mutante SAP97-GK(P-Loop, ST) wurde mit den Oligonukleotid-Primern OSP74 und
OSP25 und dem Plasmid pJC20[HisC]-SAP97-GK(P-Loop) durch PCR amplifiziert. Das PCR-
Fragment wurde anschlief3end Uber die Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pGEX-RB
kloniert. Die Mutante SAP97-GK (P-Loop, ST) konnte in E. coli BL21(DE3) nach 6stiindiger
Induktion mit 1 mM IPTG bei 37°C gut als GST-Fusionsprotein tUberexprimiert werden.

M kDa
- -50
— 40

: Abb. 4.31 Aufreinigung von SAP97-GK(P-Loop, ST) nach
- =30 6stiindiger Expression bei 37°C in E. coli. Die Proteinproben
=25 wurden in einem 12%igen SDS-PAGE-Gel elektrophoretisch
- aufgetrennt und durch Coomassie-Brilliantblau R250 angefarbt.

Sour 1, E. coli-Zellysat vor Induktion; Spur 2, E. coli-Zellysat
nach 6stindiger Induktion; Spur 3, Extrakt mit gesamten
I6slichen Protein; Spur 4, as GST-Fusionsprotein partiell
aufgereinigtes SAP97-GK (P-Loop, ST); M,
Molekulargewichtsmarker (in kDa)

i

Wie das SDS-PAGE-GEL in Abbildung 4.31 dokumentiert, war die Mutante im Gegensatz zum
nativen SAP97-GK beinahe unléslich, d.h. anndhernd das gesamte Protein lag im
Bakterienpellet als Einschluf3korper vor (siehe Abb. 4.31, Sour 3). Das Protein SAP97-GK (P-
Loop, ST) konnte in sehr geringen Mengen mit 10 mM reduziertem Glutathion als GST-
Fusionsprotein eluiert werden (siehe Abb. 4.31, Sour 4). Die Homogenitét der Mutante im Eluat
betrug ungefahr 40 - 50%. Es war jedoch nicht moglich, gebundenes SAPO7-GK (P-Loop, ST)
nach Thrombinverdau direkt von der Sepharose 4B-Saule zu isolieren. In einem erneuten
Versuch zur Aufreinigung von SA97-GK(P-Loop, ST) wurde die Wachstums- und
Expressionstemperatur der E. coli-Kultur auf 25°C gesenkt. Ferner wurde die Proteinexpression
nur mit 0,1 mM IPTG induziert und die postinduktive Inkubationszeit von 6 auf 3 Stunden
verkirzt. Die Anpassung fuhrte jedoch nicht zu einer verbesserten Ausbeute an SAP97-GK (P-
Loop, ST).

Das Fusionsprotein GST-SAP97-GK (P-Loop, ST) zeigte keine Guanylatkinase-Aktivitét (siehe
Tab. 4.6) im spektrophotometrischen Assay. Da die alleinige Rekonstruktion des P-Loops nicht
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ausreichend war, um die GK-Doméane von SAP97 in ein aktives Enzym zu Uberfuhren, sollten
im Folgenden weitere Reste der GK-Domane systematisch substituiert werden. Dabei wurde
sich zunéchst auf die zur Bindung des Substrats GMP entscheidenden Aminosauren
konzentriert. Wie der Sequenzvergleich mit authentischen Guanylatkinasen (siehe Abb. 1.7)
zeigt, sind alle zur Bindung von GMP notwendigen Reste konserviert, lediglich das Serin an
Position 34 und das Aspartat an Position 100 der S. cerevisiae-Guanylatkinase sind in SAP97
durch Prolin (Pro752) und Serin (Ser818) ersetzt. Zur Substitution von Ser100Asp in SAP97-
GK(P-Loop) wurde eine ortsspezifische PCR-Mutagenese mit dem Oligonukleotid-Primerpaar
OSP95/0SP96 und den spezifischen 5°- und 3"-terminalen SAP97-GK-Oligonukleotiden OSP3
und OSP25 durchgefiihrt. Als Template fungierte das Plasmid pGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop,
ST). Das PCR-Fragment SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D) wurde anschliefend dber die
Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pGEX-RB kloniert. Zur Einfuhrung der Pro34Ser-
Substitution in SAP97-GK (P-Loop, ST, S100D) wurde der Mutagenese-Kit (QUIK change Kit)
von Stratagene (siehe 3.8.1) verwendet. Die PCR wurde mit dem spezifischen Oligonukleotide-
Primerpaar OSP97/0OSP98 und dem zuvor konstruierten Plasmid pGEX-RB-SAP97-GK(P-
Loop, ST, S100D) als Template durchgefiihrt.

Bfal Bfal
GUK1 (1-36) N SAP97-GK (754-899)

57-..AGT GTT TCA TCC ACT A //CT AGA CCA AAG CGT..-3°
S \ S S T T R P K R

%

5°-.AGT GTT TCA TCC ACT ACT AGA CCA AAG CGT..-3°
S \ S S T T R P K R

GU97C

Ndel BamHl

GU97C

Abb. 4.32 Klonierungsschema zur Konstruktion von GU97C aus GUK 1 und SAP97-GK

Zum Abschluf3 der systematischen Mutagenese wurde eine Proteinchimére aus dem N-Terminus
der Hefe-GUK1 und dem C-Terminus von SAP97-GK konstruiert. Die Schnittstelle des
Ubergangs sollte direkt in der unter alen Guanylatkinasen und MAGUK-Proteinen
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konservierten Consensussequenz TTRXXRXXEXXGXXY X(F/Y)(L/I/VIM) (siehe Abb. 1.7)
liegen. Durch Vergleich der Sequenzen von GUK1 und SAP97-GK an diesem Ubergang wurde
eine singulére Bfal-Schnittstelle identifiziert, Uber die der 5 -terminae GUK1-Anteil mit dem
3’ -terminalen SAP97-GK-Anteil verknUpft werden konnte, ohne dabei einen Fehler im
Leserahmen der neu konstruierten Proteinchimére zu verursachen. Die Klonierungsstrategie ist
in Abbildung 4.32 dargestellt. Zur Konstruktion von GU97C wurden die beiden Fragmente
GUKZ1.1(Ndel/BamHI) (aus Ndel/BamHI-Verdau von pJC20[HisN]-GUK1.1) und SAP97-GK(P-
Loop, ST)(Ndel/BamHI) (aus Ndel/BamHI-Verdau von pGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop, ST)
zundchst mit Bfal verdaut und die verdauten Fragmente isoliert. Die Fragmente
GUKZ1.1(Ndel/Bfal) und SAP97-GK(P-Loop, ST)(Bfal/BamHI) wurden anschlief3end in den
zuvor Ndel/BamHI-verdauten Vektor pGEX-RB ligiert.

Wie das SDS-PAGE-Gel in Abbildung 4.33 A zeigt, wurden die Mutanten SAP97-GK (P-Loop,
ST, S100D), SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S, S100D) und GU97C nach 4 bis 6stlindiger
Induktion mit 1 mM IPTG bei 37°C gut as GST-Fusionsproteine in E. coli BL21(DE3) (siehe
Abb. 4.33 A, Spuren 2-4) Uberexprimiert.

A B
1.2 3 4 Mkba 1 2 M 3 4 5 6 kDa
=E==5, Z--=-
:_...._:-z-—s-\ ,:.—.:'; - -38 ,:-ff_ T -51
: ; -20
F P &= .26
-20

Abb. 4.33 Expression (A) und Aufreinigung (B) von SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D), SAP97-GK(P-Loop, ST,
P34S, S100D) und GU97C aus E. coli. (A) Spur 1, E. coli-Zellysat vor Induktion; Spur 2, 3 und 4, E. coli-Zellysat
nach 6stiindige Expression von SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D) (Spur 1), SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S, S100D)
(Spur 2), GU97C (Spur 3) bei 37°C. (B) Spur 1, 3 und 5, Uberstand mit gesamten l6slichen Protein SAP97-GK (P-
Loop, ST, S100D) (Spur 1), SAP97-GK (P-Loop, ST, P34S, S100D) (Spur 3) und GU97C (Spur 5); Spur 2, 4 und
6, entsprechendes Eluat nach direktem Thrombinverdau an der Sepharose 4B-Matrix; M, Molekul argewichtsmarker
(inkDa).

Die Abwesenheit der Expressionsbande im Uberstand mit dem gesamten |Gslichen Protein
(siehe Abb. 4.33 B) deutet jedoch bereits an, dal3 alle drei GST-Fusionsproteineunter nativen

Bedingungen unldslich waren. Die Abwesenheit eines Proteins mit einem Molekulargewicht

106



Ergebnisse

von 20 kDa im Eluat (B, Spouren 2, 4 und 6) deutet daraufhin, dal3 das gesamte produzierte
Proteinin allen drei Fallen EinschlulZkoérper bildete.

Zur Uberprifung auf das Vorhandensein von geringsten Mengen an |6slichem Protein, wurden
die Proteinextrakte auf Guanylatkinase-Aktivitét getestet. Eine Uber dem Hintergrund (ATPase-
Aktivitét ohne GMP) liegende enzymatische Aktivitét war in allen drei Félen mit dem
gekoppelten Assay nicht detektierbar (spezifische Aktivitdt < 0,01 U/mg, siehe Tab. 4.6). Der
Wechsel des Expressionsstammes von E. coli BL21(DE3) zu E. coli C41(DE3), einem Stamm,
der insbesondere bel der heterologen Expression von, fir die E. coli-Zelle, toxischen Proteinen
einen Vortell besitzt (Miroux und Walker, 1996, C. Monnerjahn, |. Paarman, personliche
Mitteilung), fuhrte zu keiner V erbesserung des Ergebnisses.

Da eine Aufreinigung der drei SAP97-GK-Mutanten unter nativen Bedingungen nicht moglich
war, sollte im Folgenden eine Denaturierungs-Renaturierungsstrategie angewendet werden.
Dazu wurden die Protein-Einschluf3kérper zunéchst unter denaturierenden Bedingungen aus
dem jeweiligen Bakterienpellet isoliert. Zur Solubilisierung mit N-Lauroylsarcosin und der
anschlief3enden Renaturierung der Proteine durch Dialyse gegen einen neutralen Redox-Puffer
(mit dem Redoxsystem GSH-GSSG) wurde der ,Protein Refolding Kit* von Novagen
(Madison, USA) verwendet.

B C
1 2 3 1 2 3 M kDa 1 2 3 M kDa
a -s— 33 e -38
= b 26 E= T -26
- - i SR —
-20 P -20
-15 15

o~

Abb. 4.34 Aufreinigung von SAP97-GK (P-Loop, ST, S100D) (A), SAP97-GK (P-Loop, ST, P34S, S100D) (B) und
GU97C (C) aus EinschluRkdrpern nach Denaturierung-Renaturierung. Spur 1, E. coli-Pellet mit Einschlukdrpern;
Sour 2, solubilisiertes Protein; Spur 3, nach Thrombinverdau von der Bindungsmatrix eluiertes natives Protein; M,
Molekulargewichtsmarker (in kDa)

Die renaturierten Proteine wurden zum Schluf3 zur Aufreinigung Uber die Sepharose 4B-Matrix
geschickt und nach Bindung an diese durch Thrombinverdau versucht zu eluieren. Die

verschiedenen Stufen der Denaturierung und Renaturierung der drei SAP97-GK-Mutanten sind
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anhand der SDS-PAGE-Gele in Abbildung 4.34 dokumentiert. Alle drei Mutanten konnten gut
aus den Bakterienpellets isoliert werden und lagen auch nach der Renaturierung weiterhin in
Ldsung vor. Dartiberhinaus war es moglich die drei Proteine durch Thrombinverdau von der
Sepharose 4B-Matrix zu eluieren, wie die zum Teil schwache Bande (siehe Abb. 4.34 A, B und
C, Spuren 3) eines Proteins mit dem erwarteten Molekulargewicht von 20 kDa andeutet. Das
Auftreten einer zusétzlichen Bande eines Proteins mit einem Molekulargewicht von ca. 24 kDa
in alen Ansdtzen deutet auf eluiertes GST hin, welches vermutlich aufgrund fehlerhafter
Rickfaltung nicht mehr an die Sepharose 4B-Matrix binden konnte. Esist jedoch auch mdglich,
dal3 die grofdere Bande unvollstéandig bzw. falsch zuriickgefaltetem Protein der jew. SAP97-GK -
Mutante entspricht, welches durch ein veréndertes Laufverhalten auf dem SDS-PAGE-Gel
gekennzeichnet ist. Die Menge an isoliertem Protein entsprach insbesondere im Fall der
Mutante SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D) jedoch nicht der im Renaturierungspuffer
vorliegenden Menge (siehe Abb. 4.34 C, Spur 2), was daraufhin deutete, dal3 nur ein Teil des
denaturierten Fusionsproteins vollstandig renaturiert wurde.

Die Aktivitdt von SAP97-GK (P-Loop, ST, S100D) und SAP97-GK (P-Loop, ST, P34S, S100D)
lag ebenso wie die zuvor gemessene Guanylatkinase-Aktivitét von SAP97-GK(P-Loop, ST)
nicht signifikant tber dem Hintergrund der ATPase-Aktivitét, vor Zugabe des Substrats GMP.

Tab. 4.6 Spezifische Aktivitét von Mutanten der GK-Domane aus SAP97 und hCASK

Mutante Spezifische Aktivitat
(U/mg)
hCASK-GK(WT) 0,006
SAP97-GK(WT) 0,005
P-Loop 0,005
P-Loop, ST 0,026
P-Loop, ST, S100D 0,025
P-Loop, ST, P34S, S100D 0,021
GuU97C 0,005

Auch die Proteinchimére GU97C schien nicht enzymatisch aktiv zu sein. Der mit dem
gekoppelten Assay bestimmte Aktivitdtswert lag weder Uber dem Hintergrund der ATPase-

Aktivitét, noch war er hther as die Guanylatkinase-Aktivitét des zuvor in der Hefe auf
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Komplementation (siehe 4.2.1) getesteten inaktiven Proteins SAP97-GK. Einen Uberblick der
GK-Konstrukte und der zugehdrigen gemessenen Aktivitéten gibt die Tabelle 4.6.

4.2.2.2 Komplementations-Analyse von SAP97-GK-Mutanten in S. cerevisiae

Die im photometrischen Enzym-Assay nicht detektierbare Guanylatkinase-Aktivitét, ist kein
ausreichendes Kriterium zur Beurteilung der Mutanten SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S, S100D)
und GU97C(S100D). Einerseitsist der gekoppelte photometrische Assay nicht sehr sensitiv und
andererseits kann gerade die Isolierung eines unbekannten rekombinanten Proteins durch
Denaturierung mit abschlieffender Riickfaltung in den vermeintlich nativen Zustand zu einem
Protein mit veranderten Eigenschaften fuhren. Im Fall der SAP97-GK-Mutanten war es
durchaus denkbar, dal3 die Proteine aufgrund einer unvollsténdigen Ruckfaltung wahrend des
Renaturierungsschrittes nicht ihre native Tertiérstruktur einnehmen konnten und folglich
katalytisch inaktiv waren. Da aus den oben genannten Griinden eine in vitro-Charakterisierung
der SAPO7-GK-Mutanten nicht moglich war, sollten abschlief3end die Mutante SAPO7-GK (P-
Loop, ST, P34S, S100D) und die Chimare GU97C auf ihre Fahigkeit hin Gberprift werden, den
letalen guk1-Phanotyp des Hefestammes AG430(GUK1/gukl::HIS3) zu komplementieren.

Zur Uberpriifung auf Komplementation in AG430 wurden die DNA-Fragmente SAP97-GK (P-
Loop, ST, P34S SI00D) (Ndel/BamHI) und GU97C (Ndel/BamHI) aus den
Expressionsplasmiden pGEX-RB-SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S S100D) und pGEX-RB-
GU97C isoliert und Uber die Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor Y Ep512N kloniert. Nach
Transformation von AG430 wurden einige ausgewahlte Transformanden durch Tetradenanalyse
auf YEPGal-Medium analysiert.

Abb. 4.35 Tetradenanalyse zur Uberprifung von
deletiertem GUK1-Gen durch GU97C im
Hefestamm AG430(GUK L/gukl:: HI S3).

Im Fall der Komplementation sollten alle vier Sporen eines Ascus auf dem YEPGal-
Vollmedium Uberleben. Das Ergebnis der Tetradenanlyse der Transformande
AG215(gukl::HIS3/YEp512N-GU97C(S100D)) ist in Abbildung 4.35 dargestellt. Das
Wachstum von nur zwei Sporen in alen ausgelegten Tetraden zeigt eindeutig, dal3 GU97C die
gukl-Deletion nicht supprimieren konnte, folglich enzymatisch nicht aktiv ist. Eine Sporen-
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Segregation von 2 : 2 war auch das Ergebnis der Tetradenanlyse mit SAP97-GK (P-Loop, ST,
P34S, S100D). Die Ergebnisse der Komplementationsanalyse in vivo stimmen mit den
Ergebnissen desin vitro-Aktivitéts-Assays (siehe Tab. 4.6) Uberein.

Das Ergebnis der Mutagenese-Studie zeigt folglich, dal3 eine Substitution sémtlicher, aus der
Kristallstruktur der Hefe-GUK 1 abgeleiteter, mit den Substraten ATP und GMP interagierender
Aminosdurereste nicht ausreichend ist, die inaktive GK-Doméne von SAP97 in ein aktives

Enzym zu Uberfuhren.

4.2.3 Nukleotidbindungs-Eigenschaften von SAP97-GK

4.2.3.1 Untersuchung der Bindung einzelner Nukleotide an SAP97-GK mit der Nano-
ESMS

Die GK-homologen Doméanen der beiden Membran-assoziierten Guanylatkinasen SAP97 und
hCASK sind katalytisch nicht aktiv. Eine systematische Rekonstruktion des P-Loop Motivs und
der zur Bindung von ATP und GMP sowie Ubertragung des Phosphatrestes von ATP auf GMP
notwendigen Reste durch ortsspezifische Mutagenese war offensichtlich nicht ausreichend, um
die inaktive GK-Doméane von SAP97 in eine aktive Form zu tberfuhren (siehe 4.2.2).

A 7

1003

1931.9

elative : 1634.9
bundance 3
50 3 1518.3

: 27689 | 11792 19296| 10408
12605 : 15051331 J
L

E i pepnnd Ao MRty arp e Attt

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
m/z

21241.0

100
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Aufgrund des hohen Konservierungsgrades an Aminosduren, die in der Hefe-GUK1-
Kristallstruktur mit GMP interagieren (Stehle und Schulz, 1992; siehe Abb. 1.7), war es
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dennoch denkbar, dal3 die GK-Doméanen von SAP97 und hCASK zumindest die Fahigkeit zur
Bindung von Purin-Nukleotiden nicht verloren hatten.

Zur Untersuchung der Nukleotidbindung an die GK-Domane von SAP97 wurde die Nano-
Elektrospray-Massenspektrometrie (Nano-ESMS), welche zuvor bereits zur erfolgreichen
Detektion von Guanylatkinase-Nukleotid-Komplexen in wassriger Losung eingesetzt wurde
(siehe 4.1.3.3), angewandt. Fur die Untersuchung mit der Nano-ESMS wurde das Protein
SAP97-GK zun&chst durch mehrmalige Gelfiltration und Ultrafiltration entsalzt und
anschlieffend in H,O untersucht. Abbildung 4.36 A zeigt das Original-Massenspektrum
(Auftragung: Relative Vertellung — m/z) von SAP97-GK. Das Profil zeigt die Serie der
protonierten Molekile einer dominanten Proteinspezies. Neben einem Hauptpeak sind mehrere
kleinere Peaks mit verénderter Ladungsverteilung zu erkennen. Das umgewandelte Spektrum
(siehe Abb. 4.36 B) zeigt neben dem Hauptpeak von 21241,0 kDa, der erwarteten Masse von
SAPI7-GK, zwel weitere Peaks von schwécherer Intensitét bel 21216,0 und 21340,0 kDa.
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Wahrend es sich bei dem kleineren Protein vermutlich um ein modifiziertes Produkt (evtl.
Substitution des N-terminalen Methionins durch ein Homoserin) handelt, entspricht die

Massendifferenz (von 98 Da) der groferen Proteinspezies der zuvor auch bel der
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Nukleotidbindungsanalyse von hGUK (siehe 4.1.5) beobachteten Bindung eines Sulfat (SO4%) -
lons.

Zur Untersuchung der Nukleotidbindung wurden 10 uM SAP97-GK und 10 uM des Nukleotids
in H,O gemischt und fir mindestens 5 Minuten bei RT inkubiert. In Abbildung 4.37 sind die
Massenspektren von SAP97-GK nach Inkubation mit den Purinnukleotiden GMP (A) und AMP
(B) in einer Konzentration von 10 uM dargestellt. Neben den erwarteten Peaks von Ligand-
freiem SAP97-GK und den Komplexen mit SO, ist nur nach Inkubation mit GMP ein
zusétzlicher SAP97-GK-Nukleotid-Komplex erkennbar. Die Verlangerung der Inkubationszeit
von 5 Minuten auf 1 Stunde fihrte nicht zu einer Verstérkung des Bindungspeaks von SAP97-
GK-GMP, was daraufhin deutete, dal3 bereits nach 5 Minuten das gesamte GMP an das Protein
gebunden hatte. Eine Erhdhung der Konzentration an freiem GMP bei gleichbleibender
Konzentration an SAP97-GK fihrte zu einem Anstieg des Protein-GMP-Komplexes, wie er
zuvor auch bei der Bindung von Substrat an die Guanylatkinase beobachtet wurde (siehe

4.1.3.3). Der hyperbolische Kurvenverlauf entsprach dem einer typischen Bindungskurve.

A 21242.0
100

21686.0

Relative 21340.0
Abundance

50
222250 Abb. 4.38 Nano-ES-Massenspektren

0 J i von SAP97-GK inkubiert fir 1 h mit

21000 21200 21400 21600 21800 22000 22200 22400  pp (A) und ADP (B). Die Peoks
mass entsprechen  SAP97-GK  (21242),

w03 B SAPO7-GK-SO> (21340), SAP97-
GK-2S0,% (21439), SAP97-GK-GDP
(21686), SAP97-GK-GDP-SO,*
Relative (21782), SAP97-GK-GDP-2S0,”

Abundance (21880), SAP97-GK-2GDP (22129),
50° SAP97-GK-2GDP-SO,* (22225),
SAP97-GK-ADP  (21669), SAP97-
217670 GK-ADP-SO,* (21767). c(Protein) =
021000 21200 21400 21600 21800 | 23000 22200 23400
mass

21782.0

22129.0

21439.0
21880.0

21669.0

21341.0

21439.0

SAP97-GK-2GDP-2SO,>  (22321),
J\J A 10 pM, ¢(NDP) = 10 pM.

Als nachstes wurde die Bindung der beiden Purinnukleosid-Diphosphate Uberprift. Jewells
10 uM SAP97-GK wurden mit 10 uM GDP und ADP in H,O fur 5 Minuten bzw.1 Stunde bei
RT inkubiert. Die beiden Massenspektren sind in Abbildung 4.38 A (GDP) und B (ADP)
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dargestellt. Neben den erwarteten Peaks des Proteins SAP97-GK sind in beiden Ansétzen
Protein-Nukleotid-Komplexe nachweisbar. Im einzelnen waren nach Inkubation mit GDP 2
zusétzliche SAP97-GK-GDP-Peaks, nach Inkubation mit ADP jedoch nur ein zusétzlicher
schwacher SAP97-GK-ADP Peak zu beobachten. Die Anzahl von 2 gebundenen Nukleotiden
mufd wieder unter dem Vorbehalt der zuvor mit authentischer Guanylatkinase beobachteten

Bindung von Nukleotidclustern an eine Bindungsstelle der GK-Doméane gesehen werden.
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Neben den Protein-Nukleotid-K omplex-Peaks sind auch hier zusétzliche Peaks, resultierend aus
der Protein-SO,*-Komplexbildung, nachweisbar. Die Anzahl der SO,*-Peaks differiert jedoch
in Abhangigkeit von der Art des eingesetzten Liganden. Wahrend im Massenspektrum mit ADP

100§
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(siehe Abb. 4.38 B) den Hauptpeaks von Ligand-freiem SAP97-GK und jenem des Protein-
ADP-Komplexes nur ein zusétzlicher SO4*-Komplex-Peak folgt, sind in dem Massenspektrum
mit GDP (siehe Abb. 4.38 A) neben jedem Hauptpeak (SAP97-GK, SAP97-GK-GDP, SAP97-
GK-2GDP) jeweils 2 Peaks der Komplexe mit SO, erkennbar. Die relative Intensitét des
terndren SO,%-Komplex (SAP97-GK-NDP-SO,*)-Peaks im Vergleich zum Protein-NDP-
Hauptpeak war jedoch sowohl mit GDP, as auch mit ADP nicht geringer als die des bindren
S0,%-Komplexes SAP97-GK-SO,* zu dem Hauptpeak von Ligand-freiem Protein. Dies deutet
daraufhin, da die Purinnukleosid-Diphosphate nicht mit dem SO,%-lon um die Bindungsstelle
an SAP97-GK konkurrieren. Fiir den Fall, da3 GDP (bzw. ADP) und SO,*, die gleiche
Bindungsstelle des Proteins einndhmen, ware ein starker Abfall der Intensitdt des jeweiligen
terndren Bindungskomplex-Peaks zu beobachten gewesen und das Verhdtnis der Komplex-
Peaks SAP97-GK-NDP : SAP97-GK-NDP-SO,” hétte sich betréchtlich zu Gunsten des Protein-
N DP-Peaks verschieben missen.

Zur Vervollstdndigung der Purinnukleotid-Bindungsstudie in wassriger Lésung wurden im
néchsten Schritt die Nukleosid-Triphosphate getestet. Wie in den Ansdzen zuvor wurden
jeweils 10 uM des Proteins SAP97-GK mit 10 uM GTP und ATP und as Kontrolle UTP fir 5
Minuten bis 1 Stunde bei RT inkubiert. Die Ergebnisse der Purinnukleosid-Triphosphatbindung
(1 h Inkubationszeit) sind in der Abbildung 4.39 dargestellt. Neben dem Ligand-freien Protein
SAP97-GK und den Protein-SO,%-Komplexen sind mit GTP (siehe Abb. 4.39 A), ATP (B) und
UTP (C) zwei zusétzliche Proteinnukleotid-K omplex-Peaks erkennbar, diese korrespondieren
mit dem Molekulargewicht der Komplexe aus einfach und zweifach gebundenem Nukleotid.
Auch hier sind die Verhaltnisse SAP97-GK : SAP97-GK-SO,* und SAP97-GK-NTP : SAP97-
GK-NTP-SO,* identisch. Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir, dai? die getesteten Nukleosid-
Triphosphate und das SO,*-lon nicht die identischen Bindungspositionen in SAP97-GK
einnehmen. Eine Erhohung der Nukleotidkonzentration fihrte erwartungsgemald zu einer
Abnahme des Liganden-freien Proteins und zu einer Zunahme der Protein-Nukleotid-
Komplexe. Wie auch die Bindung von GMP, GDP und ADP zuvor folgt die Bindung von GTP
und ATP an SAP97-GK dem Verlauf einer hyperbolischen Kurve.

Eine Verringerung der NTP-Konzentration von 10 auf 5 uM bei gleichbleibender
Proteinkonzentration hat eine drastische Veranderung der Peak-Intensitéten zur Folge (siehe
Abb. 4.40). In Abbildung 4.40 sind die Massenspektren von SAP97-GK (10 pM) nach
Inkubation mit den Purinnukleotiden GTP (A), ATP (B) und UTP (C) in einer Konzentration
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von 5 uM dargestellt. Im Gegensatz zu den Massenspektren in Abbildung 4.39 ist in alen drei
Féallen der Peak des Ligand-freien Proteins dominant. Ein zweiter, dem jeweiligen Protein-NTP-
Komplex entsprechender Peak ist nur noch in den Spektren mit GTP und ATP erkennbar. Die
Affinitdt von SAP97-GK zu UTP scheint demnach im Vergleich zu GTP und ATP derart
schwach zu sein, dal3 unter den gegebenen Bedingungen ein Komplex von SAP97-GK und UTP
nicht mehr detektiert werden kann.
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Die Methode der Nano-Elektrospray-Massenspektrometrie erlaubt folglich eine eindeutige
Diskriminierung zwischen der nichtkovalenten Bindung der Purinnukleotide GTP und ATP und
der nichtkovalenten Bindung des Pyrimidinnukleotids UTP an SAP97-GK.
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In einem abschlieffenden Schritt wurde die Bindung der cyclischen Monophosphate cGMP und
CAMP an die GK-Doméane von SAP97 Uberprift. Dazu wurden wie in den Bindungsstudien
zuvor 10 uM des Proteins SAP97-GK mit 10 uM der Nukleotide cGMP und cAMP fir 5
Minuten bei RT inkubiert. In Abbildung 4.41 sind die Massenspektren von SAP97-GK und
cGMP (A) sowie CAMP (B) dargestellt. Die Massenspektren der Bindung von cGMP bzw.
CAMP entsprechen jenen der Bindung von GMP (siehe Abb. 4.37 A) bzw. AMP (B).
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Das Ergebnis der Massenspektrometrie zeigt, dal3d SAP97-GK nur mit cGMP einen Komplex
bildet. Der Peak des SAP97-GK.-cGMP-Komplexes entspricht in der Intensitdt jenem von
gebundenem GMP (siehe Abb. 4.41 A). Im Massenspektrum mit CAMP ist neben dem Ligand-

freien Protein-Peak nur noch jener des Komplexes mit SO,* erkennbar.

4.2.3.2 ldentifikation der Nukleotidbindungsstellen von SAP97-GK mit der Nano-
ESMS

In den zuvor beschriebenen Experimenten wurde die Methode der NS-MS zum Nachweis der
Nukleotidbindung an die GK-homologe Domane von SAP97 angewendet. Dazu wurde jeweils
die Bindung einzelner Nukleotide untersucht. Die folgenden Versuche hatten zum Ziel eine
mogliche NMP- und NTP-Bindungsstelle in SAP97-GK zu identifizieren. Dazu wurde das

Protein nun mit unterschiedlichen Nukleotidpaaren (beide Nukleotide lagen gleichzeitig in der

116



Ergebnisse

Losung vor) fur 5 Minuten bei RT inkubiert. Es wurden folgende Nukleotidpaare getestet:
ATPIGMP, ATP/AMP und GTP/GMP. Fur die Nukleotidbindungsstudien wurden jeweils 10
MM des Proteins, 5 uM des Nukleosid-Triphosphats und 20 uM des Nukleosid-M onophosphats
eingesetzt. In dem Massenspektrum mit ATP/AMP (siehe Abb. 4.42 B) war neben dem Ligand-
freien SAP97-GK-Peak und dem SO,*-Komplex-Peak nur ein zusétzlicher, dem Komplex aus
SAP97-GK und ATP entsprechender, Peak erkennbar. In den beiden Massenspektren mit
ATP/GMP (siehe Abb. 4.42 A) und GTP/IGMP (siehe Abb. 4.42 C) waren alle Peaks der zuvor
bereits in den Einzel-Bindungsstudien (siehe 4.2.3.1) identifizierten GMP- und ATP- bzw.

GTP-Komplexe in Ubereinstimmender Intensitét nachweisbar.
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Zusétzliche, z.B. den Komplexen SAP97-GK-GDP bzw. SAP97-GK-ADP entsprechende Peaks,
welche auf eine enzymatische Aktivitét der GK-homologen Doméane hétten schlief3en lassen
koénnen, traten auch nach ausgedehnter Inkubationszeit (bis zu 1 h) nicht auf. Darlberhinaus
war in beiden Ansétzen ein ternérer Komplex, resultierend aus der Bindung beider Substrate,
aso ATP und GMP bzw. GTP und GMP an das Protein nicht eindeutig detektierbar. Die
Ergebnisse der Bindungsstudie mit Nukleotidpaaren deuten daraufhin, dal3 sowohl ATP und
GTP, as auch GMP die gleiche Bindungsstelle in dem Protein SAP97-GK einnehmen. Aus der
Bildung von Nukleotid-Komplexen mit allen getesteten Guanosin-Nukleotiden nicht jedoch mit
allen Adenosin-Nukleotiden (kein AMP, cAMP) kann auf eine selektive Affinitéat der GK-
Domaéne zum Guaninring geschlossen werden.

In den zuvor dargestellten Spektren zur Nukleotidbindung von Proteinen fallt auf, daf3 die
Intensitdt der Komplex-Peaks in der Reihenfolge vom Monophosphat, tber das Diphosphat zum
Triphosphat zunimmt. Dieser Effekt beruht vermutlich auf der unterschiedlichen lonisierung.
Unter nicht standardisierten Bedingungen gibt folglich die Intensitét eines Protein-Ligand-Peaks
nicht die tatséchliche Konzentration des Komplexesin der Suspension wieder. Zur quantitativen
Untersuchung der Nukleotibindung an die GK-homologen Doménen von SAP97 und hCASK
muf3ten deshalb andere M ethoden eingesetzt werden.

4.2.3.3 Bestimmung der Dissoziationskonstanten fir die Nukleotid-Bindung an
SAP97-GK und hCASK-GK
Die Dissoziationskonstanten von SAP97-GK und hCASK-GK fiur die unter Punkt 4.2.3.1
getesteten Nukleotide wurden mit den zwel unterschiedlichen Methoden des Nitrozellulose-
Filter-Assays und der Gleichgewichtsdialyse bestimmt. Ebenso wie der Filter-Assay ist auch die
Gleichgewichtsdialyse eine direkte Methode zur Bestimmung von Bindungsparametern.
Gegenilber dem Filter-Assay besitzt sie jedoch den Vorteil, da3 mit ihr Protein-Nukleotid-
Komplexe in Losung detektiert werden konnen. Eine mogliche, das Mef3ergebnis
beeinfluRende, Interaktion mit der Oberflache einer festen Phase, z.B. jener des Nitrozellulose-
Filters, ist folglich auszuschlief3en. Zum Vergleich der beiden Methoden untereinander, aber
auch mit den Ergebnissen der Nano-ES-Massenspektrometrie (siehe 4.2.3.1) wurden die
Experimente in niedrig-ionischen Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, (100 mM KCI)) ohne
MgCl, durchgefuhrt. Fir den Filter-Assay wurde Protein in einer Konzentration von 1 und
10 uM eingesetzt. Die in der Gleichgewichtsdialyse eingesetzte Proteinkonzentration lag
zwischen 1 und 5 uM. Wéahrend im Filter-Assay ale zuvor getesteten Nukleotide, also
[*?P|GTP, [0*?P]ATP, [*HIGMP, [*H]JAMP, [*H]cGMP und [°H]cAMP eingesetzt wurden,
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beschrankte sich die Gleichgewichtsdialys auf die Nukleotide GMP, cGMP, GTP und ATP. Die
Bindung der Nukleotide an SAP97-GK wurde zunéchst qualitativ mit dem Filter-Assay
bestimmt. Dazu wurden 10 uM Protein mit 0,5 uM des jeweiligen Nukleotids inkubiert. Der
Anteil des radioaktiv markierten Nukleotids lag im Fall der Nukleosid-Triphosphate [o*?P]ATP
und [o*?P]GTP bei 0,016 uM (entspricht 1,25 uCi) und im Fall der Nukleosid-Monophosphate
und cyclischen Monophosphate zwischen 0,3 ([*H]JAMP, [*H]cAMP entspricht 0,3 uCi) und 0,8
([®H]cGMP, entspricht 0,12 puCi) bzw. 1 ([*H]GMP, entspricht 0,1 uCi) uM. Nach mindestens
15mindtiger Inkubation wurde das freie Nukleotid von dem an das Protein gebundene getrennt
und die Menge des gebundenen Nukleotids mit dem Szintillationszahler bestimmt. Eine
signifikant Uber dem Hintergrund des Kontrollansatzes von Nukleotid ohne Protein liegende
Radioaktivité konnte nur in den Probeansdtzen mit GTP und GMP nachgewiesen werden. Aus
der Differenz der Radioaktivitdt des ungewaschenen und gewaschenen Filters konnte der Anteil
des gebundenen Nukleotids an der Gesamtkonzentration des eingesetzten Nukleotids errechnet
werden. Dieser Wert lag bei 7 (GTP) bzw. 10% (GMP) d. h. von den eingesetzten 0,5 uM
Nukleotid wurden nur 0,05 uM gebunden.

Aufgrund der genannten Vorteile wurde zur Bestimmung der Bindungsparameter von SAP97-
GK und hCASK-GK die Methode der Gleichgewichtsdialyse angewandt. In Abbildung 4.43
sind als Beispiel die Bindungskurven zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kq) von
SAP97-GK (A) und hCASK-GK (B) fur die Nukleotide GTP und GMP dargestellt. Die
Dissoziationskonstante von SAP97-GK fur GTP betrug 0,5 0,1 uM und jene von hCASK-GK
fur GMP 0,310,1 uM (siehe Abb. 4.43 B).
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Abb. 4.43 Bindung von GTP an SAP97-GK (A) und GMP an hCASK-GK (B). Die Bindung wurde mit der
Gleichgewichtsdialyse gemessen. A, Bindung von radioaktiv markierten [o*PGTP] an SAP97-GK; B, Bindung von
GMP an hCASK-GK. Die Proteine wurden in Konzentrationen von 1 uM eingesetzt.
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Im Gegensatz zu dem Ergebnis des Filter-Assays konnte mit der Gleichgewichtsdialyse neben
der Bindung von GMP auch die Bindung von cGMP an SAP97-GK und hCASK-GK
nachgewiesen werden. Daneben wurde durch Gleichgewichtsdialyse in einem radioaktiven
Ansatz auch die Bindung von GTP an SAP97-GK nachgewiesen. Die Dissoziationskonstante
der cGMP-Bindung war im Vergleich zur GMP-Bindung fur beide Proteine um den Faktor 10
erhoht. Eine Bindung von ATP konnte mit beiden Methoden weder fir SAP97-GK noch fir
hCASK-GK nachgewiesen werden. Die mit der Gleichgewichtsdiayse bestimmte
Dissoziationskonstante fir ATP (Kgate) lag flr beide Proteine Uber 10 mM. Unter der
Voraussetzung, dali’ die in Geweben von Saugern gemessenen ATP-K onzentrationen zwischen
2,6 (Rattenhirn) und 8,1 mM (Rattenmuskel) liegen (Lehninger, 1982), ist davon auszugehen,
dal? die GK-homologen Doméanen der MAGUK-Proteine SAP97 und hCASK kein ATP binden.
Die Tabelle 4.7 gibt eine Ubersicht der mit der Gleichgewichtsdialyse ermittelten
Bindungsparameter.

Die Bindungsstudien mit den zwei unabhéngigen Methoden des Filter-Assays und der
Gleichgewichtsdialyse bestédtigen das Ergebnis der massenspektrometrischen Untersuchung nur
zum Teil. Mit alen drei Methoden war eine Bindung von GMP und GTP an die GK-Doméne
von SAP97 nachweisbar. Die Bindung von cGMP an SAP97-GK wurde hingegen nur mit der
Gleichgewichtsdialyse, nicht jedoch mit dem Filter-Assay nachgewiesen. Der mit der Nano-ES-
Massenspektrometrie detektierte Komplex aus SAP97-GK und ATP konnte mit keiner der

beiden Methoden verifiziert werden.

Tab. 4.7 Nukleotid-Bindungsparameter der GK-Domanen von SAP97 und hCASK

Ky
GK-Domane GMP cGMP GTP ATP
[uM] [uM] [uM] [mM]
SAP97-GK <0,1 3,0 0,5+0,1 > 10
hCASK-GK 0,3+0,1 0,4 n.b. > 10

n.b., nicht bestimmt

Das heterogene Ergebnis der Bindungsstudien reflektiert die Empfindlichkeit der einzelnen
Methoden zur Detektion einer Protein-Nukleotid-Komplexbildung. Mit dem Filter-Assay

konnen nur sehr starke Bindungen (mit Dissoziationskonstanten im unteren nanomolaren bis
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picomolaren Bereich) nachgewiesen werden. Er ist deshab im Vergleich zur
Gleichgewichtsdialyse und Nano-ES-Massenspektrometrie die unempfindlichste Methode zur
Detektion einer Nukleotid-Bindung. Die mit der Methode der Gleichgewichtsdialyse bestimmte
Dissoziationskonstante von 3,0 fur die Bindung von cGMP an SAP97-GK ist anscheinend zu
schwach, um mit dem Filter-Assays nachgewiesen werden zu kdnnen. Im Vergleich zu allen
getesteten Nukleotiden binden beide GK-Doméanen das Nukleosid-Monophosphat GMP mit
Dissoziationskonstanten von 0,1 - 0,3 uM am stéarksten. Der Wert liegt an der Nachweisgrenze
der mit der Methode der Gleichgewichtsdialyse bestimmbaren Bindungsintensitdt mit
nichradioaktiven Nukleotiden; es ist folglich durchaus moglich, dal3 die Bindungskonstante
noch kleiner ist. Die mit dem Filter-Assay detektierte schwache Bindung von GMP spricht dem
allerdings entgegen. Dennoch deuten die Ergebnisse des Filter-Assays und der
Gleichgewichtsdialyse in ihrer Gesamtheit daraufhin, da3 die Affinitdt der GK-Doméane von
SAP97 zu den getesteten Nukleotiden in der folgenden Reihenfolge abnimmt: GMP > GTP >
cGMP.

4.3 Intramolekulare Interaktion zwischen SH3 und GK in SAP97

4.3.1 Konstruktion eines Sensormolekiils

Die lineare Anordnung der einzelnen Doménen ist ein auffalliges Merkmal aller Mitglieder der
Familie Membran-assoziierter Guanylatkinasen. Sie deutet daraufhin, dal? die Lokalisation der
einzelnen Doméanen eine wichtige Rolle fur die Funktion der Proteine spielt. Insbesondere die
direkte Nachbarschaft der SH3-Domane zu der nachfolgenden Kinase-Domane ist ein bekanntes
strukturelles Motiv einiger Signalproteine. In Tyrosinkinasen der Src-Familie (Brown und
Cooper, 1996) bindet die SH3-Doméane im Zusammenspiel mit einer SH2-Domane an die
nachfolgende Kinase-Domane und inhibiert deren Aktivitét (Moarefi et al., 1997; Sicheri et al.,
1997; Xu et al., 1997). In Analogie zur Funktion der Src-Tyrosinkinasen war es denkbar, dal3
auch in MAGUK-Proteinen die Funktion der GK-Domane (hier: die Interaktion mit
Proteinpartnern in trans) durch eine intramolekulare Interaktion zwischen der SH3/U5- und der
GK-Doméne bzw. die GK-Doméne umgebenden Sequenzen reguliert wird. Zum Zweck des
Nachweises einer moglichen intramolekularen Interaktion wurde versucht durch Austausch der
GK-Doméne in SAP97 gegen die authentische Guanylatkinase der Hefe (GUK1) en
Sensormolekil zu konstruieren. Es ist bekannt, dal3 das Enzym GUK1 nach Bindung der
Substrate ATP und GMP eine starke Umlagerung vollzieht (Stehle und Schulz, 1992).
Vorausgesetzt, dal3 die SH3-Domane mit dem C-Terminus von SAP97 interagiert, sollte nach
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unseren Uberlegungen diese flexible Konformationsanderung innerhalb des GUK 1-Molekiils

im gunstigsten Fall nicht oder nur noch eingeschrankt moglich sein. Diese Inhibition kénnte

dann durch einen Abfall der enzymatischen Aktivitét dokumentiert werden. Zur Konstruktion

des Sensormolekils wurde sich nur auf den die Doménen SH3 und GK umfassenden

C-terminalen Teil des MAGUK-Proteins SAP97 beschrankt.
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1. SAP97-SH3/GK1(560-911)
2. SAP97-SH3/GK2(575-911)
3. SAP97-SH3/GK3(582-911)
4. SAP97-SH3/GK14C(560-899)
5. SAP97-SH3/GK2AC(575-899)
6. SAP97-SH3/GK34C(582-899)
7. SAP97-SH3/GUK1(560-918)
8. SAP97-SH3/GUK2(575-918)
9. SAP97-SH3/GUK3(582-918)
10. SAP97-SH3/GUK1AC(560-906)

11. SAP97-SH3/GUK24C(575-906)
12. SAP97-SH3/GUK34C(582-906)

Abb. 4.44 Auf Grundlage der Sekundarstruktur (A) von SAP97-SH3/GK1(560-911) hergestellte SH3/GK-
Fusionskonstrukte (B). A; Sekundérstruktur von SAP97-SH3/GK 1(560-911) (Programm PHD). Die SH3-Doméne
ist einfach und die GK-Doméne doppelt unterstrichen. Abkirzungen: o, a-Helix; B, B-Faltblatt. B, In der ersten
Spalte ist das Schema der verschiedenen Konstruktklassen mit allen Doménen (SH3, U5 und GK bzw. GUK1 fur
die Chiméren) abgebildet. Fir jede Klasse wurden drei unterschiedliche Konstrukte mit variablen N-Termini ()

hergestellt. sw, letzte 12 Aminosduren aus SAP97. Die Pfeile in A zeigen den Beginn der 3 Konstrukte an.
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Es wurden unterschiedliche Konstrukte hergestellt, wobei sich die Wahl des Beginns des
jeweiligen SH3-GK-Konstrukts nach verdffentlichten Kristallstrukturen der SH3-Domane
sowie Sekundarstruktur-Vorhersagen richtete. Die SH3-Domane in der SAP97-Sequenz beginnt
an Position 587 und endet an Position 645 (**’ ALFDY .....PSKRR*®) (siehe Abb. 4.44 A).

In der Literatur sind bisher mehrere Kristalstrukturen von Src-Tyrosinkinasen beschrieben
worden; der Beginn der zugrundeliegenden Polypeptidketten lag jeweils 3 bis 20 Aminosduren
vor der SH3-Doméne (Yu et al., 1994; Musacchio et al., 1992; Koyama et al., 1993). Laut
Sekundarstrukturvorhersage bildet die Aminosdurensequenz von Position 560 bis 574 einen
Loop aus. Direkt an diesen Loop schliefdt sich ein B-Faltblatt an (siehe Abb. 4.44 A). Fir den
Beginn der Konstrukte wurden die Positionen Arg560, Leu575 und Ser582 (die erste
Aminosdure des B-Faltblatts) (siehe Abb. 4.44 A) ausgewdhlt. Im Einzelnen wurden 12 native
und chimére Konstrukte hergestellt (siehe Abb. 4.44 B). Neben den vollstdndigen wurden
jewells um 12 AS am C-Terminus verkirzte Konstrukte hergestellt. Diese C-terminae
Verklrzung ist von physiologischer Bedeutung. In dem SAP97-Homologen DIg aus Drosophila
hat die entsprechende Deletion der gesamten C-terminalen Sequenz, direkt hinter der GK-
Domaéne, einen Verlust der Proliferisationskontrolle einhergehend mit Ausbildung von Tumoren
an den Imaginalscheiben sowie undifferenzierte neuromuskulére Verbindungen zur Folge. Die
Mutante mit diesem Tumor-Phanotyp wird als dig™ bezeichnet (sw steht fur swivelled-willie)
(Woods und Bryant, 1991; Woods et al., 1996). Alle Konstrukte wurden durch PCR-
Amplifikation hergestellt.

Ausgangskonstrukt fur ale welteren nativen SAP97-SH3/GK-Fragmente war SAP97-
SH3/GK1(560-911) (siehe Abb. 4.44 B, Konstrukt Nr. 1). Als Template zur Konstruktion von
SAP97-H3/GK1(560-911) fungierte das Plasmid pBluescriptkK Sli(+)-SAP97. Da die SAP97-
Sequenz noch die interne BamHI-Schnittstelle besal3, mufldte das Fragment in 2 PCR-Schritten
durch ,Overlap-Extension“-PCR hergestellt werden. Der N-Terminus wurde mit den
spezifischen Oligonukleotid-Primern OSP110 und OSP5, der C-Terminus mit den spezifischen
Primern OSP4 und OSP115 amplifiziert. Die beiden terminalen Sequenzen wurden
anschlieffend in einer zweiten PCR mit den spezifischen endsténdigen Primern OSP110 und
OSP115 zu dem Konstrukt Nr. 1 vereinigt. Das DNA-Fragment wurde dann Uber die
Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pGEX-RB kloniert. Das Plasmid pGEX-RB-SAP97-
SH3/GK1(560-911) fungierte nun as Template zur Amplifikation der Konstrukte Nr. 2 bis 6.
Die Fragmente SAP97-SH3/GK2(575-911) (siehe Abb. 4.44 B, Konstrukt Nr. 2) und SAP97-
SH3I/GK3(582-911) (Nr. 3) wurden mit den spezifischen Oligonukleotid-Primern
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OSP111/0OSP115 bzw. OSP112/0OSP115 amplifiziert. Die deletierten Konstrukte SAP97-
SH3/GK14C(560-899)  (Nr. 4), SAP97-SH3/GK24C(575-899) (Nr. 5), SAP97-
SH3I/GK34C(582-899) (Nr. 6) wurden mit den spezifischen Primern OSP110/OSP25,
OSP111/0SP25 und OSP112/0SP25 hergestellt. Zur Amplifikation des Ausgangskonstrukts
SAP97-H3/GUK1(560-918) (siehe Abb. 4.44 B, Konstrukt Nr. 7) zur Herstellung der chimeren
Fragmente wurde ebenfalls die Methode der , Overlap-Extension“-PCR eingesetzt. Der N-
terminale Megaprimer wurde mit den spezifischen Oligonukleotiden OSP110 und OSP114
sowie mit dem Template pBluescriptKSII(+)-SAP97, der C-terminale Megaprimer mit den
spezifischen Oligonukleotiden OSP113 und OSP 115 sowie mit dem Template pGEX-RB-
GUK1* hergestellt. In einem zweiten PCR-Schritt wurden die beiden Megaprimer dann mit
Hilfe der endsténdigen Oligonukleotide OSP110 und OSP115 zu dem Konstrukt Nr. 7 vereinigt.
Dieses wurde anschlief3end Uber die Schnittstellen Ndel/BamHI in den Vektor pGEX-RB
kloniert. Das Plasmid pGEX-RB-SAP97-SH3/GUK1(560-918) fungierte nun wiederum als
Template zur Konstruktion der weiteren Chimédren Nr. 8 bis 12. Die Fragmente SAP97-
SH3/GUK2(575-918) (Nr. 8) und SAP97-SH3/GUK3(582-918) (Nr. 9) wurden mit den
spezifischen Oligonukleotid-Primern  OSP111/0OSP115 bzw. OSP112/0OSP115 und die
deletierten Konstrukte SAP97-SH3/GUK14C(560-906) (Nr. 10), SAP97-SH3/GUK2AC(575-
906) (Nr. 11), SAP97-SH3/GK34C(582-906) (Nr. 12) mit den spezifischen Primern
OSP110/0SP117, OSP111/0OSP117 und OSP112/0SP117 amplifiziert.

4.3.1.1 Biochemische Charakterisierung von SAP97-SH3/GK und SAP97-SH3/GUK

Die 12 Fusionsproteine wurden nach Induktion mit 1 mM IPTG fir 6 bis 8 Stunden bei 37°C
bzw. aternativ Uber Nacht bel 25°C in E. coli BL21(DE3) Uberexprimiert. Obwohl sich dle
rekombinanten Proteine gut in E. coli Uberexprimieren lief3en, ergab eine analytische
Aufreinigung in kleinem Kultur-Mal3stab, dal3 sie nur zum Teil 16slich waren. Tabelle 4.8 zeigt

eine Ubersicht der Loslichkeit der unterschiedlichen nativen und chiméren Fusionsproteine.

Tab. 4.8 Lodlichkeit von SH3/GK - bzw. SH3/GUK -Fusionskonstrukten

Nr Konstrukte Expression Loslichkeit
1 GST-SH3/GK1(560-911) +++ -
2 GST-SH3/GK2(575-911) +++ FH+
3 GST-SH3/GK3(582-911) +++ FH+
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4 GST-SH3/GK1AC(560-899) - ]
5 GST-SH3/GK2AC(575-899) - ]
6 GST-SH3/GK3AC(582-899) - ]
7 GST-SH3/GUK1(560-918) - +)
8 GST-SH3/GUK2(575-918) +t it
9 GST-SH3/GUK3(582-918) +t it
10  GST-SH3/GUKI1AC(560-906) - ]
11  GST-SH3/GUK2AC(575-906) -+ +
12 GST-SH3/GUK3AC(582-906) -+ +

Es fallt auf, dal3 insbesondere die chiméren SH3/GUK-Konstrukte (Nr. 10 - 12) sowie die
nativen SH3/GK-Konstrukte (Nr. 4 - 6), in denen die C-terminale Sequenz fehlte, unter nativen

Bedingungen nur sehr schlecht, im letzteren Fall sogar Gberhaupt nicht 16slich waren.

Al 2 3 4 wm Koa B'1 2 3 wm woa
= = = 850 =87 -
T& 1o fﬁ L B — -85.0
4 § “ 382 “"" - B 512
-22.4 :; _- -38.2
-22.4
C 12 3 4 m wa D1 2 3 4 M koa
. _ = B oy W -85
,,Z’{ 4 e .19 _an® ini
= ® = el Abb. 4.45 Aufreinigung von SAP97-
; e SH3/GK2 (A), SAP97-SH3/GK3 (B),
s 26 SAP97-SH3/GUK2  (C),  SAP97-
SH3/GUK3 (D), SAP97-SH3/GUK2AC
(E) und SAP97-SH3/GUK3AC (F) nach
Expression in E. coli. Proteinproben
(jeweils 5-10 pl) der einzelnen
Expressonss und Reinigungsschritte
£ . wurden in einem 12%igen SDS
1 2 3 M kba 1 2 3 M kDa Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch
-~ B o " == aufgetrennt und die Proteine durch
e Coomassie-Brilliantblau R250
g gig b 22?) angefarbt. Spur 1, E. coli-Zellysat vor
' = 10 Induktion; Spur 2, E. coli-Zellysat nach
382 ' 6stiindiger Induktion bei 37°C; Spuren 3
® 82 und 4, nach Thrombin-Verdau eluiertes
. 224 Protein; M, Molekulargewichtsmarker
- 224 (inkDa).
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Die drel Konstrukte Nr. 4 bis 6 bildeten ausnahmslos unter den gewahlten Bedingungen nach
Uberexpression in E. coli EinschluRkorper. Die Konstrukte Nr. 11 und 12, sowie Nr. 2, 3, 8 und
9 wurden affinitdtschromatographisch tber eine GST-Sepharose 4B-Saule in praparativen
Mal3stab aufgereinigt und nach Thrombinverdau von der Sdule eluiert. Die nativen und die
chiméren Konstrukte Nr. 2, 3, 8 und 9 (siehe Abb. 4.45 A, B, C und D, Spuren 3 und 4) konnten
im Vergleich zu den C-terminal deletierten Konstrukten Nr. 11 und 12 (siehe Abb. 4.45 E und
F, Sour 3) in hoherer Homogenitét und Ausbeute isoliert werden. Die Ergebnisse der
Lodlichkeitsstudie deuten daraufhin, dal einerseits der N-terminale Loop (Aminosduren 560 bis
574) einen stérenden Einfluld auf die Lodlichkeit aler getesteten Konstrukte hat, sich
andererseits jedoch auch das Fehlen der letzten 12 Aminosduren negativ auf die Loslichkeit der
Proteine auswirkt. Der Austausch der GK-Doméne gegen die authentische Guanylatkinase
GUK1 scheint diesen Effekt in den C-terminal deletierten Konstrukten jedoch zum Teil
aufzuheben. Zur weiteren Untersuchung des Einflul3es der die GUK 1 umgebenden Sequenzen -
also die SH3/U5-Domane sowie die C-terminale Sequenz sw - wurden die enzymatischen

Aktivitéten der 6 aufgereinigten Proteine bestimmt.

4.3.1.2 Katalytische Aktivitat von SAP97-SH3/GK und SAP97-SH3/GUK

Die N-terminale Fusion der SH3-Doméane an die Hefe-GUK1 fihrte zu einer dramatischen
Abnahme der Guanylatkinase-Aktivitét. Die Aktivitat der Konstrukte SAP97-SH3/GUK2(575-
918) (8,7 U/mg) und SAP97-SH3/GUK3(582-918) (9,0 U/mg) betrug nur noch 3% der
katalytischen Wild-Typ-Aktivitdt (300 U/mg). Interessanterweise scheinen die letzten 12
Aminosauren eine wichtige Rolle zu spielen, denn die C-terminal verkirzten Konstrukte
SAP97-SH3/GUK 2AC(575-906) und SAP97-SH3/GUK3AC(582-906) zeigten ebensowenig
eine signifikante Abnahme der Wild-Typ-Aktivitat wie GUK1%. Die Konstrukte 2 und 3 waren
erwartungsgemal katalytisch inaktiv. Abbildung 4.46 gibt einen Uberblick der spezifischen
Aktivitéten aller getesteten Konstrukte.

Die Abnahme der Guanylatkinase-Aktivitét konnte mit einer intramolekularen Wechselwirkung
zwischen der SH3/U5-Doméne und GUK 1% in den Konstrukten Nr. 8 und 9 erklart werden. Die
Hypothese einer intramolekularen Interaktion von SH3- und GK-Domane wurde in zwei
kirzlich erschienen Arbeiten (McGee und Bredt, 1999; Shin et al., 2000) in dem Synapsen-
assoziierten Protein SAPO0 bestétigt. Shin et al. (2000) wiesen dartberhinaus nach, dal? diese
Wechselwirkung mit der GK-Doméne nicht Uber das klassische Bindungsmotiv. PXXP

(minimale Consensussequenz zur Bindung von SH3-Doménen in Tyrosinkinasen) verlauft. Die
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hier erhaltenen Resultate zeigen eindeutig, dal3 an der intramolekulare Wechselwirkung in
SAP97 die GK-Domane umgebende Sequenzen beteiligt sind.

Konstrukt Spezifische Aktivitat
[U/mg]
SAP97-SH3/GK3 <0,1

GUK1 GUK1sW 240,0

GUK1 SAP97-SH3/GUK2AC 278,0
SAP97-SH3/GUK3AC 295,0
GUK1 SAP97-SH3/GUK2 8,7
SAP97-SH3/GUK3 9,0

GUK1 3000

Abb. 4.46 Einfluf3 der N- und C-terminalen Sequenzen von SAP97 auf die enzymatische Aktivitét der GUK1. Die
rekombinanten Proteine wurden aus E. coli aufgereinigt und im spektrophotometrischen Assay auf Guanylatkinase-
Aktivitat Uberprift. Die spezifischen Aktivitdten von Wild-Typ SAP97-SH3/GK und den Chiméren GUK1%,
SAP97-SH3/GUKAC und SAP97-SH3/GUK sind angezeigt. Die Aktivitét der Hefe-GUK1 wurde zum Vergleich
bestimmt.

Die weiteren Schritte dieser Arbeit konzentrierten sich auf die biophysikalischen Eigenschaften
der intramolekularen Interaktion in SAP97. Das néchste Ziel war herauszufinden, ob
moglicherweise durch Bindung von Purin-Nukleotiden an die GK-Domane die intramolekulare
Wechselwirkung in SAP97 moduliert und eine offene oder geschlossene Konformation des
Molekils begunstigt wird. Diese Konformationsanderung innerhalb des Molekills hétte dann
vermutlich direkte Auswirkungen auf die intermolekulare Interaktion mit den spezifischen
Bindungspartnern der SH3- und GK-Domane. Es war demzufolge denkbar, dal? durch Bindung
eines Effektormolekils, z.B. GMP, Bindungsregionen auf beiden Doméanen wieder zuganglich
waren und eine Selbst-Assoziation von 2 oder mehr SH3-GK-Konstrukten in trans ermoglicht

wurde.

127



Ergebnisse

4.3.2 Einflufd von Purin-Nukleotiden auf intramolekulare Interaktionen in
SAP97

4.3.2.1 Assoziationsverhalten von SAP97-SH3/GK in Lésung

4.3.2.1.1 Gdfiltration

Das Assoziationsverhalten ausgewahlter SH3/GK- und SH3/GUK-Fusionskonstrukte wurde in
Gegenwart der Purin-Nukleotide ATP und GMP untersucht. ATP und GMP sind die nattrlichen
Substrate der aktiven Guanylatkinasen. In der zuvor mit den Methode der Nano-ES
M assenspektrometrie und Gleichgewichtsdialyse durchgefiihrten Bindungsstudien wurde GMP
as Ligand identifiziert, welcher mit hoher Affinité (Kg < 0,1 uM) an die GK-homologe
Domaéne von SAP97 bindet. Im Gegensatz zu GMP konnte mit der Gleichgewichtsdialyse keine
Bindung von ATP an die GK-Doméane nachgewiesen werden. Eine moglicher Effekt von ATP
waére, wenn Uberhaupt nur in den chiméren Fusionsproteinen zu beobachten. Zum Nachweis der
Induktion einer Oligomerisation in dem rekombinanten SAP97-SH3/GK2(575-911) (Nr. 2)
durch die ausgewahlten Purin-Nukleotide wurde das Konstrukt nach Isolierung aus E. coli
zundchst in einem zweiten Schritt durch Gelfiltration Uber eine PD10-Saule (Pharmacia)
gereinigt. Der Oligomerisierungszustand des Molekils in PBS-Puffer, PBS-Puffer mit 100 uM
GMP und PBS-Puffer mit 100 uM bzw. 1 mM ATP wurde mit den zwei unabhangigen
Methoden der Gelfiltration und der analytischen Ultrazentrifugation bestimmt. Zum Vergleich
des nativen mit den chiméren Proteinen sollte auch der Oligomerisierungszustand der
Konstrukte SAP97-SH3/GUK2(575-918) (Nr. 8) und SAP97-SH3/GUK3AC(582-906) (Nr.11)
unter den gleichen Bedingungen bestimmt werden.
Das apparente Molekulargewicht der drei ausgewahlten Proteine wurde zunédchst durch
Gelfiltration bestimmt. Nach Gelfiltration in PBS (pH 7,3) Uber eine Superose 12-Saule
eluierten die Proteine Nr. 2 und 8 a's Proteinspezies mit Molekulargewichten von 34,3 (Nr. 2)
und 32,7 kDa (Nr. 8). Neben diesem Hauptpeak zeigte nur das Elutionsprofil des Konstrukts Nr.
8 einen zweiten kleineren Peak einer Proteinspezies mit einem Molekulargewicht von 140,3
kDa. Die kleineren Molekulargewichte entsprachen in Etwa den kakulierten
Molekulargewichten der Monomere von 39,1 (Nr. 2) und 38,8 kDa (Nr. 8, siehe Tab. 4.9). Ein
Molekulargewicht von 140,3 kDa deutet im Fall der Chimére Nr. 8 auf die Bildung von
Tetrameren hin. Im Gegensatz zu den Konstrukten Nr. 2 und 8 eluierte das C-terminal verkirzte
Konstrukt (Nr. 12) in PBS-Puffer in einem sehr breiten Peak as Proteinspezies mit einem
Molekulargewicht von 54,3 kDa kDa (siehe Tab. 4.9). Dieses Molekulargewicht lag zwischen
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dem kalkulierten Molekulargewicht des Monomers von 37,5 kDa und des Dimers von 75,0
kDa. Das erhthte Molekulargewicht von Konstrukt Nr. 11 kann einerseits auf die Assoziation
von 2 Molekilen SAP97-Sh3/GUK3AC(582-906) zu einem Dimer hindeuten, andererseits war
es jedoch auch denkbar, dal3 das monomere Molekll im Vergleich zu den beiden anderen
Konstrukten Nr. 2 und 8 eine weniger kompakte, sondern vielmehr ausgedehntere Gestalt
einnahm und folglich friher von der Gelfiltrations-Saule eluierte. Das Auftreten vieler kleinerer
Peaks insbesondere in den Elutions-Profilen der chiméaren Konstrukte Nr. 8 und 12 deutet auf
eine grof3e Anzahl von Abbauprodukten der Masse 12 bis 14 kDa und 5 kDa hin (siehe auch
SDS-PAGE-Gelein Abb. 4.45).

Die durch Gelfiltration in PBS mit 100 uM GMP bzw. 100 uM ATP bestimmten
Molekulargewichte von Konstrukt Nr. 2 wichen nur geringfiigig von dem Molekulargewicht in
PBS ab. In Gegenwart von 100 uM ATP eluierte das Protein als Monomer mit einem
Molekulargewicht von 31,4 und in Gegenwart von 100 uM GMP as Monomer mit einem
Molekulargewicht von 32,3. Anders verhielten sich die chiméren Proteine. Konstrukt Nr. 8
eluierte ebenso wie in PBS auch in PBS mit 100 uM GMP oder 100 uM ATP as monomere
Proteinspezies mit Molekulargewichten von 28,9 (GMP) und 32,6 (ATP) kDa. Zusétzlich traten
im Elutionsprofil mit ATP ein schwacher Peak einer Proteinspezies von 132,5 kDa und im
Elutionsprofil mit GMP zwei Peaks, welche Proteinspezies von 126,2 kDa und 65,4 kDa
entsprachen, auf. Wahrend das Auftreten der grof3eren Peaks auf die bereits in PBS beobachtete
Bildung von Tetrameren hindeutet entspricht der Peak bei 65,4 kDa vermutlich der Bildung
eines Dimers. Die Elutionsprofile der verkirzten Chimére (Nr. 12) in Gegenwart von ATP und
GMP weichen entscheidend von jenem in PBS alein ab. Neben den Peaks der monomeren
Proteinspezies mit Molekulargewichten von 27,9 (GMP) und 29,9 (ATP) kDa treten zusétzliche
Peaks von Tetrameren bel 129,2 (GMP) und 134,5 (ATP) kDa auf. Der in PBS beobachtete
dominante Peak einer Spezies von 54,3 kDa ist in beiden Profilen nicht nachweisbar. Wéhrend
die Gegenwart der Purin-Nukleotide den proteolytischen Abbau der Chimédre Nr. 8 zu
inhibieren scheint, entspricht das Auftreten und die Menge an proteolytischen Abbauprodukten
der verkirzten Chimérein PBS mit GMP bzw. ATP jener in PBS allein.

Die Ergebnisse der Gefiltration deuten daraufhin, dal3d SAP97-SH3/GK2(575-911) sowohl in
PBS-Puffer, as auch in PBS-Puffer mit GMP bzw. ATP unter den vorgegebenen Bedingungen
ausschliefdlich as Monomer vorliegt. Im Gegensatz dazu scheint der Austausch der GK-
Doméne gegen die authentische GUK1 in SAP97-SH3/GUK?2(575-918) und SAP97-
SH3/GUK3AC(582-906) die Assoziation dieser Proteine zu Homotetrameren zu begtinstigen.
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Die Chimédre SAP97-SH3/GUK?2(575-918) liegt in PBS as Monomer im Gleichgewicht mit
einem Tetramer vor. Wéhrend die Zugabe von ATP zu keiner Veranderung des
Oligomerisierungsgrades fuhrt, scheint GMP die Dimer-Bildung von SAP97-SH3/GUK2(575-
918) zu induzieren. Die Ergebnisse deuten ferner daraufhin, da3 der C-Terminus den
kompakten, monomeren Zustand der chiméren Proteine stabilisiert. Wird er wie in SAP97-
SH3/GUK3AC(582-906) entfernt, so eluiert das Protein as Dimer oder ausgedehnteres
Monomer. Die Zugabe von ATP oder GMP fihrt wiederum zu dem Gleichgewicht aus
Monomer und Tetramer. Dimere von SAP97-SH3/GUK3AC(582-906) lagen unter den
gegebenen Bedingungen in Gegenwart der Purin-Nukleotide nicht vor.

Ein grofer Nachteil bei der Bewertung von Gelfiltrations-Ergebnissen ist die Beriicksichtigung
von Adsorptionskréften mit der Matrix, die ein verandertes Migrationsverhalten des
Makromolekiils zur Folge haben kdnnen. So kann beispielsweise die Elution eines Proteins als
Spezies mit einem hoheren als dem berechneten Molekulargewicht sowohl mit der Bildung von
Oligomeren, als auch mit einer asymmetrischen Gestalt (und demzufolge einem gréf3eren
hydrodynamischen Radius) des Proteins erklart werden. Aus diesem Grund wurde die
Gleichgewichtszentrifugation as Zweite Methode zur Bestimmung des
Oligomerisierungsgrades der ausgewdhlten Fusionsproteine eingesetzt. Im Gegensatz zur
Gelfiltration kénnen mit der Gleichgewichtszentrifugation das Molekulargewicht bzw. der
Oligomerisierungsgrad eines Proteins direkt in  Ldsung bestimmt werden. Die
Molekulargewichtsbestimmung erfolgt unabhéngig von der Gestalt und anderer
hydrodynamischer Parameter (McRorie und Volker, 1993).

4.3.2.1.2 Gleichgewichtszentrifugation

Die Gleichgewichtszentrifugation zur Bestimmung des Oligomerisierungsgrades der drei
Konstrukte Nr. 2, 8 und 12 wurde unter anndhernd den gleichen Bedingungen wie die
Gelfiltration in PBS-Puffer (pH 7,3) und mit den entsprechenden Konzentrationen der Purin-
Nukleotide GMP und ATP bei 20°C durchgefiihrt. Das Assoziationsverhalten des jeweiligen
Proteins unter den verschiedenen Bedingungen wurde in mindestens zwel unabhangigen
Messungen bei unterschiedlichen Rotorgeschwindigkeiten (15000 und 18000 U/min) und
verschiedenen Proteinkonzentrationen (2 bis 20 uM) bestimmt. Zunéchst wurde das
Molekulargewicht der beiden Proteine SAP97-SH3/GK2(575-911) (Nr. 2) und SAP97-
SH3/GUK2(575-918) (Nr. 8) unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von 6 M

GndHCI ermittelt. Unter der Annahme das beide Proteine unter denaturierenden Bedingungen
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als Monomere (Fit mit dem Modell eines Monomers, siehe Gleichung 4.3.1) vorliegen, betrug
das Molekulargewicht von Konstrukt Nr. 2 39,1 +£0,6 kDa und der Chiméare Nr. 8 38,8 +0,3
kDa. Beide Werte stimmen sehr gut mit den kalkulierten Massen Uberein (siehe Tab. 4.9).

Zur Ermittlung des Oligomerisierungszustandes der 3 Proteine SAP97-SH3/GK2(575-911),
SAP97-SH3/GUK2(575-918) und SAP97-SH3/GUK 3AC(582-906) wurden die
Absorptionsprofile (A2sp) nach Einstellung des Gleichgewichts der Konzentrationsverteilung
mit verschiedenen mathematischen Modellen gefittet (Vorgehensweise nach Yoo et al., 1996;
Dong et al., 1995; Marfatia et al. 2000; Kim et al., 1977). Das Molekulargewicht der 3 Proteine
wurde zunéchst unter der Annahme, dal3 sie nicht assoziiert in Losung vorliegen mit dem

Modell einer monomeren, thermodynamisch idealen Spezies (siehe Gleichung 4.3.1) bestimmt.
C=cCoe[AM (P =) +E 4.3.1

Dabel ist ¢; die Konzentration des Monomers am Radius r (ausgedriickt als Absorption bei 280
nm, as Funktion der radialen Position); ¢ ist die Konzentration des Monomers am
Referenzradius ro (Konzentration des Monomers am Boden der MefRzelle); A = (1 -V p) o
2RT, wobel v das partielle spezifische Volumen (SAP97-SH3/GK2(575-911): 0,727 |/g;
SAP97-SH3/GUK2(575-918): 0,730 I/g; SAPI97-SH3/GUK3AC(582-906): 0,728 1/g), p die
Dichte des Puffers (PBS. 1,004 ¢/l), w die Winkelgeschwindigkeit, R die Gaskonstante
(8,314-10" erg/mol-K), T die Temperatur (293,2 K) ist; E ist der Basislinien-Korrekturterm
(entspricht nicht sedimentierenden Materia) und M das zu bestimmende apparente
Molekulargewicht. Die  Molekulargewichte wurden zundchst nur bei  einer
Rotorgeschwindigkeit von 15000 U/min gemessen.

Das Molekulargewicht von SAP97-SH3/GK2(575-911) betrug in PBS-Puffer 42516 £760 Da,
in PBS mit ATP 41136 £2290 Da und in PBS mit GMP 49160 +2992 Da (siehe Tab. 4.9). Die
Molekulargewichte der chimdren Proteine SAP97-SH3/GUK2(575-918) und SAP97-
SH3/GUK 3AC(582-906) betrugen 42205 +1049 Da (Nr. 8) und 55176 +2205 (Nr. 12) in PBS-
Puffer, 38237 £4101 Da (Nr. 8) und 65679 +4160 Da (Nr. 12) in PBS mit ATP sowie 50610
+5755 Da (Nr. 8) und 46182 +5401 Da (Nr. 12) in PBS mit GMP (siehe Tab. 4.9). Die
apparenten Molekulargewichte insbesondere der chiméaren Proteine wichen zum Tell drastisch
von den berechneten Molekulargewichten (siehe Tab. 4.9) ab. Unter der Annahme einer Selbst-

Assoziation wurden die Absorptionskurven der Proteine im Einzelnen nun mit verschiedenen
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mathematischen Modellen untersucht. Zur Durchfiihrung des jeweiligen Fits wurde das

rechnerisch bestimmte Molekulargewicht fir jedes der 3 Proteine (siehe Tab. 4.9) vorgegeben,

wahrend ¢, E und K (molare Assoziationskonstante [in M™]) variable Parameter waren. Das

Kriterium for die Qualitét des Fits war die Varianz. Das Modell, welches die geringste Varianz

(hier: < 1.10% von der gemessenen Absorptionskurve zeigte, wurde als tatsichlicher

Assoziierungszustand des Proteins in LAsung angenommen.
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Abb. 4.47 Modéll-Fit zur Bestimmung
des Assoziationszustandes von Wild-
Typ SAP97-SH3/GK2(575-911) in
PBS-Puffer (A), PBS mit ATP (B) und
PBS mit GMP (C). Die Kurve entspricht
dem Modell mit der geringsten Varianz.
Demnach liegt SAP97-SH3/GK2 in PBS
und in Gegenwart der Purin-Nukleotide
ausschliefdlich als Monomer vor.

Unter den experimentellen Bedingungen lag das Fusionsprotein SAP97-SH3/GK2(575-911) in

Losung beinahe ausschliefdich als Monomer vor. Sowohl in PBS-Puffer alein, als auch in

Gegenwart der Nukleotide ATP und GMP war jedoch die Tendenz zur Tetramerbildung

erkennbar. In adlen 3 Féllen konnte die Konzentrationsverteilung am genauesten mit dem

Modell eines Monomer-Tetramer-Gleichgewichts beschrieben werden (siehe Gleichung 4.3.2):

Cr = Coe[AL My (P =1)] + Co e [In Kig — In (£1:280714) + 4 AL My (P = 159)] + E

4.3.2
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M3 entspricht dem berechneten Molekulargewicht des SAP97-SH3/GK2(575-911)-Monomers
(39173 kDa in PBS-Puffer und aufgrund der Bindung eines GMP-Molekils 39537 kDa in
GMP-haltigem PBS-Puffer). Der Extinktionskoeffizient &, des Proteins (berechnet nach Gill
und Hippel, 1989) betragt 35110 M™*cm®. Ky, ist die Assoziationskonstante der
Tetramerbildung. K4 betrug bei einer Rotorgeschwindigkeit von 15000 U/min in PBS-Puffer
1,4-10° M, in Gegenwart von ATP 1,1:10° M und in Gegenwart von GMP 5,5.10°M™. Nach
Erhohung der Rotorgeschwindigkeit auf 18000 U/min konnte das Absorptionsprofil von
SAP97-SH3/GK2(575-911) in Gegenwart der Nukleotide nicht mehr mit dem Modell des
Monomer-Tetramer-Gleichgewichts (siehe Gleichung 4.3.2) sondern nur noch als Monomer
(siehe Gleichung 4.3.1) gefittet werden, sodald die Detektion der Tetramere bei geringerer
Rotorgeschwindigkeit vermutlich nur auf einer unspezifischen Aggregation beruhte. Die
Qualitédt des Fits bei 18000 U/min unter den verschiedenen Bedingungen ist in Abbildung 4.47
dargestellt.
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Abb. 4.48 Modéll-Fit zur Bestimmung
des Assoziierungszustandes von SAP97-
SH3/GUK2(575-918) in PBS-Puffer
(A), PBS mit ATP (B) und PBS mit
GMP (C). Die Kurve entspricht dem
Modell mit der geringsten Varianz.
Demnach liegt SAP97-SH3/GUK?2 in
PBS mit ATP als Monomer und in PBS
alein und PBS mit GMP im Monomer-
Tetramer-Gleichgewicht vor.
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Der Oligomerisierungszustand des chimeren Proteins SAP97-SH3/GUK2(575-918) (My cac
siehe Tab. 4.9, &.250 = 40800 M™*.cm™) in Lésung ohne Nukleotid sowie mit ATP entsprach in
etwa jenem von SAP97-SH3/GK2(575-911). Lediglich die Tendenz zur Bildung von
Tetrameren war in PBS-Puffer deutlich ausgepragter. Wahrend bel einer Rotorgeschwindigkeit
von 18000 U/min in Gegenwart von ATP das chimére Protein ausschliefdlich als Monomer
vorlag, betrug die Assoziationskonstante zur Bildung von Tetrameren in PBS-Puffer
1,7-10° M. Sie war folglich um den Faktor 10 gegeniiber SAP97-SH3/GK 2(575-911) erhoht.
Auffallig verandert hingegen war die Situation in Gegenwart von GMP. Der
Assoziierungszustand der Chimére konnte in Gegenwart von GMP sowohl als Monomer-
Tetramer-Modell (siehe Gleichung 4.3.2), als auch a's Monomer-Dimer-Tetramer-Modell (siehe
Gleichung 4.3.3) mit anndhernd Ubereinstimmender Varianz beschrieben werden. Die Qualitét
der Fits bei 18000 U/minist in Abbildung 4.48 dargestel|t.

Cr = Cro € [A2 My (I = 169)] + Cro” € [IN Koz — IN (£2280/2) + 2 As M, (17 = 1%)] 4.3.3

+Cro" € [IN Kog — IN (£2:080°14) + 4 A, M, (P = 1)] + E

Waéhrend jedoch bel einer Rotorgeschwindigkeit von 18000 U/min die Assoziationskonstante
der Dimerbildung mit 0,8-10°M™ unbedeutend klein ist, deutet die Assoziationskonstante der
Tetramerbildung von 7,2.10° M™* (9,810° M bei 15000 U/min) an, dal unter den
experimentellen Bedingungen (Proteinkonzentration: 3 —4 uM) mehr als 50% der Chimére als
Tetramer vorlag. Dieses Ergebnis stand somit in Einklang mit dem Ergebnis der Gelfiltrations-
Anayse.

Eine deutliche Tendenz zur Tetramerbildung zeigte auch die verkirzte Proteinchimére SAP97-
SH3/GUK3AC(582-906) (M cac Siehe Tab. 4.9; £3.080 = 33830 M *cm™). Die verkiirzte Chiméare
liegt im Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen Proteinen mit vollstandigem C-Terminus
in PBS-Puffer im Monomer-Dimer-Tetramer-Gleichgewicht vor (siehe Modell 4.3.3). Die
Assoziationskonstanten der Dimer- (Kz;) und Tetramerbildung (Ks4) von 0,2:10" und
7910°M™*  zeigen, da? das Protein unter den experimentellen Bedingungen
(Proteinkonzentration: 20 - 25 uM) nur als Monomer-Tetramer-Gleichgewicht vorlag, wobei

das Monomer dominierte. Die verschwindend kleine Monomer-Dimer-Gle chgewichtskonstante
deutet an, dal3 Dimere unter physiologischen Bedingungen nicht existieren. In Gegenwart der

Purin-Nukleotide war hingegen das Monomer-Tetramer-Modell (siehe Gleichung 4.3.2) am
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Besten zur Beschreibung des Oligomerisierungsgrades von SAP97-SH3/GUK3AC(582-906)
geeignet. Die Abbildung 4.49 zeigt die jeweiligen Fits bei 18000 U/min. Die
Assoziationskonstanten der Tetramerbildung in Gegenwart von ATP und GMP bei einer
Rotorgeschwindigkeit von 18000 U/min entsprachen mit 1,0.-10° M™ (ATP) bzw. 0,7.10°M™
(GMP) in Etwa der Monomer-Tetramer-Gleichgewichtskonstanten in PBS-Puffer alein. Unter
den experimentellen Bedingungen (Proteinkonzentrationen von 8 bis 12 uM) lagen in
Gegenwart der Purin-Nukleotide anndhernd 50% der verkiirzten Chimére als Tetramere vor. Die
Assoziationskonstanten der Tetramerbildung waren bel der niedrigeren Rotorgeschwindigkeit
von 15000 U/min mehr als Doppelt so grof3 wie bel 18000 U/min. Diese Beobachtung,
einhergehend mit dem Abfall des Molekulargewichts (Monomer-Fit) bei erhohter
Rotorgeschwindigkeit ist charakteristisch fur die Bildung von Aggregaten, welche durch

Erhohung der Rotorgeschwindigkeit entfernt werden konnen.
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Abb. 4.49 Modell-Fit zur Bestimmung
des Assoziierungszustandes von SAP97-
SH3/GUK3AC(582-906) in PBS-Puffer
(A), PBS mit ATP (B) und PBS mit
GMP (C). Die Kurve entspricht dem
Modell mit der geringsten Varianz.
Demnach liegt SAP97-SH3/GUK3 in
unter adlen 3  experimentellen
Bedingungen im Monomer-Tetramer-
Gleichgewicht vor.
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Die Ergebnisse bei hoherer Rotorgeschwindigkeit von 18000 U/min geben folglich ein

realistischeres Bild des Oligomerisierungsgrades der drei untersuchten Proteine in Ldsung ab.
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Die Ergebnisse der Gleichgewichtszentrifugation in ihrer Gesamtheit bestétigen die Ergebnisse
der Molekulargewichtsbestimmung mit der Methode der Gelfiltration. Das Fusionsprotein
SAP97-SH3/GK2(575-911) scheint demnach unter physiologischen Bedingungen in
mikromolarer Konzentration ausschliefdlich als Monomer vorzuliegen. Die Purin-Nukleotide
ATP und GMP induzieren keine Assoziation der Proteine zu Homo-Oligomeren.
Demgegentber neigen die chimédren Proteine SAP97-SH3/GUK2(575-918) und SAP97-
SH3/GUK3AC(575-906) verstérkt zur Selbstassoziation. Der hdchste Oligomerisierungsgrad

beider Proteineist das Tetramer.

Tab. 4.9 Einfluf von Purin-Nukleotiden auf die Assoziationszustande von SAP97-SH3/GK und
SAP97-SH3/GUK

Protein/ Bedingungen My calc Gelfiltration® Sedimentations-
[Da] M app Gleichgewicht
[kDa] Assoziationzustand”

SAP97-SH3/GK2 (Nr. 2)

in PBS 39173,9 34,3 Monomer
in PBS + ATP 39173,9 31,4 Monomer
in PBS + GMP 39537,1 32,3 Monomer
in 6M GnHCI 39173,9 n.d. 39139 +647

SAP97-SH3/GUK2 (Nr. 8)

in PBS 38849,5 32,7; 140,3 Monomer(«<>Tetramer)

in PBS + ATP 39355,5 32,6 Monomer

in PBS + GMP 39212,7 28,9; 65,4, Monomer«>Tetramer
126,2

in 6M GnHCI 38849,5 n.d. 38848 +251

SAP97-SH3/GUKS3AC (Nr. 12)

in PBS 37466,8 54,3 Monomer(«<>Tetramer)
in PBS + ATP 37972,8 29,9; 134,5 Monomer(«<>Tetramer)
in PBS + GMP 37830,0 27,9; 129,2 Monomer(«<>Tetramer)

+, apparente Molekulargewichte der im jeweiligen Elutionsprofil identifizierbaren Peaks; *, Assoziationszustand
bei einer Proteinkonzentration von 2 — 20 uM; n.d., nicht gemessen.
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Wahrend das vollstandige chiméare Protein unter physiologischen Bedingungen auch in
Gegenwart von ATP jedoch Uberwiegend als Monomer existiert, scheint das C-terminal
verkirzte Protein bereits in mikromolarer Konzentration (Kg = 12 uM) auch in Gegenwart von
ATP und GMP vermehrt als Tetramer vorzuliegen.

Die Ergebnisse der Gleichgewichtszentrifugation deuten zudem daraufhin, dal3d GMP die Selbst-
Assoziation des chimaen Proteins SAP97-SH3/GUK2(575-918) férdert. Die
Dissoziationskonstante (Kqg) zur Tetramerbildung betrégt 1,4 uM und weist damit den
niedrigsten Wert aller getesten Proteine auf. Es gibt eine auféllige Abweichung in den
Ergebnissen der Gelfiltration und der Gleichgewichtszentrifugation. Das verkirzte Protein
SAP97-SH3/GUK3AC(582-906) eluiert als Proteinspezies mit einem Molekulargewicht von
54,3 kDa von der Gefiltrations-Saule. Mit der Methode der Gleichgewichtszentrifugation
konnte jedoch unter den gleichen experimentellen Bedingungen kein Dimer in PBS-Puffer
nachgewiesen werden. Die einzige Erklarung fur das im Vergleich zu den beiden vollstandigen
Proteinen (Nr. 2 und Nr. 8) untypische Migrationsverhalten kann nur in einer asymmetrischen,
weniger kompakten Form des verkirzten Proteins liegen. Aufgrund seines grofl3eren
hydrodynamischen Radius eluiert das Protein friher von der Gelmatrix. Durch Bindung der
Purin-Nukleotide wird dieser Effekt wieder aufgehoben.

Die Tendenz zur Assoziation ist ausschliefdlich auf die chiméren Konstrukte beschrankt. Es
kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dal3 der Austausch der GK-Doméane gegen die
GUK1 die Bildung von unspezifischen Aggregaten in Ldsung fordert. Um ene lineare
Abhangigkeit festzustellen, sind weitere Experimente bel htheren Rotorgeschwindigkeiten und

veradnderten Proteinkonzentrationen notwendig.

4.3.2.2 Sedimentationsanalyse von SAP97-SH3/GK

Mit der Methode der Gleichgewichtszentrifugation konnte gezeigt werden, dal3 die Proteine
SAP97-SH3/GK2(575-911) und SAP97-SH3/GUK2(575-918) in mikromolarer Konzentration
in Losung beinahe ausschliefdlich as Monomere vorliegen und zumindest SAP97-
SH3/GK2(575-911) durch die Gegenwart der Purin-Nukleotide ATP und GMP nicht in einen
assoziierten Zustand Uberfuhrt werden konnen. Darlberhinaus deutet der Vergleich der beiden
Methoden an, dal3 die C-terminal um 12 Aminosduren verkirzte Chiméare SAP97-
SH3/GUK3AC(582-906) durch ein verandertes Migrationsverhaten gekennzeichnet ist. Neben
der reduzierten Aktivitdt der Chiméare SAP97-SH3/GUK2(575-918) ist dies ein weliteres Indiz
fr eine regulatorische Funktion der C-terminalen Sequenz in SAP97.
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Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die intramolekulare Interaktion in SAP97-
SH3/GK2(575-911) durch Bindung von GMP reguliet wird. Die analytische
Ultrazentrifugation ist nicht nur ene sehr gute Methode zur Bestimmung des
Molekulargewichts eines Proteins, sie kann auch sehr effizient zum Nachweis von
Konformationsanderungen in Proteinen nach Liganden-Bindung eingesetzt werden (Zarutskie et
al., 1999; Alley et al., 1999). In den meisten Fallen fuhrt eine Konformationsanderung nur zu
einer  leichten Verdnderung der  Gesamtstruktur, welche en  verdndertes
Sedimentationsverhalten des Molekilsin Lésung zur Folge hat.

Zum Nachwels einer Konformationsanderung in  SAP97-SH3/GK2(575-918) nach
Nukleotidbindung wurde der Sedimentationskoeffizient in PBS ohne Purin-Nukleotid und in
Gegenwart der Purin-Nukleotide ATP und GMP durch analytische Ultrazentrifugation
bestimmt. Die Proteinkonzentration (8 - 20 uM) und die Nukleotidkonzentrationen (100 uM)
entsprachen in Etwa jenen der Gleichgewichtszentrifugation. Die Ergebnisse der
Sedimentationsanalyse sind in Tabelle 4.10 dargestel|t.

Tab. 4.10 Hydrodynamische Parameter von SH3/GK-K onstrukten

Protein / Bedingungen My calc My app”~ Sedimentationsanalyse

[Da] [kDa] Saow D Rs

[10™%s] [107 cm?s]  [A]

SAP97-SH3/GK2 in PBS 39173,9 42,5 3,83+0,19 8,73 24,1
in PBS + ATP  39173,9 41,1  3,81+0,22 8,69 24,4
in PBS + GMP  39537,1 49,2 3,46 40,18 7,89 26,7
in 6M GndHCI 39173,9 39,1 1,27 +0,02 2,89 52,7
SAP97-SH3/GUK2 in PBS 38849,5 42,2 3,42 40,13 8,04 26,1
SAP97-SH3/GUK2AC in PBS 37466,8 55,2  2,95+0,16 7,02 30,0

*, die aufgefiihrten apparenten Molekulargewichte (M, 4p) resultieren aus dem Modell-Fit des Monomers (siehe
4.3.2.1.2); sx.w, Sedimentationskoeffizient (bezogen auf 20°C, H,0); D, Reibungskoeffizient; R, Stokes-Radius.

Ligand-freles SAP97-SH3/GK2(575-911) Protein sedimentiert schneller as die GMP-
gebundene Form. Die Zunahme des Sedimentations-K oeffizient von 3,46.10™* s (PBS + GMP)
auf 3,83-10" s (PBS) bzw. 3,81:10% s (PBS + ATP) entspricht einer Abnahme des Stokes-
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Radius (Rs) von 11%. Im vollstandig denaturierten Zustand in Gegenwart von 6 M GndHCI
betragt der Sedimentationskoeffizient des Proteins 1,27-10%° s. Der Stokes-Radius des
vollsténdig denaturierten Proteinsist mit 52,7 A mehr als Doppelt so groR wie jener des nativen
Proteins (24,1 A). Der groRere Sedimentationskoeffizient von GMP-gebundenem SAP97-
SH3/GK2(575-911) deutet auf eine ausgedehntere und weniger kompakte Form im Vergleich
zu Ligand-freiem Protein hin. Auffallig ist auch der stark verringerte Sedimentati onskoeffizient
der C-termina verkirzten Chimédre SAP97-SH3/GUK2AC(575-906) im Vergleich zum
vollstandigen Protein  SAP97-SH3/GUK2(575-918), welche seine wichtige strukturelle
Funktion bestatigt.

Die Ergebnisse der Sedimentationsanalyse zeigen eindeutig, da’ erstens die C-terminale
Sequenz SAP97-SH3/GUK (SAP97-SH3/GK) in eine symmetrischere, kompaktere Struktur
Uberfihrt und zweitens die Konformation von SAP97-SH3/GK durch Bindung von GMP
verandert wird. Sowohl das Entfernen der C-terminalen 12 Aminosduren, als auch die Bindung
von GMP haben eine Ausdehnung der Tertiarstruktur des Proteins zur Folge. Interessanterweise
entspricht der Sedimentationskoeffizient der Chiméare SAP97-SH3/GUK?2(575-918) in Etwa
GMP-gebundenem SAP97-SH3/GK2(575-911). Dieses Ergebnis kann ein Hinweis darauf sein,
dal3 die SH3-Domane in SAP97-SH3/GK2(575-911) an eine Bindungsstelle der GK-Doméne
bindet, welche in der Guanylatkinase GUK1 nicht vorhanden ist. Durch Bindung von GMP
wird diese spezifische intramolekulare Interaktion in SAP97-SH3/GK2(575-911) zwischen den
beiden Domanen aufgehoben und das Protein zeigt nun das gleiche Sedimentationsverhaten

wie die Chimére.
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5 Diskussion

51 Funktionelle Rolle der GUK1 in S. cerevisiae

Die bisherigen Kenntnisse der Rolle der Guanylatkinase in vivo resultieren aus genetischen und
physiol ogischen Studien an dem Modellorganismus S. cereviae. Durch Deletion eines Allels des
GUK1-Gens in einem diploiden Hefestamm und anschlief3ender Tetradenanalyse wurde bereits
in einer friiheren Arbeit direkt gezeigt, da die GUK 1 essentiell fiir das Uberleben der Hefezelle
ist (Konrad, 1992). Das Fehlen der GUK1 hat eine Unterbrechung der GDP- und nachfolgend
der GTP-Synthese zur Folge. Dieser Mangel an GDP innerhalb der Zelle kann nicht durch
katalytische Aktivitdt andere Nukleosid-Monophosphatkinasen supprimiert werden und
unterstreicht die spezifische Funktion der GUK1 in der Phosphorylierung von GMP (Konrad,
1992). Interessanterweise scheint die GUK1 jedoch auch eine wichtige regulatorische Funktion
fir die Aufrechterhaltung des Purinnukleotid-Gleichgewichts in vivo zu besitzen. Durch
Komplementationsanalysen wurden Mutanten des GUK1-Gens in S cerevsiae identifiziert,
welche nicht nur durch eine erhdhte Generationszeit, sondern auch durch eine erhthte
Produktion und Exkretion von Purinen gekennzeichnet waren (Lecoq et al., 2000). Der
Phanotyp ener erhdhten Exkretion von Purinen ist charakteristisch fiar die
Stoffwechselerkrankungen Hyperurikémie und Gicht des menschlichen Organismus, welcher
die Folge eines Defekts des Enzyms Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT)
ist (Kelley et al., 1969). Aus den Beobachtungen an den Hefe-Mutanten wurde gefolgert, dal
der lokale Anstieg des GMP-Spiegels in der Hefezelle, hervorgerufen durch eine Mutation der
GUK1 direkt die Funktion der HGPRT kompetitiv inhibiert. Ein Defekt der Guanylatkinase ist
demnach doppelt verhdngnisvoll fur die Zelle: Erstens hat die Verringerung der GDP- und
folglich auch der GTP-Spiegel direkte Auswirkungen auf die DNA- und RNA-Synthese, den
Energiestoffwechsel und die G-Protein gekoppelte Signal-Transduktion und zweitens wird
durch den Anstieg von GMP direkt die Funktion von Enzymen des Purinnukleotid-Synthese-
Stoffwechselsinhibiert.

5.2  Hefe-in vivo-System zum Auffinden von Guanylatkinasen

5.2.1 Konditionale Guanylatkinase-Mutanten

Eine Moglichkeit zur funktionellen Analyse essentieller Gene in der Hefe ist die kontrollierte

Expression des Gens unter einem regulierbaren Promoter. Um die Auswirkung einer
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fortschreitenden Repression der Transkription des Guanylatkinase-Gens auf die Hefezelle zu
testen und ein differenzierteres Bild des Wachstums der Hefezelle in Abhéngigkeit von
definierten in der Zelle vorliegenden Konzentrationen an Guanylatkinase zu erhalten, wurde das
GUK1-Gen in einem haploiden GUK 1-defizienten Hefestamm unter Kontrolle des Tetracyclin-
regulierbaren Promoters tetO-tTA gestellt. Der tetO-tTA-Promoter besitzt gegentiber dem fir
die regulierte Expression in Hefe eingesetzten und weitverbreiteten GAL-Promotersystem den
entscheidenden Vorteil, dal3 ein Wechsel der Kohlenstoffquelle von Galaktose zu Glukose zur
Repression der Expression nicht notwendig ist. Ein Wechsel der Kohlenstoffquelle kann
pleiotrope Effekte im zelluléaren Stoffwechsel zur Folge haben, welche ihrerseits wieder zu
Phanotypen fuhren kénnten, die nicht in direktem Zusammenhang mit der Repression der
Genexpression stehen. Dartiberhinaus ist unter Kontrolle des GAL-Promoters eine modulierbare
Genexpression kaum maoglich.

Die Wahl des tetO-tTA-Promotersystems zur kontrollierten Expression des Guanylatkinase-
Gens war jedoch noch aus einem weiteren Grund attraktiv. Im Idealfal der vollsténdigen
Suppression der GUK1-Expression unter Kontrolle des tetO-tTA-Promoters konnte in der Hefe
ein effizientes, weil einfach und schnell durchzufiihrendes in vivo-Selektionssystem zur
Untersuchung von fremden Genprodukten auf Guanylatkinase-Aktivitét etabliert werden. Dazu
wurden diploide Hefezellen des Stammes AG430(GUK1/gukl::HIS3), in welchem ein Allel des
GUK1-Gens deletiert war mit dem Plasmid pCM189-GUK1, auf welchem die Expression des
GUK1-Gens der Kontrolle des tetO-tTA-Promoters unterlag, transformiert und jene haploiden
Zelen AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1), in welchen die chromosomae Deletion des
GUK1-Gens durch das Wild-Typ-Gen auf dem Plasmid pCM189-GUK1 komplementiert
wurde, durch Tetradenanalyse isoliert. Hefezellen unabhangiger Kulturen des Stammes
AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1), in welchem die GUK1-Expression ausschliefdlich durch
den Promoter tetO-tTA reguliert wurde, zeigten im Vergleich zum diploiden Ausgangsstamm
AG430(GUK1/gukl::HIS3/[pCM189-GUK1) in  Minimamedium mit verschiedenen
Konzentrationen des Tetracyclin-Derivats Doxycyclin  einen drastischen Anstieg der
Generationszeit. Bereits bei einer Konzentration von 1,0 ug/ml Doxycyclin war ene
Verdopplung der Generationszeit des Stammes AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) im
Vergleich zum Kontrollstamm AG430(GUKZL/gukl::HIS3/pCM189-GUK1) zu beobachten,
welcher eindeutig auf die Repression der Transkription des GUK1-Gens zurtickzufthren war.
Die Konzentration an Guanylatkinase entsprach in diesen Hefezellen weniger als 2% der

Konzentration in Zellen, welche in Minmal medium ohne Doxycyclin-Zugabe gewachsen waren.
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Die Aktivitdt der Guanylatkinase konnte dariiberhinaus durch Verdnderung der Doxycyclin-
Konzentration im Medium moduliert werden. Bereits eine Konzentration von 0,01 ug/ml war
ausreichend, um die Guanylatkinase-Aktivitdt um 80% im Vergleich zum Ausgangsstamm zu
reduzieren. Bereits bei Erreichen einer Doxycyclin-Konzentration von 0,1 ug/ml ist in
Zellextrakten zumindest mit dem enzymatischen Assay keine Guanylatkinase-Aktivitdt mehr
nachweisbar, obgleich die Enzymkonzentrationen in diesen Zellen immer noch ca. 4% der
Konzentration von Zellen, welche ohne Doxycyclin im Medium gewachsen waren, betrug.
Dieses Milverhdltnis zwischen der immunologisch nachweisbaren Enzymkonzentration in
Hefe-Zellextrakten und der in diesen mit dem Standard-Assay detektierbaren enzymatischen
Aktivitét offenbart auch das Limit der Sensitivitat dieser Testmethode. Uberraschenderweise
sind die Hefezellen auch in Gegenwart von 10 pug/ml, aso bel einer Konzentration, bei der
immunologisch kein Enzym mehr nachweisbar war |ebensféhig, was darauf hindeutete, dal? der
basale Transkriptionslevel auch unter diesen Bedingungen immer noch ausreichend hoch ist.
Dieses Ergebnis erstaunt insofern, alsdal3 demnach weniger as 0,1% der Wild-Typ-Enzym-
Konzentration ausreichend ist, um ein Uberleben der Hefezelle zu gewahrleisten. Bei einer in
vitro gemessenen spezifischen Guanylatkinase-Aktivitat von 291 + 23,5 U/mg entspricht dies
einem Wert von ungeféhr 0,3 U/mg. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit genetischen
Untersuchungen der Hefe-Thymidylatkinase. Ebenso wie der Verlust der Guanylatkinase fihrt
auch die Deletion der Thymidylatkinase in S cerevisiae zu rezessiver Lethaité. Durch
Komplementationsanalysen mit einem THK-defizienten haploiden Hefestamm wurde jedoch
kirzlich gezeigt, dal? eine THK-Mutante, welche nur noch 0,1% der Wild-Typ-Aktivitét in vitro
besal3, den Verlust der THK funktionell supprimieren konnte (Brundiers, 1999).

Daein vollstéandiges Abschalten der GUK1-Expression unter Kontrolle des tetO-tTA-Promoters
nicht moglich ist, &t sich das tetO-tTA-Expressionssystem nur schwer as in vivo
Selektionssystem zum Screen nach fremden Genen, welche den Verlust des GUK1-Gens
komplementieren kénnen, einsetzen. Zumindest fir die Detektion von Genen, welche fir
schwach aktive Guanylatkinasen codieren ist es ungeeignet, da eine Differenzierung des
Wachstums von Hefezellen aufgrund der Komplementation durch das Fremdgen vor dem
Hintergrund des Wachstums von Zellen aufgrund des basalen Transkriptionslevels des GUK1-
Gens unter Kontrolle des tetO-tTA-Promoters nicht moglich ist. Um es als Alternative zu dem
GAL-System zu etablieren, sind deshalb weitere Untersuchungen notwendig, wobel zundchst
das Koloniewachstum der Zellen AG215(gukl::HIS3/pCM189-GUK1) - auch bei Temperaturen

142



Diskussion

oberhalb von 30°C - in Gegenwart der maximal eingesetzten Doxycyclin-Konzentration von
10 pg/ml analysiert werden muf3.

Mit dem Tetracyclin-regulierbaren Expressionsystem ist eine gezielte Modulation der GUK1-
Expression in der Hefe moéglich. Dadurch sind die Voraussetzungen geschaffen durch gezielte
Repression der Transkription des GUK1-Gens die Auswirkungen einer GDP- und GTP-
Abnahme auf den Energiestoffwechsel und die Nukleotid-Homeostase in der lebenden
Hefezelle zu untersuchen. Dies sollte zu einem verbesserten Verstandnis der biologischen

Relevanz von Phosphotransfer-Reaktionen im eukaryontischen Organismus fuhren.

5.2.2 adkl/ndkl- und gukl-3/ndk1l-Doppelmutanten

Uber das Enzym Nukleosid-Diphosphatkinase (NDK) ist die Guanylatkinase direkt an
G-Protein vermittelten Signal-Stoffwechselwegen in der eukaryontischen Zelle beteiligt. Die
NDK wird as Hauptlieferant des GTP in der Zelle angesehen (Schértl et al., 1998). Sie steht
somit einerseits in enger Verbindung zu der Guanylatkinase, welche das Substrat GDP
bereitstellt und andererseits Ubt sie Uber die Regulation des GDP/GTP-Verhdltnisses in der
Z€lle einen direkten Einfluld auf G-Protein aus (Bominaar et al., 1993). Die wichtige Rolle der
NDK im Prozess der durch Wachstumsfaktoren induzierten Zellproliferation ist bereits seit
langerer Zeit bekannt (Ohtsuki et al., 1987; Woods und Bryant, 1991). Gemessen an ihrer
wichtigen Funktion in Sdugern scheint die Rolle der NDK in den Mikroorganismen E. coli und
S cerevisiae eher untergeordnet zu sein, da die Deletion des NDK1-Gens in beiden Einzellern
keinen Phénotyp zur Folge hat (Lu und Inouye, 1996; Fukuchi et al., 1993). Sowohl in E. coli,
alsauch in S cerevisiae kann der Funktionsverlust durch andere Kinasen supprimiert werden.
Ein moglicher funktioneller Suppressor des NDK-Verlustes kann beispielsweise die
Pyruvatkinase sein, welche ebenfalls ein breites Sunstratspektrum besitzt und den Phosphatrest
vom Phosphoenolpyruvat auf die Nukleoitide (d)ATP, (d)GTP, (d)CTP, UTP und dTTP
Ubertragen kann (Saeki et al., 1974).

In elner weiteren Studie wurde das Enzym Adenylatkinase (ADK1) identifiziert, welches den
Verlust der NDK1 in E. coli komplementieren sollte (Lu und Inouye, 1996). Dieses Ergebnis
Uberrascht insofern, alsdal’ die Adenylatkinase als spezifische Nukleosid-Monophosphatkinase
nur die Substrate AMP, ADP und ATP umsetzen kann. Einen weitereren Hinweis fir die enge
Kopplung von Guanylat- und Adenylat-Metabolismus in der eukaryontischen Zelle, lieferten
physiologische Studien an AKZ1-defizienten Mausen (Janssen et al., 2000). Der
Funktionsverlust der AK1 in der Maus fihrte zu einer Neuordnung der Stoffwechselwege zur

Produktion von ATP. Von diessr Neuorganisation war unter anderem auch der
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Guanosinnukleotid-Stoffwechsel zur Synthese von GTP betroffen. Wéhrend die Aktivitéat der
NDK in Muskelextrakten sich nicht verandert hatte, war der steady-state Guanylat-Spiegel im
Muskel signifikant erhoht. Dieser Anstieg war auf eine erhdhte Aktivitat der Guanylatkinase
sowie des Enzyms Succinyl-CoA-Synthetase, eines Enzyms des Citrat-Zyklus, welches die
Umwandlung von Succinyl-CoA und GDP + Pi zu Succinat, CoA-SH und GTP katalysiert,
zurtckzufihren. Der Verlust an ATP-Umsatz nach Deletion der AK1 wurde demnach zum Teil
durch eine erhohte Produktion von GTP in der Zelle kompensiert (Janssen et al., 2000).

Zur Untersuchung der Rolle von ADK1, GUK1 und NDK1 im Nukleotidstoffwechsel der
Hefezelle wurden die haploiden Doppelmutanten adk1l/ndkl und gukl-3/ndkl konstruiert. Die
zweite Doppelmutante besald aufgrund einer Mutation im GUK1-Gen nur noch etwa 5 - 10%
der Wild-Typ-Aktivitét. Die alleinige Deletion des ADK1-Gens fuhrt im Gegensatz zur Deletion
des GUK1-Gens nicht zum Absterben der haploiden Hefezelle. In einer friheren Arbeit wurde
gezeigt, dal3 der funktionelle Verlust der ADK1 in der haploiden Hefezelle durch die Uridylat-
/Cytidylatkinase, welche neben UMP und CMP auch AMP mit ATP as Phosphoryldonor
umsetzen kann, supprimiert wird (Schricker et al., 1992). Der zusétzliche Verlust des NDK1-
Gens hatte in der haploiden Doppelmutante adkl/ndkl keinen neuen Phanotyp zur Folge.
Sowohl die adkl-, as auch die adkl/ndk1-Mutante war durch ein im Vergleich zum Wild-Typ
deutlich verlangsamtes Wachstum gekennzeichnet. Die Generationszeiten der beiden Mutanten
wichen jedoch nicht signifikant voneinander ab.

Auch die zusétzliche Deletion des NDK1-Gens in der haploiden Doppel mutante guk1-3/ndkl
hatte keine Veranderung des Phanotyps im Vergleich zur einfachen gukl-3-Mutante zur Folge.
Die Mutante gukl-3 mit reduzierter Guanylatkinase-Aktivitatét war durch eine 30 — 40%
erhdhte Generationszeit gekennzeichnet. Auch die Doppelmutante guk1-3/ndkl ist durch ein
verlangsamtes Wachstum gekennzeichnet. Die Generationszeit unterscheidet sich jedoch auch
hier nicht signifikant von jener der gukl-3-Einfachmutante. Auch wenn die Abnahme der
intrazelluldren GDP-Konzentration mal3geblichen Einflu? auf das vegetative Wachstum der
beiden Mutanten hatte, so konnte ein Unterschied im Prozel3 der Reifung und Sporulation der
beiden Mutanten im Vergleich zum Wild-Typ nicht festgestellt werden. Die Ubereinstimmung
im Wachstumsverhalten von Einfach- und Doppelmutante ist unerwartet. Unter der Annahme,
dai’ die Phosphorylierungsreaktion tber die Guanylatkinase und die Nukleosiddiphosphatkinase
in eukaryontischen Zellen der essentielle Weg zur Herstellung von GTP ist, wére zu erwarten
gewesen, dal3 eine Reduktion der GDP-Spiegel eine drastischere Auswirkung auf das
Zellwachstum besél3e. Der Ubereinstimmende Phénotyp von gukl-3-Einfach- und guk1-3/ndk1-
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Doppel mutante deutet jedoch daraufhin, dal3 der GDP-Spiegel, obschon um Uber 90% reduziert,
immer noch oberhalb der Affinitdt von Enzymen lag, welche wie z.B. die Pyruvatkinase den
Funktionsverlust der NDK 1 supprimieren konnten.

Wie bereits unter Punkt 5.2.1 beschrieben, sind Guanylatkinase-Aktivitdten von 0,1% der Wild-
Typ-Aktivitat ausreichend, um ein Uberleben der Hefezellen zu gewéhrleisten. Es wére
interessant festzustellen, ob maoglicherweise in Zellen, in welchen die GDP-Konzentration
nochmals 100fach im Vergleich zur gukl-3-Mutante reduziert ist, der Funktionsverlust der
Nukleosiddiphosphatkinase einen Phanotyp verursacht. Sollte dies der Fall sein, so lief3e sich
auf Basis des unter Punkt 5.2.1 beschriebenen tetO-tTA-System bei vollsténdiger Inhibition der
GUK1-Transkription in Kombination mit dem Ausschaten der NDK1 mdglicherweise ein
verbessertes in vivo Selektionssystem zum Screen nach fremden Genen, welche den Verlust des
GUK1-Gens komplementieren konnen, etablieren. Sollte der basale Tanskriptionslevel des
GUK1-Gensin Kombination mit dem Funktionsverlust der NDK 1 tatsachlich ein Uberleben der
Hefezelle nicht mehr gewahrleisten, so wére dieses in vivo-System bestens dazu geeignet auch

Gene, welche fur schwach aktive Guanylatkinasen codieren zu identifizieren.

5.3  Funktion signifikanter Aminosauren der ATP-Bindungsregion
von GUK1

In den letzten Jahren wurden einige natlrliche Mutanten der Guanylatkinase in der Hefe
entdeckt, welche durch eine Viefalt unterschiedlicher Phanotypen gekennzeichnet waren
(Lecoq et al., 2000; Shimma et al., 1997). Die Klasse der bra3-Mutanten wurde urspringlich
aufgrund der Fahigkeit zur Deregulation der de novo Purin-Synthese-Gene identifiziert. Die
Mutation der GUK1 fuhrt in bra3-Mutanten zu einer Abnahme der Guanylatkinase-Aktivitét
um mehr als 90% im Vergleich zu Wild-Typ-Zellen. Die temperatursensitive Hefemutante
nes25 ist durch einen Glykosylierungsdefekt gekennzeichnet, der auf einem Mangel an GDP-
Mannose beruht, dessen Ursache eine Mutation der GUK 1 ist (Shimmaet al., 1997).

Die in vivo identifizierten nattrlichen GUK1-Mutationen der bra3- und nes25-
Komplementationsgruppen wurden in dieser Arbeit biochemisch und kinetisch charakterisiert.
In der nes25-Mutante wurde durch Sequenzanalyse eine Substitution des Glutamatrestes an
Position 139 gegen ein Lysinrest (E139K) identifiziert. Das E139 ist in alen bisher bekannten
Guanylatkinasen konserviert und im Kristall strukturkomplex GUK1-GMP an der Peripherie mit
Kontakt zum Losungsmittel lokalisiert. Die E139K-Mutante war als einzige der getesteten

GUK 1-Mutanten nach Uberexpression in E. coli unléslich. Dies kann ein Hinweis darauf sein,
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dal} der Glutamatrest eine wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der Tertidrstruktur der
GUK1 innehat. Der Austausch des Glutamats mit negativ geladener Seitenkette gegen das Lysin
mit positiv geladener Seitenkette kénnte zu eine falschen Faltung der Polypeptidketten und
anschlieffender unspezifischer Aggregation der Mutante gefihrt haben.

Im Gegensatz zur nes25-Mutante waren die drei bra3-Mutanten in E. coli |6dlich. In den vier
Mitgliedern der bra3-Komplementationsgruppe wurden durch Sequenzanalyse drel
Punktmutationen der GUK1 identifiziert. In der bra3-1(gukl-1)-Mutante war der Argininrest an
Position 132 gegen einen Lysinrest (R132K) ausgetauscht, bra3-2- und bra3-4-Mutanten (gukl-
2) besal3en die gleiche G12S-Substitution und in der bra3-3(guk1-3)-Mutante war der Prolinrest
an Position 10 gegen einen Leucinrest (P10L) ausgetauscht. Zwei der drei Punktmutationen,
namlich P10L und G12S sind Mutationen des charakteristischen NTP-Bindungsmotivs, dem
Phosphat-Loop (P-Loop). Im Gegensatz zu den P-Loop-Mutanten P10L und G12S liegt der
Argininrest an Postition 132 aul3erhalb der Substrat-Bindungsregionen. Sequenzvergleiche der
GUK1 mit Adenylat- und Uridylatkinasen zeigen, dal3 das Argl32 sich im Gegensatz zu den
beiden in der GUK1-Sequenz folgenden Argininresten an den Positionen 136 und 147
(korrespondieren mit Argl132 und Argl149 in der Hefe-Adenylatkinase bzw. Arg131 und Argl48
in der Dictyostelium-Uridylatkinase) auf3erhalb der sogenannten LID-Region befindet (Yan et
al., 1990; Schlichting und Reinstein, 1997). Anhand von Mutagenese-Studien an der Adenylat-
und Uridylatkinase wurde bereits in friheren Arbeiten gezeigt, dal3 die Argininreste der LID-
Region eine Schliisselfunktion in der Stabilisation des Ubergangszustandes wahrend der
Katalyse besitzen, da sie die negative Ladung der Ubertragenen Phosphorylgruppe neutralisieren
(Yan und Tsai, 1999; Schlichting und Reinstein, 1997). Der Austausch der beiden Arginine an
den Positionen 131 und 148 gegen Methionin in der Dictyostelium-Uridylatkinase hatte einen
10* bzw. 10°fachen Abfall der katalytischen Effizienz (kea/Kw) zur Folge. Im Gegensatz dazu
fuhrte der Austausch des zum Argl32 der Hefe-Guanylatkinase korrespondierenden Argl27,
welches in der Dictyostelium-Uridylatkinase ebenfalls auf3erhalb der LID-Region positioniert
ist, nur zu einem moderaten Abfall der katalytischen Effizienz (Schlichting und Reinstein,
1997). Die Konservierung dieses Argininrestes in allen bisher bekannten Nukleosid-
M onophosphatkinasen weist vermutlich auch ihm eine wichtige Rolle in der Stabilisierung des
Ubergangszustandes wahrend des Phosphoryl-Transfers zu.

Die drei GUK1-Mutanten lief3en sich als Fusionsproteine mit Histidinanhang aus E. coli
aufreinigen. lhre Lodlichkeit lag jedoch weit unterhalb jener von Wild-Typ-GUK1. Alle drei

Mutanten zeigten dartberhinaus im Vergleich zum Wild-Typ ene deutlich reduzierte
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Guanylatkinase-Aktivitdt. Die Umsatzraten lagen bel 3,1 (R132K), 5,7 (P10L) und 7,8%
(G12S) der Wild-Typ-Aktivitét. Die in vitro-gemessenen enzymatischen Aktivitaten
entsprachen folglich den in Hefezell-Extrakten gemessenen spezifischen Aktivitdten von 5 —
10%, woraus geschlossen werden konnte, dal? die reduzierte Aktivitét nicht auf eine unkorrekte
Faltung der Polypeptidkette wahrend der heterologen Uberexpression in E. coli zuriickzufiihren
war. Alle drel Reste besitzen eine wichtige Funktion in der Katalyse-Reaktion, denn der Anstieg
der Michaelis-Menten-Konstanten fur das Substrat ATP (Kuate) um den Faktor 13 in den
Mutanten P10L und R132K sowie den Faktor 23 in der Mutante G12S im Vergleich zum Wild-
Typ deutet daraufhin, dal3 die schwéachere Aktivitét auf eine verringerte Affinitét der Mutanten
zum Substrat ATP zurlickzufuhren ist. Dies wird durch den 300fachen Abfall der
Spezifitatskonstanten Kea/Kwate) aler drei Mutanten im Vergleich zum Wild-Typ bestétigt. In
Anaogie zur Hefe-Guanylatkinase hat der Austausch der korrespondierenden Prolin- und
Glycinreste gegen Leucin (POL) bzw. Vain (G10V) im P-Loop der E. coli-Adenylatkinase
einen annahernd ubereinstimmenden Anstieg der Ky atp-Werte um den Faktor 15 im Vergleich
zum Wild-Typ zur Folge. Im Gegensatz zur Guanylatkinase fuhrten beide Mutationen allerdings
nur zu einer schwachen Abnahme der spezifischen Aktivitét. Der kg-Wert der POL-Mutante lag
bei 70% und jener der G10V-Mutante bei 25% des Wild-Typs (Reinstein et al., 1988). Aus dem
Vergleich der kinetischen Parameter mit der E. coli-Adenylatkinase kann gefolgert werden, dal3
beide P-Loop-Aminosduren in der Guanylatkinase eine wichtigere Rolle in der Katalyse
besitzen. Interessanterwei se haben die Mutationen des ATP-Bindungsmotivs auch einen Einfluld
auf die Bindung des zweiten Substrats GMP. Wenngleich die drei- bis vierfache Erhéhung der
Km-Werte fir die Bindung von GMP in alen drei Mutanten im Vergleich zu jener der Bindung
von ATP nur moderat ausfallt, so scheint dies kein Einzelfall in NMPkinasen zu sein. Auch in
den Adenylatkinasen aus E. coli und dem Hihnermuskel sowie den Cytidylat-/Uridylatkinasen
aus E. coli- und Arabidopsis hatten Mutationen des P-Loops verringerte Affinitéten fur das
Substrat NMP zur Folge (Reinstein et al., 1990; Byeon et al., 1995; Bucurenci et al., 1996;
Zhou und Thornburg, 1998).

Wahrend die funktionellen Reste der GMP-Bindungsregion anhand der Kristallstruktur der
GUK1 in Komplex mit GMP identifiziert sind, liegen bisher erst wenig Daten zur funktionellen
Signifikanz bestimmter Reste der ATP-Bindungsregion von Guanylatkinasen vor. Um en
moglichst vollsténdiges Bild der Auswirkung von Punktmutationen des P-Loops zu erhalten,
wurde neben den beiden zuvor untersuchten natlrlichen Mutanten auch der kritische Lysinrest

an Position 15 der GUK 1-Sequenz mutiert. Das konservierte Lysin des P-Loops ist eine der am
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eingehendsten untersuchten Aminosauren ATP- und GTP-bindender Proteine (Reinstein et al.,
1990; Tian et al., 1990; Byeon et al., 1995; Sigal et al., 1986). Es bindet direkt an die
Phosphatgruppe von ATP und GTP und spielt eine entscheidende Rolle in der Katalyse von
Kinasen. Wahrend der Phosphortransferreaktion von Adenylatkinasen sowie Uridylatkinasen
interagiert das invariante Lysin des P-Loops zusammen mit den katalytischen Argininen der
LID-Region (s.0.) sowie dem Mg**-lon mit der Ubertragenen Phosphorylgruppe und stabilisiert
dadurch den Ubergangszustand (Byeon et al., 1995; Schlichting und Reinstein, 1997; Yan und
Tsai, 1999). In Analogie zur Kristallstruktur von AK3 im Komplex mit AMP (Diederichs und
Schulz, 1991) interagiert das P-Loop-Lysin im GUK1-GMP-Komplex Uber eine Salzbriicke mit
Asp98 (Asp88 in AK3). Das Asp98 (Asp93 in AK1) bindet Uber eine elektrostatische
Interaktion das katalytische Mg**-lon, welches fir die korrekte Positionierung des
Phosphatgruppen-Donors und -Akzeptors in der Adenylatkinase wahrend der Katalyse
verantwortlichist (Yan und Tsai, 1991; Byeon et al., 1995).

Zur Untersuchung der funktionellen Rolle des Lysinrestes in Guanylatkinasen wurde in die
GUK1-Sequenz die K15R-Mutation durch Mutagenese eingefuihrt. In Analogie zu den bra3-
Mutanten lief3 sich auch die K15R-Mutante in E. coli Uberexprimieren und aufreinigen. Die
konservative Substitution des P-Loop-Lysins gegen ein Arginin hatte einen dramatischen Abfall
der enzymatischen Aktivitdt zur Folge. Die spezifische Aktivitét fiel auf 0,03% der Wild-Typ-
Aktivtitdt. Dartberhinaus zeigte die Mutante eine im Vergleich zum Wild-Typ um den Faktor 8
verringerte Affinitdt zum Substrat ATP. Vergleicht man die Spezifitétskonstante Kea/Kmatp)
aler vier GUK 1-Mutanten miteinander, so weicht jene der K15R-Mutante um den Faktor 10*
vom Wild-Typ und um den Faktor 10 von den bra3-Mutanten ab. Von den vier mutierten
Resten besitzt demnach das Lysin des P-Loops im Vergleich zu P10, G12 und R132 die mit
Abstand wichtigste Funktion in der Katalyse. Im Gegensatz zu der katalytischen Effizienz
weicht der Kyatp-Wert der K15R-Mutante nicht signifikant von jenen der P10L und R132K-
Mutanten ab. Der drastische Abfall der Guanylatkinase-Aktivitdt der K15R-Mutante kann
folglich nur zum Tell mit einer verringerten Affinitét fur das Substrat ATP erklart werden. Da
in der K15R-Mutante die Anzahl an positiven Ladungen, welche die negative Ladung der
Phosphorylgruppe im Ubergangszustand neutralisieren weiterhin konstant bleibt, berunht der
drastische Abfall der Guanylatkinase-Aktivitdt vermutlich weniger auf der Instabilitét des
Ubergangszustandes, sondern eher auf signifikanten sterischen Veranderungen der ATP-
Bindungsregion hervorgerufen durch die im Vergleich zum Lysin verlangerte Arginin-
Seitenkette. Es ist auch denkbar, dal3 in der K15R-Mutante die Interaktion mit Asp98
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unterbrochen ist, was negative Auswirkungen auf die korrekte Positionierung der beiden
Substrate wahrend der Katalyse haben sollte. Die hier getroffenen Aussagen miissen an weiteren
Kristallstrukturen der Guanylatkinase, insbesondere im Komplex mit ATP und Substratanal oga
Uberprift werden. Sie konzentrieren sich im wesentlichen auf vergleichbaren Mutagenese-
Studien sowie Struktur-Funktionsuntersuchungen an Adenylatkinasen und Uridylat-
/Cytidylatkinasen (Reinstein et al., 1990; Zhou und Thornburg, 1998; Scheffzek et al., 1996;
Schlichting und Reinstein, 1997; Byeon et al., 1995). Die Mutation des konservierten P-Loop-
Lysinsin der E. coli-Adenylatkinase gegen ein Glutamin (K13Q) hatte einen drastischen Abfall
der spezifischen Aktivitdt um den Faktor 10* zur Folge, welcher ebenfalls auf einer lokalen
Konformationséanderung der ATP-Bindungsregion des Enzyms und der daraus folgenden
erniedrigten Affinitdt fur das Substrat ATP zurlckzufihren war (Reinstein et al., 1990). Durch
Mutation des P-Loop-Lysins gegen ein Arginin (K21R) in der Adenylatkinase aus dem
Huhnermuskel wurde ferner mit NMR-Studien gezeigt, dal3 der Abfall der katalytischen
Effizienz (kea/Km) UM den Faktor 10° im Vergleich zum Wild-Typ auf einer strukturellen
Veradnderung des P-Loops und der daraus folgenden Aufhebung wichtiger Interaktionen der
katalytischen Aminosauren mit den Substraten und dem Mg?*-lon beruhte (Byeon et al., 1995).
Die Ubereinstimmung mit den Ergebnissen kinetischer Untersuchungen an Mutanten der
Adenylatkinase deuten daraufhin, dal3 das konservierte Lysin des P-Loops in Guanylatkinasen
eine dhnlich entscheidende Rolle im Katalysemechanismus spielt. Im Vergleich zur K27R-
Mutante der Uridylat-/Cytidylatkinase aus Arabidopsis, welche noch 50% der Wild-Typ-
Aktivitdt besal’ (Zhou und Thornburg, 1998), ist der Austausch des invarianten P-Loop-Lysins
in der Hefe-Guanylatkinase in Ubereinstimmung zu den Adenylatkinasen alerdings ungleich
dramatischer.

Zur Unterscheidung von strukturellen und funktionellen Rolle der mutierten Aminosduren in
der Guanylatkinase sind weitere spektroskopische, aber auch thermodynamische

Untersuchungen zur Stabilitdt der Mutanten notwendig.

5.4  Sauger-Guanylatkinasen

Aufgrund ihrer essentiellen Funktion im Nukleotid-Stoffwechsels ist die Guanylatkinase
aufgrund der Fahigkeit zur Aktivierung von Nukleosid-Analoga ein Zielenzym der Behandlung
viraler Infektionen. Durch Arbeiten unserer Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit A. Lavie
(University of Illinois at Chicago, USA) an der Thymidylatkinase wurde kirzlich gezeigt, dai3
die ineffiziente Phosphorylierung des Nukleosid-Analogs 3"-Azido-3"-Desoxythymidin (AZT)-
Monophosphats (AZT-MP), eines haufig in der HIV-Therapie eingesetzten Medikaments, durch
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Mutagenese von wenigen katalytisch entscheidenden Aminosauren deutlich erhoht werden kann
(Lavie et al., 1997; Brundiers et al., 1999). In Anaogie zur Thymidylatkinase ist eines unserer
Zidle die Kristallstruktur der therapeutisch relevanten Guanylatkinasen von Saugern
aufzuklaren; sie ist wie zuvor am Beispiel der Thymidylatkinase geschildert ein wertvolles
Hilfsmittel zur Konstruktion elnes Enzyms mit erhdhter Umsatzrate von Guanosin-Analoga.

In dieser Arbeit wurden die beiden Sauger-Guanylatkinasen der Maus (MGUK) und des
Menschen (hGUK) naher biochemisch und kinetisch charakterisiert. Die Guanylatkinasen der
Maus und des Menschen besitzen eine 52 — 54%ige Ubereinstimmung zur Aminosauresequenz
der Hefe-Guanylatkinase (GUK1). Sauger- und Hefe-Guanylatkinasen besitzen den hdchsten
Grad an Sequenzidentitét in den Substratbindungsregionen, wahrend jene Sequenzen, welche
im Kristallstrukturkomplex GUK1.GMP in der Peripherie vorliegen stark voneinander
abweichen. Dies deutet auf einen Ubereinstimmenden strukturellen Aufbau von Mensch-, Maus-
und Hefe-Guanylatkinase hin. Wahrend bisherige Versuche zur Isolierung von rekombinanter
Sauger-Guanylatkinase in hoher Homogenitét wenig erfolgreich waren (Brady et al., 1996),
gelang es durch Verwendung des GST-Expressionsystems erstmalig beide Sauger-
Guanylatkinasen in grofen Mengen von mehr as 120 mg aus einem Liter E. coli-Kultur in
l6slicher und aktiver Form mit einer Homogenitét von mehr as 95% aufzureinigen. Die
spezifischen Aktivitdten beider Sauger-Guanylatkinasen waren in Etwa gleich grof3 und
entsprachen 50% der spezifische Aktivitdt der Hefe-GUK 1. Die Michaelis-Menten-K onstanten
(Km) beider Enzyme fur die Substrate ATP und GMP waren ebenfalls anndhernd identisch und
im Vergleich zur GUK1 zweifach erhdht. Als Konsequenz einer verringerten Umsatzrate und
einer erhdhten Substrat-Affinitdt waren die Spezifitétskonstanten kea/Kmate) und Kea/Kuemp
beider Sauger-Guanylatkinasen anndhernd identisch zu jenen der Hefe-GUK 1. Die Substrat-
Affinitdten der beiden rekombinanten Sauger-Enzyme wichen nicht signifikant von den
Kinetischen Parametern von aus Sauger-Gewebe aufgereinigten Enzymen ab (Agarwal et al.,
1978). Die Ky-Werte fur das Substrat GMP von aus der Ratten-Leber und menschlichen
Erythrozyten aufgereinigter Guanylatkinasen lagen mit Werten von 10 und 18 uM im Bereich
jener der rekombinanten Sauger-Enzyme lag. Aus dieser weitestgehenden Ubereinstimmung der
kinetischen Parameter kann geschlossen werden, dal3 beide Sauger-Enzyme nach heterologer

Uberexpression in E. coli in ihrerer enzymatisch aktiven Tertiarstruktur vorlagen.
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5.5 Guanylatkinasen der Pflanze

Die kurzlich in Arabidopsis identifizierten Guanylatkinase-sozyme AGUK1 und AGUK?2 sind
die ersten Guanylatkinasen einer Pflanzen, welche bisher beschrieben wurden. AGUK1 und
AGUK2 zeigen aufféllige strukturelle Unterschiede zu den bisher bekannten echten
Guanylatkinasen. Mit einem Molekulargewicht von 42,7 bzw. 42,5 kDa sind sie ungeféhr
doppelt so grofd wie Guanylatkinasen aus E. coli (Gentry et al., 1993), der Hefe (Konrad, 1992)
und Saugern (Brady et al., 1996). Im Gegensatz zu allen bisher bekannten Guanylatkinasen
besitzen beide pflanzlichen Isozyme N- und C-terminale Verlangerungen, welche die zentrale
GUK-Doméne (52 — 54%ige Sequenzidentitét zu Sauger-Guanylatkinasen) umgeben. Diese N-
und C-terminalen Sequenzen der AGUK1 sind mit einer Lange von 138- und 65 Aminosauren
ungleich langer als die aus den E. coli- und Sauger-Guanylatkinasen bekannten C-terminalen
Verlangerungen. Obwohl das Vorhandensein N- und C-terminaler Verlangerungen ein typisches
Merkmal von pflanzlichen Enzymen, u.a. der NDK und ATP-Sulfurylase zu sein scheint
(Zimmermann et al., 1999; Logan et al., 1996), ist die biologische Funktion dieser Sequenzen
in den genannten Enzymen bisher ungekl&rt.

Durch Komplementationsanalyse in der Hefe wurde gezeigt, dal die zentrale GK-Doméne aus
AGUK1 den Funktionsverlust der GUK1 komplementieren konnte. Zur Bestimmung der
enzymatischen Aktivitdt der GUK-Domane von AGUK 1 sowie ferner zur Uberpriifung eines
moglichen regulatorischen Einflul3 der N- und C-terminalen Verlangerungen auf die
enzymatische Aktivitdt der zentralen GUK-Doméne wurde versucht die zentrale GUK-Domane
sowie das gesamte Protein rekombinant aus E. coli aufzureinigen. Im Gegensatz zu der GUK-
Doméne aus AGUK1l war das vollstandige Protein AGUK1 unter den gleichen
Expressionsbedingungen as GST-Fusionsproteine unldslich. Erst durch Expression als MBP-
Fusionsprotein war es méglich AGUK1 aus E. coli aufzureinigen. Die N- und C-terminalen
Sequenzen schienen demnach die Loslichkeit der zentralen enzymatischen Doméne negativ zu
beeinflussen.

Die zentrale GUK-Domane zeigte in dem Aktivitats-Assay die hochste spezifische Aktivitat mit
den Substratpaaren ATP/IGMP und ATP/(d)GMP. Diese war im Vergleich zu den weiteren
getesten Substratpaaren um den Faktor 1000 erhéht. Die zentrale GUK 1-Doméne aus AGUK1
besal3 folglich die typische Substratspezifitéat einer Guanylatkinase. Unerwarteterweise war sie
jedoch 50- bzw. 100fach weniger aktiv als die Guanylatkinasen von Saugern und der Hefe. Die
Michaelis-Menten-Konstanten (Ky) fur die Substrate ATP und GMP waren im Vergleich zur
Guanylatkinase der Hefe um den Faktor 3 (ATP) bzw. 8 (GMP) deutlich erniedrigt. Aus der
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deutlich schwécheren enzymatischen Aktivitét und den erhéhten Affinitéten fir beide Substrate
ergaben sich die Spezifitétskonstanten kcat/Kwate und kcat/Kyeme), Welche um den Faktor 9
bzw. 4 kleiner as jene der Hefe-GUK 1 waren. Die spezifische Aktivitét der gesamten AGUK1
wich nicht signifikant von jener der zentralen GUK-Doméne ab, sodald ein hypothetischer
regulatorischer Einflu® der N- und C-terminalen Doméne auf die enzymatische Aktivitat der
zentralen GUK-Domane ausgeschlossen werden konnte. Die Funktion der N- und C-terminalen
Domaénen in AGUK1 ist bisher nicht geklart. In Analogie zur kurzen C-terminalen Sequenz der
Guanylatkinase aus E. coli ist es denkbar, dal3 auch die zusétzlichen Sequenzen von AGUK1
die Oligomerisation des Proteins induzieren oder verantwortlich fir eine mégliche kooperative
Substratbindung sind, welche in der zentralen GUK 1-Domaéne nicht beobachtet wurde.

5.5.1 Die Arabidopsis-Guanylatkinase als evolutionadres Bindeglied zwischen

aktiven Guanylatkinasen und inaktiven MAGUK-Proteinen

Die sehr geringe spezifische Guanylatkinase-Aktivitéat sowohl des gesamten Proteins AGUK 1,
als auch der GUK-Domaéne erscheint auf den ersten Blick tberraschend. Aufgrund der hohen
Aminosauresequenz-ldentitét mit Sduger-Guanylatkinasen und strenger Konservierung der fur
die Substratbindung und Katalyse essentiellen Reste, war zunéachst eine hthere spezifische
Aktivitét erwartet worden. Da die die zentrale GUK-Doméne der AGUKL in E. coli sehr gut
|6slich war, kann die schwache enzymatische Aktivitat nur schwer mit einer moglichen falschen
Faltung der Tertidrstruktur des Enzyms erklart werden. Der Grund fir die schwache Aktivitét ist
deshalb vermutlich weniger in der Strategie der Aufreinigung, sondern vielmehr in der Struktur
des Proteins an sich zu suchen. Die Situation der AGUK steht in Analogie zur menschlichen
Thymidylatkinase (TMPK). Die menschliche TMPK ist in vitro 50fach weniger aktiv as die
TMPKsvon S cerevisiae und E. coli (Brundiers et al., 1999, Lavie et al., 1997b; Lavie et al.,
1998). Es wurde deshalb vermutet, dal? in der Zelle ein Cofaktor existiert, welcher mit der
menschlichen TMPK interagiert und das Enzym durch strukturelle Veranderung in den
katalytisch kompetetenten Zustand Uberfiihrt (Ostermann et al., 2000). Dieser Cofaktor kdnnte
in der AGUK Calmodulin sein. Der N-Terminus besitzt eine 46%ige Sequenz-Ahnlichkeit zu
einem moglichen Calmodulin (CaM)-bindenden Protein (NCBI Zugangs-Nummer 2980766).
Camodulin ist ein Ca?*-bindendes Protein und sowohl in Saugern, als auch in Pflanzen an der
Modulierung zellulérer Signal-Transduktions-Prozesse beteiligt (Snedden und Fromm, 1998).
Pflanzen besitzen eine hohe Anzahl an CaM-bindenden und CaM-regulierten Proteinen. Eine
zur Bindung von Camodulin charakteristisches Konsensussequenz konnte bisher noch nicht
identifiziert werden. Es ist nur bekannt, dal3 Caimodulin mit sehr hoher Affinitét an Regionen

152



Diskussion

mit einer Lénge von 17 his 25 Aminosduren, welche eine amphipatische o-helicale
Sekundarstruktur ausbilden, bindet (Crivici et al., 1995; Rhoads und Friedberg, 1997). In der
Pflanze sind bisher einige Enzyme bekannt, deren Aktivité durch Calmodulin in Gegenwart
von Ca?* reguliert wird. So wird beispielsweise die spezifische Aktivtitat der NAD-Kinase
durch Ca®*/CaM moduliert und auch die Aktivitat von rekombinanter Glutamat-Decarboxylase
konnte annahernd um das 100fache in Gegenwart von Ca®* und CaM stimuliert werden (Lee et
al., 1997; Baum et al., 1996).

Zur Uberprifung eines hypothetischen regulatorischen Einflusses von Calmodulin wurde die
spezifische Aktivitdt von AGUK1 in Gegenwart verschiedener millimolarer (1-5 mM)
Konzentrationen an Calcium und mikromolarer (1-5 uM) Konzentrationen an Calmodulin (aus
Spinat) bestimmt. Eine signifikante Erh6hung der spezifischen Guanylatkinase-Aktivtét von
AGUK1 in Abhangigkeit von Ca®*/CaM wurde unter den gewahlten Bedingungen (pH 7,5,
25°C) jedoch nicht beobachtet. Das negative Ergebnis mul3 einen méglichen modulierenden
Einfluf3 von Calmodulin auf die Aktivitét der AGUK1 dennoch nicht ausschlief3en. Dazu mufite
zundchst geklart werden, ob das aus der Spinat-Pflanze isolierte artfremde Calmodulin
Uberhaupt an die N-terminale Sequenz der AGUK 1 binden kann. Dartiberhinaus besitzen gerade
Pflanzen besitzen eine grof3e Vielfalt an Camodulin- und Calmodulin-dhnlichen Proteinen
(Sneddon und Fromm, 1998).

Sollte sich die Fahigkeit zur Bindung von Calmodulin bewahrheiten so lief3e sich daraus eine
Verwandtschaft der vollstdndigen AGUKSs zu Mitgliedern der Familie Membran-assoziierter
Guanylatkinasen (MAGUKS) ableiten (siehe 1.2). In vorangegangenen Studien wurde gezeigt,
dai’ die C-terminal e Guanylatkinase-ahnliche Doméne, welche enzymatisch nicht mehr aktiv ist
(Kuhlendahl et al., 1998) in MAGUK-Proteinen eine neuartige strukturelle Rolle als Protein-
Bindungsdomane besitzt (siehe 1.3.2.3). Dartiberhinaus besitzt auch die N-terminale Doméne
von Mitgliedern der Lin2-8hnlichen MAGUK-Subfamilie eine hohe Sequenzahnlichkeit zur
Ca’*/CaM-abhangigen Proteinkinase 1l (CaMKII; Hoskins et al., 1995; Hata et al., 1996).
Ebenso wie die C-terminale GK-Doméne ist auch die N-terminale CaMKI1I-Doméne katal ytisch
nicht aktiv, besitzt allerdings noch die Fahigkeit zur Bindung von Calmodulin. Der Aufbau der
Arabidopsis-Guanylatkinasen aus multiplen Doménen &hnelt jenem der Lin2-dhnlichen
MAGUK-Proteine und koénnte ebenfals auf eine strukturelle Rolle der pflanzlichen
Guanylatkinasen dhnlich jener von MAGUK-Proteinen as Gertstproteine hindeuten. Sollte sich
dies bestdtigen konnten die pflanzlichen Guanylatkinasen as evolutiondres Bindeglied

zwischen den kleinen, enzymatisch aktiven Guanylatkinasen und den grof3en, Multidomanen
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MAGUK-Proteinen, welche ihre Guanylatkinase-Aktivitét verloren haben, eingeordnet werden.
Zum gegenwaértigen Stand der Forschung kann Uber eine neuartige Funktion der enzymatisch
aktiven Pflanzen-Guanylatkinasen nur spekuliert werden. Auffalige strukturelle und kinetische

Besonderheiten deuten diese neuartige Funktion jedoch zumindest an.

5.6  Funktionelle Charakterisierung der GK-Domé&ne von SAP97
und hCASK

5.6.1 Invitro-Analyse zum Nachweis von Guanylatkinase-Aktivitat

Die Membran-assoziierten Guanylatkinasen (MAGUKs) SAP97 und hCASK sind
Multidoménen Proteine mit einer 33 bis 37%igen Sequenzidentitét in der C-terminalen Doméane
(GK-Domaéne) zur Guanylatkinase aus S. cerevisiae. Im Gegensatz zu den intensiv untersuchten
PDZ-Doménen ist die physiologische Rolle der GK-Doménen von Membran-assoziierten
Guanylatkinasen bisher noch weitestgehend ungeklart. Erste Hinweise auf eine physiologische
Funktion der GK-Domaéne lieferten genetische Studien an dem Tumorsuppressor-Genprodukt
Dlg aus Drosophila. Das Protein wurde in den septate junctions der epithelialen Zellen der
Imaginalscheiben von Drosophila-Larven lokalisiert. Woods und Bryant identifizierten

verschiedene mutierte Allele der GUK-Doméane von Dlg. Die Phanotypen dig”®

und dig®, mit
partiellen internen sowie C-terminalen Deletionen der GK-Doméane, waren durch Wucherungen
der Epithelien sowie undifferenzierte neuromuskulére Verbindungen gekennzeichnet. Der
vollstandige Funktionsverlust von DIg in der genetischen Nullmutante dig™? fihrte zur
Ausbildung massiven Tumorgewebes an den Imaginal scheiben, welche den Tod der Larve zur
Folge hatte. Aus diesen Beobachtungen wurde geschlossen, dal? dig eine wichtige Rolle in der
Regulation der Proliferationskontrolle in den Epithel-Zellen der Imaginalscheiben spielt
(Woods und Bryant, 1991; Woods et al., 1996). Basierend auf der Annahme, dal3 dig fur eine
katalytisch aktive Guanylatkinase codiert, wurde von Woods und Bryant (1991) ein Modell zur
Wirkungsweise von DIlg vorgeschlagen. Grundlage ihrer Hypothese war, dal3 die
morphologischen Verdanderungen der septate junctions auf einem Guanosinnukleotid-
vermittelten Signal-Transduktions-Weg beruhen. Da die Guanylatkinase ein essentielles Enzym
des cGMP-Zyklus (Hall und Kihn, 1986) ist, konnte es folglich einen regulatorischen Einflul3
auf die Synthese von GTP haben und auf diese Weise durch Veranderung des GTP/GDP-
Verhdltnisses auch die Aktivitdt von GTP-bindenden Proteinen (G-Proteinen) regulieren
(Bourne et al., 1990).
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Da sowohl in hCASK als auch in SAP97 anndhernd alle Aminosauren konserviert sind, welche
nach der Struktur der Hefe-Guanylatkinase zur Bindung von Mg?* und GMP notwendig sind,
(Mller et al., 1995; Stehle und Schulz, 1992) lag die Annahme nahe, dals hCASK und SAP97
eine von der GMP-Bindung abhéngige Funktion bei der Bildung von multimolekularen
Komplexen an Zell-Zell-K ontaktstellen besitzen. Allerdings weisen beide MAGUK-Proteine im
Vergleich zur Guanylatkinase aufféllige strukturelle Unterschiede im charakteristischen ATP-
Bindungsmotiv der GUK 1, welches den P-Loop zur Bindung der B- und y-Phosphatreste bildet
auf. Das charakteristische ATP-Bindungsmotiv ist in der GK-Domane von SAP97 partiell
deletiert und hCASK besitzt anstelle des katalytischen Lysins ein Arginin. Wie bereits zuvor
gezeigt (siehe Tab. 4.1), kann die katalytische Funktion des P-Loop-Lysins in der Hefe-
Guanylatkinase (GUK1) nicht durch ein Arginin ersetzt werden. Aufgrund des Fehlens sowonhl
fur die Bindung von ATP, as auch die katalytische Ubertragung des y-Phosphatrestes
essentiellen Aminosduren, musste eine Funktion von SAP97 bzw. hCASK as enzymatisch
aktive Guanylatkinase in Frage gestellt werden. Diese Vermutung wurde durch formae
Uberpriifung der beiden einzelnen GK-Doménen auf Guanylatkinase-Aktivitat bestétigt. Weder
als GST-Fusionsprotein aufgereinigtes SAP97-GK noch hCASK-GK zeigten eine Uber dem
Hintergrund des enzymatischen Assays liegende Guanylatkinase-Aktivitét. Dariberhinaus
waren beide Proteine nicht in der Lage den Funktionsverlust von GUK1 in einer haploiden
Hefemutante zu komplementieren. Diese Ergebnisse vervollstdndigen die Daten einer friheren
Arbeit unserer Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit C.C. Garner (University of Alabama at
Birmingham, USA) zur funktionellen Untersuchung von SAP97 (Kuhlendahl et al., 1998) und
zeigen, dal3 die Tumorentwicklung in den Drosophila-Mutanten nicht die Folge einer fehlenden
Guanylatkinase-Aktivitét der C-terminaen Doméane war.

Bisher wurde einzig in rekombinant aus E. coli aufgereinigtem GST-p55 von einer schwachen
Guanylatkinase-Aktivitét berichtet, welche um den Faktor 190 niedriger als jene von Sauger-
Guanylatkinasen war (Marfatia und Chisti, 1995). Da allerdings auch in der Sequenz von p55
das invariante Lysin des P-Loops fehlt, mul3 dieses Ergebnis aufgrund der hier gewonnen
Erkenntnisse in Frage gestellt werden. Die Identifikation diverser Bindungspartner der GK-
Domanen von DIg-dhnlichen MAGUK-Proteinen, wie z.B. GKAP/SAPAPs, deutet vielmehr
auf eine eher strukturelle Rolle dieser Domane dhnlich jener von PDZ-Doménen hin. Die
inaktive GK-Doméne konnte im Laufe der Evolution aus der aktiven Guanylatkinase
hervorgegangen sein, wobei fir ihre gegenwaértige Funktion in MAGUK-Proteinen vermutlich

nur noch das dreidimensionale Grundgerst des ehemals aktiven Enzyms von Nutzen ist.
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5.6.2 Rekonstruktion der Guanylatkinase-Aktivitat in SAP97-GK

In elnem welteren Schritt sollte zunachst geklart werden, ob ein einfacher Austausch jener
Reste, welche offensichtlich an der Substrat-Bindung in der Guanylatkinase involviert sind, in
der GK-Domane jedoch Fehlen ausreichend ist, um die inaktive GK-Domane wieder in ein
aktives Enzym zu Uberfihren. Eine Rekonstruktion der Guanylatkinase-Aktivitat in SAP97-GK
durch die Substitution einiger signifikanter Reste ist aus zwei Grinden aufschlufdreich. Zum
einen wirde sie die Hypothese einer Ubereinstimmenden globalen Struktur und somit einer
nahen Verwandtschaft der GK-Doméne zu den authentischen Guanylatkinasen bestétigen und
zweitens lieffen sich auf diesem, im Vergleich zu Mutagenese-Studien an dem aktiven Enzym,
umgekehrten Weg wichtige Informationen tber die funktionelle Signifikanz der mutierten Reste
gewinnen.

Nach Vorlage der Hefe-Guanylatkinase wurde zunéchst das P-Loop-Motiv in SAP97-GK und
danach die aus dem GUK1-GMP-Kristallkomplex identifizierten Aminosauren der GMP-
Bindungsregion durch Mutagenese in SAP97-GK rekonstruiert. Weder die beiden Mutanten
SAP97-GK (P-Loop), mit vollsténdigem ATP-Bindungsmotiv und SAP97-GK (P-Loop, ST), mit
vollstandigem P-Loop und den in allen Guanylatkinasen konservierten katalytischen Resten
Serl5 und Thrl6 der Hefe-GUK1 (korrespondieren mit Asp735 und Arg736 in SAP97) noch
die Mutanten SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D), mit Austausch des im GUK1-GMP-Komplex
mit dem Guaninring interagierenden Aspl00 (korrespondiert mit Ser818 in SAP97) und
SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S, S100D), mit vollstandiger Rekonstruktion aler an der
Substratbindung in der Hefe-GUK 1 beteiligten Reste, zeigten im Enzym-Assay eine Uber dem
Hintergrund liegende Guanylatkinase-Aktivitét (siehe Tab. 4.6). Im Gegensatz zu den P-Loop-
Mutanten waren die beiden Mutanten der GMP-Bindungsregion unter nativen Bedingungen
nach Expression als GST-Fusionsprotein in E. coli unléslich, sodald zu ihrer Isolierung eine
Denaturierungs-Renaturierungs-Strategie angewendet werden mufdte. Die Wahl eines solchen
Verfahrens zur Aufreinigung von Proteinen birgt das Problem in sich, da3 denaturierte
Polypeptidketten sich nicht unbedingt in ihre native Tertidrstruktur zurtickfalten. Die Ursache
fur die Inaktivitdt von SAP97-GK(P-Loop, ST, S100D) und SAP97-GK(P-Loop, ST, P34S,
S100D) im in vitro-Assay konnte folglich darin liegen, dal3 beide Mutanten nicht in ihrer
enzymatisch kompetenten Konformation vorlagen. Aus diesem Grund wurde die Mutante
SAP97-GK (P-Loop, ST, P34S, S100D) auch auf die Fahigkeit zur Komplementation des
rezessiv letalen Phéanotyps einer GUK 1-defizienten haploiden Hefemutante Uberprift. Sie war

jedoch nicht in der Lage den Verlust der GUK1 zu supprimieren. In einem abschlief3enden
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Schritt wurde eine Chiméare aus dem N-terminalen (Aminosauren 1 bis 37), den P-Loop
umfassenden Teil der GUK1 und dem C-terminalen Teil (Aminosduren 38 bis 183) von SAP97-
GK (P-Loop, ST, S100D) hergestellt. Die Chimére GU97C besal’ eine Ubereinstimmung in der
Aminosdure-Sequenz  von 46% zur HefeeGUK1. Dennoch zeigte sie die gleichen
biochemischen und kinetischen Eigenschaften wie die beiden SAP97-GK-Mutanten der GMP-
Bindungsregion. Weder war sie unter nativen Bedingungen |6slich noch war das denaturierte
und renaturierte Protein enzymatisch aktiv; auch konnte sie den letalen Phanotyp der GUK1-
defizienten Hefemutante nicht supprimieren.

Wenngleich die Mutagenese-Experimente zur Rekonstruktion einer aktiven Guanylatkinase aus
der inaktiven GK-Doméne von SAP97 nicht erfolgreich waren, so lassen sich aus ihnen
dennoch wichtige Ruickschliisse ziehen. Eine einfache Rekonstruktion aller aus der Hefe-GUK 1
bekannten an der Substratbindung und Katalyse beteiligten Aminosduren ist demnach nicht
ausreichend, um SAP97-GK in eine aktive Guanylatkinase zu Uberfuhren. Wenngleich in der
Chimére GU97C ale an der Substratbindung und der Katalyse der aktiven Hefe-GUK1
beteiligten essentiellen Aminosauren vorliegen, so mul3 dies nicht bedeuten, dal3 diese auch in
der dreidimensionalen Struktur korrekt zum Substrat positioniert sind. Wie der
Sequenzvergleich mit der GUK 1 beispielsweise zeigt (siehe Abb. 1.7), besitzt die GK-Doméne
von SAP97 zwar zwei Arginine in der LID-Region (Arg132 und Argl39), diese sind jedoch im
Vergleich zu den essentiellen katalytischen Argl36 und Argl47 der GUK1 nadher zueinander
angeordnet. Die Mutation der katalytischen Arginine der LID-Region in der Uridylatkinase
fuhrt zum vollstandigen Verlust der enzymatischen Aktivitét (Schlichting und Reinstein, 1997).
Dariiberhinaus deutet insbesondere die aulRerst geringe Sequenz-ldentitét von unter 20% in den
C-terminalen 80 Aminosduren von SAP97-GK und GUK1 (Zum Vergleich: Sauger-
Guanylatkinasen besitzen eine Uber 50%ige Sequenz-ldentitét zur GUK1 in dem gleichen
Bereich) an, dai3 die Tertidrstruktur der GK-Doméane wahrscheinlich doch in grofierem Mal3e
von der dreidimensionalen Struktur der Guanylatkinase abweicht. Diese strukturelle
Abweichung ist vermutlich nicht durch den Austausch einzelner C-terminaler Aminosauren zu

kompensieren.

5.7  Nukleotidbindungs-Eigenschaften von SAP97-GK

Die GK-Doménen der beiden MAGUK-Proteine SAP97 und hCASK sind katalytisch nicht
aktiv. Aufgrund des hohen Konservierungsgrades von Aminosauren, welche in der
Kristallstruktur der Hefe-GUK1 mit GMP interagieren (Stehle und Schulz, 1992), lag die
Vermutung nahe, da3 die GK-Doménen zumindest die Fahigkeit zur Bindung von
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Guanosinnukleotide nicht  verloren hatten. Zur Untersuchung der  Nukleotid-
Bindungseigenschaften der GK-Doméane von SAP97 wurde neben klassischen biochemischen
Bindungs-Assays die neue Methode der Nano-Elektrospray-Massenspektrometrie (Nano-
ESMS) eingesetzt. Bereits in einer friheren Studie unserer Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit
mit H. Prinz (MPI fir molekulare Physiologie, Dortmund) konnte am Beispiel der
Guanylatkinase und der GTPase p21'*
Nukleotidbindung an Proteine geeignet ist (Prinz et al., 1999; siehe Punkt 4.1.3.3). Mit Hilfe

gezeigt werden, dal3 die Methode zur Untersuchung der

der Nano-ESMS konnten SAP97-GK-Nukleotid-Komplexe in wassriger Losung identifiziert
werden. Im einzelnen war eine Bindung der Purin-Nukleotide GMP, cGMP, GDP, ADP, ATP
und GTP an SAP97-GK zu beobachten. Im Gegensatz dazu war keine Bindung von AMP bzw.
CAMP nach Zugabe in dquimolaren Konzentration an SAP97-GK nachweisbar. Dariberhinaus
konnte auch eindeutig zwischen der unspezifischen Bindung von UTP im Vergleich zu ATP
und GTP unterschieden werden. Mit Ausnahme der Bindung von cGMP &hneln die
Bindungseigenschaften der GK-Doméne jener von aktiven Guanylatkinasen (Prinz et al., 1999).
Aufgrund der strukturellen Besonderheiten der GK-Domane Uberrascht die Bindung an ein
derart breites Spektrum von Nukleotiden. Wenngleich die Bindung von GMP und auch GDP
aufgrund der konservierten GMP-Bindungsregion von SAP97-GK nachvollzogen werden
konnte, so war eine Interaktion von SAP97-GK mit ATP aufgrund der partiellen Deletion des P-
Loops zunéachst nicht erwartet worden. Das Fehlen essentieller Reste der ATP-Bindungsregion
lakt auf eine veranderte Faltungstopologie des P-Loops schlief3en. Insofern muf3 davon
ausgegangen werden, dal3 ATP im Vergleich zur Guanylatkinase in anderer Weise und
vermutlich mit einer verringerten Affinitét an die GK-Domane bindet.

In dlen Félen konnten neben den erwarteten SAP97-GK-Nukleotid-Komplex-Peaks
zusétzliche der Bindung von SO, -lonen entsprechende Peaks im jeweiligen Massenspektrum
identifiziert werden. Die Bindung von SO4%-lonen ist ein charakteristisches Merkmal
Nukleotid-bindender Proteine. Beispielsweise wurden in den Kristallstrukturen von Hefe-
Guanylatkinase und p21™ gebundene SO,*-lonen identifiziert, welche in der positiv geladenen
ATP-Bindungstasche (gebildet unter anderem aus Resten des P-Loops und den katalytischen
Argininen der LID-Region) lokalisiert waren und dort vermutlich zur Stabilitdt der Nukleotid-
frelen Konformation des Proteins beitragen (Stehle und Schulz, 1992; Scheffzek et al., 1999).
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der friiheren Studie an der Guanylatkinase und p21'®
(Prinz et a., 1999) war auch in SAP97-GK eine gemeinsame und keine konkurrierende

Interaktion von Purin-Nukleotiden und SO4*-lonen zu beobachten. Die Identifizierung von
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gebundenen SO,%-lonen an SAPI7-GK ist ein weiteres Hinweis dafirr, daR die bisher in den
Kristallstrukturen bekannter ATP- oder GTP-bindender Proteine identifizierte positiv geladene
Substrat-Bindungstasche (das sog. giant anion hole in Adenylat- und Guanylatkinasen; Stehle
und Schulz, 1992) in @nlicher Konformation auch in der GK-Doméne von SAP97 konserviert

sein mufi.

5.7.1 Selektivitat der GK-Domane

Aus den bisher vorliegenden Bindungsdaten kann keine ausgepragte Nukleotid-Selektivitét der
GK-Doméne abgeleitet werden. Nichtsdestotrotz deutet die Bindung aller getesteten Guanylate
(GMP, cGMP, GDP und GTP) zumindest auf eine vorherrschende Selektivitdt zum Guaninring
hin. Dartberhinaus |43 die Bindung von SAP97-GK an ADP und ATP, nicht jedoch AMP und
cAMP, auf eine zusétzliche Affinitét fur die negativ geladene Polyphosphatkette von Purin-
Nukleotiden schlief3en. In der Tat deutet die zunehmende Intensitét der Komplex-Peaks in der
Reihenfolge vom Monophosphat, Uber das Diphosphat zum Triphosphat an, dal3 die
Bindungsaffinitdt vom unterschiedlichen lonisierungsgrad der drei Nukleotide abhéngig ist
(vergleiche Abb. 4.37, 4.38 und 4.39).

Fur die Beurteilung der Nukleotid-Selektivitéat erschwerend kommt hinzu, dal3 nach Inkubation
mit den Nukleotidpaaren ATP/IGMP und GTP/GMP in dem jeweiligen Massenspektrum zwar
die einzelnen Protein-Nukleotid-Komplexe (SAP97-GK-ATP, SAP97-GK-GMP, SAP97-
GK-GTP, SAP97-GK-AMP) jedoch kein ternd&rer Komplex, bestehend aus SAP97-
GK-ATP-GMP bzw. SAP97-GK-GTP-GMP zu identifizieren war, die GK-Domane demnach im
Gegensatz zur aktiven Guanylatkinase nur eine Nukleotid-Bindestelle zu besitzen scheint. Die
Ergebnisse der Nano-ESMS in Verbindung mit strukturellen Kenntnissen der Substrat-
Bindungsmotive von Guanylatkinasen lassen sich zu drel  algemeinverbindlichen
Schludfolgerungen zur Nukleotid-Selektivitédt der GK-Doméne zusammenfassen: 1.) Die
Bindung aller getesteten Guanylate zeigt, dal3 die GK-Doméane von SAP97 noch eine intakte
GMP-Bindungsstelle besitzt. Dafir spricht auch die Konservierung annéghernd aller an der
Bindung von GMP beteiligten, aus dem GUK1-GMP-Komplex bekannten Aminosduren in
SAPI97-GK. 2.) Wenngleich die globale strukturelle Konformation der ATP-Bindungsregion der
Guanylatkinase nicht in der GK-Domane konserviert zu sein scheint, so deutet die Bindung der
Phosphatgruppen von ADP und ATP und des SO,*-lons doch auf die Existenz einer Art positiv
geladener ATP-Bindungstasche in der GK-Domane hin, welche jedoch in ihrer Konformation

aufgrund des Fehlens essentieller Reste vermutlich signifikant von jener der Guanylatkinase
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abweicht. 3.) Die GK-Domane ist nicht mehr in der Lage die beiden Substrate ATP und GMP
der Guanylatkinase gleichzeitig zu binden. Dies ist ein Indiz fur ene signifikante
Konformationsanderung der  Substratbindungsregion in SAP97-GK, mdglicherweise

hervorgerufen durch die partielle Deletion des P-Loops.

5.7.2 Bindungsparameter

Die Methode der Nano-ESMS erlaubt nur die qualitative Untersuchung der Ligandenbindungs-
Eigenschaften von Proteinen. Aufgrund unterschiedlicher lonisierungs- und Desorptionseffekte
kénnen z.B. absolute Mengen verschiedener lonen eines Proteins, in Abhangigkeit von der
Sequenz und Grofe der Peptide im Massenspektrum um mehr als den Faktor 2 varriieren
(Jesperson, 1995; Dunayevskiy et al., 1995; Cohen und Chait, 1996). In Ligandenbindungs-
Untersuchungen scheinen dartiberhinaus neben der Assoziationskonstanten weitere Faktoren fur
die Bildung des Protein-Ligand-K omplexes mitentscheidend zu sein, wie die Untersuchung des
ras-GTP-Komplexes mit der lonenspray-Massenspektrometrie zeigte (Ganguly et al., 1993).
Unter nicht standardisierten Bedingungen gibt folglich die Intensitét eines Protein-Ligand-Peaks
nicht die tatséchliche Konzentration des Komplexes in der Suspension wieder. Zur
guantitativen Untersuchung der Nukleotibindung an die GK-homologen Doméanen von SAP97
und hCASK muften deshalb andere Methoden eingesetzt werden.

Die Dissoziationskonstanten der Nukleotidbindung an die GK-Doménen von SAP97 und
hCASK wurden mit den zwei unterschiedlichen klassischen Methoden des Filter-Assays und
der Gleichgewichtsdialyse bestimmt. Die heterogenen Ergebnisse der Bindungsstudien sind
vermutlich auf die unterschiedlichen Sensitivitdten der eingesetzten Methoden zurtickzufihren.
Beide GK-Domaénen interagierten mit allen getesteten Guanylaten, wobei die Affinitdéten von
SAP97-GK in der folgenden Reihenfolge abnahmen GMP > GTP > cGMP. Die mit der
Methode der Gleichgewichtsdialyse bestimmten Dissoziationskonstanten fir GMP betrugen
<0,1 uM im Fall von SAP97-GK bzw. 0,3 uM im Fall von hCASK-GK. Im Gegensatz zu
hCASK (Kgcomp = 0,4 uM) war die Dissoziationskonstante von SAP97-GK (Kgcemp) = 3,0
uM, Kgerp = 0,5 pM) fur GTP und cGMP um den Faktor 5 bzw. 30 erhéht. Die
Bindungskonstanten fur GMP sind anndhernd identisch mit friheren Nukleotid-
Bindungsstudien an vollstdndigem SAP90 (Kistner et al., 1995). Wahrend in dieser alteren
Studie jedoch nur GMP-Bindung an das vollstandige MAGUK-Protein nachgewiesen wurde, ist
mit den hier vorliegenden Bindungsdaten der formale Nachwels erbracht, dal3 tatsachlich die
GK-Doméne der MAGUK-Proteine GMP bindet. Im Gegensatz zur Bindung aller Guanylate
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konnte mit beiden Methoden keine Bindung von ATP, AMP und cAMP an SAP97-GK und
hCASK-GK nachgewiesen werden. Aus den Bindungsdaten der biochemischen Assays in
Verbindung mit jenen der Nano-ESMS ergibt sich ein vollstdndiges Bild der Nukleotid-
Bindungseigenschaften von SAP97-GK. Demnach hat die im Massenspektrum detektierte
Bindung der GK-Doméane zu ATP eher einen unspezifischen Charakter und beruht vermutlich
auf der Wechselwirkung der negativ geladenen Phosphatgruppen mit der positiven
Ladungsdichte innerhalb der rudimentaren ATP-Bindungstasche. Die Interaktion ist derart
schwach, dal3 sie mit beiden klassischen Bindungs-Assays nicht nachweisbar ist. Die Ergebnisse
der verschiedenen Methoden deuten daraufhin, dal3 die GK-Domanen von SAP97 und hCASK
selektiv an die Base von Guanylaten bindet. Unter allen getesteten Guanylaten ist GMP der
Ligand mit der hochsten Affinitéat.

Wie bereitsin friiheren Bindungsstudien an ATP- und GTP-bindenden Proteinen gezeigt wurde,
bindet das freie Purin-Nukleotid stérker an das Protein, als der Mg-ATP-Komplex (Huang et al.,
1998; John et al., 1990). Dieses Bindungsverhalten wurde mit der unterschiedlichen Anzahl an
negativen Ladungen von NTP* und MgNTP? begriindet (Huang et al., 1998). Da die
Bindungsstudien mit der Nano-ESMS in Abwesenheit von Mg®* durchgefiihrt wurden, wére es
interessant festzustellen, ob die Zugabe von Mg?*-lonen die Bildung der NTP-Protein- bzw.
NDP-Protein-Komplexe beeinfludt. Beruht die Interaktion von ATP mit der GK-Doméane
tatséchlich nur auf einer schwachen Assoziation mit der negativ geladenen Polyphosphatkette,
so sollte nach Zugabe von Mg**-lonen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Bindung
von zweifach negativ geladenem AMP im Massenspektrum kein Mg-ATP-Protein-Komplex-
Peak mehr detektierbar sein.

In Zusammenarbeit mit A. Lavie (University of Illinois at Chicago, USA) wird zur Zeit versucht
die Kristallstruktur von SAP97-GK und hCASK-GK im Komplex mit verschiedenen Guanosin-
Nukleotiden aufzukléren. Die dreidimensionale Struktur der GK-Doméne von SAP97 in
Komplex mit den identifizierten Nukleotid-Liganden konnte aufgrund der strukturellen
Besonderheiten der GK-Doméne Einblicke in ein moglicherweise von der Guanylatkinase

abwei chendes Bindungsschema gewéahren.

5.8 Intramolekulare Interaktion der SH3/U5- und GK-Domaéane in
SAP97

Die konservierte Anordnung einer SH3-Doméne in direkter Nachbarschaft zu einer

nachfolgenden Kinase-Doméne in allen Mitgliedern der MAGUK-Familie ist ein bekanntes
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strukturelles Motiv von Rezeptor-Tyrosinkinasen der Src-Familie. In den Tyrosinkinasen Src
und Hck bindet die SH3-Doméne im Zusammenspiedd mit einer SH2-Doméne an die
nachfolgende Kinase-Domane und inhibiert deren Aktivitét. Diese intramolekulare Interaktion
wird wieder aufgehoben und die enzymatische Aktivitét reaktiviert, wenn die SH3- oder die
SH2-Domane an einen Protein-Ligand in trans bindet (Moarefi et al., 1997; Sicheri et al., 1997;
Xu et al., 1997).

Durch Konstruktion eines Sensormolekils, bestehend aus dem C-Terminus von SAP97, in
welchem die GK-Domane durch die aktive Guanylatkinase aus S. cerevisiae (GUK1) ersetzt
wurde, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dal? tatséchlich eine intramolekulare Interaktion
zwischen der SH3/U5- und der GK-Doméne in SAP97 besteht. Die N- und C-terminale Fusion
der SH3/U5-Doméne sowie der C-terminadlen 12 Aminosauren an die GUK1 hatte einen
dramatischen Abfall der Guanylatkinase-Aktivitét zur Folge. Die Aktivitdt der Chiméren
SAP97-SH3/GUK1 (in alen Aktivitétstests wurden mehrere Chiméaren getestet, siehe Abb.
4.44) betrug nur noch 3% der Wild-Typ-Aktivitét. Interessanterweise scheinen die letzten 12
Aminosauren von SAP97 eine wichtige regulatorische Rolle zu spielen, da die Guanylatkinase-
Aktivitdt der C-terminal verkirzten Chimdren SAP97-SH3/GUK1(AC) nicht signifikant von
jener der Wild-Typ-Aktivité abwich. Darlberhinaus deutet die Unloslichkeit bzw. schwache
Lodlichkeit der Deletionsmutanten SAP97-SH3-GK(AC) und SAP97-SH3/GUK1(AC) nach
heterologer Uberexpression in E. coli daraufhin (siehe Tab. 4.8), dal’ die Prasenz der letzten 12
Aminosauren sowohl in nativem SAP97-SH3/GK, als auch in SAP97-SH3/GUK1 vor der
unspezifischen Zusammenlagerung und Aggregation der Proteine schitzt, also eine wichtige
Rolle in der Aufrechterhaltung der nativen Tertidrstruktur spielt. Die hier erhaltenen Resultate
zeigen eindeutig, dal3 an der intramolekularen Wechselwirkung in SAP97 die GK-Domaéane
umgebende Sequenzen betelligt sind. Dartberhinaus konnte durch Gelfiltration und
Gleichgewichtszentrifuhation nachgewiesen werden, dal3 sowohl SAP97-SH3/GK2, als auch
SAP97-SH3/GUK2 unter physiologischen Bedingungen als Monomere vorlagen und auch
durch Zugabe von GMP oder ATP nicht in einen htheren Oligomerisierungszustand tberfihrt
wurden. Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden, dal3 die intramolekulare Interaktion der
SH3- und GK-Doméne in SAP97 unter physiologischen Bedingungen tber eine mdgliche
intermolekulare Interaktion der beiden Doméanen dominiert.

Einen weiteren eindeutigen Hinwels auf die signifikante strukturelle Rolle des C-Terminus
lieferten Untersuchungen zum Migrationsverhalten der C-termina verkirzten Proteinchimére

SAP97-SH3/GUK3(AC). Die Deletionsmutante eluierte als eine Proteinspezies mit einem
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Molekulargewicht von 54,3 kDa von der Gelfiltrations-Saule. Mit der Methode der
Gleichgewichtszentrifugation konnte jedoch unter den gleichen experimentellen Bedingungen
kein Dimer in PBS-Puffer nachgewiesen werden. Das im Vergleich zu den beiden vollsténdigen
Proteinen SAP97-SH3/GK2 und SAP97-SH3/GUK2 untypische Migrationsverhalten konnte
nur mit einer asymmetrischen, weniger kompakten Form des verkirzten Proteins erklart
werden. Diese Vermutung wurde durch die Ergebnisse der Sedimentationsanalyse bestétigt.
Demnach besitzt die Deletionsmutante SAP97-SH3/GUK2(AC) im Vergleich zum
vollstandigem Protein SAP97-SH3/GUK?2 einen um 15% verringerten
Sedimentationkoeffizient. Aufgrund seines grof3eren hydrodynamischen Radius eluiert das
Protein friher von der Gelmatrix. Der in der verkirzten Chimére beobachtete Effekt konnte
nicht direkt in einer der nativen Deletionsmutanten SAP97-SH3/GK (AC) nachgewiesen werden,
da alle C-terminal verkirzten nativen Konstrukte nach Expression in E. coli unléslich waren.
Aus den Vergleichen des Assoziationsverhalten von SAP97-SH3/GUK3(AC) und SAP97-
SH3/GUK2 sowie SAP97-SH3/GK2 und SAP97-SH3/GUK2 ist zu erwarten, dald auch die
Mutante SAP97-SH3/GK (AC) aufgrund des Fehlens der C-terminalen 12 Aminosauren in einer
weniger kompakten Form vorliegt.

Das Ergebnis einer Reaktivierung der Kinase-Aktivitdét durch Verlust des C-Terminus in
SAP97-SH3/GUK1-Chiméren erinnert an Ergebnisse der Untersuchungen an  Src-
Tyrosinkinasen. Die katalytische Aktivitat dieser Enzyme wird unter anderem durch die C-
terminale Sequenz moduliert. Fehlt der C-Terminus, so ist die intramolekulare Interaktion
aufgehoben und die Enzyme bleiben in einem aktiven Zustand (Moarefi et al., 1997). In
Ubereinstimmung zu Src-Tyrosinkinasen ist auch der C-Terminus in MAGUK-Proteinen
physiologisch relevant. Die Deletion der C-terminalen Aminosduren von DIg hat die
Tumorbildung in Drosophila zur Folge (Woods und Bryant, 1991). Die hier gezeigten
Ergebnisse legen den Schluf3 nahe, dal’ der C-Terminus eine wichtige negativ regulatorische
Funktion in den Dlg-ghnlichen MAGUK-Proteinen besitzt. Vermutlich fihrt sein Verlust zur
Aufhebung der geschlossenen Konformation der SH3/GK-Region, sodald beide Doménen
wieder frel zuganglich fir die intermolekulare Interaktion mit ihren spezifischen
Bindungspartnern, wie z.B. GKAP oder SAPAPs, sind. Diese Analogie zur Familie der Src-
Tyrosinkinasen 183 vermuten, dal3 auch die Funktion der SH3/U5- und GK-Doméanen, genauer
die Interaktion beider Doméanen mit ihren jewelligen spezifischen Bindungspartnern in trans,

durch eine intramol ekulare Wechselwirkung dieser beiden Doménen reguliert wird.
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Im Verlauf dieser Arbeit wurde die intramolekulare Interaktion der SH3- und der GK-Doméane
auch in den MAGUK-Proteinen PSD-95, hDlg, hCASK und p55 von drei unabhangigen
Forschungsgruppen bestétigt ( McGee und Bredt, 1999; Shin et al., 2000; Nix et al., 2000). Sie

scheint somit in allen MAGUK-Subfamilien konserviert zu sain.

5.8.1 Dieintramolekulare SH3/GK-Interaktion in SAP97 verlauft Gber ein
untypisches SH3-Bindungsmotiv

SH3-Domanen binden im Allgemeinen an spezifische kurze Peptidsequenzen, welche
Polyprolin-Helices der Klasse | (Konsensussequenz RLXLPP(L/R)PXX, X steht fur jede
beliebige Aminosdure) und Klasse I (XXXPPLPXR) (Cohen et al., 1995) ausbilden. Sowohl
SAP97, as auch alen anderen MAGUK-Proteine, in denen bisher eine intramolekulare
SH3/GK-Interaktion identifiziert werden konnte, fehlt jedoch die minimale Konsensussequenz
PXXP in der GK-Doméne. Aus diesem Grund wird vermutet, dal3 die SH3-Domanen der
MAGUK-Proteine eine untypische Bindungsspezifitét besitzen. In einer Mutagenese-Studie an
PSD-95 wurde Uberdies gezeigt, dal’ der Austausch der Prolinreste von drel Klasse I1-dhnlichen
Sequenzmotiven XXXPXR/K der GK-Domaéne, welche als hypothetische SH3-Bindungsmotive
fungieren konnten, nicht zur Aufhebung der intramolekularen Interaktion fuhrte (Shin et al.,
2000).

Durch molekulare Modellierung von SAP97 wurde kirzlich nachgewiesen, dald die SH3-
Doméne eine zur ATP-Bindungstasche der aktiven Guanylatkinase kompatible
dreidimensionale Struktur aufweist (Wu et al., 2000). Deshab wurde von den Autoren
vorgeschlagen, dai3 die Bindung der SH3-Domane nicht Uber ein spezifisches Sequenzmotiv,
sondern Uber eine Interaktion mit der Oberflache der urspringlichen ATP-Bindungsregion
verlauft (siehe Abb. 5.1). Die Ergebnisse der hier durchgefihrten Nukleotid-Bindungsstudien an
der GK-Doméne von SAP97 stitzen diese Hypothese aus zwei Grinden: Erstens bindet die
GK-Domane von SAP97 nicht mehr spezifisch an ATP und zweitens deutet die Detektion von
SAP97-GK-S0,#-Komplexen im Massenspektrum an, da eine positiv geladene rudimentare
ATP-Bindungstasche in der GK-Doméne (welche aufgrund der angesprochenen strukturellen
Besonderheiten jedoch vermutlich signifikant von jener der authentischen Guanylatkinase
abweicht) noch zu existieren scheint. All diese Beobachtungen gehen mit der derzeitigen
grundlegenden Annahme konform, dal3 die GK-Doméne aus der aktiven Guanylatkinase
hervorgegangen ist und in Mehrzellern nur noch eine strukturelle Funktion besitzt.

In den Tyrosinkinasen Src und Hck bindet die SH3-Doméne an ein unvollstandiges Typll

Polyprolin-Segment (Feng et al., 1994; ebenfalls ohne minimale Consensussequenz PXXP, X
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steht fur jede beliebige Aminosaure) des SH2-Kinase-Linkers und interagiert zusétzlich direkt
mit der Kinase-Doméne. Die SH2-Domane bindet ihrerseits an ein Phosphotyrosin des, der
Kinase-Doméne folgenden, C-Terminus. In Analogie zu den Tyrosinkinasen deuten die
Ergebnisse dieser Arbeit an, dal3 an der intramolekularen Interaktion in SAP97-SH3/GK sowohl
interne Regionen der GK-Domaéne, as auch die der GK-Doméne nachfolgende C-terminale
Sequenz beteiligt sind. Wu et al. (2000) wiesen in ihrer Studie zur intramolekularen Interaktion
in SAP97 nach, dal3 sowohl die SH3-Doméne, als auch das 13-Insert der US-Helix mit der GK-

Domaéne interagiert.

Abb. 5.1 Modell der Interaktion von SH3- (blau) und GK-Doméne (gelb) in SAP97. Die SH3-Doméne bildet einen
Loop, welcher direkt in die urspriingliche ATP-Bindungstasche hineinragt. Die SH3-Doméne wurde nach Vorlage
der SH3-Doméne des growth factor bound protein 2 (1GRI) und die GK-Doméne nach Vorlage der Hefe-GUK 1
(1GKY) modelliert. Abkiirzungen 1GRI und 1GKY siehe Brookhaven Protein-Datenbank.

Die hier vorliegenden Ergebnisse lassen den Schluf3 zu, dal? die geschlossen Konformation der
SH3/GK-Region Uber mindestens zwei Bindungen erreicht wird. Die erste Interaktion verlauft
Uber die SH3-Doméne und eine interne Region der GK-Doméane, dies kdnnte die urspriingliche
ATP-Bindungstasche sein. Dartiberhinaus existiert vermutlich eine zweite Interaktion zwischen

der U5-Sequenz und dem C-Terminus von SAP97. Diese Hypothese wird auch zusétzlich durch
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das Modell von SAP97 gestutzt, in welchem die U5-Helix der C-terminalen Sequenz sehr nahe
kommt (Wu et al., 2000).

5.9 Funktionelle Rolle von GMP

Obwohl die GK-Doméanen von SAP97 und hCASK GMP mit hoher Affinitat binden, ist bisher
nicht geklart, ob die Bindung eine physiologische Rolle in MAGUK-Proteine spielt. Es ist
denkbar, dal3 durch die Bindung von GMP die Struktur der GK-Domane stabilisiert wird.
Andererseits konnt GMP jedoch auch a's Effektormolektil wirken, welches die intramolekulare
Interaktion von SH3/U5- und GK-Doméne moduliert. Wie bereits zuvor geschildert induzierte
GMP nicht die Oligomerisation von nativem SAP97-SH3/GK. Dennoch war das Protein in
Gegenwart von GMP durch ein im Vergleich zum Ligand-freien Protein signifikant
verlangsamtes Sedimentationsverhalten gekennzeichnet. Die Abnahme des
Sedimentationskoeffizienten von 3,8310" s auf 3,46.10™ s entsprach einer Zunahme des
Stokes-Radius (Rs) von 11%. Der geringere Sedimentationskoeffizient von GM P-gebundenem
SAP97-SH3/GK deutet auf eine ausgedehntere und weniger kompakte Form im Vergleich zu
Ligand-freiem Protein hin. In vielen Fallen wird eine durch Ligandenbindung induzierte
Konformationséanderung durch eine 1-5%ige Abweichung des Sedimentationskoeffizienten
angezeigt (Durchschlag et al., 1996). Abweichungen dartberhinaus entsprechen gréf3eren durch
Bindung von Liganden induzierten Bewegungen von Doméanen (Roustan et al., 1980) oder
globalen Umlagerungen (Zarutskie et al., 1999; Skehel et al., 1982). Sowohl das Entfernen der
C-terminalen 12 Aminosauren (15%ige Abweichung), as auch die Bindung von GMP bewirkt
demnach eine globale Anderung der Tertidrstruktur von SAP97-SH3/GK 2. Interessanterweise
entspricht der Sedimentationskoeffizient der Chimare SAP97-SH3/GUK2 (S0 = 3,42:10™% s)
in Etwa GM P-gebundenem SAP97-SH3/GK 2 (S0 = 3,46-10™ 5). Diese Beobachtung kénnte
damit erklart werden, dal3 die SH3-Doméane in SAP97-SH3/GK2 an eine Bindungsstelle der
GK-Doméne bindet, welche in der Guanylatkinase GUK1 nicht vorhanden ist. Bindung von
GMP an die singuldre Nukleotid-Bindestelle in SAP97-SH3/GK 2 kdnnte die Konformation des
Proteins derart verandern, dal? die spezifische Interaktion zwischen der SH3- und GK-Domaéne
unterbrochen wird und das Protein nun das gleiche Sedimentationsverhalten wie die Chimére
zeigt. Sollte sich die Modellvorstellung der Interaktion der SH3-Domane mit der urspriingliche
ATP-Bindungstasche experimentell bestdtigen, so ware in Ubereinstimmung mit der Tatsache,

dal’ im Massenspektrum kein terndrer Komplex von ATP-GMP-SAP97-GK detektiert wurde
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auch der Komplex SAP97-SH3/GK-GMP nicht existent. Nano-ESM S-Bindungsstudien des
Fusionsproteins SAP97-SH3/GK mit GMP sollten zur Klarung dieser Frage fuhren.

SAPI7 exidtiert in einer kompakten Struktur, wobel intermolekulare Bindungsstellen durch
intramolekulare Interaktionen maskiert sind. Vieles spricht dafr, dal3 beispielsweise durch die
intramolekulare Interaktion von SH3/U5- und GK-Domaéne die intermolekulare Bindung an
GKAP reguliert wird (Wu et al., 2000). Es ist denkbar, dal? auch intermolekulare Interaktionen
mit Liganden der SH3-Doméane, U5-Region und/oder der GK-Doméne die Interaktion mit
GKAP, sowie weiteren Bindungspartnern der GK-Domane, in trans beeinflu3en. Die Bindung
von hochaffinen Liganden, wie z.B. Calmodulin an die U5-Helix oder GMP an die GK-Doméne
koénnte zu einer Entfaltung der SH3/GK-Region in eine offene Konformation fuhren und die
Doménen somit zuganglich fur ihre jeweils identifizierten Interaktionspartner machen (siehe
Abb. 5.2). Gestlizt wird diese Modellvorstellung durch die in dieser Arbeit beobachtete
Konformationsanderung in SAP97-SH3/GK nach GMP-Bindung, welche eher einer grof3en
Doménen-Bewegungen, als herkdmmlichen strukturellen Umlagerungen nach Liganden-
Bindung entspricht. Es ist jedoch auch denkbar, dald die intramolekulare Interaktion der
GK/SH3-Region wiederum in Ubereinstimmung zu den Src-Tyrosinkinasen zusétzlich durch

Phosphorylierung reguliert wird.

N

~

| +GMP, Cam |

eschlossene Konformation Offene Konformation

Abb. 5.2 Modell zur méglichen Regulation der intramolekularen SH3-GK-Interaktion durch Liganden der U5- und
GK-Doméne. Bindung von Ca?*/Calmodulin und/oder GMP induziert eine Konformationsanderung, welche die
intramolekulare Interaktion der beiden Doméanen aufhebt und das Protein in eine offene Konformation Uberfhrt.

Sollte sich die hypothetisch regulative Rolle von Liganden der U5-Region und der GK-Domaéne
bestdtigen, so wéare dies ein weltreichender Schritt in der Aufkldrung des molekularen
Mechanismus, welcher der Funktion von MAGUK-Proteinen in der Zusammenlagerung von

Multiprotein-K omplexen an speziellen Zell-Zell-K ontaktstellen zugrundeliegt.
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6 Zusammenfassung

Die Guanylatkinase ist ein essentielles Enzym des Purinnukleotid-Stoffwechsels und katalysiert
die reversible Ubertragung der terminalen Phosphatgruppe von Mg-(d)ATP zu (d)GMP. Zur
Etablierung eines in vivo-Systems zum Auffinden von aktiven Guanylatkinasen auf Basis eines
haploiden Guanylatkinase (GUK1)-defizienten Hefestammes wurde die Expression des GUK1-
Gens der Kontrolle des Tetracyclin-regulierbaren Promoters unterstellt. Wenngleich ein
vollstandiges Abschalten Promoters nicht méglich war, so eréffnet die modulierte Expression
des essentiellen GUK1-Gens neue Mdoglichkeiten zum Studium konditionaler GUK1-
Hefemutanten.

Obwohl der katalytische Mechanismus der Guanylatkinase weitestgehend aufgeklért ist, sind
Daten zur Funktion und Struktur des Enzyms im Vergleich zu anderen
Nukleosidmonophosphatkinasen bisher rar. In dieser Arbeit wurden die Guanylatkinasen von
zwei Saugern und die erste einer Pflanze biochemisch und kinetisch untersucht. Mit der
Isolierung grofer Mengen aktiver Sduger- und Pflanzen-Guanylatkinasen aus E. coli sind die
Voraussetzungen zur Kristalisation dieser Enzyme geschaffen. Wahrend die katalytische
Effizienz der Guanylatkinase des Menschen und der Maus ahnlich jener der Hefe ist, weicht die
A. thaliana-Guanylatkinase AGUK1 sowohl strukturell, als auch kinetisch betréchtlich von den
bisher bekannten Guanylatkinasen ab. Sie ist 100fach weniger aktiv als das Hefe-Enzym kann
dlerdings den rezessiv-letalen Phanotyp der GUK1-Deletion in der Hefe supprimieren.
Zusétzliche N- und C-terminalen Verlangerungen besitzen keinen regulatorischen Effekt auf die
Enzym-Aktivitat. Der strukturelle Aufbau aus mehreren Doméanen und die Sequenz-Ahnlichkeit
des N-Terminus deuten auf eine Verwandtschaft zu den gréferen Membran-assoziierten
Guanylatkinasen hin.

Die Membran-assoziierten Guanylatkinasen wurden als Gerlstproteine an neuronalen und
epithelidlen  Kontaktstellen von  Vertebraten  identifiziert. Sie  besitzen eine
Multidoménenstruktur und sind aus einer bis drei PDZ, einer SH3 und einer C-terminalen GK-
Domane mit 33-37%iger Sequenz-ldentitét zu Sauger-Guanylatkinasen aufgebaut. Wahrend die
GMP-Bindungsregion zum Teil konserviert ist, fehlen der GK-Domane aller MAGUK-Proteine
essentielle Aminosduren der ATP-Bindungsregion Die GK-Doménen der MAGUK-Proteine
SAP97 und hCASK zeigten nach Aufreinigung aus E. coli keine mefdbare Guanylatkinase-
Aktivitdt und konnten den Verlust der GUK1 in der Hefe nicht komplementieren. Der Versuch
die GK-Domaéane von SAP97 durch systematische Rekonstruktion der Substrathindungsmotive
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in ein aktives Enzym zu Uberfuhren war nicht erfolgreich. Die GK-Doméne von MAGUK-
Proteinen besitzt scheinbar nur noch eine strukturelle Funktion als Protein-Bindungsdomane,
ahnlich jener der PDZ-Domane. Mit der Methode der Nano-Elektrospray-Massenspektrometrie
und klassischen biochemischen Bindungs-A ssays wurden mehrere Purinnukleotide al's Liganden
der GK-Doméne von SAP97 identifiziert. Die vorherrschende Affinitét zu Guanosinnukleotiden
deutet auf die Konservierung der GMP-Bindungsregion aktiver Guanylatkinasen in SAP97-GK
hin. Unter allen getesteten Purinnukleotiden zeigte GMP die hichste Affinitat zur GK-Doméne.
Desweiteren wurde eine intramolekulare Interaktion in SAP97-SH3/GK nachgewiesen, welche
Uber die GK-Domane umgebende Sequenzen verléauft. Durch analytische Ultrazentrifugation
konnte Uberdies gezeigt werden, dal3 die intramolekulare Interaktion im monomeren SAP97-
SH3/GK-Konstrukt dominiert und Uber mindestens zwei Interaktionsstellen verlauft. Sowonhl
der Verlust des C-Terminus, as auch die Bindung von GMP haben eine globae
Konformationsanderung von SAP97-SH3/GK in ein weniger kompaktes Molekll zur Folge.
GMP konnte die Funktion eines Effektormolekils besitzen, welches im Zusammenspiel mit

Liganden der SH3-Doméne die intramolekulare Interaktion in SH3/GK moduliert.
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7 Anhang

Nukleotid- und Aminosauresequenz der A. thaliana Guanylatkinase AGUK1
(Die Sequenz von AGUK1(137-330) ist unterstrichen)

atgggagaagctccagcagtattagtggatcatccggagaacggacactccaatggtgtce
M G E A P A V L V D H P E N G H S N G V
tgtgtgaaatctgaaccagagaacactgagataacagtcgatgtcggcgatcgaatattt
¢c v K s E P E N T E I T Vv D V G D R I F
ttgatcggtggaaatcatgaaaggaacaatttttccattggggttcagatttatgacaaa
L T G G NH ERNWNUF S I G V Q I Y D K
atcagtaacaactggtttagtcctattgtgcttgggacaggtcctaagecccagcaagggg
I S NN W F S P I V L G T G P K P S K G
tactccgegtttgttcttgaacaaggtcecggattttggttattaaaaaaggttcacctege
Yy S A F V L E Q9 G R I L V I K K G S P R
aacgactccatctggttcctecgaggtcecgatagteccttatgtgegggaacagaagaagtta
N D § I W F L E V D S P Y V R E Q K K L
ctaaggaaggaagttgttgcttggagtaaaggtgtgagaggcaatgctgagaagcctatt
L R K E VvV VvV A W S K GV R G N A E K P T
gttataagcggtccttcectggtgtgggcaaaggaacgcttatatcaatgecttatgaaggag
v I s 6 P S GV G XK GT L I S M L M K E
tttccttcaatgtttgggttctectgtgagtcacacaactecgatctecgaggtectatggag
F P S M F G F S v s H T T R S P R S M E
atggacggtgttcattattactttgctgataaaaaagttatggagaaagaaatcaaagac
M D GV HY Y F A DK K V M E K E I K D
ggaaagtttcttgagtttgcttctgttcacggtaatctctatggaaccagcattgagtcce
G K F L. E F A S V H GN L Y G T 8 I E S
gttgaagcggtaacagattcaggaaagagatgtattctcgacattgatgttcagggggcea
v E AV T D S G K R ¢ I L D I D V Q G A
aggtctgtgagagcgagttctcttgatgccatattcatattecgtatgtccececttcecaatg
R S v R A S §S L DA I F I F VvV C P P S M
aaagagcttgaagatcggctccgtgectagaggaaccgagacagaggagcaaattcaaaag
K E L E D R L R A R G T E T E E Q I 0 K
cggcttagaaatgctgaggcagagatcaaagaagggatatcctecgggtatttteggtete
R L, R N A E A E I K E G I 8§ 8 G I F G L
attttgtataatgacaaccttgaggaatgctacaagaagctcaagaatctcttggggcta
I L. ¥y N D N L E E C ¥ K K L K N L L G L
gatggactcgctcatgtcaatggtgtagaaatagaggggatcaatcttcccattgagtac
D G L A H V N G V E E G I N L P I E Y
acagtatctaaaatggaagataagatcattattcaagaaacaggaaaagaaacaaggaat
T v S X M E D K I I I Q@ E T G K E T R N
aagattgtattggatatatcttcgcttaatggaggagcaccgggtagaacaagggggatt
kK T v L bl s s L NG GAUP GUR TR G I
cttgtcgacgccattaagttctag 1164
L v D A I K F -
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Nukleotid- und Aminosauresequenz der Membran-assoziierten Guanylatkinase SAP97

(Dargestellt ist die SAP97-Sequenz mit dem Insert 12 (doppelt unterstrichen). Die GK-Doméne

ist einfach unterstrichen)

atgccggtccggaagcaagatacccagagagcattgcatctgttggaagaatateggteg
M P V R K @ D T Q R A L H L L E E Y R S
aaactaagccaaaccgaagacagacagctcaggagttccatagagecgggttattagecata
K L. s ¢ T E D R Q L R § 8 I E R V I s I
tttcagagcaacctctttcaggctttaatagacattcaagaattttatgaagtgacctta
F @0 $S N L F Q A L I D I Q E F Y E V T L
cttgataatccaaaatgtgtggatcattcaaagcagtgtgaaccggtccaacccgggaat
L D N P K ¢C V D H S K Q C E P V Q P G N
ccttgggagagtggcagectttcaagtgetgetgtgacttcagagagectgececcggegge
P W E §$ G S L s §S A A VvV T S E S L P G G
cttagccctccagtagagaaataccggtatcaggacgaagaggtgectgecttcagagegg
L s p P V E K Y R Y Q D E E V L P S E R
atttcccegcaagtcccaaatgaggtgetgggteccggagetggttcacgtecteggagaag
I1 s P Q V P N E V L. G P E L V H V S E K
agcctgtcagagattgagaatgtccacgggtttgtetetcactectecatatctecacccata
s L §s E I E NV H G F V 8 H S H I S P I
aagcccacagaagctgttcectcectecteteccattgtecctgtgacecectgecttgeca
K p T E A V P P S s P I VvV P V T P A L P
gtcecctgectgagagtectgtegtectgeectecacaccacaggcaaatectectectgte
v p A E S P V V L P S T P Q A N P P P V
ctggtcaacacagacagcttggagacaccaacttatgttaatggtactgatgcagattat
L v N T D S L E T P T Y V N G T D A D Y
gaatatgaggaaatcacacttgaaaggggaaattcaggcttgggtttcagcattgcagga
E Yy E £ I T L E R G N S G L G F S I A G
ggtacagacaacccacacattggagatgactcaagtattttcatcaccaaaattatcacg
G T b N P H I G D D s S I F I T K I I T
ggaggagcagctgcccaggatggaagattgegggtaaatgactgtatactgagagtaaat
G G A A A Q D GGPR L RV N DCTI L R V N
gaagcagatgttcgtgatgtaacccacagcaaagcagttgaagcattgaaagaagctgga
E A DV R DV T H S K A V E A L K E A G
tcgatagtgcgattatatgtgaaaaggcggaaggcecttcagaaaaaatcatgaaataaaa
s I v R L Y vV K R R K A F R K N H E I K
cttattaaaggccctaaaggtcttgggttcagecattgetggaggtgttggaaaccageac
L I K G P K G L G F 8 I A G G V G N Q H
Attcctggggataacagcatctatgtaaccaaaataattgaaggaggtgcagcacacaag
I1 p G DN S I vy V T K I I E G G A A H K
gacggcaaacttcagattggagacaagcttctagcagtgaacagtgtctgtttagaagaa
b G K L. 1 6 b K L L A V N S V C L E E
gttactcatgaagaagcagtgactgccttaaagaatacatctgattttgtttatttgaaa
v T H E E A v T A L K N T S D F VvV Y L K
gcggcaaaaccaacaagtatgtatataaatgatggctatgcaccacccgacatcactaat
A A K P T S M ¥ I N D G Y A P P D I T N
tcttecttctcagtctgttgacaaccatgttagecegtettcatacttgggeccagacteca
s s s @ s v D N H Vv S P S S Y L G @Q T P
gcgtcaccagccagatactcacccatttcectaaagcagtgecttggagatgatgagatcact
A S P A R Y S P I 8 K A V L G DD E I T
agggaacctagaaaagttgttcttcatcgtggctcaacgggacttggtttcaacattgtg
R E P R K V V L H R G S T GG L G F N I V
ggaggcgaagatggagaagggatttttatctectttcatecttgetgggggacctgetgac
G G E D G E GG I ¥ I s F I L A G G P A D
ctaagcggagagctcagaaaaggagatcgcattatatcggtaaacagtgttgacctcaga
L s G E L R XK G DR I I 8 V N S V D L R
gctgcaagtcatgaacaagcagctgccgcattaaaaaacgcaggccaagctgtcactatt
A A S H E Q A A A A L K N A G Q A VvV T I
gtcgcacagtatcggcectgaagagtacagtecgttttgaagctaaaattcacgacttgegg
vV A Q Y R P E E Y S R F E A K I H D L R
gagacgatgatgaacagcagtgtcagctcagggtcagggtctctccgaaccagecaaaag
E T M M N S s v sS S G S G S L R T S @Q K
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cggtccctcectatgtcagagcectttttgattacgacaagactaaagacagtggecttecce
R s L. ¥ v R A L F DY D K T K D s G L P
agtcaagggttgaacttcaaattcggagatattctccatgttatcaatgcttectgatgac
s ¢ G L N~ F XK F G Db I L H V I N A S D D
gagtggtggcaggccagacaggtgaccccagatggtgagagtgacgaagttggagtaatt
E w w oo A R Q V T P D G E S D E V G V I
cctagtaaacgcagagttgagaagaaagaacgagcccgattaaaaacagtcaaattcaat
P S K R R V E K K E R A R L K T V K F N
tctaaaacaagaggagataaaggggagatccctgacgacatgggatcaaaaggcctgaag
S K T R G D K 66 BE_I P D D M G S K G L K
tacgtaacttctaatgccagcgatagcgaaagtagttaccatgaatatggctgctcaaaa
H v T S N A S D S E S S Y HE Y G C S K
ggtggtcaagaagaatatgttttatcgtatgagccggtgaatcagcaagaagttaattat
G G Q E E Y V L S Y E P V N Q Q E V N Y
acccgaccagtcatcatattaggacctatgaaagacagagtaaatgatgacttaatctca
T R P Vv I I L G P M K D R V N D D L I s
gaatttcctgacaaatttggatcctgtgtccctcatacaactagaccaaagcgtgactat
E F P D K F G 8§ ¢ v P H T T R P K R D ¥
gaggtggatggacgagattaccattttgtgacttcaagagaacagatggagaaagatatc
E vDb GGR D Y HF VTS R E QM E K D T
caggagcataaattcattgaagctggccagtataacaaccatctatacggaacgagtgtc
Q E H K F T E A G QO Y N N H L Y G T S V
caatctgtgcgagcagtagcagagaagggcaagcattgtatccttgatgtgtctggaaat
Q S VvV R A V A E K G K H ¢ T I D V S G N
gccatcaagaggttgcagattgcacagctctatccaatatctatttttattaaacccaaa
A T K R L o T A o L ¥ P I s I FF I K P K
tccatggaaaatatcatggaaatgaataaacgcctaacagacgaacaggccagaaaaacg
S M E N T M E M N K R L. T D E O A R K T
tttgagagagcagtgagactggagcaggagttcactgagcatttcacagctattgtccag
F E R A V R L E O E F T E H F T A I V Q
ggagacacgctggaggacatttacaatcaagtgaagcagatcatagaagagcagtctggt
G b T L E D T ¥ N Q vV K Q I T E E Q S G
ccttacatctgggtcccagcaaaagaaaaattatga 2736
P Yy I w v P A K E K L -
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Tab. | Molekulargewicht, Extinktionskoeffizienten und spezifische Volumina ausgew. Proteine

&

Protein My calc em Y
[Da] [M*cm™] [cm®g]

Guanylatkinasen

GUK1 20918,6 13490 n.b.
hGUK 22006,9 6520 n.b.
mMGUK 22199,2 6640 n.b.
AGUKZ1(137-330) 22249,4 6760 n.b.
Guanylatkinase-Homologe

SAP97-GK 21243,0 7800 n.b.
SAP97-SH3/GK2 (575-911) 39173,9 35110 0,7273
SAP97-SH3/GK3(582-911) 38303,9 35110 0,7280
SAP97-SH3/GUK2(575-918) 38849,5 40800 0,7297
SAP97-SH3/GUK2AC(575-908) 37466,8 33830 0,7230
SAP97-SH3/GUK3(582-918) 37979,5 40800 0,7298
SAP97-SH3/ GUK3AC(582-908) 35596,8 33830 0,7280
hCASK-GK 20752,5 10240 n.b.

*, My cac Derechnet auf Grundlage der Aminosauresequenz mit zusétzlichen Aminoséuren GSHM am N-Terminus
(Restsequenz von rekombinanten GST-Fusi onsproteinen nach Thrombin-Abspaltung des GST-Tags)
n.b., nicht berechnet

Tab. |1 Extinktionskoeffizienten diverser Purinnukleotide

ATP, ADP, AMP GTP, GDP, GMP, cGMP

Absorptionsmaximum 259 252
Extinktionskoeffizient bei maximaler 15,4 13,7
Absorption [mmol™l-cm™]

Einbuchstabencode fir Aminosauren:

A  Alanin M  Methionin

C Cystein N  Asparagin

D  Asparagin P Prolin

E  Glutaminsdure Q Glutamin

F  Phenylaanin R Arginin

G Glycin S  Sein

H  Higtidin T  Threonin

I Isoleucin V  Vdin

K Lysn wW Tryptophan

L Leucin Y  Tyrosin
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Abkirzungsverzeichnis

A Adenosin

Abb. Abbildung

ACV Aciclovir

ADK Adenylatkinase

ADP Adenosindiphosphat

AGUK  Guanylatkinase aus A. thaliana

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-5-triphosphat

AZT 3"-Azido-2"-deoxythymidin

Bp Basenpare

Bq Becquerel

C Cytosin

CDK Cytidylatkinase

Ci Curie[1Ci = 37 Gbq]

D Diffusionskoeffizient

Da Dalton

dNTP  2'-Desoxynukleotid-5"-triphosphat

DNA Desoxyribonukleinsdure

DTT Dithiothreitol

EDTA  Ethylendiamintetraacetat

G Erdbeschleunigung 9,81 m-s

G-Protein GTP-bindendes Protein

G418 Geneticin

Ga Galaktose

GCV Ganciclovir

GDP Guanosindiphosphat

GK Guanylatkinase-homologe
Domane

GUK Guanylatkinase

GMP Guanosinmonophosphat

Glu Glukose

G Guanosin

GUK1  Guanylatkinase aus S. cerevisiae

h Stunden

HGPRT Hypoxanthin-Guanin-

Phosphoribosyltransferase

hGUK  humane Guanylatkinase

Kan' K anamycin-Resistenzgen

Keat Max. Reaktionsgeschwindigkeit

Kg Dissoziationskonstante

kDa Kilodalton

Kwm Michaelis-Menten-K onstante |

Liter

LB Luria-Bertanie

LDH L actatdehydrogenase

M Molaritét

MAGUK Membran-assoziierte
Guanylatkinasen

min Minuten

mg Milligramm

mGUK  Guanylatkinase der Maus

Muw Mol ekulargewicht

Mw,ap  Apparentes Molekulargewicht

Mw cac Berechnetes Molekulargewicht

NDK Nukleosi ddiphosphatkinase

NDP Nukleosiddiphosphat

NMP  Nukleosidmonophosphat

NMK  Nukleosidmonophosphatkinase

NTP Nukleosidtriphosphat

oD Optische Dichte

ori origin of replication
(Replikationsstartpunkt)

PAGE Polyacrylamid-Gelektrophorese

PBS Phosphatgepufferte Salzl6sung

PEG Polyethylenglykol

PEP Phosphoenol pyruvat

PK Pyruvatkinase

PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid

RNA Ribonukleinséure

Rs Stokes-Radius

RT Raumtemperatur

S Svedberg-Einheit [1S = 1.10% g
S Sekunden

S Sedimentationskoeffizient

SAP synapse-associated protein

SDS Natriumdodecysulfat

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

T Thymidin

Tab. Tabelle

TAE TrigAcetat/EDTA

TCA Trichloressigsaure

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylendiamin

THK Thymidylatkinase

Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

U unit (Einheit der Enzymaktivitét)

UMK  Uridylatkinase

uv Ultraviolett

Vv Volt

Vimax Maximale Umsatzrate

(VIv) Volumenverhdtnis
volume/volume)

(wWiv) Masse/V olumen-Verhdtnis

(weight/volume)
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