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Einleitung

1 Einleitung

Sauerstoff spielt fiir die Energieversorgung der iiberwiegenden Mehrzahl der rezenten
tierischen Organismen eine entscheidende Rolle. Substrate fiir eine aerobe Energiegewinnung
sind vor allem Glukose oder ihre Speicherform, das Glykogen. Wihrend Glukose zuerst durch
die Hexokinase unter ATP-Verbrauch phosphoryliert werden muss, kann Glykogen direkt in
den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (Glykolyse) eintreten. In der Glykolyse konnen ausge-
hend von einer Glykosyleinheit zwei bzw. drei Molekiile ATP gewonnen werden. Endproduk-
te der Glykolyse sind Pyruvat, NADH und Wasser. Unter aeroben Bedingungen wird Pyruvat
im Krebs-Zyklus innerhalb der Mitochondrien weiter oxidiert. Die bei der Oxidation freiwer-
denden Elektronen werden zuerst auf Reduktionsidquivalente (NADH, FADH;) und schlieB3-
lich auf Sauerstoff iibertragen. Sauerstoff sorgt fiir einen kontinuierlichen Elektronenfluss
iiber die Komplexe der Atmungskette und somit fiir den Aufbau eines Protonengradienten,
der fiir die Energiekonservierung mit Hilfe der ATPsynthase genutzt werden kann. Bei der
vollstdndigen Oxidation der Glukose konnen 29.5 Molekiile ATP aus einer Glykosyleinheit
gewonnen werden. Werden die Elektronen des cytosolischen NADH iiber den Malat-Aspar-
tat-Shuttle in die Mitochondrien transportiert, so konnen pro Mol Glukose sogar 31 Mol ATP

gewonnen werden (Hinkle et al., 1991).

Funktionsbedingte Anaerobiose

Obwohl der Sauerstoffanteil an der Zusammensetzung der heutigen Atmosphire
ca. 21 % betrédgt, konnen Organismen kurz- oder lidngerfristigen Sauerstoffmangelsituationen
ausgesetzt sein. Nach Zebe et al. (1980) kann man zwei Arten des Sauerstoffmangels unter-
scheiden: Wihrend starker korperlicher Anstrengungen, z.B. bei der Flucht vor Fressfeinden
(Flight and Fight-Reaktion) oder beim Eingraben ins Sediment kann es in bestimmten Gewe-
ben zu einer funktionsbedingten Anaerobiose kommen (Gide et al., 1978; Zebe et al., 1980).
Beispiele fiir eine solche funktionsbedingte Anaerobiose sind die Fluchtreaktionen der Pilger-
muschel Pecten maximus oder der Wellhornschnecke Buccinum undatum. Beide versuchen
Fressfeinden, wie z.B. dem Seestern Astropecten aurantiacus, zu entkommen. Kontraktionen
des Adduktormuskels der Pilgermuschel fithren zu einem schnellen Offnen und Schliefen der
Schale, was zu heftigen Spring- und Schwimmbewegungen fiihrt (Thomas und Gruffydd,
1971). Die Wellhornschnecke versucht, sich durch Rotationen der Schale um den Eingewei-

desack, die durch den Columellarmuskel angetrieben werden, dem Fressfeind zu entwinden
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(Feder, 1963). Der Spritzwurm Sipunculus nudus oder der Wattwurm Arenicola marina kon-
nen durch starken Wellengang ausgespiilt werden und miissen sich wieder ins Sediment ein-

graben um vor Fressfeinden geschiitzt zu sein (Portner et al., 1984; Siegmund et al., 1985).
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Abb. 1 Uberblick iiber die verschiedenen anaeroben Stoffwechselvorgiinge in marinen Invertebraten.
@ Phosphorylase @ Hexokinase ® Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH) ® Argininkinase
® Myokinase ® Octopindehydrogenase (ODH) @ Laktatdehydrogenase (LDH) ® verschiedene Opindehydro-
genasen (Pyruvatoxidoreduktasen; s. Erlduterung im Text) ® Fumaratreduktase-Komplex (Succinatgirung)
®© Acetat- /Propionatgirung (verdndert nach Grieshaber et al., 1994).

Bis zu 20 % der fiir die ,,Flight and Fight“-Reaktionen bendtigten Energie kann aus
dem ATP-Vorrat der Zelle geschopft werden. Die restlichen 70-80 % werden durch Trans-
phosphorylierung von Phosphagenen bereitgestellt. Phosphagene sind phosphorylierte Guani-
diniumverbindungen. Thre energiereiche Phosphorylgruppe kann katalysiert durch Phospha-
genkinasen auf ADP iibertragen werden. Kreatinphosphat ist das einzige Phosphagen der Ver-
tebraten. Bei Invertebraten wurden sieben weitere Phosphagene und die zugehorigen Phos-
photransferasen gefunden (Roche et al., 1960; Ellington, 1989; Ellington, 2001). In vielen

Spezies konnen gleichzeitig mehrere Phosphagene, wenn auch oft in unterschiedlichen Kon-
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zentrationen, detektiert werden. L-Argininphosphat, das Phosphagen der Mollusken und Ar-
thropoden, ist bei den Invertebraten am weitesten verbreitet (Meyerhof, 1928; Meyerhof und
Lohmann, 1928; Grieshaber, 1978; Gide et al., 1978). Im Adduktormuskel der ruhenden Pil-
germuschel wurde mit 52 umol pro Gramm Muskel eine hohe L-Argininphosphat-Konzentra-
tion gemessen (Beis und Newsholme, 1975). Wihrend einer heftigen Fluchtreaktion nimmt
die Konzentration fast vollstindig ab (Grieshaber und Gide, 1977; Géde et al., 1978). Ver-
gleiche der Phosphagenkonzentrationen im Gewebe verschiedener Spezies haben gezeigt,
dass der Phosphagengehalt mobiler Tiere grofer ist als in sessilen Spezies. Entsprechend der
Phosphagenkonzentration im Gewebe konnen unterschiedlich lange Perioden erhohter Aktivi-
tit bewiltigt werden. Jedes Phosphagen benotigt fiir die Ubertragung der Phosphorylgruppe
auf ADP eine eigene Phosphagenkinase. Die L-Argininkinase stellt wahrscheinlich den ur-
spriinglichsten Vertreter dieser Enzymfamilie dar, aus dem sich die Vielzahl der Phosphagen-
kinasen entwickelt haben soll (van Thoai und Roche, 1964; Suzuki und Furukohri, 1994; Su-
zuki et al., 1998). Bei den Mollusken arbeitet die L-Argininkinase (Abb.1, @) in vivo nahe
ihres Gleichgewichts und sorgt, z.B. bei der Fluchtreaktion, fiir eine schnelle Bereitstellung
von ATP (van Thoai und Roche, 1964; Beis und Newsholme, 1975; Graham et al., 1986).
Eine weitere Moglichkeit der ATP-Synthese wird von der Myokinase (Abb.1, ®) katalysiert,
die zwei ADP in ATP und AMP umwandelt.

Anaerobe Glykolyse

Wird mehr ATP benétigt als durch Phosphagene bereitgestellt werden kann, so wird
dieses durch die anaerobe Glykolyse gewonnen. Glykogen ist die hauptsidchliche Energiequel-
le unter funktionsbedingter Anaerobiose und daher auch in hohen Konzentrationen im Mus-
kelgewebe enthalten. Bei der Miesmuschel Mytilus edulis macht Glykogen zwischen 10 und
30 % des Trockengewichts aus (de Zwaan und Zandee, 1972; de Zwaan und Wijsman, 1976).
Hohe Aktivititen der Phosphorylase (Abb.1, @) und im Vergleich geringe Aktivititen der
Hexokinase (Abb.1, @) wurden z.B. in der Adduktormuskulatur von Pecten maximus und in
der Mantelmuskulatur des schnell schwimmenden Kalmars Loligo vulgaris gefunden (Zam-

mit und Newsholme, 1976).

Allerdings ldsst sich durch anaerobe Glykolyse, verglichen mit einer vollstindigen
Oxidation der Glukose, nur wenig Energie gewinnen. Die Ausbeute liegt lediglich bei 10 %.
Zum Ausgleich kann die glykolytische Fluxrate erhoht werden (Pasteur-Effekt) (de Zwaan et
al., 1980; Thompson et al., 1980; Portner et al., 1984; Stanley und Connet, 1991). Allosteri-
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sche Kontrolle von Schliisselenzymen, kovalente Protein-Modifikationen z.B. der Glykogen-
phosphorylase (Ebberink und Salismans, 1982) und Phosphofruktokinase (Ebberink, 1982;
Storey, 1984) sowie die Kompartimentierung von Enzymgruppen spielen bei der Regulation
der anaeroben Glykolyse eine wichtige Rolle (Clarke und Masters, 1974a und b; Plaxton und
Storey, 1986; Masters et al., 1987; Srivastava, 1991). Durch eine erhohte Glykolyserate hiu-
fen sich jedoch Reduktionsidquivalente an, die nicht alle in der Atmungskette oxidiert werden
konnen, da zum einen die Transportkapazitit fiir die Reduktionsidquivalente ins Mitochondri-
um erschopft ist und zum anderen die Fluxrate des Krebszyklus einen limitierenden Faktor
darstellt (Crabtree und Newsholme, 1972; Zammit und Newsholme, 1976; Grieshaber et al.,
1994). Obwohl in der stark arbeitenden Muskulatur Energie iiberwiegend durch die anaerobe
Glykolyse gewonnen wird, miissen die Mitochondrien nicht zwingend einem Sauerstoffman-
gel ausgesetzt sein. Die O,-Konzentration in den Mitochondrien kann ausreichend sein, um
ATP zu produzieren, allerdings ist die Rate zu gering, um den erhthten Energiebedarf im
kontrahierenden Muskel sicherzustellen (Connet et al., 1983, 1984 und 1985; Katz und Sah-
lin, 1988). Damit die anaerobe Glykolyse nicht zum Erliegen kommt, miissen die bei der Oxi-
dation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat (Abb.1, ®) gebildeten Reduktionsiquivalente reoxi-

diert werden.

Terminale Pyruvatoxidoreduktasen

Verschiedene terminale Pyruvatoxidoreduktasen katalysieren die Oxidation von
NADH. Der bekannteste Vertreter dieser Enzymklasse ist die Laktat-Dehydrogenase (Abb.1,
@; L-Laktat: NAD" Oxidoreduktase, EC 1.1.1.27; LDH). Dieses Enzym katalysiert die Uber-
tragung eines Hydridions vom NADH auf Pyruvat. Endprodukte dieser Reaktion sind Laktat
und NAD" (Meyerhof, 1924; Straub, 1940; Crabtree und Newsholme, 1972). Die LDH hiilt
somit vorwiegend bei Vertebraten aber auch bei Crustaceen, Spinnen und Insekten den Re-
doxzustand der Zellen bei funktionsbedingter Anaerobiose aufrecht (Livingstone ef al., 1983).
Laktat als Endprodukt einer anaeroben Glykolyse ldsst sich leicht in ihren Geweben nachwei-

sen (Fletcher und Hopkins, 1907; Meyerhof, 1924; Bennett, 1978).

In der Muskulatur der Coelenteraten, Nemertinen, Cnidariern und Mollusken konnte
allerdings auch nach extensiver Muskelarbeit kein oder nur wenig Laktat gefunden werden
(Glaister und Kerly, 1936; Zebe, 1975). Weiterhin war eine LDH gar nicht oder nur in sehr
geringer Aktivitdt nachweisbar. Lange Zeit war unklar, ob auch diese Organismen iiberhaupt

Energie iiber eine anaerobe Glykolyse gewinnen kénnen (Dales, 1958; Surholt, 1980).
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Heute weill man, dass anstelle der LDH so genannte Opindehydrogenasen (Abb.1, ®
und ®) in diesen Tieren die anaerobe Glykolyse terminieren (Zammit und Newsholme, 1976;
Baldwin und Opie, 1978; Gide, 1980; Livingstone et al., 1983; Portner et al., 1984; Sieg-
mund et al., 1985; Gidde und Grieshaber, 1986; Livingstone et al., 1990; Hammen und Bul-
lock, 1991; Hammen und Fielding, 1993). Die Opindehydrogenasen katalysieren die reversib-
le, reduktive Kondensation von Pyruvat oder einer anderen o-Ketosdure mit einer Amino-
sdure in Gegenwart von NADH. Endprodukte dieser Reaktion sind N-(Carboxyalkyl)-Amino-
sduren, die als Opine bezeichnet werden (Tempé, 1983) und NAD". Bereits 1928 isolierte
Morizawa aus der Mantelmuskulatur des Cephalopoden Octopus octopodia eine ,,ungewohn-
liche* Aminoséure, die spiter als Octopin bezeichnet wurde (Morizawa, 1928; Moore und
Willson, 1937a und b). Ausgehend von Pyruvat, L-Arginin und Muskelextrakten aus ver-
schiedenen marinen Invertebraten wurde Octopin 1959 von van Thoai und Robin in vitro syn-
thetisiert (van Thoai und Robin, 1959a und b). Die Kondensation von Pyruvat mit der Amino-
saure L-Arginin wird von einem Enzym katalysiert, das den Namen Octopindehydrogenase
(Abb.1, ®; ODH, EC 1.5.1.11, N2—(1—carboxyethyl)—L—Arginin: NAD" Oxidoreduktase) er-
hielt (van Thoai et al. 1961). Isoliert wurde dieses Enzym zum ersten Mal 1969 aus dem Ad-
duktormuskel der Pilgermuschel Pecten maximus (van Thoai et al., 1969). Spiter wurde ODH
in einer Vielzahl anderer mariner bzw. limnischer Invertebraten nachgewiesen und aus ihnen
gereinigt, z.B. aus dem Anneliden Sipunculus nudus (Haas et al., 1973), aus der Teichmu-
schel Anodonta cygnea (Géade und Grieshaber, 1975), aus Pecten jacobaeus (Grieshaber und
Gide, 1977) sowie aus dem Kalmar Loligo vulgaris (Grieshaber et al., 1978) und dem Ne-

mertinen Cerebratulus lacteus (Giade und Carlsson, 1984).

Im Adduktormuskel einer fliichtenden Pilgermuschel steigt der Gehalt an L-Arginin
durch die Transphosphorylierung von Argininphosphat (Abb.1, @) stark an. Freigewordenes
L-Arginin wird wihrend der nachfolgenden Erholungsphase ODH-katalysiert mit Pyruvat zu
D-Octopin umgesetzt (Grieshaber und Géde, 1977; Géde et al., 1978). Bei dieser Reaktion
werden ebenfalls die bei der Reaktion der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(Abb.1, @) anfallenden Reduktionsidquivalente reoxidiert, so dass die ODH bei den marinen
Invertebraten den Redoxzustand des sauerstoffverarmten Muskelgewebes konstant halt
(Fields et al., 1976b und c; Fields und Quinn, 1981; Fields, 1983). Bei anderen Vertretern

mariner Invertebraten iibernehmen andere Opindehydrogenasen diese Reaktion.
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Bis heute sind vier weitere Opindehydrogenasen in marinen Invertebraten entdeckt
und teilweise auch gereinigt worden (Gdde und Grieshaber, 1986; Grieshaber und Kreutzer,
1986; Kreutzer et al., 1986; Grieshaber et al., 1994). Die Strombin-/ Alanopindehydrogenase
(Glycin bzw. Alanin als Aminosduresubstrat; EC 1.5.1.22, EC 1.5.1.17) wurde von Fields
(1976a) im Adduktormuskel der Auster Crassostrea gigas nachgewiesen. Die Tauropindehy-
drogenase, die Taurin neben Pyruvat als Substrat verwendet, ist 1986 von Sato entdeckt wor-
den (Sato und Gide, 1986), der auch die PB-Alanopindehydrogenase (Aminosiduresubstrat
B-Alanin) aus der Trogmuschel Scarpharca broughtonii isolierte (Sato et al., 1987). Oft findet
man jedoch in einem Organismus bzw. Gewebe mehr als eine Opindehydrogenaseaktivitiit.
Teilweise lieBen sich die verschiedene Aktivititen unterschiedlichen Enzymen zuordnen
(Kreutzer et al., 1989). Es lassen sich jedoch auch Opindehydrogenasen finden, die ein breites
Substratspektrum beziiglich der Aminosidure aufweisen (Ellington, 1980; Storey und Dando,
1982; Géde und Grieshaber, 1986). Weiterhin wird in der Literatur auch von Enzympolymor-
phismen und gewebespezifischen Isoenzymen berichtet (Storey, 1977; Storey und Storey,
1979a und b; Dando et al., 1981; Kanno et al., 1996; Manchenko et al., 1998; Perez et al.,
2000).

Biotopbedingte Anaerobiose

Neben einer funktionsbedingten Anaerobiose konnen tierische Organismen auch einer
biotopbedingten Anaerobiose ausgesetzt sein, die sich durch die Erniedrigung des Sauerstoff-
partialdrucks (pO,) in ihrem Habitat unter einen kritischen Wert (pc) auszeichnet (Zebe et al.,
1980). Dieser hypoxische Zustand kann zeitlich begrenzt sein oder aber fortwihrend beste-
hen. Bewohner des interdidalen Sediments zum Beispiel sind durch den periodischen Wechsel
von Ebbe und Flut zeitweilig hypoxischen Bedingungen ausgesetzt, da sie ihren Bau bei Nie-
drigwasser nicht mehr mit O,-reichem Wasser irrigieren konnen. In limnischen und marinen
Habitaten kommt es durch starke Besiedlung mit Tieren und Pflanzen zu diurnalen Schwan-
kungen des Sauerstoffpartialdrucks. Parasiten, die im Verdauungstrakt von Vertebraten leben,
sind hingegen vollstidndig von atmosphérischem Sauerstoff abgeschlossen. Zur Energieversor-
gung sind Lebewesen in diesen Habitaten mitunter auf eine anaerobe Energiegewinnung an-
gewiesen.

Zu Beginn einer biotopbedingten Anaerobiose wird Energie ebenfalls {iberwiegend
durch die Transphosphorylierung von Phosphagenen gewonnen. Im Gegensatz zum Phospho-
kreatin der Vertebraten sind die Phosphagene der Invertebraten thermodynamisch stabiler und

damit hervorragend geeignet, Energie auch iiber einen ldngeren Zeitraum bei einem sehr nie-
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drigen [ATP]/[ADP]-Verhiltnis im Gewebe bereitzustellen (Schottler er al., 1984a und b;
Graham und Ellington, 1985; Graham et al., 1985; Ellington, 1989; Ellington, 2001). Weiter-
hin ldsst sich durch Substratkettenphosphorylierung wihrend der anaeroben Glykolyse und
durch die Reduktion von Fumarat zu Succinat (Abb.1, ®) Energie gewinnen (Kmetec und
Bueding, 1961; Schroff und Schéttler, 1977; Holwerda und de Zwaan, 1979 und 1980). Zu-
sdtzlich wird der Metabolismus drastisch reduziert und die Glykolyserate bis auf 5 bis 10 %
der normoxischen Rate herabgesetzt (Meinardus-Hager et al., 1989; Hardewig et al., 1991a
und b). Die Reoxidation von glykolytischem NADH allerdings wird auch bei biotopbedingter
Anaerobiose durch die Laktat- bzw. durch die Opindehydrogenasen ermoglicht.

Bei linger andauernder Anaerobiose wird auch das mitochondriale Kompartiment in
die Energiegewinnung mit einbezogen. Die Ausnutzung des Fumaratreduktase-Komplexes
(Abb.1, ®) und des Acetat-Propionat-Weges (Abb.1, @; Schroff und Zebe, 1980; Schéttler,
1983; Hardewig et al., 1994) erhohen die ATP-Ausbeute von 3 Mol auf 7 Mol ATP pro Gly-
kosyleinheit (Grieshaber et al., 1994).

Dualismus der Opinbildung

Opindehydrogenasen sind also sowohl bei funktionsbedingter, als auch bei biotopbe-
dingter Anaerobiose entscheidend an der Energieversorgung der Invertebraten beteiligt. Aller-
dings werden oft unterschiedliche Endprodukte nach funktions- bzw. biotopbedingter Anaero-
biose akkumuliert (Kreutzer et al., 1989). Im Hautmuskelschlauch des Wattwurms Arenicola
marina z.B. findet man nach starker Grabaktivitit iiberwiegend Alanopin, wohingegen bei
einer stickstoffinduzierten Anaerobiose vorwiegend Strombin akkumuliert (Siegmund et al.,
1985). In der Herzmuschel Cardium tuberculatum und der amerikanischen Schwertmuschel
Ensis directus konnte nach starker Muskelaktivitidt vornehmlich Octopin, nach einer Hypoxie
iiberwiegend D-Laktat nachgewiesen werden (Meinardus-Hager und Gide, 1986a und b;
Schiedek und Zebe, 1987). Der Spritzwurm Sipunculus nudus akkumuliert ebenfalls Octopin
bei funktionsbedinger Anaerobiose, allerdings wird in seinem Hautmuskelschlauch bei bio-
topbedingter Hypoxie Strombin gebildet (Portner et al., 1984). Dieser Dualismus der Opinbil-
dung lieB sich durch vergleichende Untersuchungen zum Aminosdure- und Opingehalt in
mehr als 20 Spezies, die sowohl funktionsbedingter-, als auch biotopbedingter Anaerobiose
unterworfen wurden, physiologisch erklidren. Biotopbedingte Anaerobiose ist durch einen nie-
drigen glykolytischen Flux gekennzeichnet. Hierbei arbeiten alle Opindehydrogenasen eines

Gewebes nahe ihres Gleichgewichts und die am hochsten konzentrierte Aminosdure bestimmt
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das bevorzugt gebildete Endprodukt. Bei einem hohen glykolytischem Flux, wie er fiir die
funktionsbedingte Anaerobiose charakteristisch ist, arbeiten nur diejenigen Opindehydrogena-
sen nahe ihres Gleichgewichts, die in ausreichend hoher Aktivitit im entsprechenden Gewebe
vorhanden sind. Die Kapazitit dieser Enzyme bestimmt, welche Endprodukte vornehmlich

gebildet werden (Portner et al., 1984; Kreutzer et al., 1989).

Verbreitung von Opindehydrogenasen

In Arbeiten von Livingstone (1983 und 1990), Hammen und Bullock (1991), Hammen
und Fielding (1993) sowie von Sato (1993a) wird die Verbreitung von Opin- und Laktatdehy-
drogenasen in mehr als 160 Spezies aus 17 Tierstimmen eingehend behandelt. Opindehydro-
genasen wurden jedoch nicht nur bei Invertebraten gefunden. Sato und Mitarbeiter reinigten
1993 eine Tauropindehydrogenase aus der marinen Rotalge Rhodoglossum japonicum (Sato et
al., 1993b). Weiterhin wurden auch in Wurzelhalsgallen dikotyler Pflanzen Opindehydroge-
nasen nachgewiesen (Smith und Townsend, 1907; Chilton et al., 1977; Moore et al., 1979;
Schell et al., 1979). Wurzelhalsgallen entstehen durch Infektion der Pflanzen mit pathogenen
Agrobakterien, z.B. mit Agrobacterium tumefaciens. Die Agrobakterien enthalten so genannte
Ti-Plasmide (tumor inducing plasmids), welche neben den Oncogenen auch Gene fiir die Syn-
these und den Abbau von Opinen enthalten (van Larebeke et al., 1973 und 1974; Watson et
al., 1975; van Montagu et al., 1980; Messens et al., 1985). Der Einbau eines Abschnitts dieses
Plasmids in das Pflanzengenom (Chilton et al., 1977; Willmitzer et al., 1980; Deblaere et al.,
1985) fiihrt zu einer tumordsen Verdnderung des Pflanzengewebes und veranlasst die Pflanze,
Opine zu produzieren, die wiederum den Bakterien als Kohlen- und Stickstoffquelle dienen.
Die benotigten Opinpermeasen und Opinoxidasen sind ebenfalls Ti-Plasmid kodiert. Aller-
dings unterscheiden sich die Opinoxidasen sowohl katalytisch als auch strukturell von den
Opinsynthasen (Nester, 1981; Tempé und Petit, 1983; Chang et al., 1983; Chilton et al., 1984;
Firmin et al., 1985; Thompson und Donkersloot, 1992). Weiterhin wurden Opindehydrogena-
sen auch bei Pseudomonaden (Beaulieu et al., 1983; Rossignol und Dion, 1985; Boivin et al.,
1987), Rhizobiaceen (Beauchamp et al.,1991) und Coryneformen, z.B. bei Arthrobacter sp.,
nachgewiesen (Tremblay et al., 1987a und b; Asano et al., 1989). Zusitzlich konnte auch in
Pilzen der Gattungen Cylindrocarpon und Fusarium ein Opinkatabolismus nachgewiesen

werden (Beauchamp et al., 1990).
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Biochemische Charakterisierung der Opindehydrogenasen

Neben ihren physiologischen Eigenschaften sind einzelne Opindehydrogenasen auch
biochemisch bereits gut charakterisiert worden. Besonders die als erstes isolierte Octopinde-
hydrogenase der Pilgermuschel Pecten maximus war in der Vergangenheit ein beliebtes Ver-
suchsobjekt, da sie sich verhéltnismifBig leicht aus dem Adduktormuskel reinigen lie3. Als
monomeres Enzym mit einem Molekulargewicht von 43.3 kDa hilt man sie fiir eine der
kleinsten NADH-abhéngigen Dehydrogenasen (Olomucki et al., 1972; Gide und Grieshaber,
1986; Janfen, 2000).

Die Ligandenbindung an ODH wurde mit kinetischen Techniken eingehend von Mon-
neuse-Doublet und Olomucki (1975 a & b, Monneuse-Doublet et al., 1978) sowie von
Schrimsher und Taylor (1984) untersucht, wobei jedoch beide Gruppen zu teilweise unter-
schiedlichen Ergebnissen kamen. Monneuse-Doublet und Olomucki (1975 a & b) postulieren
fiir die Ligandenbindung an ODH eine geordnete Reihenfolge. Zuerst bindet das Coenzym
NADH, dann Pyruvat und schlieBlich L-Arginin. Pyruvat reagiert mit L-Arginin unter Dehy-
dratisierung zu einer Schiffbase. Auf diesen Ubergangszustand erfolgt schlieBlich der Hydrid-
transfer vom NADH, wodurch D-Octopin entsteht. Anscheinend besitzt die ODH zwei unter-
schiedliche Bindestellen fiir die Substrate Pyruvat und L-Arginin. Die bis dahin vorherrschen-
de Meinung, dass die Schiffbase an das Enzym gebunden wird (van Thoai et al., 1969), wurde
von diesen Autoren widerlegt. Auch Schrimsher und Taylor (1984) gehen davon aus, dass
zuerst das Coenzym an das Enzym bindet. Die nachfolgende Bindung der Substrate soll je-
doch ungeordnet erfolgen, selbst die Bindung einer Schiffbase wird von ihnen nicht ausge-
schlossen. Pho (1970), sowie Oriol und Olomucki (1972) konnten durch spektrophotometri-
sche und spektropolarometrische Untersuchungen feststellen, dass sich bei der Bindung des
Coenzyms die Proteinstruktur dndern muss. Weiterhin wurde die ODH auch benutzt, um die
Faltung einfacher, monomerer Proteine zu untersuchen (Zettlmeissel et al., 1984; Teschner et

al., 1987).

Durch die Aufklidrung der Primérstruktur der Octopindehydrogenasen aus Pecten ma-
ximus, Loligo vulgaris, Loligo opalescens und Sepia officinalis von JanBen (2000) sowie
durch die Arbeiten einer japanischer Gruppe (Kimura et al., 2004; Kan-No et al. 2005) sind
heute Sequenzen verschiedener Octopin- und Tauropindehydrogenasen mariner Invertebraten
in Datenbanken verfligbar und ermoglichen Sequenzvergleiche z.B. mit anderen NADH-ab-
hingigen Dehydrogenasen. Die coenzymbindenden Doménen dieser Dehydrogenasen sind to-

pologisch sehr @hnlich aufgebaut und bestehen aus einem konservierten B-a-f-o-B-Motiv
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(Brindén et al., 1970; Rossmann et al., 1974). Die B-a-B-Sekundirstruktur der so genannten
Rossmann-Falte konnte auch fiir die Invertebraten Opindehydrogenasen nachgewiesen wer-
den (JanBen, 2000). Weiterhin lésst sich innerhalb der Rossmannfalte die Glycin-reiche Kon-
sensussequenz GXGXXG (Briandén, 1980; Wierenga et al., 1985, 1986; Brindén und Tooze,
1991) finden, die fiir die Bindung des Dinukleotidanteils des Coenzyms verantwortlich ist
(Brindén, 1980; Wierenga et al., 1985; Baker et al., 1992). Auch dieses Motiv wurde z.B. in

der Pecten-Sequenz nachgewiesen (Janfen, 2000).

Uber die an der Bindung der Substrate beteiligten Aminosiuren und den genauen Re-
aktionsmechanismus der Opinbildung konnte allerdings bisher nur wenig in Erfahrung ge-
bracht werden. Fiir die Laktat-Dehydrogenase ist bekannt, dass sich im aktiven Zentrum ein
DXXR-Motiv befindet. Gemeinsam mit einem Histidin wird eine Histidin-Aspartat-Arginin-
Triade gebildet, welche die Ubertragung eines Hydridions vom NADH auf Pyruvat ermog-
licht (Monneuse und Rouzé, 1987; Clarke et al., 1988; Clarke et al., 1989a und b). Auch in
der Malatdehydrogenase ist ein solche Triade nachgewiesen (Birktoft und Banaszak, 1982;
Goward und Nicholls, 1994). Durch Sequenzvergleiche konnte jedoch ein DXXR-Motiv in
den tierischen Opindehydrogenasen nicht gefunden werden (JanBen, 2000). Allerdings zeig-
ten Thomé-Beau und Olomucki, das sowohl ein Histidyl-, als auch ein Carboxylrest wichtig
fiir die Aktivitdt der ODH sein miissen (Thomé-Beau et al., 1971; Thomé-Beau und Olomu-
cki 1973; Olomucki et al., 1975). Da sich innerhalb der Opindehydrogenase-Sequenzen ein
konserviertes Histidin, ein Arginin und ein Aspartat finden lassen, wurde vermutet, dass auch
bei ihnen eine dhnliche Triade an der Katalyse beteiligt sein konnte (JanBen, 2000; Kan-No et
al. 2005). Auch ein Cystidyl-Rest scheint am katalytischen Mechanismus beteiligt zu sein,
wie durch Inaktivierungsexperimente mit thiolspezifischen Reagenzien gezeigt werden konnte
(Olomucki et al., 1972; Olomucki et al., 1975; Sheikh und Katiyar, 1993a und b sowie 1994).

Bis zur heterologen Expression der ODH (JanBen, 2000) waren die zu reinigenden
Proteinmengen vor allem fiir strukturelle Untersuchungen limitierend. Van Thoai et al. (1969)
isolierten aus 2,8 kg Adduktormuskeln lediglich 50 mg ODH. Bei einem durchschnittlichen
Adduktormuskel-Gewicht von 8 g entspricht dies ca. 350 Muscheln, die fiir einen solchen An-
satz pripariert wurden. Das bakterielle Expressionssystem stellt dagegen ausreichende En-
zymmengen zur Verfiigung, um mit Kristallisationsversuchen beginnen zu kénnen (Janfen,
2000; Miiller, 2001), und es ist hiermit auch die Moglichkeit gegeben, gezielt Aminosiduren
im Enzym auszutauschen, von denen eine Beteiligung am Reaktionsmechanismus vermutet

wird.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Einblicke in die Struktur und den Reaktions-
mechanismus der Octopindehydrogenase aus der Pilgermuschel Pecten maximus zu gewin-
nen. Hierzu sollte zunichst die Reinigungsmethode der rekombinanten ODH so weit verbes-
sert werden, um hochstmoglich homogene ODH zu gewinnen, die dann in Kristallisationsver-
suchen eingesetzt werden kann. Ziel war es, einen ODH-KTristall zu erhalten, der fiir die
Strukturaufkldarung geeignet ist. Zusitzlich zu den Kristallisationsversuchen sollen NMR-
spektroskopische Untersuchungen zeigen, ob sich die 43.3 kDa grof3e ODH hier als Versuchs-
objekt eignet. Moglicherweise konnen mit Hilfe der NMR diejenigen Aminoséduren identifi-
ziert werden, die an der Bindung der Substrate beteiligt sind. Durch gerichtete Mutagenese
sollten schlieBlich detailliertere Einblicke in den Reaktionsmechanismus und womoglich in
die Substratspezifitit der Octopindehydrogenase aus der Pilgermuschel Pecten maximus ge-

wonnen werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Tierbeschaffung

Als Versuchstier wurde in dieser Arbeit die Pilgermuschel Pecten maximus verwendet.
Die Pilgermuscheln stammten aus dem Armelkanal und wurden lebend bei Hindlern in Ros-
coff (Frankreich) gekauft. Die Adduktormuskeln der Pilgermuscheln wurde prépariert, in fliis-
sigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur Verwendung bei -80 °C aufbe-

wabhrt.

2.2 Chemikalien

Alle benutzten Chemikalien wurden von den Firmen Acros Organcis (USA), Amer-
sham-Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), BioRad (Miinchen), Eppendorf
(Hamburg), euriso-top (Frankreich), Fisher Scientific (England), Fluka (Neu-Ulm), Hampton
Research (USA), Invitrogen (Niederlande), J.T. Baker (Niederlande), MBI Fermentas (St.
Leon-Rot), Merck (Darmstadt), New England Biolabs (Frankfurt), Novagen (Merck Bios-
ciences, Darmstadt), peqLab (Erlangen), Promega (Mannheim), Qiagen (Hilden), Riedel-de-
Haén (Seelze), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Stratagene (Niederlande) und USB (USA) in héchstmoglicher Reinheit bezo-
gen. D-Octopin wurde nach der Methode von Tempé (1983) synthetisiert.

2.3 Sterilisation von Gefifien, Losungen und Medien

Glasgefife und Medien, die der Anzucht und Kultur von Bakterien dienten, wurden
vor ihrer Verwendung 20 Minuten bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert. Ampicillin,
Kanamycin und IPTG wurden mit Hilfe von 0,22 um Einwegfiltern sterilfiltriert. Mit D,O an-

gesetzte Losungen wurden ebenfalls sterilfiltriert.

2.4 Verwendete Bakterienstimme

Typischerweise wurde der Bakterienstamm Epicurian coli XL1-Blue (Stratagene) fiir
Klonierungen verwendet. Zur Stammhaltung wurden die jeweiligen Plasmide in den Bakteri-
enstamm JM109 transformiert. Fiir die Uberexpression der ODH wurde der E. coli-Stamm
ER2566 (NEB) verwendet. Die Genotypen der verwendeten Bakterienstimme finden sich in

Tabelle 1.
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Tab. 1 Genotypen der verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F' proAB lac®ZAM15
Tn10(Tet')]

e14-(McrA-) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK-,mK+) supE44 relA1 A(lac-
proAB) [F' traD36 proAB lac®ZAM15]

F A" fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 gene1 gal sulA11 D(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-
73:miniTn10--TetS)2 R(zgb-210::Tn10)(TetS) endA1 [Dcm]

E. coli XL1-Blue

E. coli JM109

E. coli ER2566

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 DNA-Isolierung
DNA wurde mit dem E.Z.N.A. Invertebrate DNA Kit (peqlab) isoliert. Es wurden ca.

30 mg Adduktormuskel eingesetzt. Das Gewebe wurde unter fliissigem Stickstoff gemorsert
und anschlieBend nach Herstellerangaben weiter verarbeitet. Die isolierte DNA wurde in

30 uL ddH,0O aufgenommen.

2.5.2 RNA-Isolierung nach Chomzynski et al. (1987)

Gesamt-RNA wurde mit einer Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion
(modifiziert nach Chomzynski et al., 1987) aus den Adduktormuskeln der Pilgermuscheln
isoliert. Zwei Gramm Gewebe wurde unter fliissigem Stickstoff pulverisiert und in 10 mL
GTC-Puffer (4 mol Lt Guanidinthiocyanat pH 7.0, 25 mmol Lt Na-Citrat, 0,5 % (w/v)
N-Laurylsarcosin) aufgenommen und mit einem Ultraturrax (IKA Labortechnik, Staufen)
unter Eiskiihlung homogenisiert. Die Losung wurde anschlieBend 60 Minuten bei 88.000 g
(Sorvall RC M120EX, Rotor RP80AT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 0,1 Volumen
2 mol L' Na-Acetat pH 5.2 versetzt und gemischt. AnschlieBend wurde ein Volumen Aqua-
Roti-Phenol pH 5.2 (Roth) und 0,2 Volumen Chloroform hinzugegeben und die Losung
15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Gemisch wurde fiir 20 Minuten bei 14.000 g zentrifugiert.
Die RNA-haltige wissrige Phase wurde abgenommen und erneut mit einem Volumen Aqua-
Roti-Phenol pH 5.2 sowie einem 0,2 Volumen Chloroform versetzt, 15 Minuten auf Eis inku-
biert und erneut 20 Minuten zentrifugiert. Die wéssrige Phase wurde mit einem Volumen
100 % Isopropanol versetzt und bei -20 °C eine Stunde inkubiert. Die RNA wurde durch
20 miniitige Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und an-
schlieend 15 Minuten zentrifugiert. Nachdem der Alkohol entfernt worden war, wurde die
RNA bei 60 °C getrocknet und anschlieBend in ca. 250 pL erwédrmtes ddH,O aufgenommen
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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2.5.2.1 Isolierung von Poly(A)" RNA
Poly(A)"* RNA (mRNA) wurde mit Oligotex-Suspension (Qiagen, Hilden) aus der

Gesamt-RNA isoliert. Es wurde hierbei nach Herstellerangaben verfahren. Eingesetzt wurden
zwischen 0,5 und 1 mg nach Chomzynski (2.5.2) isolierte RNA. Die Poly(A)" RNA wurde in
50 uLL ddH,0 aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt.

2.5.3 c¢DNA-Synthese

Zur Synthese einzelstringiger cDNA wurden ca. 0,1 mg Poly(A)" RNA mit 40 U
RNAseOUT™ (Rekombinanter Ribonuklease Inhibitor, Invitrogen) und 0,5 pg Oligo(dT);2.13
(Invitrogen) versetzt und 10 Minuten bei 70 °C inkubiert. Danach wurde die Probe auf Eis ab-
gekiihlt und mit 1 X Erststrangpuffer (20 mmol L' Tris/HCI pH 8.4, 50 mmol L' KCl, Invi-
trogen), 0,5 mmol L™ dNTP und 5 mmol L"' DTT gemischt. Nach zweiminiitiger Inkubation
bei 42 °C wurden 50 U SuperSCRIPT II RT (Invitrogen) hinzugegeben und die Probe 45 Mi-
nuten bei 42 °C inkubiert. Nach erfolgter Erststrangsynthese wurde die Reverse Transkriptase
durch 15 miniitiges Erhitzen auf 70 °C denaturiert und die Probe anschlieBend auf Eis abge-
kiihlt. Das RNA-Template wurde durch Verdau mit 2 U RNaseH bei 37 °C fiir 20 Minuten
vom cDNA-RNA-Hybrid-Molekiil entfernt.

2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.54.1 Amplifikation des ODH-Gens

Fiir die Amplifikation des ODH-Gens aus verschiedenen Individuen der Pilgermuschel
Pecten maximus wurde ca. 50 ng cDNA eingesetzt. Der PCR-Ansatz enthielt weiterhin 1 X
Cloned Pfu DNA Polymerase Reaktions-Puffer (Stratagene), 0,2 mmol L™ je dNTP, jeweils
0,5 umol L' der Primer ODH-5Prime und ODH-3Prime (s. 7.1, Tab. 19) sowie 2,5 U PfuTur-
bo® DNA Polymerase (Stratagene). Nach einer anfdnglichen Denaturierung bei 95 °C fiir
2 Minuten folgten 30 PCR-Zyklen von Denaturierung (30 Sekunden, 95 °C), Primer-Anlage-
rung (30 Sekunden, 58 °C) und Synthese neuer DNA-Stringe (90 Sekunden, 72 °C). Abge-

schlossen wurde die PCR mit einer finalen Elongation bei 72 °C fiir 5 Minuten.

2.5.4.2 Molekularbiologische Artbestimmung

Ein PCR-Ansatz zur Artbestimmung enthielt 10 mmol L' Tris/HCl pH 8.3,
50 mmol L™ KClI, 1,5 mmol L! Magnesiumacetat (Eppendorf), 0,2 mmol Lt je dNTP, je-
weils 1 umol L' der Primer Lsu3 und LSU2eco (s. 7.1, Tab. 19) sowie 1 U Taq DNA-Poly-

merase (Eppendorf). Es wurde ca. 10 ng DNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir
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5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um Primer und DNA zu denaturieren. Es folgten 30 Zyklen, be-
stehend aus 30 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung), 30 Sekunden bei 55 °C (Annealing) und
60 Sekunden bei 72 °C (Elongation). Eine finale Elongation fand bei 72 °C fiir 5 Minuten
statt.

2.5.5 Gelelektrophoretische Trennung der DNA

DNA wurde in einem 1-2 %igen TAE-Agarosegel (40 mmol L Tris pH 8.3,
20 pmol Lt Acetat, 2 mmol L! EDTA, 0,1 ug mL! Ethidiumbromid) elektrophoretisch mit
150 V getrennt. Als Laufpuffer wurde 1 X TAE verwendet. Vor der Elektrophorese wurden
die Proben mit 0,2-Volumen 5 X TAE-Probenpuffer (0,2 mmol L™ Tris pH 8.3, 0,1 mmol L™
Acetat, 10 mmol L! EDTA, 0.25 % (w/v) Bromphenolblau, 0.25 % (w/v) Xylencyanol, 15 %
(w/v) Ficoll 400) versetzt. Als Standards wurden entweder ein 100 bp DNA-Marker (Invitro-
gen), eine 1 kb DNA-Leiter (New England Biolabs) oder der GeneRuler™ 1 kb DNA-Marker

(MBI Fermentas) verwendet.

2.5.6 Prdparative Isolierung von PCR-Fragmenten

Nach elektrophoretischer Trennung im Agarosegel wurden die entsprechenden Banden
aus dem Gel ausgeschnitten. Zur Elution der DNA aus dem Agarosegel wurde das QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben verfahren.

Die DNA wurde anschliefend in 30 uL ddH,O aufgenommen.

2.5.7 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte, die durch Amplifikation mit Taqg DNA-Polymerase erhalten wurden
wiesen einen Desoxyadenosin-Uberhang auf, der eine Klonierung in einen Vektor mit einem
Desoxythymidin-Uberhang ermoglichte. StandardmiBig wurde hierfiir der Vektor pPGEM-T
Easy (Promega) benutzt. Die Ligation erfolgte in 1 X Rapid Ligation Puffer (Promega) mit
3 U T4 DNA Ligase. Die Vektor-DNA wurde entsprechend einem molaren Vektor zu Insert-
Verhiltnis von 1:3 mit dem gereinigten PCR-Produkt versetzt und die Reaktion anschlieend
fiir mindestens 20 Stunden bei 4°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschlieBend in

E. coli XL1-Blue transformiert.

2.5.7.1 Adenylierung von PCR-Amplifikaten

Polymerasen mit Fehlerkorrekturfihigkeit, wie zum Beispiel die PfuTurbo®, erzeugen
PCR-Fragmente mit glatten Enden. Um diese Fragmente ebenfalls in den Vektor pGEM-T

Easy zu klonieren, wurden sie mit Desoxyadenosin-Uberhingen versehen (A-Tailing). Hierzu
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wurden aus Agarosegelen isolierte PCR-Produkte verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt
1 X Tag DNA Reaktionspuffer (Eppendorf), 0,2 mmol L' dATPund 5 U Taq DNA Polyme-
rase (Eppendorf). Der Ansatz wurde bei 70 °C fiir 30 Minuten inkubiert. 2 uL wurden an-

schlieend fiir die Ligation eingesetzt.

2.5.8 Transformation von Bakterien

Bei -80°C aufbewahrte Zellen der verwendeten Bakterienstimme wurden mit einer In-
okulationsose auf LB-Agarplatten (0,5 % (w/v) Servabacter® Hefeextrakt (Serva), 1 % (w/v)
Caseinhydrolysat (Peptone, Serva)) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C angezogen. Fiir
Ubernachtkulturen wurden 3 mL LB-Medium (0,5 % (W/v) Servabacter® Hefeextrakt (Serva),
1 % (wl/v) Caseinhydrolysat (Peptone, Serva), 1 % (w/v) NaCl, pH 7.0) mit einer einzelnen
Kolonie angeimpft. Die Bakterien wurden anschlieend bei 37 °C unter Schiitteln fiir ca. 15 h

angezogen.

2.5.8.1 Herstellung chemischkompetenter E. coli-Zellen

Mit 2 mL einer Ubernachtkultur wurden 500 mL LB-Medium angeimpft und ca.
4 Stunden bei 37 °C unter Schiitteln bis zu einer optischen Dichte von 0,6 angezogen. Die
Bakterien wurden 30 Minuten auf Eis abgekiihlt, durch 20 miniitige Zentrifugation bei 4 °C
pelletiert und dann in 0,3 Volumen FB-Puffer (100 mmol Lt KClI, 50 mmol L! CaCl,, 10 %
(v/v) Glycerin, 10 mmol L' Kaliumacetat, pH 6.4) resuspendiert. Nach Inkubation auf Eis fiir
weitere 30 Minuten wurden die Zellen erneut durch Zentrifugation pelletiert und danach in
10 mL FB-Puffer aufgenommen. 100 uL-Aliquots wurden bei -80°C bis zur Verwendung
gelagert.

2.5.8.2 Transformation durch Hitzeschock

Zur Transformation wurde ein Aliquot Bakterienzellen aufgetaut, mit dem Vektor ver-
setzt und mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend erfolgte die Transformation
durch einen 45 sekiindigen Hitzeschock bei 42 °C. Nach zweiminiitiger Inkubation auf Eis
wurden die Zellen mit 1 mL LB-Medium versetzt und 1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln an-

gezogen.

2.5.8.3 Herstellung elektrokompetenter Zellen

500 mL LB-Medium wurden mit 2 mL einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C
ca. 4 Stunden bis zu einer optischen Dichte von 0,6 unter Schiitteln angezogen. Anschliefend

wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 4.000 g pelletiert, in ca. 50 mL
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eiskaltem ddH,O resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Vorgang wurde noch mindestens
dreimal wiederholt. SchlieBlich wurden die Zellen in 500 pL 10 % (v/v) Glycerin aufgenom-

men und in 30 uL-Einheiten bei -80 °C eingefroren.

2.5.8.4 Elektroporation

Bei der Elektroporation werden die Zellen einem kurzzeitigen elektrischem Feld aus-
gesetzt, das die Zellwand destabilisiert und die Aufnahme von Fremd-DNA ermdglicht. Ein
30 uLL Aliquot elektrokompetenter Zellen wurde 20 Minuten auf Eis aufgetaut, mit dem Vek-
tor versetzt und 1 Minute inkubiert. Die Transformation erfolgte mit einem Spannungspuls
von 2500 V fiir ca. 5,8 Millisekunden (Eppendorf Elektroporator 2510). AnschlieBend wurden
die Zellen mit 1 mL LB-Medium versetzt und 1 Stunde bei 37 °C mit Schiitteln inkubiert.

2.5.8.5 Blau-WeiB3-Selektion

Zum Nachweis einer erfolgreichen Ligation von PCR-Produkten in den Vektor
pGEM-T Easy wurde auf die Blau-WeiB-Selektion zuriickgegriffen (a-Komplementationstest
nach Sambrook, 2001). Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurden die frisch transfor-
mierten Zellen fiir 5 Minuten bei 4.000 g abzentrifugiert und in 200 uL. LB-Medium mit
100 mmol L IPTG und 80 ug mL" X-Gal (in Dimethylformamid) resuspendiert. Anschlie-
Bend wurden die Bakterien auf Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten (0,5 % (w/v) Servabac-
ter® Hefeextrakt (Serva), 1 % (w/v) Caseinhydrolysat (Peptone, Serva), 1 % (w/v) NaCl, 2 %
(w/v) Agar Agar (Serva), 100 ug mL™ Ampicillin, alternativ 30 ug mL™' Kanamycin, pH 7.0)
ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur deutlicheren Ausprigung der Blau-Fir-
bung wurden die Platten im Kiihlschrank bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert. Weille Kolo-
nien wurden durch Kolonie-PCR (2.5.8.6) auf den erfolgreichen Einbau eines Inserts iiber-

priift.

2.5.8.6 Kolonie-PCR

Fiir die Kolonie-PCR wurden ausgewihlte Klone zuerst mit einer Impfose auf eine
neue LB-Agarplatte repliziert und danach in einen PCR-Ansatz iiberfiihrt. Der 12,5 pL grofle
PCR-Ansatz enthielt 10 mmol L™ Tris/HCI pH 8.3, 50 mmol L KCI, 1,5 mmol L"' Magnesi-
umacetat (Eppendorf), 0,2 mmol L je dNTP, jeweils 1 pmol L Primer sowie 1 U Taq
DNA-Polymerase (Eppendorf). Als Primerpaar wurden je nach Vektor M13/M13reverse,
T7/Intein reverse oder T7/T7-Terminator in der PCR-Reaktion eingesetzt. Der Reaktionsan-

satz wurde fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt, um Primer und DNA zu denaturieren. Es folgten
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30 Zyklen, bestehend aus 30 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung), 30 Sekunden bei 56 °C
(Anlagerung) und 60 Sekunden bei 72 °C (Elongation). Eine finale Elongation fand bei 72 °C
fiir 5 Minuten statt. Um diejenigen Klone zu identifizieren, bei denen das Insert erfolgreich
eingebaut worden ist, wurden Aliquots der PCR-Reaktion anschliefend gelelektrophoretisch
untersucht. Positive Klone wurden zum Animpfen von 3 mL Ubernachtkulturen benutzt, aus

denen nach Inkubation bei 37 °C iiber Nacht die entsprechenden Plasmide isoliert wurden.

2.5.9 Plasmidpraparation
Plasmide wurden mit dem E.Z.N.A. Plasmid Minipridp Kit I (peqlab) nach Angaben

des Herstellers isoliert und in 50 uL ddH,O aufgenommen.

2.5.10 DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden kommerziell von der Firma Qiagen (Hilden) durchge-
fiihrt. Zu sequenzierende Plasmide wurden in den E. coli-Stamm XL1-Blue transformiert
(2.5.8.2) und iiber Nacht auf Antibiotikahaltigen LB-Agarplatten angezogen. Fiir die Sequen-
zierungen wurden in Abhédngigkeit vom verwendeten Plasmid die Primer T7, InteinReverse,
T7Terminator, M13, M13reverse oder N6 verwendet. Die Sequenzen der Primer finden sich

im Anhang (7.1 Tab. 19).

2.5.11 Auswertung der Sequenzdaten

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mittels der frei erhiltlichen Demoversion
von ChromasPro (Version 1.33, http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) und dem
Programm pDRAW (Version 1.1.92, http://www.acaclone.com). Nukleotid- bzw. Protein-
alignments wurden mit Hilfe von ClustalW (Higgins et al., 1994; Thompson et al., 1994;
http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Fiir die Datenbankrecherche wurden die Programme
BLASTn, BLASTx und BLASTp des BLAST-(basic local alignment tool)Pakets verwendet
(Altschul et al., 1990). Theoretische Werte fiir die isoelektrischen Punkte wurden mit dem
Programm Compute pl/Mw des Expasy-Programmpaketes berechnet (Bjellqvist et al., 1993
und 1994; http://www.expasy.ch).

2.6 Uberexpression der ODH-5His

Zu Beginn dieser Arbeit konnte auf einen von Janfen erzeugten Expressionsklon fiir
die ODH zuriickgegriffen werden (JanBen, 2000). Das fiir die ODH codierende Gen war in
den Vektor pTYBI inseriert worden und ermdglichte die heterologe Expression der ODH mit

einem um fiinf Histidine verldngerten C-Terminus (ODH-5His). In dieser Arbeit wurde, aus-

26



Material und Methoden

gehend von Adduktoren, in denen jeweils nur eine ODH-Isoform nachgewiesen wurde, ver-
sucht, das zugehorige ODH-Gen zu sequenzieren und zu exprimieren. Weiterhin wurde ein
neues Expressionssystem getestet, um die Ausbeute an rekombinantem Enzym moglicherwei-
se weiter zu erhohen. Schlieflich sollte auch rekombinante ODH ohne Fusion mit einem His-

Tag exprimiert werden, um sie ebenfalls fiir Kristallisationsversuche einsetzten zu konnen.
2.6.1 Konstruktion der Uberexpressionsvektoren

2.6.1.1 ODH-5His in pTYBI

Fiir die Klonierung des ODH-Gens in den Vektor pTYBI (NEB) wurde ausgehend von
cDNA das ODH-Gen mit den Primern Nterm_neu-Cterm5_neu vervielfiltigt (JanBen, 2000).
Der Primer Cterm5_neu ist so konstruiert, dass er am 3’-Ende der ODH-Sequenz fiinf Histi-
din codierende Tripletts und ein Stoppcodon inseriert. Fiir die Amplifikation des ODH-Gens
wurde das Triplemaster® PCR System (Eppendorf) verwendet. Ein typischer PCR-Ansatz ent-
hielt 1 X HighFidelity Puffer mit Mg**, 0,2 mmol L je dNTP, jeweils 0,5 pmol L™ der Pri-
mer Nterm_neu und Cterm5_neu (s. 7.1 Tab. 20) sowie 2,5 U TripleMaster Polymerase Mix
(Eppendorf). Nach einer anfénglichen Denaturierung bei 94 °C fiir 2 Minuten folgten
30 PCR-Zyklen mit 30 Sekunden bei 94 °C, 30 Sekunden bei 56 °C und 1 Minute bei 72 °C.
Abgeschlossen wurde die PCR mit einer finalen Elongation bei 72 °C fiir 5 Minuten. Nach
elektrophoretischer Trennung wurde das PCR-Produkt aus einem Agarosegel extrahiert
(2.5.6). 0,5 png des Produktes wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel (1 U) und Sapl
(0,5 U)(NEB) iiber Nacht bei 37 °C gespalten. 2 ug des Vektors pTYBI wurden ebenfalls
tiber Nacht mit Ndel und Sapl gespalten, danach elektrophoretisch aufgetrennt (2.5.5) und aus
dem Agarosegel eluiert (2.5.6). Fiir die Ligation wurden Vektor und Fragment in einem mola-
ren Verhiltnis von 1:3 eingesetzt. Die Ligation erfolgte mit T4 DNA Ligase (Promega) iiber
Nacht bei 4 °C. Der Expressionsvektor wurde anschlieBend in den E. coli-Stamm XL1-Blue
transformiert (2.5.8.4). Durch Kolonie-PCR (2.5.8.6) und Sequenzierung (2.5.10) wurde der
korrekte Einbau des ODH-Gens kontrolliert.

2.6.1.2 ODH-LEG6His in pET-24d(+)
Zusitzlich wurde fiir die Expression der ODH der Vektor pET-24d(+) (Novagen) ver-

wendet. Fiir die Klonierung wurde das ODH-Gen ausgehend von cDNA mit den Primern
NtermPec-CtermPec vervielfiltigt. Der Primer NtermPec ist so konstruiert, dass anstelle von
Ncol das Restriktionsenzym BsmBI fiir den Verdau verwendet werden kann und das Startco-

don im richtigen Leseraster in den Vektor inseriert wird. Der Primer CtermPec fiigt am
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3’-Ende des ODH-Gens die beiden zusitzlichen Aminosiduren Leucin und Glutamat ein. Die
Codons dieser zwei Aminosduren bilden die Restriktionsschnittstelle fiir das Enzym Xhol,
welches zum Einbau in den Vektor benutzt werden soll. Fiir die Amplifikation wurde
PfuUltra" High-Fidelity DNA Polymerase (Stratagene) verwendet. Der PCR-Ansatz enthielt
1 X PfuUltra’ HF Reaktions-Puffer (Stratagene), 0,2 mmol L! je dNTP, jeweils 0,5 pumol Lt
der Primer NtermPec und CtermPec (s. 7.1 Tab. 20) sowie 1,25 U PfuUltra (Stratagene).
Das PCR-Programm bestand aus einer anfinglichen Denaturierung bei 95 °C fiir 2 Minuten.
Es folgten 30 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung bei 95 °C fiir 30 Sekunden, der Pri-
meranlagerung bei 56 °C (30 Sekunden) und der Vervielféltigung bei 72 °C fiir 1 Minute. Ab-
geschlossen wurde die PCR mit einer finalen Elongation bei 72 °C fiir 10 Minuten. Nach
elektrophoretischer Trennung wurde das PCR-Produkt aus dem Gel extrahiert (2.5.6) und mit
dem Restriktionsenzym BsmBI (10 U, NEB, 1 X NEB-Puffer 3) 12 Stunden bei 55 °C gespal-
ten. BsmBI wurde durch 20 miniitiges Erhitzen des Reaktionsansitzen auf 85 °C inaktiviert.
Es folgte eine weitere Restriktion mit 10 U Xhol (NEB, 1 X NEB-Puffer 2) fiir ca. 12 Stun-
den bei 37 °C. Der Restriktionsansatz wurde anschlieBend mit QIAquick-Zentrifugeneinhei-
ten (Qiagen) gereinigt. 3 ug Vektor-DNA wurden mit 10 U Ncol und 10 U Xhol (beide NEB,
1 X NEB-Puffer 2) fiir ca. 12 Stunden bei 37 °C gespalten. Nach Restriktion wurde der Vek-
tor mit QIAquick-Zentrifugeneinheiten (Qiagen) gereinigt und anschlieBend dephosphoryliert.
Hierzu wurde das Eluat mit 0,2 U CIAP (Calf intestinal alkaline phosphatase, Promega) fiir
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die CIAP wurde durch Erhitzen fiir 15 Minuten auf 85 °C in-
aktiviert. Das Fragment wurde mit T4 DNA Ligase (Promega) fiir 16 Stunden bei 4 °C in den
Vektor ligiert. Der Expressionsvektor wurde in den E. coli-Stamm XL1-Blue transformiert
(2.5.8.4). Durch Kolonie-PCR (2.5.8.6) und Sequenzierung (2.5.10) wurde der korrekte Ein-
bau des ODH-Gens iiberpriift.

2.6.1.3 ODH ohne Fusion mit einem Affinititstag (CtermPst in pTYBI)

Zusitzlich zu den mit einem His-Tag verlangerten Enzymen wurde das ODH-Gen
ohne eine solche Affinititsmarkierung in den Vektor pTYBI (NEB) kloniert. Ausgehend von
cDNA wurde das ODH-Gen hierzu mit den Primern Nterm und CtermPst vervielfiltigt. Hier-
zu wurde PfuUltra" High-Fidelity DNA Polymerase (Stratagene) verwendet. Ein typischer
PCR-Ansatz enthielt 1 X PfuUltra HF Reaktions-Puffer (Stratagene), 0,2 mmol Lt je dNTP,
jeweils 0,5 umol L™ der Primer Nterm und CtermPst (7.1 Tab. 20) sowie 1,25 U PfuUltra"
(Stratagene). Das PCR-Programm bestand aus einer anfanglichen Denaturierung bei 95 °C fiir

2 Minuten. Es folgten 30 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung bei 95 °C fiir 30 Sekun-
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den, der Primeranlagerung bei 56 °C (30 Sekunden) und der Vervielfiltigung bei 72 °C fiir
1 Minute. Abgeschlossen wurde die PCR mit einer finalen Elongation bei 72 °C fiir 10 Minu-
ten. Nach elektrophoretischer Trennung wurde das PCR-Produkt aus dem Gel extrahiert
(2.5.6) und mit den Restriktionsenzymen Ndel (2 U) und Pstl (2 U) (NEB) iiber Nacht bei
37 °C gespalten. 2 ug des Vektors pTYBI wurden ebenfalls iiber Nacht mit Ndel und Pstl ge-
spalten, danach elektrophoretisch aufgetrennt (2.5.5) und aus dem Agarosegel eluiert (2.5.6).
Fiir die Ligation wurden Vektor und Fragment in einem molaren Verhéltnis von 1:3 einge-
setzt. Die Ligation erfolgte mit T4 DNA Ligase (Promega) iiber Nacht bei 4 °C. Der Expres-
sionsvektor wurde anschlieBend in den E. coli-Stamm XL1-Blue transformiert (2.5.8.4). Der

korrekte Einbau des ODH-Gens wurde durch Kolonie-PCR und Sequenzierung kontrolliert.

2.6.2 Anzuchtbedingungen fiir rekombinante ODH

Die bei —80 °C aufbewahrten Bakterien wurden zur Anzucht auf Antibiotika-haltigen
LB-Agarplatten mittels einer sterilen Ose ausplattiert und dann iiber Nacht bei 37 °C im Wiir-
meschrank inkubiert. Alternativ wurden ER2566-Zellen mit dem entsprechenden Vektor
transformiert (2.5.8.2) und auf Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten ausplattiert.

Zur Herstellung von Ubernachtkulturen (UNK) wurden 20 mL LB-Medium (0,5 %
(w/v) Servabacter® Hefeextrakt (Serva), 1 % (w/v) Caseinhydrolysat (Peptone, Serva), 1 %
(w/v) NaCl, pH 7.0) mit 100 pg mL! Ampicillin bzw. 30 pg mL" Kanamycin versetzt. Von
der LB-Agarplatte wurde mit einer sterilen Ose eine einzelne Kolonie in das Medium iiber-
fiihrt. Die Bakterien wurden anschlieBend bei 37 °C unter Schiitteln fiir ca. 15 h angezogen.
1 L LB-Medium (mit 100 ug mL! Ampicillin bzw. 30 pg mL! Kanamycin) wurde jeweils
mit 1 mL der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert, bis eine op-
tische Dichte von 0,6 erreicht war. Nach Induktion der Expression mit 0,35 mmol L IPTG
wurde die Anzuchttemperatur auf 18 °C gesenkt und die Inkubation 20 h fortgesetzt.

2.6.3 Isolierung der iiberexprimierten ODH

Alle Reinigungs-Schritte erfolgten bei 4 °C oder auf Eis. Nach Abbruch der Inkuba-
tion wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 4.000 g pelletiert (Zentrifuge Kontron
Hermle ZK 400, Rotor Hermle A 6.9) und mit Hilfe eines Ultraturrax (IKA Labortechnik,
Staufen) in Lysepuffer (50 mmol L™ Na-Phosphatpuffer mit 300 mmol L' NaCl, 10 mmol L™
Imidazol, pH 8.0) bzw. in Homogenisationsmedium (25 mmol L! TRA, pH 7.5, 1 mmol Lt
EDTA, 1 mmol L' DTT) resuspendiert.
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2.6.4 Aufschluss der E. coli-Zellen

Der Aufschluss der Bakterien erfolgte mit Hilfe von Ultraschall in 8 Intervallen von je
15 Sekunden mit jeweils mindestens 15 Sekunden Pause (Sonoplus HD2200 mit Titanteller
TT13 bzw. Mikrospitze MS72, Bandelin, Berlin). Die Intensitdt betrug entweder 10 %
(MS72) oder 25 % (TT13). Die Zelltriimmer bzw. nicht aufgeschlossene Zellen wurden mit
einer sich anschlieBenden Zentrifugation bei 88.000 g (Zentrifuge Sorvall Ultra Pro 80, Rotor
Sorvall T-865) abgetrennt. Der ODH-haltige Uberstand wurde abgenommen und bis zu seiner
weiteren Verwendung bei 4 °C auf Eis gelagert. Das Pellet wurde erneut in Lysepuffer resus-
pendiert und noch mal mit Ultraschall behandelt. Nach Zentrifugation (1 h, 88.000 g) wurden
die Uberstinde zum Rohextrakt vereinigt. Zur Solubilisierung von Einschlusskorperchen (In-
clusion bodies) wurde das Pellet in Lysepuffer mit 8 mol L' Harnstoff resuspendiert, 1 Stun-
de bei RT inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir gelelektropho-

retische Untersuchungen der Protein-Expression autbewahrt.

2.7 Gerichtete Mutagenese (Site-directed mutagenesis)

Um gezielt Aminosduren der ODH zu verdndern wurde in dieser Arbeit eine nach

Wang und Malcolm (1999 und 2002) modifizierte Quickchange™-Methode verwendet.

2.7.1 Konstruktion der Mutageneseprimer

Fiir jeden Aminosdureaustausch wurden zwei exakt komplementéire Primer benotigt.
Die Primer wurden mit Hilfe des online verfiigbaren Programms ,,The Primer Generator*
(Turchin et al., 1998; http://www.med.jhu.edu/medcenter/primer/primer.cgi) erstellt. Neben
den notwendigen Basenaustauschen zur Anderung der gewiinschten Aminosiure wurden auch
stille Mutationen in die Primer eingebaut, die Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme erzeugten
oder eliminierten ohne die Aminosduresequenz zu veridndern. Das ermdglichte es, positive
Klone durch Restriktionsverdau zu identifizieren (s. 2.7.3). Eine vollstindige Liste der ver-

wendeten Primer und Restriktionsenzyme findet sich im Anhang (7.1 Tab. 21a und b).

2.7.2 Mutagenesereaktion

Die von der Firma Stratagene kommerziell vertriebene Quickchange™-Methode be-
ruht auf einer linearen PCR-dhnlichen Amplifikation des gesamten Plasmids. Das parentale
Plasmid kann im Anschluss an die Reaktion mit Dpnl verdaut werden, da es im Gegensatz zu

der durch PCR erzeugten Kopie methyliert ist. Das neu synthetisierte Plasmid liegt ringférmig
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vor, enthilt allerdings Strangbriiche, die nach Transformation in E. coli von bakteriellen En-
zymen repariert werden.

Der Expressionsvektor pTYB1 erwies sich in ersten Versuchen, wahrscheinlich auf-
grund seiner Grofle von iiber 8 kB, als ungeeignet fiir die gewéhlte Mutagenesemethode. Es
wurde daraufhin ein das ODH-Gen iiberspannendes Stiick mit den Enzymen HindIII und Xbal
aus dem Expressionsplasmid ausgeschnitten und in das Plasmid pUC-19 (Amersham Pharma-
cia Biotech) inseriert, das mit den gleichen Enzymen geschnitten worden war. Das resultie-
rende Konstrukt ODH-5His/pUC-19 wurde anschlieend als Template fiir die Mutagenesere-
aktionen verwendet. Um die Ausbeuten an positiven Klonen zu erhthen, wurden jeweils zwei
Mutationsreaktionen mit je einem komplementdrem Primer angesetzt (Wang und Malcolm
1999 und 2002). Jeder Ansatz hatte ein Volumen von 25 puL und enthielt 1 X Cloned Pfu
DNA Polymerase Reaktions-Puffer (Stratagene), 0,2 mmol L' je dNTP, jeweils 0,5 pmol L™
des Vorwirts bzw. Riickwirts-Primers (s. 7.1 Tab. 21a und b) sowie 1,2 U PfuTurbo® DNA
Polymerase (Stratagene). Nach einer anfdnglichen Denaturierung bei 95 °C fiir 5 Minuten
folgten 5 PCR-Zyklen bestehend aus Denaturierung (30 Sekunden, 95 °C), Primer-
Anlagerung (1 Minute, 55 °C) und Synthese neuer DNA-Stringe (8 Minuten, 68 °C). An-
schlieBend wurden die beiden Ansitze vereinigt und die Reaktion fiir 16 Zyklen fortgesetzt.
Den Abschluss der Reaktion bildete eine 16 miniitige finale Elongation bei 68 °C. Anschlie-
Bend wurden 25 pL des Ansatzes mit 10 U Dpnl versetzt und fiir ca. 2 h bei 37 °C inkubiert.
Die Restriktion wurde durch 20 miniitiges Erhitzen auf 65 °C gestoppt. Zwischen 1 und 5 uL
wurden durch Elektroporation in den Bakterienstamm XL1-Blue transformiert. Die Bakterien

wurden iiber Nacht bei 37 °C auf Ampicillin-haltigen LB-Platten angezogen.

2.7.3 Kontrolle durch Restriktionsverdau

Zur schnellen Identifizierung positiver Klone wurden zunichst ca. 10-15 Klone auf
eine neue LB-Platte repliziert und anschlieBend als Template fiir eine Kolonie-PCR mit den
Primern M13 und M13reverse verwendet (s. 2.5.8.6). Nach der PCR wurde ein Aliquot der
Reaktion mit einem geeigneten Restriktionsenzym (s. Tab. 21 im Anhang) versetzt und min-
destens 1 h bei notwendiger Temperatur inkubiert. Als Kontrolle wurde ein PCR-Produkt in
der Restriktion eingesetzt, bei dem das unmutierte Plasmid ODH-5His/pUC-19 als Template
in der Kolonie-PCR eingesetzt worden war. Nach Restriktion wurden die Proben elektropho-
retisch aufgetrennt und positive Klone durch Vergleich des Restriktionsmusters mit der Kon-

trolle identifiziert. Positive Klone auf der Replikaplatte wurden anschlieBend dazu benutzt, je-
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weils 3 mL LB-Medium anzuimpfen. Nach Inkubation bei 37 °C iiber Nacht im Schiittelwas-

serbad wurden die Plasmide wie unter 2.5.9 beschrieben isoliert.

2.7.4 Umklonierung in den Expressionsvektor pTYB1

Ein Aliquot des mutierten Plasmids wurde anschlieBend mit den Restriktionsenzymen
HindIII und Xbal geschnitten. Ein typischer Restriktionsansatz enthielt neben dem Puffer Y*-
Tango (MBI Fermentas) ca. 5 ug Plasmid und 2,5 U HindIII, sowie 2,5 U Xbal. Der Verdau
fand fiir ca. 4 h bei 37 °C statt. AnschlieBend wurde die Probe gelelektrophoretisch getrennt
und die DNA aus dem Agarosegel eluiert (2.5.6). Das DN A-Stiick wurde anschlieBend in den
Vektor pTYBI inseriert, der ebenfalls mit den Enzymen HindIIl und Xbal geschnitten wor-
den war. Der korrekte Einbau des Inserts und der Mutation wurde durch Sequenzierung des

Plasmids pTYBI tiberpriift, die von der Firma Qiagen (Hilden) durchgefiihrt wurde.
2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Herstellung von Rohextrakten aus Adduktormuskeln von Pecten maximus

Die bei -80 °C gelagerten Pecten maximus-Adduktormuskeln wurden zunéchst unter
fliissigem Stickstoff pulverisiert. Zwischen 2 und 4 Gramm Adduktormuskel wurden dann in
25 mL eiskaltem Homogenisationsmedium (25 mmol L™ Na-Phosphat, pH 7.0, 1 mmol L’
EDTA, 1 mmol L DTT) resuspendiert und mit einem Ultraturrax (IKA Labortechnik, Stau-
fen) homogenisiert. Nach einer Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 17.000 g (Zentrifuge Sor-
vall RC5+, Rotor SS34) wurde der Uberstand einer fraktionierten Ammoniumsulfatfillung
unterzogen (s. 2.8.2). Nach erneuter Zentrifugation (30 Minuten, 17.000 g) wurde das Prote-
inpellet in Homogenisationsmedium resuspendiert. 2,5 mL der Proteinsuspension wurden
anschlieend durch Gelfiltration entsalzt. Hierfiir wurde eine mit Sephadex G-25 gefiillte PD-
10 Fertigsdule (Pharmacia) verwendet. Nachdem die Sadule mit 25 mL Homogenisationsmedi-
um dquilibriert worden war, wurden 2,5 mLL ODH-Suspension aufgetragen und mit 3,5 mL
des gleichen Puffers eluiert. Proben der entsalzten Suspension wurden durch native Gelelek-
trophorese (2.8.7.1) und anschlieBender Aktivitdtstarbung (2.8.7.3) auf das Vorkommen ver-

schiedener ODH-Isoenzyme untersucht.

2.8.2 Fraktionierte Ammoniumsulfatfillung

Im ersten Schritt der fraktionierten Ammoniumsulfatfillung wurde die Proteinprobe
langsam und unter Eiskiihlung mit Ammoniumsulfat versetzt, bis eine Sattigung von 50 % er-

reicht war. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 1 h bei 27.000 g zentrifugiert (Sorvall
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RC5+, Rotor F16/250). Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand mit Ammoniumsulfat
bis zu einer Sittigung von 85 % versetzt. Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedin-
gungen wie zuvor wurde der Uberstand verworfen und das Proteinpellet in entsprechendem
Puffer aufgenommen. Zum Entsalzen wurde die Probe iiber Nacht gegen den gewihlten Puf-
fer dialysiert. Die verwendeten Dialyseschlduche hatten eine Porengrée von 12-14 kDa (Me-

dicell, Liverpool, England).

2.8.3 Chromatographische Methoden

Alle bei den Chromatographien eingesetzten Losungen wurden vor ihrer Verwendung

mit 0,45 um Cellulose-Acetat-Filter (Sartorius, Géttingen) filtriert und entgast.

2.8.3.1 Reinigung der Rohextrakte iiber Ni-NTA Superflow
ODH-5His und ODH-LE6His wurden im ersten Schritt durch eine Metallchelat-Affi-

nitdtschromatographie (IMAC) gereinigt. Die hierfiir verwendeten Sdulen waren mit 12 mL
(D 1,25 cm, Hohe 10 cm) bzw. 49 mL (& 2,8 cm, Hohe 8 cm) Ni-NTA Superflow (Qiagen,
Hilden) gefiillt. Die Reinigung erfolgte an einem AKTA-Explorer 100 (Pharmacia, Freiburg).
Der AKTA-Explorer war ausgestattet mit der Pumpe P-900, dem UV-Detektor UV-900 und
dem Fraktionssammler Frac-900. Die Chromatogramme wurden mit der Software Unikorn
3.0 aufgezeichnet.

Beide Sdulen wurden vor dem Probenauftrag mit mindestens zwei Sdulenvolumen
(CV) Lysepuffer dquilibriert. Auf die 12 mL-Sédule wurden mit einer Flussgeschwindigkeit
von 0,5 mL min™ verschiedene Probenmengen (genaue Angaben sind dem Ergebnisteil zu
entnehmen) aufgetragen. Die beladene Sdule wurde mit 70 mL Lysepuffer gewaschen, wobei
die Flussgeschwindigkeit auf 1 mL min"' erhdht wurde. AnschlieBend wurde die Siule mit
100 mL Waschpuffer (50 mmol L™ Na-Phosphatpuffer pH 8.0, 300 mmol L' NaCl,
20 mmol L' Imidazol) gespiilt. Die Elution der ODH erfolgte wihrend eines linearen Imida-
zol-Gradienten von 20-250 mmol L' (Linge 100 mL, Flussgeschwindigkeit ebenfalls
1 mL min"). Wihrend des Laufs wurden 5 mL-Fraktionen gesammelt und deren ODH-
Aktivitit (s. 2.8.4) in jeweils einfacher Messung bestimmt.

Der Probenauftrag auf die 55 mL-Siule erfolgte mit einer Flussrate von 0,5 mL min™.
Die aufgetragenen Rohextrakte waren zuvor durch fraktionierte Ammoniumsulfatfdallung und
Dialyse gegen Lysepuffer vorbereitet worden. Die applizierten Probenmengen sind dem Er-
gebnisteil zu entnehmen. Nach dem Probenauftrag wurde die Laufgeschwindigkeit auf

1 mL min™ erhoht und die Siule mit Lysepuffer gespiilt. Nach 500 mL wurde auf Waschpuf-
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fer umgestellt und die Flussgeschwindigkeit auf 2 mL min™ gesteigert. Nach 500 mL Wa-
schen erfolgte die Elution der ODH mit einem linearen, 500 mL-langen Imidazol-Gradienten
von 20 auf 250 mmol L. Die FraktionsgroBe betrug 10 mL.

Die Fraktionen mit der hochsten ODH-Aktivitdt wurden jeweils vereinigt und in Ab-
hingigkeit vom Volumen entweder mit Vivaspin-20 Zentrifugeneinsitzen (Sartorius, Got-
tingen; MWCO 10.000 Da) oder durch Druckfiltration in einer Amicon-Riihrzelle (Model 52,
Amicon, USA) mit YM-10-Filtrationsmembran (Millipore, Eschborn) auf ein Endvolumen

zwischen 2 und 10 mL eingeengt.

2.8.3.2 Anionenaustauschchromatographie

Fiir die Reinigung der ODH ohne Fusion mit einem His-Tag (ODH-CtermPst) wurde
als erster chromatographischer Schritt eine Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt.
Es wurde hierzu eine Sédule (J 2,8 cm, Hohe 13 cm) verwendet, die mit 80 mL Fractogel®
EMD DEAE (M) (Merck) gefiillt war. Die Sédule war mit einem Sdulenvolumen 25 mmol L!
TRA pH 7.5, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L DTT quilibriert worden. Der Probenauftrag er-
folgte mit 0,5 mL min™'. Nach Probenapplikation wurde die Siule mit 160 mL Puffer gespiilt.
Die Flussgeschwindigkeit wurde hierzu auf 1 mL min™ erhdht. In den niichsten 200 mL der
Elution wurde die NaCl-Konzentration im Eluenten auf 50 mmol L' erh6ht. Die Elution der
ODH erfolgte durch einen linearen NaCl-Gradienten (50-300 mmol L) mit einer Linge von
640 mL (8 CV). Eluiert wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 2 mL min™. Es wurden
8 mL Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen mit der hochsten ODH-Aktivitdt wurden verei-
nigt, durch Druckfiltration eingeengt und in Gelfiltrationspuffer (50 mmol L' K-Phosphatpuf-
fer, pH 7.5, 2 mmol L' EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 0.1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol) iiber-
fiihrt.

2.8.3.3 Analytische Gelfiltrationschromatographie

Fiir analytische Zwecke und als zweiter Reinigungsschritt bei kleinen Probenmengen
wurde eine GroBenausschlusschromatographie mit Sephadex G-100 (Pharmacia) durchge-
fihrt. Die verwendete Siule (J 2,8 cm, Hohe 86,5 cm) hatte ein Volumen von 530 mL. Das
aufgetragene Probenvolumen betrug hochstens 2 mL. Vor Benutzung wurde die Sédule mit
mindestens einem Siulenvolumen 50 mmol L™ K-Phosphatpuffer, pH 7.5 mit 2 mmol L’
EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol dquilibriert. Die Flussrate betrug

0,3 mL min". Es wurden 3 mL Fraktionen gesammelt. Zur Molekulargewichtsbestimmung
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wurde die Sdule mit Dextranblau und verschiedenen Proteinen bekannten Molekulargewichts

kalibriert (Gel Filtration Calibration Kit, Amersham Pharmacia Biosciences).

2.8.3.4 Priparative Gelfiltrationschromatographie

Bei groBeren Probenmenge erfolgte die weitere Reinigung der ODH mit einer Sepha-
dex G-100 Gelfiltrationssédule (J 8 cm, Lange 120 cm, Volumen ca. 6.000 mL). Fiir die Rei-
nigung wurde eine FPLC-Anlage (Pharmacia, Freiburg), bestehend aus einer Pumpe des Typs
P-500, einem UV-Detektor (Single Path Control Unit UV-1, 280 nm), einem Fraktionssamm-
ler (Foxy Fraktionssammler, Colora Messtechnik GmbH, Ratingen) und Schreiber (Kipp &
Zonen) benutzt. Das aufgetragene Probenvolumen betrug héchstens 10 mL. Vor der Benut-
zung wurde die Sdule mit 1 CV Laufpuffer (50 mmol L™ K-Phosphatpuffer, pH 7.5 mit
2 mmol L' EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol) dquilibriert. Die
Flussrate betrug 60 mL h™. Es wurden 20 mL-Fraktionen gesammelt. Nach Aktivititsbestim-
mung (2.8.4) wurden die Fraktionen mit der hochsten Aktivitit vereinigt und in einer mit
YM-10-Filtrationsmembranen (Millipore, Eschborn) ausgestatteten Druckfiltrationszelle (Mo-

del 402, Amicon, USA) auf ein Volumen kleiner 20 mL eingeengt.

2.8.3.5 Hydroxylapatit-Chromatographie

Ohne His-Tag exprimierte ODH wurde in einem dritten Schritt durch Chromatogra-
phie mit keramischem Hydroxylapatit weiter gereinigt. Die verwendete Sdule (& 2,8 cm, Ho-
he 8 cm) war mit 50 mL Hydroxylapatit gefiillt (Bio-Gel® HTP, BioRad). Vor Applikation
wurde die ODH-Probe nach Gelfiltration gegen 10 mmol L™ K-Phosphatpuffer pH 7.0 dialy-
siert und die Sédule mit gleichem Puffer 4quilibriert. Die Flussgeschwindigkeit betrug
0,5 mL min"'. Nach Probenauftrag wurde die Siule mit 60 mL Puffer gespiilt und die Flussge-
schwindigkeit auf 1 mL min™ erhoht. Die Elution der ODH erfolgte durch einen linearen Gra-
dienten von 10 auf 130 mmol L' Kaliumphosphat mit einer Linge von 200 mL. Es wurden
5 mL Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen hochster ODH-Aktivitdt wurden vereinigt und

konzentriert.

2.8.3.6 Affinititschromatographie an Arginin-Sepharose

Alternativ zur Hydroxylapatitchromatographie wurde die ODH ohne Fusionstag in ei-
nem dritten Schritt durch Affinitdtschromatographie an Arginin-Sepharose weiter gereinigt.
Hierzu wurde eine Sdule verwendet (& 1 cm, Hohe 10 cm), die mit 8 mL Arginin-Sepharose

CL-4B (Pharmacia) gefiillt war. Vor Benutzung wurde die Siule mit 25 mmol L K-Phos-
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phatpuffer pH 6.2 mit 0,15 mmol L' NADH gespiilt. Der Probenauftrag erfolgte mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0,5 mL min™. AnschlieBend wurde die Siule mit 25 mL Puffer ge-
spiilt. Die Elution der ODH erfolgte durch 25 mmol L' K-Phosphatpuffer pH 6.2 ohne
NADH. Es wurden 4 mL Fraktionen gesammelt. Nach Aktivitdtsbestimmung (2.8.4) wurden

die Fraktionen mit der hochsten Aktivitit vereinigt und konzentriert.

2.8.4 Aktivititsbestimmung

Die Bestimmung der ODH-Aktivititen erfolgte an einem Photometer Uvikon 810 (Bi-
oTek, Neufahrn) bei 25 °C. Anhand der zeitlichen Abnahme der Extinktion bei 339 nm wurde
der NADH-Umsatz verfolgt. Im Reaktionsansatz befanden sich 50 mmol L! TRA, pH 7.0,
3 mmol L Pyruvat, 5,5 mmol L! L-Arginin, 0,16 mmol L' NADH sowie definierte Volu-
mina der Probe unbekannter Aktivitit (modifiziert nach van Thoai et al., 1969 und Grieshaber

et al., 1978). Die Reaktion wurde durch Zugabe des L-Arginins gestartet.

2.8.5 Bestimmung kinetischer Parameter

Sowohl wildtypische ODH-5His als auch erzeugte ODH-Muteine wurden einer kineti-
schen Untersuchung unterzogen. Bei der ODH-5His wurden die apparenten K,,-Werte fiir Py-
ruvat, L-Arginin, NADH und D-Octopin bestimmt. Bei den Muteinen wurde auf die Bestim-
mung des K,,-Wertes fiir Octopin verzichtet. Die katalytische Aktivitit der Enzyme wurde
entsprechend dem unter 2.8.4 beschriebenen Prinzip bestimmt. Die Testansétze fiir die Vor-
wirtsreaktion (Octopinbildung) enthielten 50 mmol L' TRA pH 7.0. Fiir die Riickreaktion
wurde ein Glycin/NaOH-Puffer pH 9.6 verwendet. Wihrend einer Messreihe wurde jeweils
nur die Konzentration eines Substrats variiert. Die verwendeten Substrat- und Enzymkonzent-
rationen sind dem Ergebnisteil zu entnehmen. Es wurden mindestens Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch nicht-lineare Regression mit dem Enzymkine-
tik-Modul 1.2 und der Software Sigma-Plot 9 (Systat Software GmbH, Erkrath). Hierbei wur-
de entweder die Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 2.1) oder eine um unkompetitive

Substratinhibition erweiterte Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 2.2) verwendet.

1) b= V max-[5]
Km+[S]
2.2) b= V max-[S]

[S]
K (4
m+[S]-(1+ Ki)
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Die Ubergangszustandsstabilisierungsenergie (AG) berechnet sich nach Wilkinson (1983) aus

2.3) AG = RT - 1n <4
Km

wobei R die allgemeine Gaskonstante [kJ mol™ K'l] und T die absolute Temperatur in [K]
darstellt. Der Verlust an Ubergangszustandsstabilisierungsenergie, der durch den Einbau einer
Mutation verursacht wird, wurde mit Gleichung 2.4 berechnet.

kcat
(ﬂ)Mu tante

2.4) AAG =—R-T-In Ilfmt
CCNwildryp
Km

2.8.6 Quantitativer Nachweis von SH-Gruppen und Inhibition der ODH durch thiolspezi-

fische Reagenzien

Freie Sulfhydrylgruppen in Proteinen kénnen durch 5,5’-Dithiobis-(2)-nitro-Benzoe-
saure (DTNB, Ellman-Reagenz) quantitativ erfasst werden. Thiole reagieren mit DTNB zu
einem gemischten Disulfid wobei eine dquivalente Menge an 5-Thio-2-nitrobenzoat frei-
gesetzt wird, die photometrisch bestimmt werden kann. Zur Bestimmung der fiir DTNB zu-
ginglichen Sulfhydrylgruppen wurde native ODH in 50 mmol L' Na-Phosphatpuffer pH 7.0
mit 4 mmol L™ DTNB versetzt und die Extinktionsédnderung bei 412 in den folgenden 20 Mi-
nuten aufgezeichnet. Zur Bestimmung aller in der ODH enthaltenen SH-Gruppen wurde das
Enzym in 50 mmol L Na-Phosphatpuffer pH 7.0 mit 8 mol L' Harnstoff denaturiert und
dann mit 4 mmol L' DTNB versetzt. AnschlieBend wurde die resultierende Extinktionsinde-
rung bei 412 aufgezeichnet. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten fiir DTNB
(14,2:10°L mol™ ¢cm™) wurde die Anzahl an Sulfhydrylgruppen in nativer und denaturierter
ODH be-stimmt.

Weiterhin wurde ODH mit 4 mmol L' DTNB versetzt und die Aktivitit des Enzyms
in Abhingigkeit von der Inkubationszeit bestimmt. Zusitzlich wurde ODH auch mit
0,16 mmol L™ p-Chlormercuribenzoat (PCMB) oder 5 und 10 mmol L' lodacetamid (IAA)
bei 25 °C inkubiert. Hier wurde ebenfalls die Aktivitiit in Abhéngigkeit von der Inkubations-

zeit aufgezeichnet.

2.8.7 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden nach Bradford (1976) durchgefiihrt. Ausgehend von
BSA-Standards wurde zunichst eine Kalibrierungsgerade erstellt. AnschlieBend wurden je

800 uL Probe unbekannter Proteinkonzentration mit 200 uLL BioRad Reagenz (BioRad, Miin-
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chen) versetzt, gemischt und nach exakt 20 min die Extinktion bei 595 nm an einem Uvikon
Spektralphotometer 941 der Firma Kontron (Eching) gemessen. Alle Proben wurden so mit

Wasser verdiinnt, dass ihre Proteinkonzentration im Bereich der Kalibrierungsgeraden lag.

2.8.8 Elektrophoretische Methoden

Wihrend der einzelnen Reinigungsschritte entnommene ODH-Proben wurden zur
Kontrolle der Reinheit auf Polyacrylamidgelen getrennt. Verwendung fand eine Kombination
aus Isotachophorese und Zonenelektrophorese, die so genannte Disk-Elektrophorese (Davis,
1964; Ornstein, 1964). Die Proteine werden hierbei zuerst in einem Sammelgel nach dem
Prinzip der Isotachophorese konzentriert und danach in einem Trenngel nach dem Prinzip der

Zonenelektrophorese getrennt.

2.8.8.1 Horizontale Disk-Elektrophorese

Fiir die horizontalen Elektrophoresen wurde das Elektrophoresesystem Multiphor II
(Pharmacia, Freiburg) verwendet. Mit dem zugehorigen Kiihlaggregat wurde bei nativen
Elektrophoresen die Kiihlplatte auf 10 °C, bei SDS-Gelen auf 15 °C gekiihlt. Trenn- und Sam-
melgele wurden mittels gebrauchsfertiger Acrylamid- und Bisacrylamidlésungen (Roth,
Karlsruhe) hergestellt. Die Gele wurden auf einen Triagerfilm ,,Gelbond PAG-Film* (Pharma-
cia, Freiburg) gegossen. Bei der nativen Page benutzte Sammelgele (4 %ig; Quervernetzung
3 %) enthielten 0,125 mol L! Tris/HCI, pH 6.8 mit 17,4 % (v/v) Glycerin. Die 12 % igen
Trenngele (Quervernetzung ebenfalls 3 %) enthielten 0,375 mol L' Tris/HCI, pH 8.8 und
3,5 % (v/v) Glycerin. Als Laufpuffer diente 25 mmol L™ Tris/HCI, 192 mmol L™ Glycin,
pH 8.3. Die aufzutragenden Proben wurden im Verhiltnis 1:4 mit Probenpuffer
(62,5 mmol L' Tris/HCI, pH 6.8, 10 % (v/v) Glycerin, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau, 5 %

(v/v) 2-Mercaptoethanol) versetzt. Es wurden jeweils 10 uL Probe auf das Gel aufgetragen.

Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophoresen erfolgten analog zur nativen PAGE. Je-
doch enthielten Probenpuffer und Laufmittel im Unterschied zu den nativen Elektrophoresen
2 % (w/v) bzw. 0,1 % (w/v) SDS (Laemmli, 1970). Weiterhin wurden die Proteine, bevor sie
auf das Gel aufgetragen wurden, fiir 3 min bei 85 °C denaturiert. Bei den SDS-Gelen wurde
ein molekularer Groflen-Marker der Firma MBI Fermentas mit auf das Gel aufgetragen der
B-Galactosidase (116 kDa), BSA (66,2 kDa), Ovalbumin (45 kDa), LDH (35 kDa), Restrikti-
ons-Endonuklease Bsp981 (25 kDa), B-Laktoglobulin (18,4 kDa) sowie Lysozym (14,4 kDa)

enthielt.
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Bei den nativen Gelen wurden die Proben fiir ca. 45 Minuten im Sammelgel konzen-
triert. Die Spannung wurde dabei auf 600 V, die Stromstéirke auf 20 mA und die Leistung auf
30 W begrenzt, wobei die Stromstirke limitierend wirkte. Nach Ubergang ins Trenngel wurde
die maximale Stromstirke auf 50 mA angehoben wodurch die Spannung zum limitierenden
Faktor wurde. Die weitere Trennung dauerte 2 bis 2,5 h. Bei den horizontalen SDS-Gelen
wurde wihrend der gesamten Trenndauer von 2 bis 2,5 h eine maximale Stromstirke von

50 mA zugelassen, so dass hier schon im Sammelgel die Spannung limitierend wirkte.

2.8.8.2 Proteinnachweis in Polyacrylamidgelen

Nach der Elektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proteine mittels verschie-

dener Methoden sichtbar gemacht.

2.8.8.3 Aktivititsanfirbung

In den nativen Gelen wurde ODH spezifisch durch eine Aktivitidtsanfirbung nachge-
wiesen. Die von Latner und Skillen (1968) beschriebene Methode nutzt die enzymatische Ak-
tivitdt einer Dehydrogenase aus, um das gelbe, 16sliche NBT zu reduzieren, wobei das blaue,
unlosliche Formazan entsteht. Hierfiir wurden die Gele mit 200 mmol L Tris/HCI, pH 8.0
gespiilt, anschlieBend mit der Firbelosung (100 mmol L! Tris/HCI, pH 8.0, 1,5 mmol L!
NAD®, 0,8 mmol L! Octopin, 0,2 mmol L! PMS, 2 mmol L! NBT) iiberschichtet und im
Dunkeln inkubiert. Nachdem ODH-Aktivititsbanden ausgebildet waren, wurden die Gele zu-
nichst mit entionisiertem Wasser gespiilt, um die Reaktion zu stoppen und dann in 10 % Es-

sigsdure fixiert.

2.8.8.4 Coomassie-Farbung

Sowohl in nativen als auch in SDS-Gelen wurden die Proteine durch Farbung mit Co-
omassie Brilliant-Blau sichtbar gemacht. Dazu wurden die Proteine zunéchst mit 20 % TCA
in den Gelen ausgefillt und anschliefend mit ca. 60 °C warmer Coomassie-Losung (0,02 %
(w/v) Coomassie Brilliant-Blue R350, 10 % (v/v) Essigsidure) 60 Minuten angefirbt. Nachfol-

gend wurde die Hintergrundfarbung mit 10 % Essigsdure ausgewaschen.

2.8.8.5 Silberfarbung

Zusitzlich zur Coomassie-Farbung wurden einige Gele einer Silberfirbung mit dem
SilverXpress® Kit der Firma Novex (Invitrogen, Groningen, Niederlande) unterzogen. Hierbei

wurde nach Herstellerangaben verfahren.
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2.8.8.6 Transfer von Proteinen auf eine Membran (Western-Blot)

Zur Kontrolle der Expression wurden Proben des Rohextraktes und der unloslichen
Fraktion durch eine SDS-PAGE getrennt und die ODH-5His nach Transfer auf eine Membran
durch Immunodetektion des His-Tags sichtbar gemacht. Gereinigte ODH und ODH-Muteine
wurden in SDS-Gelen und in nativen Gelen getrennt und durch Immunodetektion des His-
Tags nach Transfer auf eine Membran nachgewiesen. Die gelelektrophoretischen Trennungen
wurden wie unter 2.8.7.1 beschrieben durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Proteine durch
Elektroblotting (Mini-Trans-Blot, BioRad) auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipo-
re) transferiert (Towbin et al., 1979). Da die PVDF-Membran hydrophob ist, wurde sie vor
Verwendung fiir wenige Sekunden mit Methanol inkubiert und danach mit Wasser gewa-
schen. Als Puffer diente bei nativen Gelen ein nativer Blotpuffer (25 mmol L' Tris pH 8.3,
192 mmol L' Glycin). Bei denaturierenden SDS-Gelen enthielt der Blotpuffer weiterhin
20 % (v/v) Methanol. Bei einer Spannung von 100 V wurden die Proteine in 60 Minuten auf
die Membran transferiert. Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran zweimal fiir 10 min
mit TBS (10 mmol Lt Tris/HCI, pH 7.5, 150 mmol L! NaCl) gewaschen. Danach wurde die
Membran fiir 1 h mit Blockierungslosung (10 mmol L Tris/HCI, pH 7.5, 150 mmol L
NaCl, 3 % (w/v) BSA) inkubiert und anschlieBend zweimal fiir 10 Minuten mit TBS-
Tween/Triton (20 mmol L! Tris/HCI, pH 7.5, 500 mmol L! NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20,
0.2% (v/v) Triton X-100) gewaschen. Nach einem Waschschritt fiir 10 Minuten mit TBS wur-
de die Membran iiber Nacht mit Hybridisierungslosung (10 mmol L Tris/HCI, pH 7.5,
150 mmol L NaCl, 3 % (w/v) BSA, 1 pg Penta-His™ Antikorper (Qiagen)) bei 4 °C inku-
biert. Nach zweimaligem Waschen der Membran fiir jeweils 10 min mit TBS-Tween/Triton
wurde die Membran 10 Minuten mit TBS gespiilt und anschlieBend 1 Stunde bei Raumtempe-
ratur mit Zweitantikorperlésung (10 mmol L! Tris/HCI, pH 7.5, 150 mmol L! NaCl, 3 %
(w/v) BSA, 0.01 % (v/v) Anti-Maus IgG gekoppelt mit Alkalischer-Phosphatase (Sigma)) in-
kubiert. SchlieBlich wurde die Membran viermal fiir 10 Minuten mit TBS-Tween/Triton und
einmal mit TBS gewaschen. Die Detektion des His-Tags erfolgte durch Inkubation mit Firbe-
16sung (100 mmol L Tris/HCI, pH 9.5, 100 mmol L™ NaCl, 5 mmol L™ MgCl,, 2 mg mL"
NBT, 1 mg mL" BCIP) im Dunkeln. Bei den SDS-Gelen wurde ein molekularer GroBen-
Marker der Firma Qiagen (Hilden) mit auf das Gel aufgetragen, der verschiedene rekombi-

nante Proteine enthilt, die jeweils iiber einen 6fachen Histidin-Tag verfiigen.
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2.8.8.7 Isoelektrische Fokussierung
Fiir die Isoelektrische Fokussierung (IEF) wurden CleanGel-IEF Gele (Amersham

Pharmacia Biotech) verwendet, die vor der Verwendung rehydratisiert werden mussten. Die
Rehydratisierungslosung enthielt 10 % Sorbitol (w/v), 1.9 % (v/v) Ampholine™ pH 3.5-9.5
(Amersham Pharmacia Biotech), 5,5 % (v/v) Pharmalyte™ pH 3-10 (Amersham Pharmacia
Biotech) sowie 1 mmol L' DTT. Rehydratisiert wurde fiir ca. 3 Stunden bei Raumtemperatur.
Fiir die isoelektrische Fokussierung wurde ebenfalls die Multiphor II Elektrophoresekammer
(Pharmacia) verwendet. Mit dem zugehorigen Kiihlaggregat wurde die Kiihlplatte auf 10 °C
temperiert. Eine Vorfokussierung wurde mit 700 V, 9 mA und 5 W fiir 20 Minuten durchge-
fiihrt. AnschlieBend wurden jeweils 10 uLL Probe an verschiedenen Stellen auf dem Gel mit
Hilfe von Filterpapieren appliziert. Der verwendete Marker (Amersham Pharmacia Biotech,
Broad range pH 3-10) enthielt Amyloglukosidase (pl 3,5), Trypsin Inhibitor aus Sojabohnen
(pI 4,55), B-Laktoglobulin A (pI 5,2), Carboanhydrase aus dem Rind (pI 5,85), menschliche
Carboanhydrase B (pl 6,55), Pferde-Myoglobin, saure Bande (plI 6,85), Pferde-Myoglobin,
basische Bande (7,35), Linsenlektin, saure Bande (plI 8,15), mittlere Bande (pl 8,45), basische
Bande (pI 8,65) und Trypsinogen (pI 9,30). Der Probeneintritt ins Gel erfolgte fiir 20 Minuten
mit 500 V, 9 mA und 5 W. Anschlieend wurden die Applikationspapiere vom Gel abgenom-
men und die Fokussierung gestartet. Fokussiert wurde mit 2.000 V, 9 mA und 9 W fiir 90 Mi-
nuten. Um die Banden zu schirfen schlossen sich 10 Minuten mit 2500 V, 9 mA und 12 W
an. Nach der Fokussierung wurde das Gel 20 Minuten in 20 % (w/v) TCA fixiert und an-
schlieend 10 Minuten mit warmer Coomassie-Losung gefirbt. Die Hintergrundfarbung wur-
de schlieBlich mit Entfarbelosung (25 % (v/v) Ethanol, 8 % (v/v) Essigsdure) iiber Nacht aus-

gewaschen.

2.9 Versuche zur Kristallisation der ODH

Um die dreidimensionale Struktur von Makromolekiilen mit einem Molekulargewicht
von iiber 40 kDa auf atomarer Ebene aufzukldren, muss auf die Rontgenstrukturanalyse zu-
riickgegriffen werden. Fiir die Rontgenstrukturanalyse benodtigt man allerdings Proteinkristal-
le ausreichender GroBe und Qualitét. Proteinkristalle werden aus iibersittigten Losungen ge-
ziichtet. Eine iibersittigte Proteinlosung erhélt man in der Regel durch Zugabe eines Prizipi-
tanten, die generell in zwei groBe Gruppen eingeteilt werden: Salze und organische Molekiile.
Salze wie Ammoniumsulfat oder Ammoniumphosphat konkurrieren mit den Proteinen um die
Hydrathiille. Sie minimieren so die Interaktion zwischen Protein und Losungsmittel und ma-

ximieren so Protein-Protein-Wechselwirkungen. Organische Losungsmittel, wie Ethanol oder
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Isopropanol, veridndern dagegen die Dielektrizititskonstante des Losungsmittels und reduzie-
ren die elektrostatische Abschirmung geladener und polarer Gruppen der Proteine (McPher-
son, 1985a; McPherson, 1990). Polyethylenglykole (PEG) variabler Kettenldnge nehmen eine
Zwischenstellung ein. Sie konkurrieren zum einen mit den Proteinen um ihre Hydrathiille,
verdndern andererseits aber auch die Dielektrizititskonstante des Losungsmittels (McPherson,
1985b).

Die wichtigsten Methoden, die bei der Kristallisation von Proteinen verwendet werden,
sind die Methode des Hingenden- bzw. die Methode des Sitzenden Tropfens (Hanging oder
Sitting Drop; McPherson, 1985a; McPherson, 1990; Ducroix und Giegé, 1999). Hierbei wird
Gasphasendiffusion mit der Benutzung von Prizipitanten kombiniert. Der Kristallisationsvor-
gang ldsst sich anhand eines in Abbildung 2 dargestellten Phasendiagramms veranschauli-
chen. Die Proteinlésung, die einen Prizipitanten in einer bestimmten Konzentration enthilt,
steht mit einer Prézipitanten-Losung doppelt so hoher Konzentration in einem abgeschlosse-
nen Gefdll nur iiber die Gasphase in Verbindung. Die Proteinmolekiile befinden sich zu Be-
ginn der Kristallisation im ungesittigten Bereich (Abb. 2, ©). Die Konzentration des Prézipi-
tanten in der Proteinlosung erhoht sich langsam, weil zum Konzentrationsausgleich zwischen
beiden Losungen Wasser aus der Proteinlosung diffundiert. Weiterhin nimmt dadurch auch
die Proteinkonzentration der Losung zu. Wenn die Konzentration des Proteins iiber seine Los-
lichkeitsgrenze (Abb. 2, @) gebracht wird, beginnt die Losung iibersittigt zu werden. Liegen
die Konzentrationen von Protein und Prizipitant im Bereich der Nukleationszone (Abb. 2,

®), so fangen die Proteinmolekiile an zu aggregieren.

@ Prazipitat

® Nukleationszone

[Protein]

Abb. 2 Phasendiagramm der Los-
lichkeit eines Proteins. Die Los-
® Metastabile Zone  lichkeitsgrenze unterteilt ungesit-
tigte von gesittigten Bereichen. Auf
ihr befinden sich die Proteine im

© ungesittigter Bereich @ Loslichkeitsgrenze Gleichgewicht zwischen Losung
und Kristall (Weitere Erlduterungen
> im Text).
[Prézipitant]

42



Material und Methoden

Aggregation lisst sich in zwei Stadien einteilen: Nukleation und Wachstum. Wihrend
der Nukleationsphase beginnen Proteinmolekiile, sich zu einem stabilen Komplex zusammen-
zulagern. Dieser Komplex wird als Kristallisationskeim bezeichnet. Weitere Proteinmolekiile
diffundieren zum Nukleationskomplex und lagern sich in der Wachstumsphase an dessen
Oberfldche an. Im metastabilen Bereich (Abb. 2, ®) findet keine Nukleation statt. Dieser Be-
reich fordert jedoch Kristallwachstum an vorhandenen Kristallisationskeimen.

Dadurch, dass Proteinmolekiile in die feste Phase iibergehen, erniedrigt sich ihre Kon-
zentration in der Losung. Das System geht wieder in einen ungeséttigten Zustand iiber. Befin-
den sich die beiden Losungen noch nicht im Gleichgewicht, diffundiert weiterhin Wasser aus
der Proteinlosung und erhoht so wiederum die Protein- und Prizipitantenkonzentration. Folg-
lich tritt das System wieder in die Nukleationsphase ein. Zusitzlich zu diesen durch Diffusion
hervorgerufenen Verianderungen wirkt auch der Prézipitant auf das Protein ein. Durch Entzug
von Hydratwasser werden Protein-Protein-Wechselwirkungen gefordert. Bei zu hohen Kon-
zentrationen von Protein und Prézipitant oder wenn das Protein zu schnell in den iiberséttigten
Bereich iibertritt, wird es als amorphes Priizipitat ausgefillt (Abb. 2, @). Bei Kristallisations-
experimenten wird daher versucht, die Proteinlosung so langsam wie moglich in einen Be-

reich zu bringen, der nur leicht oberhalb der Loslichkeitsgrenze liegt.

2.9.1 Probenvorbereitung

Fiir die Kristallisationsversuche wurde einerseits iiber Ni-NTA Superflow und Sepha-
dex G-100 gereinigte ODH-5His bzw. ODH-LE6His eingesetzt. Diese wurden vor dem Ein-
satz im Kristallisationsexperiment iiber Nacht gegen 10 mmol L' Hepes pH 7.0, 1 mmol L™
EDTA, 1 mmol L DTT dialysiert. Andererseits wurde gereinigte ODH-CtermPst ohne His-
Tag verwendet. Diese wurde ebenfalls iiber Nacht gegen 10 mmol L' Hepes pH 7.0,
1 mmol L' EDTA, 1 mmol L™ DTT dialysiert. Nach Dialyse wurden die Proben fiir 30 Minu-
ten bei 4 °C in einer Tischzentrifuge (Eppendorf 5417R9) bei 14.000 rpm zentrifugiert.

2.9.2 Sitting- und Hanging-Drop Ansitze

Fiir Kristallisationsversuche mittels der Gasphasen-Diffusionsmethode wurde sowohl
die Technik des Sitting-, als auch des Hanging-Drop verwendet (McPherson, 1990; Ducruix
und Giegé, 1999). Um geeignete Kristallisationsbedingungen fiir die ODH zu finden, wurden
zuerst Reihenversuche mit Ammoniumsulfat, Malonat, NaCl, Methylpentandiol (MPD), PEG
3350 und PEG 6000 als Prizipitanten durchgefiihrt. Es wurden hierfiir jeweils verschiedene

Konzentrationen der Substanzen eingesetzt. Weiterhin wurde vier verschiedene Puffer
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(0,1 mol L' MES pH 6.0, 0,1 mol L™ Hepes pH 7.0, 0,1 mol L™ Tris pH 8.0, 0,1 mol L' Bi-
cine pH 9.0) getestet und die Proteinkonzentration (5, 10 und 20 mg mL") variiert. Zusitzlich
wurden die Kristallisationskits ,,Crystal Screen I & II* der Firma Hampton Research (USA)
fiir die Suche nach geeigneten Kristallisationsbedingungen benutzt. Beim Crystal Screen I
handelt sich um einen so genannten ,,Sparse matrix screen* wie er von Jancarik et al. (1990)
vorgeschlagen wurde. Er erlaubt den einfachen Screen 50 verschiedener Puffer-, Salz- und
Prizipitanten-Kombinationen (genaue Angaben iiber die Zusammensetzung der einzelnen Lo-
sungen sind den Tabellen 23 und 24 im Anhang zu entnehmen). Alle Losungen repriasentieren
verschiedenste, bereits erfolgreiche Kristallisationsbedingungen. Crystal Screen II dient als
Erginzung. Er enthilt weitere 48 verschiedene Losungen mit anderen Prizipitanten (Cudney
etal., 1994).

Jeweils 1 mL der verschiedenen Losungen wurde in die Kammern einer Zellkultur-
platte (Linbro plate™, Hampton Research, USA) gegeben. Auf den eingesetzten Mikro-
Briicken (Micro—Bridges®, Hampton Research, USA) wurden zwischen 5 und 10 pL gereinig-
te ODH und 5 bzw. 10 pL der jeweiligen Prizipitanten-Losung platziert. Der Proteingehalt
wurde zwischen 5 und 30 mg mL™ variiert. Die Kammern wurden anschlieBend gasdicht mit
gefetteten (High Vakuum Grease, Hampton Research, USA) Deckglidschen verschlossen. Fiir
die Hanging-Drop-Ansidtze wurden Deckgldaschen verwendet, die zuvor mit AquaSil™
(Hampton Research) silanisiert worden waren. Hier wurden zwischen 3 und 5 pL Proteinsus-
pension unterschiedlicher Konzentration mit der Prizipitanten-Losung gemischt und anschlie-
Bend gasdicht iiber der jeweiligen Kammer einer Zellkulturplatte platziert.

Die fertig bestiickten Platten wurden zuerst bei Raumtemperatur an einem ruhigen, vi-
brationsfreien Ort aufbewahrt. In spéteren Versuchen wurde auch eine Inkubationstemperatur
von 12 °C verwendet. Direkt nach dem Ansatz, danach in regelmiBigen Abstinden, wurden
die Losungen im Binokular betrachtet und die Wirkung jeder Losung protokolliert. Viel ver-
sprechende Bedingungen wurden niher untersucht, indem sowohl die Konzentration des je-
weiligen Prizipitanten, die Proteinkonzentration, sowie der verwendete Puffer und pH-Wert

variiert wurden.

2.9.3 Additiv-Screen

Zur Verbesserung der anfidnglichen Kristallisationsbedingungen wurde weiterhin ein
Additiv-Screen durchgefiihrt (Crystal Screen as an additive screen; Hampton Research Crys-
tallization Tips). Hierzu wurden 950 puL derjenigen Reservoirlosung, bei der es zu Nadel-

bzw. Kristallbildung kam, jeweils mit 50 pL der Crystal Screen I und II-Losungen versetzt
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und der Einfluss auf das Kristallisationsverhalten protokolliert. Hierdurch sollten Substanzen
ermittelt werden, die einen positiven Einfluss auf das Kristallisationsverhalten nehmen konn-

ten.

2.9.4 Mikroseeding

Weiterhin wurde versucht, durch Mikroseeding (Bergfors, 2003) das Kristallisations-
verhalten zu verbessern. Hierzu wurden einem Ansatz Proteinkristalle bzw. Nadeln entnom-
men. Diese wurden mehrfach mit der entsprechenden Reservoirlosung gewaschen und durch
Zentrifugation gesammelt. Im Anschluss wurden die Kristalle in 500 pL Reservoirlosung auf-
genommen und mit einem Ultraschall behandelt (Sonoplus HD2200 mit Mikrospitze MS72,
Bandelin, Berlin; 4 mal 15 Sekunden). Die resultierende Kristallsuspension wurde anschlie-
Bend hundert-, tausend- und zehntausendfach mit Reservoirlosung verdiinnt. Jeweils 1 pL
dieser Kristallisationskeimlosung wurde zu Ansitzen gegeben, bei denen die Konzentration
des jeweiligen Prazipitanten knapp unterhalb derjenigen Konzentration lag, bei der sich

kristalline Strukturen ausbildeten.

2.9.5 Kontrollexperimente

Um erhaltene Kristalle eindeutig als Proteinkristalle zu identifizieren, wurden diese
mit Izit Crystal Dye™ (Hampton Research) angefirbt. Hierbei handelt es sich um einen Co-
omassie-dhnlichen Farbstoff, der leicht in die groen Losungsmittelkanéle von Proteinkristal-
len diffundiert und diese blau anfirbt. Um nachzuweisen, dass es sich um ODH-Kristalle han-
delt, wurden einige gefiarbte Kristalle aus dem Ansatz entfernt, mehrfach mit Reservoirlosung
gewaschen und jeweils durch Zentrifugation pelletiert. AnschlieBend wurden die Kristalle in
SDS-Probenpuffer aufgenommen und fiir 30 Minuten auf 95 °C erhitzt. Nach Abkiihlen wur-
den die Kristall-Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen. Zuséitzlich wurde ein Aliquot des letz-
ten Waschschritts mit auf das Gel aufgebracht.

2.9.6 Rontgenographische Untersuchung von ODH-Kristallen

Die rontgenographische Untersuchung der ODH-KTristalle erfolgte in Zusammenarbeit
mit Dr. O. H. Weiergridber vom Institut fiir Neurowissenschaften und Biophysik, Abteilung
Molekulare Biophysik, des Forschungszentrums Jiilich. Die Aufnahmen der ODH-KTristalle
wurden an der ESRF (European Synchroton Radiation Facility) in Grenoble, Frankreich, ge-
macht. Es wurde hierzu Synchrotronstrahlung mit einer Wellenlinge von 0,934 A verwendet.

Die Aufnahmen erfolgten bei einer Temperatur von 100 K. Pro Bild wurde der Kristall um
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1 Grad gedreht. Zur Kryoprotektion wurden die Kristalle in 1,1 mol L' Na-Citrat,
0,85 mol L! Hepes, 15 % (v/v) Glycerin tiberfiihrt.

2.10 Kernresonazspektroskopie (NMR)

In den letzten Jahren hat sich neben der Rontgenbeugung die Kernresonanzspektrokopie
als Alternative zur Strukturbestimmung etabliert. Gegeniiber der Kristallographie unterliegt
die NMR-Spektroskopie jedoch einer Groenbeschrinkung der zu untersuchenden Proteine.
Allerdings bietet die NMR-Spektroskopie den Vorteil, dass auch Proben in wissriger Losung,
unter anndhernd physiologischen Bedingungen, untersucht werden konnen. Strukturbestim-
mung mit der NMR-Spektroskopie war bis vor wenigen Jahren auf Proteine bis zu einer Gro-
Be von 10 bis 15 kDa beschrinkt. Die Einfithrung zweidimensionaler Experimente (Aue et al.,
1976) ermoglichte es, die Signaliiberlagerungen in 1D-Spektren durch Korrelation einzelner
Kernspins aufzulosen, was 1982 zur ersten sequenzspezifischen Zuordnung eines Proteins
durch Wagner und Wiithrich fiihrte. Durch die Isotopenmarkierung heterolog exprimierter
Proteine (Fesik und Zuiderweg, 1988; Marion et al., 1989; Mcintosh und Dahlquist, 1990)
sowie durch Einfithrung von 3D- (Vuister et al., 1988; Oschkinat et al., 1988; Montelione und
Wagner, 1990) und 4D—Trip1eresonanz—(1H—ISN—BC) Experimenten (Kay et al., 1990) wurde
es moglich, die dreidimensionale Struktur von Proteinen zu bestimmen, die groer als 25 kDa
sind.

Mit zunehmender Proteingrofle nimmt allerdings die Linienverbreiterung und die trans-
versale Relaxation zu, was bei groBBeren Proteinen eine partielle oder vollstindige Probendeu-
terierung bzw. eine selektive Isotopenmarkierung erforderlich macht (LeMaster, 1994; Gard-
ner und Kay, 1998; Coughlin et al., 1999; Goto und Kay, 2000; Tugarinov und Kay, 2003).
Die Einfithrung der TROSY-Technik (Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy; Pervu-
shin et al., 1997; Salzmann et al., 1998) verbesserte die Auflosung der Spektren noch weiter.
Fiaux et al. erzielten 2002 aufgeltste Spektren des 900 kDa grofen bakteriellen Chaperon-
Komplexes GroEL-GroES. Tugarinov et al. beschrieben 2005 die Losungsstruktur der 82 kDa
groflen Malat-Synthase G aus E. coli. Weiterhin kann die NMR-Spektroskopie auch dazu ein-
gesetzt werden Proteinfaltung (Dyson und Wright, 1998; Zeeb und Balbach, 2004), Liganden-
interaktion und -Bindung (Shuker et al., 1996; Meyer und Peters, 2003; Fielding, 2003; Deh-

ner und Kessler, 2005) zu untersuchen.
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2.10.1 Expression isotopenmarkierter ODH

2.10.1.1 *N-markierte ODH

Fiir die Expression SN-markierter ODH wurde M9 Minimalmedium 0,6 % (wWlv)
Na,HPO,, 0,3 % (w/v) KH,PO4, 0,05 % (w/v) NaCl, 0,4 % (w/v) Glucose, 1 mmol Lt
MgSO,, 0,3 mmol L' CaCl,, 1 ug mL™" Biotin, 1 pg mL" Thiamin, 50 pg mL"' EDTA,
8,3 ug mL" FeCls, 0,84 ug mL™ ZnCl,, 0,13 ug mL™' CuCl,, 0,1 pg mL™" CoCl,, 0,1 ug mL™
H;BOs3, 16 ng mL! MnCl,, pH 7.0; Sambrook et al., 2001) verwendet, dem als einzige Stick-
stoffquelle 0,1 % (w/v) ’N-Ammoniumchlorid zugefiigt wurde. 5 Einliterkolben mit Mini-
malmedium wurden mit je 1 mL einer Ubernachtkultur angeimpft und fiir 12 h bei 37 °C un-
ter Schiitteln inkubiert. Die Expression wurde mit 0,35 mmol L' IPTG induziert und die
Temperatur anschlieend auf 18 °C reduziert. Die Bakterien wurden fiir weitere 36 h angezo-
gen, durch Zentrifugation pelletiert und aufgeschlossen (2.6.4). Die Reinigung erfolgte mit
Ni-NTA (2.8.3.1) und Gelfiltration (2.8.3.4). Im Anschluss wurde die Probe in 50 mmol L!
Na-Phosphatpuffer, pH 6.8, 1 mmol L' DTT, 1 mmol L' EDTA iiberfiihrt.

2.10.1.2 Expression ’H-N-"*C markierter ODH

Fiir die Herstellung dreifach isotopenmarkierter ODH wurde M9 Minimalmedium ver-
wendet, das neben 0,1 % (w/v) SN-Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle, 0,4 %
(w/v) *C-Glucose als einzige Kohlenstoffquelle enthielt und mit deuteriertem H,O (euriso-
top) hergestellt wurde. Alle Substanzen wurden im geringstmdéglichen Volumen DO gelost,
anschlieBend gefriergetrocknet (Lyovac GT2, Finn-Aqua, Hiirth) und danach im endgiiltigen
Volumen D,O aufgenommen. Ampicillin und IPTG wurden ebenfalls mit D,O angesetzt. Alle
Losungen wurden vor ihrer Verwendung sterilfiltriert. 10 mL M9-Minimalmedium mit 50 %
(v/v) D,0O wurde mit einer einzelnen Kolonie ER2566/ODH-5His angeimpft und fiir 30 h bei
37 °C inkubiert. 5 mL M9-Minimalmedium mit 100 % D,0O wurden mit 1 mL der ersten Kul-
tur angeimpft und fiir weitere 30 h bei 37 °C inkubiert. 2 mL dieser Vorkultur wurden zum
Animpfen von 1 L Medium benutzt. Nach 30 stiindigem Wachstum bei 37 °C wurde die Inku-
bationstemperatur auf 18 °C erniedrigt und die Expression der ODH durch 0.35 mmol L™
IPTG induziert. Die Bakterien wurden anschlieBend fiir 48 h bei 18 °C inkubiert und aufgear-
beitet wie zuvor beschrieben (2.6.3 und folgende). Die Reinigung der dreifachmarkierten
ODH erfolgte durch Affinitdtschromatographie mit Ni-NTA (2.8.3.1). Aufgrund einer sehr

geringen Expression wurde auf einen mit Proteinverlusten verbundenen zweiten Reinigungs-
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schritt verzichtet. Die Probe wurde konzentriert und in 50 mmol L Na-Phosphatpuffer,

pH 6.8, 1 mmol L' DTT, 1 mmol L' EDTA aufgenommen, der 6 % (v/v) D,O enthielt.

2.10.2 NMR-Experimente

NMR-spektroskopische Experimente mit der ODH fanden in Zusammenarbeit mit Ju-
niorprof. Dr. M. Stoldt vom Institut fiir Neurowissenschaften und Biophysik - Molekulare
Biophysik II - des Forschungszentrums Jiilich statt.

Samtliche NMR-Experimente wurde an einem Varian®™ " INOVA-Spektrometer mit
einer Protonenfrequenz von 800 MHz durchgefiihrt. Es wurde ein cryogen gekiihlter 5 mm
Z-PEG-'H{"°C,""N}-Probenkopf verwendet. Alle Versuche wurden bei 25 °C durchgefiihrt.
Als NMR-Probenrohrchen wurden 5 mm Suszeptibilitits-angeglichene Micro-NMR-Rohr-
chen (BMS-005V; Shigemi, Japan) benutzt. Die Prozessierung der Spektren erfolgte von M.
Stoldt mit der Software VNMRJ Version 1.1D (Varian, Inc., Palo Alto, USA). Fiir die Visua-
lisierung und Auswertung der NMR-Experimente wurde das Programm CARA (Version
1.5.5; Keller, 2004) verwendet.

Bei 'H-1D-Spektren betrug die spektrale Weite 20.000 Hz und die Aufnahmezeit (t1)
80 ms. Je nach Proteinkonzentration wurden 16-120 scans durchgefiihrt. Bei den 2D-TROSY-
HSQC-Spektren betrug die spektrale Weite in der Protonendimension 14.000 Hz und 2.900Hz
in der °N-Stickstoff-Dimension. Die Aufnahmezeit (t2) der Protonen betrug 73 ms, die der

>N-Stickstoffe 69 ms. Je nach Probenkonzentration wurden 16-64 scans aufgenommen.

2.10.3 Titrationsexperimente mit Liganden

Durch die Bindung eines Liganden an ein Protein oder Enzym dndert sich die chemi-
sche Umgebung derjenigen Aminosdureresten die an der Bindung des Liganden beteiligt sind.
Weiterhin kann es zu strukturellen Umlagerungen im Molekiil kommen, wodurch ebenfalls
die chemische Umgebung verschiedenster Aminosaurereste verdndert wird. Die verdnderte
Umgebung fiihrt zu einer verdnderten chemischen Verschiebung der Resonanzen dieser Ato-
me in NMR-Spektren. Sind die Resonanzen bestimmten Aminosiduren zugeordnet, so ist es
moglich die an der Bindung beteiligten Aminosdurereste oder Doménen zu bestimmen. Aller-
dings kann auch ohne vollstindige Zuordnung die chemische Verschiebung, die aus der Bin-
dung von Liganden resultiert, dazu benutzt werden die Dissoziationskonstante Kp zu bestim-
men (s. 2.10.3.2). Fiir Titrationsexperimente wurde SN-markierte ODH mit einer Konzentra-
tion von 0,3 mmol L' verwendet (2.10.1.1). Es wurden jeweils 2D (‘H-">’N)-TROSY-HSQC-

Spektren mit freiem Enzym und danach mit steigenden Ligandenkonzentrationen aufgenom-
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men. Genaue Angaben iiber die eingesetzten Konzentrationen der unterschiedlichen Liganden

und die untersuchten Liganden-Kombinationen sind dem Ergebnisteil (3.6.6) zu entnehmen.

2.10.3.1 Normierung der chemischen Verschiebungen bei der Ligandenbindung

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten Kp (2.10.3.2) wurden die Differenzen
der chemischen Verschiebungen verschiedener, ausgewéhlter Amidprotonen und Amidstick-
stoffresonanzen von freiem Enzym sowie nach Zugabe unterschiedlicher Ligandenkonzentra-
tionen bestimmt. Die chemische Verschiebung wurde intern auf die maximale Verschiebung

normiert (Gleichungen 2.5 und 2.6) und nach Gleichung 2.7 zusammengefasst.

N ASH")
2.5 AS (HV)y=—22 0
(2.5) L (H™) AS_(HY)
AS(N)
2. A e AT
(2.6) 6,(N) AS__(N)
2.7) AS,,, =~[(AS(HN))? +(0,1- AS(N))?

ASH(HN) = normierte Differenz der chemischen Verschiebungen fiir HY. AS(HN) = chemische Verschiebung fiir
HY [ppm]. ASmaX(HN) = maximale chemische Verschiebung fiir H. AS,(N) = normierte Differenz der chemi-
schen Verschiebungen fiir N. A3(N) = chemische Verschiebung fiir N [ppm]. Ad,.x(N) = maximale chemische
Verschiebung fiir N.

2.10.3.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten Ky

Die Dissoziationskonstante eines Protein und eines Liganden ist definiert als Quotient
der Konzentration des Proteins [M] multipliziert mit der Konzentration des Liganden [L] und
Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes [ML] bzw. als Quotient der Assoziations- (k,,)
und Dissoziationsrate (k,g) (Gleichung 2.8).

ML _k
[ML] k

on

(2.8) K,

off

Zur Bestimmung des Kp-Wertes der Bindung von NADH, NAD" bzw. L-Arginin an
ODH wurde die normierte chemische Verschiebung ausgewihlter Resonanzen gegen die Li-
ganden-Konzentration aufgetragen. Mit Hilfe nicht-linearer Regression wurde die Dissoziati-
onskonstante bestimmt. Es wurde hierfiir das einfachste Bindungsmodell verwendet (One-site

saturation, Gleichung 2.9)
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(2.9) A5 =A0%m L]
K,[L]

2.10.4 Versuche zur Renaturierung der ODH

Um einen vollstindigen Austausch von Amiddeuteronen gegen 'H zu erreichen, muss-
te die ODH denaturiert und anschlieBend wieder renaturiert werden. Die ODH wurde zu-
nichst mit 7,5 mol Lt Guanidinhydrochlorid oder mit 8 mol L Harnstoff denaturiert. Fiir die

Renaturierung wurden verschiedene Methoden getestet.

2.10.4.1 Schnelle-Verdiinnung (Rapid-Dilution)

Ein Aliquot denaturierter ODH wurde schrittweise in das achtzigfache Volumen
50 mmol L™ K-Phosphatpuffer pH 7.0, 1 mmol L' EDTA, 5 mmol L' DTT eingebracht und
die Aktivitdt der resultierenden Suspension sofort bzw. nach 24 stiindiger Inkubation bei 4 °C

bestimmt (Zettelmeisl et al., 1984).

2.10.4.2 Dialyse

Denaturierte ODH wurde nacheinander jeweils iiber Nacht gegen 50 mmol L'
K-Phosphatpuffer pH 7.0, 1 mmol L' EDTA, 5 mmol L' DTT dialysiert, dessen Guanidinhy-
drochlorid- bzw. Harnstoffkonzentration schrittweise bis auf 0,5 mol L' reduziert wurde.
Ausgefallenes Protein wurde in 50 mmol L' K-Phosphatpuffer pH 7.0, 1 mmol L' EDTA,
5 mmol L' DTT resuspendiert und die ODH-Aktivitiit bestimmt.

2.10.4.3 Renaturierung mit chromatographischen Methoden (Middelberg, 2002)

Denaturierte ODH wurde mit ihrem His-Tag an eine Ni-NTA-Matrix gebunden (modi-
fiziert nach Oganesyan et al., 2005). Die Sédule war hierzu mit Lysepuffer dquilibriert worden,
der 8 mol L™ Harnstoff enthielt. AnschlieBend wurde die Harnstoffkonzentration im Eluenten
innerhalb von 100 mL kontinuierlich von 8 mol L™ auf 0 mol L reduziert. Die gebundene
ODH konnte durch Elutionspuffer, der 250 mmol L' Imidazol enthielt, von der Siule eluiert
werden. Zusitzlich wurde versucht, ODH durch Gelfiltration zu renaturieren (Werner et al.,
1994). Denaturierte ODH wurde hierzu auf eine mit Superdex-75 gefiillte Gelfiltrationssédule
(Hiload Superdex™ 75 HR16/60, Pharmacia) aufgetragen. Die Sdule war zuvor mit
50 mmol L Kaliumphosphatpuffer, pH 7.0 mit 2 mmol L' EDTA, 5 mmol L' DTT und
10 % (v/v) Glycerin dquilibriert worden. Die Trennung erfolgte im gleichen Puffer mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0,4 mL min™'. ODH-Aktivitit im Eluat wurde wie beschrieben de-

tektiert (2. 8.4).
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3  Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Einblicke in die Struktur und den Reaktions-
mechanismus der Octopindehydrogenase aus der Pilgermuschel Pecten maximus zu gewin-
nen. Zuerst musste die Reinigungsmethode der rekombinanten ODH verbessert werden, um
ODH hochstmoglicher Reinheit zu gewinnen. Weiterhin sollten Kristallisationsversuche
durchgefiihrt werden, um einen ODH-KTristall zu erhalten, der fiir die Strukturaufkldrung ge-
eignet ist. Hierzu wurde sowohl eine C-terminal mit einem His-Tag fusionierte ODH, als auch
ein Enzym ohne diesen Affinitits-Tag hergestellt und gereinigt. Zusitzlich zu den Kristallisa-
tionsversuchen sollten NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigen, ob sich die ODH hier
als Versuchsobjekt eignet. Durch gerichtete Mutagenese sollten schlieBlich Einblicke in den

Reaktionsmechanismus erhalten werden.

3.1 Artbestimmung

Bei der Untersuchung von Isoenzymen ist es wichtig, die benutzte Tierart genau zu be-
stimmen, damit die erhaltenen Nukleotid-Sequenzen nicht durch nah verwandte Arten ver-
falscht werden. Daher wurden die in dieser Arbeit benutzen Pilgermuscheln der Art Pecten
maximus sowohl morphologisch, als auch molekularbiologisch charakterisiert. Hierzu wurde
ein Bereich der kleinen ribosomalen Untereinheit mit Hilfe universeller Primer (Berschick,
1997) vervielfiltigt und sequenziert. Die Sequenzen wurden anschlieBend mit Datenbankein-
tragen verglichen. Sowohl das morphologische Erscheinungsbild, als auch die molekulare Un-
tersuchung der kleinen ribosomalen Untereinheit bestétigten, dass es sich bei der verwendeten
Muschel um die Pilgermuschel Pecten maximus handelte. Es stimmten 549 (99 %) von 551
Basenpaaren mit dem Datenbankeintrag fiir die ribosomale 16S-Untereinheit von Pecten ma-
ximus (PMAS571619) iiberein (Barucca et al., 2004). Der Vergleich der Sequenzen findet sich
im Anhang (7.2).

3.2 Isoenzyme der ODH

3.2.1 FEinzeltier-Priiparationen von Pecten maximus

Zur Untersuchung der Verteilung von ODH-Isoenzymen innerhalb verschiedener Indi-
viduen der Pilgermuschel, wurden die Adduktoren einzelner Tiere préapariert und in Homoge-
nisationsmedium aufgeschlossen. Es wurde hier jeweils nur eine Hilfte des Adduktormuskels
verwendet und die andere Hilfte fiir eine DNA- oder RNA-Priparation aufbewahrt. Um die

Konzentration der ODH zu erhohen, wurden die Rohextrakte einer fraktionierten Ammoni-
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umsulfatfillung unterzogen. Die Proteinsuspension wurde anschlieBend durch Gelfiltration
iiber Sephadex G-25 entsalzt und gelelektrophoretisch auf einer nativen Page untersucht. Im
Anhang (7.3, Tab. 22) findet sich die Tabelle, in der jeweils die ODH-Aktivitdten im Rohex-
trakt der verschiedenen Individuen, die Aktivititen nach der Ammoniumsulfatfillung und
nach Entsalzung sowie die zugehdrigen Proteinkonzentrationen dargestellt sind.

Es wurden zwischen 3,1 g und 4,7 g Adduktormuskel fiir die Gewinnung des Rohex-
traktes verwendet. Nach Homogenisation und Zentrifugation konnten zwischen 81 U und
125 U ODH im Uberstand gefunden werden. Durchschnittlich wurden 25,8 U ODH aus ei-
nem Gramm Adduktormuskel gewonnen. Bei Proteinkonzentrationen zwischen 15,7 und
67 mg ergaben sich im Rohextrakt spezifische Aktivititen von 1,7 bis 5,2 U mg'l. Durch-
schnittlich lag die spezifische ODH-Aktivitiit bei 2,6 U mg™. Die fraktionierte Ammonium-
sulfatfallung war sowohl mit einem Aktivitéts- als auch mit einem Proteinverlust verbunden.
Durchschnittlich 65,2 U ODH und 16,5 mg Protein waren nach der Ammoniumsulfatfillung
noch vorhanden. Die spezifische Aktivitit betrug durchschnittlich 4,5 U mg™”'. Um die Extrak-
te gelelektrophoretisch zu untersuchen, wurden jeweils 2,5 mL durch Gelfiltration mit Sepha-
dex G-25 entsalzt. Die Extrakte enthielten anschlieBend durchschnittlich 32 U ODH. Bei ei-
nem Proteingehalt zwischen 4,4 und 16,7 mg betrug die spezifische Aktivitdt im Durchschnitt

45U mL™".

PIL P2 P3 P4 P5 P6 P7 PS8 @
- > : a g ‘ 9 _t\ o T e ;:

Abb. 3 Native Gelelektrophorese mit
Extrakten aus Einzeltierpriparatio-
nen. Die ODH wurde durch eine Aktivi-
titsfarbung nachgewiesen. Aufgetragen
wurde jeweils der ODH-Extrakt nach
v Entsalzung mit Sephadex G-25. Die
@ Nummerierung der Individuen entspricht

der in Tab. 22 verwendeten. Es wurden
jeweils ca. 6 ug Protein auf das Gel auf-

o — ————— getragen.
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AnschlieBend wurden die Einzeltierextrakte gelelektrophoretisch auf das Vorkommen
verschiedener ODH-Isoformen untersucht. Abbildung 3 zeigt die zugehorige native PAGE.
Die ODH wurde spezifisch durch eine Aktivitdtsanfirbung nach Latner und Skillen (1968)
sichtbar gemacht. In den Spuren, in denen Extrakte der Muscheln P1, P4, P5 und P6 aufge-
trennt wurden, ist jeweils nur eine ODH-Bande mit einem rf-Wert von 0,49 zu erkennen.
Nach Monneuse-Doublet (1980) kann diese Bande der B-Form der ODH zugeordnet werden.
Der in Spur P3 aufgebrachte Extrakt von Individuum Nr. 3 zeigt nach nativer Elektrophorese
eine ODH-Bande mit einem rf-Wert von 0,46 (A-Form). Die Spuren, in denen Extrakte von
Pecten 2, Pecten 7 und Pecten 8 aufgetragen wurden, lassen jeweils zwei Banden mit ODH-
Aktivitdt erkennen. In den Spuren der Proben P2 und P8 betragen die rf-Werte fiir die ODH-
Banden 0,48 und 0,51 (sowohl A als auch B-Form). Fiir die beiden ODH-Banden des in Spur
P7 aufgetragenen Extraktes wurden rf-Werte von 0,48 und 0,52 bestimmt. Hierbei handelte es
sich um die A- und die C-Form der ODH.

3.2.2 Klonierung und Sequenzierung der ODH

Zur Bestimmung von Unterschieden in der Aminosdurezusammensetzung der ver-
schiedenen ODH-Isoformen, wurden die ODH-Gene aus den Individuen 2, 3, 5, 6 und 7 ver-
vielfdltigt und kloniert. Hierzu wurde ausgehend von RNA aus den Adduktoren der verschie-
denen Individuen mRNA pripariert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und das ODH-Gen
mit zweil Primern amplifiziert, deren Bindestellen im untranslatierten Bereich vor bzw. hinter
der ODH-codierenden Sequenz lagen. Es wurden jeweils mindestens zwei unabhingige PCRs
mit einer Proofreading-Polymerase durchgefiihrt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden klo-
niert und anschlieend von der Firma Qiagen (Hilden) sequenziert. Die Sequenzen wurden
dann mit der bekannten Sequenz der ODH verglichen. Der detaillierte Vergleich der Sequen-
zen findet sich im Anhang. In Tabelle 2 ist der Sequenzvergleich zusammengefasst.

In allen fiinf untersuchten Adduktormuskeln lie sich eine ODH-kodierende Sequenz
mit einem Leseraster finden, das fiir 399 Aminosduren kodierte. Verglichen mit der Pilger-
muschel-Sequenz aus der Datenbank (JanBen, 2000) unterscheiden sich die Sequenzen in 24,
27, 28 oder 34 Nukleotiden. Die verdnderten Nukleotide fithren allerdings lediglich zu zwei
bzw. drei Aminosiureaustauschen. Die aus Pecten 3 (A-Form) gewonnene Sequenz z.B. un-
terscheidet sich in 27 Nukleotiden von der Pecten-Sequenz aus der Datenbank. Diese 27 Nu-
kleotidaustausche machen sich in drei Aminosdureaustauschen bemerkbar. Methionin an Po-
sition 186 ist gegen Lysin ausgetauscht, Valin an Position 336 gegen Alanin und Serin 350

gegen Asparagin. Der berechnete pl fiir diese Isoform betrigt 5,44. In allen sequenzierten
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ODHs war Serin an Position 350 gegen Asparagin ausgetauscht worden. In der Aminoséure-
sequenz von Pecten 7 ist zusitzlich Glycin an Position 26 gegen ein Aspartat ausgetauscht,

der berechnete isoelektrische Punkt betrdgt 5,27.

Tab. 2 Vergleich verschiedener ODH-Isoenzyme. Dargestellt sind jeweils die Anzahl der sequenzierten Nu-
kleotide, die Anzahl der Aminoséuren im Leseraster (ORF), die Anzahl der ausgetauschten Nukleotide, die A-
minosdureaustausche und die aus der Aminosduresequenz berechneten isoelektrischen Punkte (pI). Pecten Wt
bezeichnet die in der Datenbank enthaltene Sequenz der ODH aus Pecten maximus (AJ237916, JanBen, 2000).
Bei den anderen Proben wurde die in Abb. 3 gewihlte Nummerierung verwendet.

Nukleotid- Aminoséaure-

Name Nukleotide ORF (AS) austausche austausche pl

Pecten Wt 1793 399 - - 5,35
M186K

Pecten 2 1275 399 27 S350N 5,44
M186K

Pecten 3 1254 399 27 V336A 5,44
S350N
S109A

Pecten 5 1275 399 24 G221S 5,35
S350N
A241G

Pecten 6 1275 399 28 S350N 5,35
G26D

Pecten 7 1275 399 34 S350N 5,27

3.2.3 Expression der ODH-Isoenzyme

Zu Beginn dieser Arbeit konnte auf einen von JanBen (2000) erzeugten Expressions-
klon fiir die ODH zuriickgegriffen werden. Das fiir die ODH codierende Gen war in den Vek-
tor pTYBI inseriert worden und ermoglichte die heterologe Expression der ODH mit einem
um fiinf Histidine verldngerten C-Terminus (ODH-5His). Allerdings war nicht bekannt, wel-
che Isoform der ODH kloniert worden war. Es wurde daher in dieser Arbeit versucht, ausge-
hend von Adduktoren, in denen jeweils nur eine ODH-Isoform nachgewiesen wurde, das zu-
gehorige ODH-Gen zu sequenzieren (3.2.2) und zu exprimieren.

Fiir die heterologe Expression wurden die Individuen Pecten 3, Pecten 5 und Pecten 6
(Abb. 3) ausgewihlt. Ausgehend von cDNA wurde das ODH-Gen mit den Primern
Nterm_neu-Cterm5_neu amplifiziert und in den Vektor pTYBI (NEB) inseriert. Der Primer
Cterm5_neu verldngerte den C-Terminus der rekombinanten ODH um fiinf zusétzliche Histi-
dine. Abbildung 4 zeigt eine native PAGE mit gereinigten heterolog exprimierten Octopinde-
hydrogenasen. Die im Gel getrennte ODH wurde durch eine Aktivitdtsfarbung sichtbar ge-
macht. In Spur 5 wurde ODH-5His aufgetragen (Janfen, 2000). Fiir die Bande mit ODH-Ak-
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tivitét ergab sich ein rf-Wert von 0,5. In Spur 2 wurde gereinigte Pecten_6-5His-ODH aufge-
tragen. Der rf-Wert der ODH-Bande betrug hier ebenfalls 0,5. Spur 3 zeigt ODH ohne Histi-
din-Tag. Fiir diese Probe ergab sich ein rf-Wert von 0,53. In Spur 4 wurde gereinigte Pec-
ten_3-5His aufgetragen, der rf-Wert betrug 0,48.

©

Abb. 4 Native Gelelektrophorese mit rekombinanter ODH. Die

ODH wurde durch eine Aktivititsfarbung nachgewiesen. Aufgetragen
wurde jeweils der ODH-Rohextrakt (1) D369N-5His, (2) Pecten_6-
_ 5His, (3) ODH kloniert ohne His-Tag (CtermPst), (4) Pecten_3-5His,

(5) ODH-5His (Janf3en, 2000).

Bei der in der ersten Spur aufgetragenen Probe handelt es sich um eine ODH-Mutante,
deren Aspartat (D) an der Position 369 gegen ein Asparagin (N) ausgetauscht wurde. Fiir die
ODH-Bande wurde ein rf-Wert von 0,48 bestimmt.

3.3 Kinetische Parameter der ODH

Die kinetischen Parameter der ODH-Reaktion wurden schon von Doublet und Mitar-
beitern (1975 a und b) sowie von Schrimsher und Taylor (1984) bestimmt. Fiir diese Untersu-
chungen wurde ODH verwendet, die aus Pecten maximus-Adduktoren gereinigt worden war.
In der vorliegenden Arbeit wurden daher zuerst die kinetischen Eigenschaften der heterolog
exprimierten ODH-5His aufgenommen und diese dann mit den Eigenschaften von ODH-Mu-
tanten verglichen. Mit Hilfe eines optisch-enzymatischen Tests wurde die spezifische ODH-
Aktivitit bei variierenden Konzentrationen eines Substrats (Pyruvat, L-Arginin, NADH, bzw.
D-Octopin) ermittelt. Fiir die Analyse der Daten wurde zunichst die spezifische Aktivitit ge-

gen die Substratkonzentration aufgetragen (Michaelis-Menten-Diagramm, Abbildung 5).

55



Ergebnisse

Trigt man die spezifische Aktivitdt gegen die NADH-Konzentration auf, so zeigt der
resultierende Graph einen hyperbolen Verlauf (Abb. 5 C). Mit zunehmender NADH-Konzen-
tration stieg die spezifische Aktivitit bis auf ca. 890 U mg"' an. Im Gegensatz dazu zeigen
die Graphen in Abhéngigkeit von der Pyruvat (A), der L-Arginin (B) und der Octopin-Kon-
zentration (D) keinen hyperbolen Verlauf. Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt bis zu einem

Maximalwert an, um bei weiter zunehmender Substratkonzentration wieder abzufallen.

800 - A 800 - B

— 600 - —
o] ‘©
£ £
£ =
£ o E
© 400 =
2 §
5 5
s s
2 2
< 2007 <

¥ 1

0 . . . . . . 0 . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100
Pyruvat [mmol L] Arginin [mmol L]
1000 - C 300 7 D
800
fo’ -
E g
£ 600 'c
E E
° B
5 E
F 0 =
= =
E =
< Z
200
0 . . . . . 0 . . . . .
0 100 200 300 400 500 0 10 20 30 40 50
NADH [umol L] Octopin [mmol L]

Abb. 5 Michaelis-Menten-Diagramme der ODH-5His-katalysierten Reaktion. Aufgetragen wurde jeweils
die spezifische ODH-Aktivitit in Abhidngigkeit von der (A) Pyruvat- , (B) L-Arginin- , (C) NADH- bzw. (D)
D-Octopin-Konzentration. Die Messungen fiir Pyruvat, L-Arginin und NADH wurden in 50 mmol L' TRA
pH 7.0 durchgefiihrt. Fiir die Riickreaktion mit Octopin wurde ein 50 mmol L™ Glycin/NaOH-Puffer pH 9.5
verwendet. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mit Standardabweichungen aus drei unabhédngigen Messrei-
hen. (A) In der zugehdrigen Messreihe wurde die Pyruvat-Konzentration zwischen 0,1 und 50 mmol L™ variiert.
Es befanden sich 0,16 mmol L' NADH im Testansatz. Die Reaktion wurde mit 5,5 mmol L L-Arginin gestar-
tet. (B) Die L-Arginin-Konzentration wurde zwischen 0,1 und 80 mmol L' variiert. Die NADH-Konzentration
betrug 0,16 mmol L. Fiir den Start der Reaktion wurden 3 mmol L™ Pyruvat verwendet. (C) Der Testansatz
enthielt NADH-Konzentrationen zwischen 5 und 400 umol L™, 3 mmol L™ Pyruvat und 5,5 mmol L™ L-Arginin.
(D) Die D-Octopin-Konzentration wurde zwischen 0,1 und 40 mmol L! variiert, der Ansatz enthielt
0,18 mmol L' NAD".

Bei der Variation von Pyruvat (Abb.5 A) stieg die spezifische Aktivitit bis auf

634 Umg" an (1,2 mmol L Pyruvat). Steigende Pyruvat-Konzentrationen fiihrten zu einer
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Abnahme der spezifischen Aktivitit. Bei 10 mmol L' Pyruvat betrug die spezifische Aktivitit
noch 412 U mg™. Sie sank weiter ab bis auf 105 U mg' bei 50 mmol L Pyruvat. Einen ihn-
lichen Verlauf zeigten die spezifischen Aktivititen bei variierenden L-Arginin-Konzentratio-
nen (Abb. 5B). Hier stieg die Aktivitiit bis auf 698 U mg" bei 3 mmol L™ L-Arginin an, um
danach wieder bis auf 240 U mg' bei 80 mmol L™ L-Arginin abzufallen. In den Messreihen
mit steigenden Octopinkonzentrationen (Abb. 5D) nahm die spezifische Aktivitdt zuerst bis
auf 260 U mg™” (4 mmol L Octopin) zu. Mit weiter erhdhter Octopin-Konzentration sank die

Aktivitit bis auf 104 U mg” bei 40 mmol L Octopin im Ansatz ab.

Tab. 3 Kinetische Parameter der ODH-5His-katalysierten Reaktion. Die Tabelle enthilt die durch nicht-li-
neare Regression berechneten Werte fiir Vmax und den K, -Wert, sowie die errechnete Wechselzahl (kcat), die
katalytische Effizienz und die Ubergangszustandsstabilisierungsenergie AG. Untersucht wurden die beiden
ODH-Isoenzyme (ODH A und B), ODH ohne Affinitétstag sowie die ODH-Mutante D369N.

Vmax
[umol min” K K; keat [s'] kcat/K, AG 1
g [mmol L'l [mmol L] [Lmol'S"]  [kJ mol]
ODH B 1074 0,77 6,1 775 1,0-10° 34,1
Pyruvat ODH A 1142 0,78 6,1 824 1,05-10° 34,2
ohne Tag 766 0,50 7.4 553 1,11-10° 34,4
D369N 729 0,78 18,5 526 6,7-10° 33,1
ODH B 886 0,50 22,5 640 1,28:10° 34,7
Arginin ODH A 918 0,56 23,1 663 1,18-10° 34,5
ohne Tag 715 0,34 28,3 516 1,51-10° 35,1
D369N 863 0,71 21,6 623 8,79:10° 33,8
ODH B 401 1,3 16,3 290 2,22-10° 30,4
Octopin ODH A 397 1,3 17,0 287 2,20-102 30,4
ohne Tag 361 1,0 17,3 260 2,5410 30,7
D369N 686 3,4 7.3 495 1,44-10° 29,3
Vmax
[umol min™ Ko ) kcat [s™] Keathn AG 1
g [umol L] [umol L] [Lmol'S™]  [kJ mol]
ODH B 903 19,8 - 652 3,3-10" 42,8
NADH ODH A 836 19,4 - 603 3,11-10’ 42,6
ohne Tag 677 12,6 - 488 3,89:10’ 43,2
D369N 570 18,5 - 411 2,22-107 41,8

Die Michaelis-Konstante (K;,) und die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten wur-
den aus den gemessenen Werten durch nicht-lineare Regression ermittelt. Hierzu wurde ent-
weder die Michaelis-Menten-Gleichung verwendet oder die Gleichung fiir die unkompetitive
Substratinhibition. Wenn das Substratinhibitions-Modell verwendet wurde, ist zusétzlich noch
der K;-Wert angegeben. Tabelle 3 fasst die ermittelten Werte zusammen. Als weitere kineti-
sche Parameter zur Charakterisierung des Enzyms wurden auch die Wechselzahl kcat und die

katalytische Effizienz kcat/K,, berechnet. Mit Hilfe der Gibbs-Gleichung und der Gleichge-
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wichtskonstanten kcat/K,, konnte zusitzlich die Stabilisierungsenergie des Ubergangszustan-
des der Reaktion berechnet werden.

Beide Isoenzyme der ODH (ODH A und B) lassen sich in ihren kinetischen Eigen-
schaften nicht unterscheiden. Die K.-Werte fiir Pyruvat betrugen 0,77 mmol L' bzw.
0,78 mmol L', Auch die K-Werte fiir L-Arginin (0,5 mmol L' und 0,56 mmol L'l), NADH
(19,4 bzw. 19,8 umol L") und Octopin (beide 1,3 mmol L") stimmten iiberein. Fiir Pyruvat
wurde eine Wechselzahl von 775 s’ (824 s bei ODH A) bestimmt. Die katalytische Effi-
zienz fiir die Verwendung von Pyruvat betrug 1-10° L mol™ s'. Fiir die Ubergangszustandssta-
bilisierungsenergie wurden 34 kJ mol™ berechnet. Fiir Pyruvat konnte eine Inhibitionskons-
tante (K;) von 6,1 mmol L' bestimmt werden. Der K,,-Wert von Pyruvat der ODH ohne His-
Tag war etwas niedriger und betrug 0,5 mmol L. Die Mutante D369N hat den gleichen
Kn-Wert fiir Pyruvat wie der Wildtyp, jedoch ist der K; zu hoheren Pyruvat-Konzentrationen
verschoben (18,5 mmol L™). Die katalytische Effizienz ist auf 6,7-10° L mol™ s reduziert.

Der K,-Wert fiir L-Arginin ist bei der ODH ohne His-Tag auf 0,34 mmol L reduziert
(0.5 mmol L beim Wildtyp). Die D369N-Mutante besitzt einen geringfiigig (0.78 mmol L)
erhohten K;-Wert fiir L-Arginin. Die Wechselzahl liegt bei allen vier Enzymen zwischen
526 und 663 s™'. Es wurden weiterhin dhnliche katalytische Effizienzen errechnet. Diese lagen
zwischen 8,8-105 und 1,51-106 L mol! s\, Die Inhibitionskonstante K lag zwischen 21,6 und
28 mmol L L-Arginin. Die Energie zur Stabilisierung des Ubergangszustands bezogen auf
L-Arginin betrug ca. 34 kJ mol ™.

Fiir Octopin konnte ein K,,-Wert von ca. 1.3 mmol L' bestimmt werden. Lediglich bei
der Mutante D369N war die Michaelis-Konstanten auf 3,4 mmol L™ erhéht. Bei ihr betrug die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit 686 pmol min™ mg™ (Wildtyp: 400 umol min" mg™).
Allerdings war hier der K;-Wert fiir Octopin von 17 mmol L™ (Wildtyp) auf 7,3 mmol L™ er-
niedrigt. Bei der Verwendung von NADH ist der K, der unverlingerten ODH niedriger
(12,6 mmol L) als der des Wildtyps. Die Mutante D369N erreichte mit 18,5 pmol L™ einen
dhnlichen K,,-Wert fir NADH wie der Wildtyp. Es wurden katalytische Effizienzen von
2,22-10" (D369N) bis 3,910’ L mol™ s (ODH ohne His-Tag) bestimmt. Die Stabilisierungs-
energie des Ubergangszustandes fiir die Umsetzung von NADH betrug durchschnittlich
42 kJ mol™.

3.3.1 Substratspektrum der ODH-5His

Neben dem physiologischen Substrat Pyruvat wurde die ODH-katalysierte Umsetzung

der strukturverwandten Substanzen a-Ketobutyrat und a-Ketovalerat untersucht. Als Ersatz
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fir die an der ODH-Reaktion natiirlicherweise beteiligte Aminosdure L-Arginin wurde
L-Norvalin verwendet. Zur Bestimmung der Kinetik in Abhingigkeit von der Ketobutyrat
bzw. Ketovalerat-Konzentration wurde die Reaktion jeweils in Gegenwart von 5,5 mmol L™
L-Arginin und 0,16 mmol L' NADH durchgefiihrt und anschlieBend durch nicht-lineare Re-
gression ausgewertet. Der K;,-Wert fiir Ketobutyrat betrug 5,9 mmol L' (7,6 fach erhoht im
Vergleich zum Wildtyp), der Ky,-Wert fiir Ketovalerat war auf 49,8 mmol L™ erhsht (64-fach
erhoht). Bei beiden Substraten konnte keine Substratinhibition festgestellt werden. Die Wech-
selzahl wurde von 775 s™! (Pyruvat) iiber 526 s (Ketobutyrat) auf 272 s (Ketovalerat) redu-
ziert. Die Ubergangszustandsstabilisierungsenergie reduzierte sich mit zunehmender
C-Kettenlinge des Substrats von 34,1 kJ mol (Pyruvat) bis auf 21,3 kJ mol™ bei Verwen-

dung von Ketovalerat.

Tab. 4 Kinetische Parameter der ODH-5His bei Umsatz verschiedener Substrate. Die Tabelle enthilt die
durch nicht-lineare Regression berechneten Werte fiir Vmax und den K;-Wert, sowie die errechnete Wechsel-
zahl (kcat), die katalytische Effizienz und die Stabilisierungsenergie (AG) des Ubergangszustandes fiir die ODH-
5His katalysierte Umsetzung von a-Ketobutyrat, a-Ketovalerat und L-Norvalin.

vmax
fumol min” Km Ki 1 ccat [s7] kcat/:<M1 AG 1 AAG 1
mg'l [mmol L' [mmol L] [Lmol'S™] [kdmol] [kdmol’]
Pyruvat 1074 0,77 6,1 775 1,0-10° 34,1 -
Ketobutyrat 728 5,9 - 526 8,95-10* 28,2 -6,0
Ketovalerat 377 49,8 - 272 5,47-10° 21,3 -12,9
Norvalin 1 33,6 - 0,9 2,61-10 8,1 -26,1

Zur Bestimmung der kinetischen Eigenschaften der ODH bei Umsetzung von L-Nor-
valin, wurde die spezifische Aktivitit bei variablen Norvalin-Konzentrationen mit 3 mmol L!
Pyruvat und 0,16 mmol L' NADH ermittelt. Fiir die Umsetzung von L-Norvalin wurden eine
maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 1 pumol min'mg” und eine Michaelis-Konstante
von 33,6 mmol L bestimmt. Die Energie zur Stabilisierung des Ubergangszustandes betrug
8,1 kJ mol™" und war um 26,1 kJ mol" gegeniiber der wildtypischen Umsetzung von L-Argi-
nin erniedrigt.

Wildtypische ODH-5His (B-Form) war auflerdem in der Lage, jede ihr angebotene
proteinogene Aminosdure umzusetzen. Allerdings waren die Umsatzraten mindestens um den
Faktor 1000 geringer als fiir L-Arginin. Es lag daher die Vermutung nahe, dass es sich um
nicht-enzymatische Umsetzungen handelt, aber mit Verdopplung der Enzymkonzentration
konnte auch die Reaktionsgeschwindigkeit verdoppelt werden. D-Arginin wurde von wildty-
pischer ODH-5His nicht umgesetzt, ebenso wenig wie Taurin oder Agmatin. L-Canavanin

und L-Ornithin wurden von der ODH hingegen als Substrate akzeptiert. Mit L-Canavanin
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wurde eine Aktivitit erreicht, die gegeniiber der Verwendung von L-Arginin um 75 % redu-
ziert war. Bei Umsetzung von L-Ornithin betrug die Aktivitét lediglich noch 0,25 % im Ver-
gleich zum Umsatz von L-Arginin. Zusétzlich kann die ODH auch NADPH als Coenzym ver-
wenden. Aufgrund einer zu hohen Extinktion (339 bzw. 366 nm) bei NADPH-Konzentratio-
nen iiber 500 umol L™ war jedoch eine genaue kinetische Analyse durch photometrische Mes-

sungen nicht moglich. Der K,,-Wert fiir NADPH ist groBer als 800 pmol L

3.4 Reinigung rekombinanter Octopindehydrogenasen

Um fiir Kristallisationsversuche ausreichende Mengen homogener ODH zu erhalten,
musste das Reinigungsprotokoll fiir das rekombinante Enzym verbessert werden. Neben der
mit einem His-Tag verlidngerten ODH wurde zusitzlich ein Vektor erzeugt, der es erlaubt, das
ODH-Gen ohne zusitzliche Affinititsverlingerung zu exprimieren. Hierdurch sollte ein mog-
licher Einfluss des His-Tags auf die Kristallisation der ODH untersucht werden. Fiir die ohne
His-Tag exprimierte ODH musste ein neues Reinigungsprotokoll entwickelt werden, da nicht

auf eine Affinititschromatographie mit Ni-NTA-Superflow zuriickgegriffen werden konnte.

3.4.1 Reinigung der ODH-5His aus einer 1 L-Kultur

Nach 16 stiindiger Inkubation bei 18 °C wurden die Bakterien einer 1L-Kultur durch
Zentrifugation pelletiert. Es wurden 6.5 g Bakterien aus der 1L-LB-Kultur erhalten. Die Bak-
terien wurden anschlieend in Lysepuffer resuspendiert und mit Ultraschall aufgeschlossen.
Als erster Schritt zur Isolation der ODH-5His wurde eine Metallchelat Affinitdtschromatogra-
phie (IMAC) benutzt, wozu eine mit 12 mL Ni-NTA Superflow gefiillte Chromatographie-
Sédule verwendet wurde. Abbildung 6 zeigt beispielhaft das Elutionsprofil eines Laufs. Der
Rohextrakt wurde nach einstiindiger Zentrifugation bei 88.000 g auf die mit Lysepuffer vor-
dquilibrierte Sdule aufgebracht. Nach 100 mL wurde die Imidazol-Konzentration im Lauf-
mittel auf 20 mmol L™ erhoht. Die ODH-Elution erfolgte mittels eines 100 mL langen linear-
en Imidazol-Gradienten von 20 bis 250 mmol L. Es wurden 32,5 mL Rohextrakt mit einer
ODH-Gesamtaktivitit von 19.000 U auf die Sédule aufgetragen. Bei einem Proteingehalt von
303 mg wies die Probe eine spezifische Aktivitit von 63 U mg™ auf. Die ODH-Elution erfolg-
te bei einer Imidazol-Konzentration von ca. 40 mmol L™

Die fiinf Fraktionen mit der héchsten Aktivitit wurden vereinigt. Sie enthielten ODH
mit einer Gesamtaktivitdt von 16.350 U und hatten einen Proteingehalt von 39,5 mg (Tab. 5).

Die spezifische Aktivitit der vereinigten Fraktionen betrug 414 U mg™' und war somit um den
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Faktor 6,6 hoher, als die des Rohextraktes. Die vereinten Fraktionen enthielten noch 86 % der

auf die Sdule aufgetragenen Ausgangsaktivitit und 13 % des anfénglichen Proteingehaltes.

- 250 r 1400
3000 -
L 1200
— ] L 200 —
2 2500 %
= E L1000
£ = —
£ 2000 = T
c L 150
p g L g0 E
2 g =
‘S 1500 - g T
O [ =
= L0 2 600 é
< 1000 A N
< S 400
= o
ni 50 £
500 L 200
O T II T B 0 - 0
0 50 100 150 200 250 300

Elutionsvolumen [mL]

Abb. 6 Elutionsprofil einer Metallchelataffinititschromatographie mit Ni-NTA. Dargestellt sind Extinktion
bei 280 nm, der Verlauf des Imidazol-Gradienten und die ODH-Aktivitit ausgewdéhlter Fraktionen. Auf die Sdu-
le wurden 32,5 mL Probe mit einer ODH-Aktivitit von 19.013 U und einem Proteingehalt von 303 mg aufge-
tragen. Nach Probenauftrag wurde die Saule mit 70 mL Lysepuffer gespiilt. In den néchsten 100 mL der Elution
wurde die Imidazol-Konzentration im Eluenten auf 20 mmol L-1 erhoht. Die Elution der ODH erfolgte durch
einen linearen Imidazol-Gradienten (20-250 mmol L-1) mit einer Liange von 100 mL. Es wurden 5 mL Frak-
tionen gesammelt.

AnschlieBend wurde die Probe auf 4 mL konzentriert, was einen Aktivitits- und Prote-
inverlust zur Folge hatte. Die Probe enthielt noch 12.500 U ODH. Bei einem Proteingehalt
von 29,9 mg errechnete sich eine spezifische Aktivitit von 418 U mg". Die weitere Reini-
gung erfolgte durch Gelfiltration, wozu eine mit Sephadex G-100 gefiillte Sdule mit einem
Volumen von 530 mL verwendet wurde. Abbildung 7 zeigt das Elutionsprofil dieses chroma-
tographischen Laufs. Nach ca. 120 mL eluierte Protein von der Saule, das allerdings keine
ODH-AKktivitédt aufwies; nach 180 mL begann die ODH von der Séule zu eluieren. Die Aktivi-
tit in den folgenden Fraktionen nahm bis auf 420 U mL" bei einem Eultionsvolumen von
220 mL zu, um anschlieBend wieder abzufallen. Wie in Abbildung 7 zu erkennen ist, fillt der
Aktivitatspeak mit dem bei 280 nm aufgezeichneten Proteinpeak zusammen. Die fiinf Frak-
tionen mit der hochsten Aktivitidt wurden vereinigt und durch Druckfiltration auf 2,5 mL ein-

geengt.
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Abb. 7 Elutionsprofil einer Grofienausschlusschromatographie mit Sephadex G-100. Dargestellt sind Ex-
tinktion bei 280 nm und die ODH-Aktivitdt ausgewéhlter Fraktionen. Die Trennung der ODH erfolgte mit einem
50 mmol L™ Kaliumphosphatpuffer, pH 7.5, 2 mmol L' EDTA, 0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol, 10 % (v/v)
Glycerin. Es wurden 5 mL Fraktionen gesammelt. Es wurden 4 mL ODH-Suspension nach Ni-NTA mit
12.500 U Aktivitat und einem Proteingehalt von 29,9 mg auf die Séule aufgetragen.

Das Endprodukt enthielt 8.303 U ODH, was 44 % der Ausgangsaktivitit entsprach.
Der Proteingehalt betrug 17,9 mg und war somit auf 6 % des Ausgangsgehaltes gesunken. Die
spezifische Aktivitit im Endprodukt betrug 464 U mg™'. Bezogen auf den Anfangswert betrug
der Reinigungsfaktor 7,4.
Tab. 5 Reinigungsprotokoll einer ODH-5His-Reinigung aus einer 1L-Kultur. Verlauf einer ODH-5His-Rei-

nigung mit Metallchelataffinitdtschromatographie und Gelfiltration aus einer 1L-Kultur des E. coli-Stammes
ER2566.

o P in- - ifisch
Volumen  Aktivitat Gesamt-  Ausbeute ro;ellr: Gesamt Ausbeute SpAiZt:vlict © Reinigungs-
mL]  [UmL"  aktivitat [U] (%] gehatl — protein [%] q faktor
[mgmL7] _[mg] [Umg]
Rohextrakt 32,5 585 19013 100 9,33 303,2 100 63 1
NiNTA 25 654 16350 86 1,58 39,5 13 414 6,6
NiNTA konzentriert 4 3125 12500 66 7,47 29,9 10 418 6,7
Gelfiltration mit
Sephadex G-100 25 348 8700 46 0,73 18,3 6 477 7,6
konz. Endprodukt 2,5 3321 8303 44 7,15 17,9 6 464 7,4
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Der Erfolg der Reinigung mit Ni-NTA und Gelfiltration wurde auf einem 12 % igen
SDS-Polyarcrylamid-Gel kontrolliert, das in Abbildung 8 gezeigt ist. In der Coomassie-Fir-
bung ist in den Spuren, in denen die vereinigten Fraktionen der Ni-NTA-Chromatographie
aufgetragen wurden (2C, 2S) eine Bande mit einem rf-Wert von 0,49 zu erkennen, die der zu
erwartenden ODH-Bande zugeordnet werden konnte. Fiir diese Bande wurde ein Molekular-
gewicht von ca. 43 kDa ermittelt. Weiterhin ist hier auch eine schwache Bande mit einem
rf-Wert von 0,35 zu erkennen. Das Endprodukt war nach Auftrennung im Gel und Silberfar-

bung nur als eine Bande mit einem rf-Wert von 0,49 zu erkennen.

M 1C 2C 3C 1S 2S 3S
W @D @

0w

116 kDa

66.2 kDa

45 kDa

35 kDa

25 kDa

Abb. 8 SDS-Page zur Kontrolle des Reinigungserfolgs
der ODH-Isolation mit Ni-NTA und Gelfiltration. Die im
Gel getrennten Proteine wurden durch Coomassie (C)- und
Silberfiarbung (S) sichtbar gemacht. (M) molekularer Gro-
Benmarker. (1) Rohextrakt (6 pug). (2) Ni-NTA konzentriert
(7 ng). (3) Endprodukt nach Gelfiltration (4,5 pg).

18.4 kDa
14.4 kDa

3.4.2 Reinigung der ODH-5His aus 8 L-E. coli

Zur Reinigung der fiir Kristallisationsversuche erforderlichen ODH-Mengen war es
notwendig das Reinigungsprotokoll an groere Probenmengen anzupassen. Um eine hochst-
mogliche Reinheit zu erreichen, wurde der Rohextrakt zuerst einer fraktionierten Ammonium-
sulfatfallung und anschliefend einer Metallchelataffinititschromatographie unterzogen, wozu
eine mit 45 mL Ni-NTA Superflow gefiillte Sdule benutzt wurde. Abbildung 9 zeigt beispiel-
haft eine Reinigung, die mit dieser Sdule durchgefiihrt wurde. Im Anschluss wurde weiterhin
eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt. Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber den
Reinigungsverlauf.

Aus acht 1L-Kulturen wurden zusammen 48 g Bakterien gewonnen. Nach Aufschluss

und Zentrifugation befanden sich 88.218 Units ODH im Uberstand. Der Proteingehalt betrug
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1.369 mg. Das Bakterien-Pellet wurde erneut in Lysepuffer resuspendiert und mit Ultraschall
behandelt. Es befanden sich nach erneuter Zentrifugation 89.668 U ODH und 809 mg Protein
im Uberstand. Der vereinigte Rohextrakt enthielt 184.106 U ODH und 2.000 mg Protein. Die
spezifische Aktivitit betrug 92 U mg™. Es wurden 3.836 Units ODH pro Gramm Bakterien
gewonnen. Der Extrakt wurde einer fraktionierten Ammoniumsulfatfillung unterzogen und
die resultierende Proteinsuspension anschlieBend gegen Lysepuffer dialysiert. Bei diesem
Schritt verringerte sich die ODH-Aktivitidt um 16 % auf 154.035 U. Der Proteingehalt wurde
um 53 % auf 941 mg reduziert. Die spezifische Aktivitit betrug somit 164 U mg™”. Auf die
mit Lysepuffer dquilibrierte Ni-NTA-Sdule wurden 45 mL. ODH-Suspension aufgetragen.

250 - 1600
3000 A
- 1400
- 200
= 2500 - <
=) = L
= = 1200
E —_
g 2000 - L 150 = - 1000 _E.
o =
& 3 800 =
g 1500 - g §
p 100 X =
kel S - 600 =
< 1000 1 N
- — < ‘o
= = - 400
L L 50 E
500
- 200
|
0 L| T T T P 0 -0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Elutionsvolumen [mL]

Abb. 9 Elutionsprofil einer Metallchelataffinititschromatographie mit Ni-NTA. Dargestellt sind Extinktion
bei 280 nm, der Verlauf des Imidazol-Gradienten und die ODH-Aktivitit ausgewéhlter Fraktionen. Auf die Sdu-
le wurden 45 mL Probe mit einer ODH-Aktivitéit von 154.035 U und einem Proteingehalt von 851 mg aufgetra-
gen. Nach Probenauftrag wurde die Sdule mit 500 mL Lysepuffer gespiilt. In den néichsten 500 mL der Elution
wurde die Imidazol-Konzentration im Eluenten auf 20 mmol L™ erhoht. Die Elution der ODH erfolgte durch ei-
nen linearen Imidazol-Gradienten (20-250 mmol L'l) mit einer Linge von 500 mL. Es wurden 10 mL Fraktionen
gesammelt.

Nach 500 mL wurde die Imidazol-Konzentration im Elutionspuffer auf 20 mmol L™
erhoht. Nach weiteren 500 mL wurde die Elution der ODH wihrend eines linearen Imidazol-
Gradienten (20-250 mmol L Linge 500 mL) bei einer Imidazol-Konzentration von ca.
40 mmol L erreicht. Die ODH-AKktivitit stieg hier innerhalb von acht Fraktionen bis auf
1.500 U mL"" an und sank danach wieder ab. Die sieben Fraktionen mit der hochsten Aktivitiit

wurden vereinigt und enthielten ODH mit einer Aktivitdt von 90.300 U bei einem Proteinge-
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halt von 208 mg. Verglichen mit dem Rohextrakt war die Aktivitit um 51 % und der Protein-
gehalt um 90 % reduziert. Die spezifische Aktivitit betrug 434 U mg'. Nach Druckfiltration
mit einer Amiconzelle wurden 6 mL ODH-Suspension erhalten, die durch Gelfiltration weiter

gereinigt wurden.

[ ]
200 A
[ _J
[ ]
[ ]
[ ]

— 150 + ° N

|

€ °

) [ )

g 100 - .
=

x

<

) [ ]
50 A
[ ]
[ ]
[ ]
° °
0 - . . e’ . %ecsse
0 1000 2000 3000 4000

Elutionsvolumen [mL]

Abb. 10 Elutionsprofil einer Groenausschlusschromatographie mit Sephadex G-100. Die Trennung der
ODH-5His erfolgte mit einem 50 mmol L™ Kaliumphosphatpuffer, pH 7.5 mit 2 mmol L' EDTA, 0,1 % (v/v) 2-
Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin. Es wurden 20 mL Fraktionen gesammelt. Dargestellt ist die ODH-Aktivi-
tat ausgewihlter Fraktionen in Abhidngigkeit vom Elutionsvolumen. Aufgetragen wurden 6 mL ODH-Suspensi-
on nach Ni-NTA mit 65.718 U Aktivitit und einem Proteingehalt von 178 mg.

Die verwendete Sdule war mit 6.000 mL Sephadex G-100 gefiillt. Abbildung 10 zeigt
das Elutionsprofil dieses chromatographischen Laufs. Es wurden 65.718 U ODH auf die Séu-
le aufgetragen. Der Proteingehalt betrug 178 mg. Nach 2.700 mL begann die ODH, von der
Séule zu eluieren. Die ODH-AKktivitit nahm von Fraktion zu Fraktion zu und erreichte nach
3.250 mL mit 205 U mL" ein Maximum. In den folgenden Fraktionen fiel die Aktivitit wie-
der ab. Nach der Gelfiltration wurden die 26 Fraktionen mit der hochsten Aktivitét vereinigt.
Sie enthielten 69.680 U ODH. Bei einem Proteingehalt von 177 mg errechnete sich eine spe-
zifische Aktivitit von 394 U mg™. Die Suspension wurde anschliefend durch Druckfiltration
auf 8,9 mL konzentriert. Im Endprodukt waren 65.718 U ODH und 130 mg Protein enthalten.
Verglichen mit dem Rohextrakt entsprach dies 36 % der Ausgangsaktivitdt und 6 % des an-
fianglichen Proteingehalts. Die spezifische Aktivitit im Endprodukt betrug 506 U mg™'. Bezo-
gen auf den Ausgangswert betrug der Reinigungsfaktor 5,5.
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Tab. 6 Reinigungsprotokoll einer ODH-5His-Reinigung aus dem E. coli-Stamm ER2566. Verlauf einer
ODH-5His-Reinigung mit Ammoniumsulfatfillung, Metallchelataffinititschromatographie und Gelfiltration.

- Protein- - Spezifische
Volumen Aktivitat Gesamt- Ausbeute h IIt Gesamt Ausbeute &kztl I't" t Reinigungs-
Ml UmlY  akiviat[u] %] Soan Prlen e i faktor
[mg mL "] [mg] [Umg']

Rohextrakt | 117 754 88218 11,7 1369 64

Rohextrakt Il 29 3092 89668 27,9 809 111
Rohextrakt vereinigt 146 1261 184106 100 13,7 2000 100 92 1
Ammoniumsulfat | 177 816 144595 79 4.8 851 43 170 1,8

Ammoniumsulfat Il
dialysiert und 45 3423 154035 84 20,9 941 47 164 1,8
zentrifugiert

Ni-NTA 70 1290 90300 49 3,0 208 10 434 4,7

NiNTA konzentriert 6 10953 65718 36 29,6 178 9 370 4,0

Gelfiltration mit

Sephadex G-100 520 1340 69680 38 0.34 177 9 394 43

konz. Endprodukt 8,9 7384 65718 36 14,6 130 6 506 5,5

Der Erfolg der Reinigung mit Ammoniumsulfatfidllung, Ni-NTA und Gelfiltration
wurde auf einem 12 % igen SDS-Polyarcylamid-Gel kontrolliert (Abb. 11). In der Coomassie-
Féarbung ist in der Spur, in welcher der Rohextrakt aufgetragen wurde, eine stark ausgeprégte
Bande bei ca. 43 kDa zu erkennen, die der zu erwartenden ODH-Bande entspricht. In der
Spur, in der die vereinigten Fraktionen nach Ni-NTA-Chromatographie aufgetragen wurden
(2C) ist eine starke Bande mit einem rf-Wert von 0,5 zu erkennen. Weiterhin sind weitere

Banden mit rf-Werten von 0,38, 0,64 und 0,68 zu erkennen.

M 1C 2C 3C 1S 25 3S

116.0kDa

=
66.2 kDa — -—
45 kDa —— .
—— s
35 kDa
25kDa
Abb. 11 SDS-Page zur Kontrolle des Reinigungser-
18.4 kDa folgs der ODH-Isolation mit Ni-NTA und Gelfiltra-

tion. Die im Gel getrennten Proteine wurden durch
Coomassie (C)- und Silberfirbung (S) sichtbar ge-
macht. (M) molekularer GréBenmarker. (1) Rohex-
trakt (6,8 pg). (2) Ni-NTA konzentriert (7,5 pug). (3)
Endprodukt nach Gelfiltration (6,8 ug).

144kDa =
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Nach Silberfirbung des Gels tauchen keine zusitzlichen Protein-Banden auf (2S). Das
Endprodukt lie nach Auftrennung im Gel sowohl nach Coomassie- (3C), als auch nach Sil-

berfarbung nur eine Bande (rf-Wert 0,5) erkennen.

3.4.3 ODH-LEG6His

Um die Ausbeuten an rekombinanter ODH moglicherweise noch weiter zu erhohen,
wurde das ODH-Gen in einen anderen Expressions-Vektor kloniert. Es wurde der Vektor
pET-24d(+) (Novagen) ausgewihlt. Die ODH wurde als Fusionsprotein mit einem C-termina-
len Hexahistidin-Tag exprimiert. Zusitzlich wurden die Aminosduren Leucin und Glutamat
vor dem Histidin-Tag eingefiigt (ODH-LE6His). Abbildung 12 zeigt eine SDS-PAGE und ei-
nen Western-Blot, die zur Expressionsanalyse erstellt wurden. Neben ODH-LE6His wurden
ODH-5His und Loligo-ODH-5His fiir die Expressionsanalyse verwendet. Das Gen fiir die
ODH aus Loligo vulgaris wurde in den Vektor pTYBI inseriert. Das heterologe Protein war
C-terminal mit einem Histidin-Tag fusioniert. Die jeweiligen Expressionskonstrukte wurden
in den E. coli-Stamm ER2566 transformiert. Die Anzucht der Bakterienkulturen erfolgte unter
identischen Bedingungen und wie unter 2.6.2 beschrieben. Es wurden jeweils 1L-Kulturen fiir

die Expressionsanalyse verwendet.
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Abb. 12 A SDS-Page zur Kontrolle der ODH-Expression. Die im Gel getrennten Proteine wurden durch Coo-
massiefarbung sichtbar gemacht. Es wurden jeweils 10 pg Protein aufgetragen (M) molekularer Groenmarker.
(1) Rohextrakt ODH-LE6His. (2) unlosliche Fraktion ODH-LE6His. (3) Rohextrakt ODH-5His. (4) unlosliche
Fraktion ODH-5His. (5) Rohextrakt Loligo-ODH-5His. (6) unlosliche Fraktion Loligo-ODH-5His.

B Western-Blot Analyse mit Immunodetektion des Histidin-Tag. Es wurden jeweils 10 ug aufgetragen (M)
molekularer Gro3enmarker. (1) Rohextrakt ODH-LEG6His. (2) unlsliche Fraktion ODH-LEG6H:is. (3) Rohextrakt
ODH-5His. (4) unlosliche Fraktion ODH-5His. (5) Rohextrakt Loligo-ODH-5His. (6) unlosliche Fraktion Loli-
go-ODH-5His.
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Zusitzlich zur 16slichen Fraktion wurde das Bakterienpellet nach der Zentrifugation in
Lysepuffer mit 8 mol L Harnstoff resuspendiert, um mogliche Inclusion-Bodies zu solubili-
sieren. Es wurden jeweils 10 pg Protein aus der 16slichen und der unloslichen Fraktion der
verschiedenen Extrakte auf einem SDS-Gel analysiert.

In der Spur A3 wurde Rohextrakt von ODH-5His aufgetragen. Hier zeigt sich eine
ausgepridgte Bande mit einem rf-Wert von 0,5, deren Grofle der erwarteten ODH-Bande ent-
spricht. Die Western-Blotanalyse mit einem gegen den Histidin-Tag gerichteten Antikorper
bestitigte diese Vermutung (B3). Auch in der Spur, in der die unl6sliche Fraktion von ODH-
SHis aufgetrennt wurde (4A, 4B), ist sowohl in der Coomassie-Féarbung als auch im Western-
Blot eine Bande mit einem rf-Wert von 0,5 zu erkennen. In Spur 2 wurde die unl6sliche Frak-
tion der ODH-LE6His aufgetrennt. Bei dieser Probe ist auch in der Coomassie-Fiarbung eine
stark ausgepridgte Bande zu erkennen, die durch den Western-Blot als ODH-Bande identifi-
ziert werden konnte. Spur 1 (Rohextrakt von ODH-LE6His) zeigt im Vergleich zu den vorher
genannten Proben keine ausgeprigte Bande unterhalb von 45 kDa. Die Western-Blotanalyse
zeigte jedoch, dass ODH exprimiert worden war. In den Spuren 5 und 6 wurden der Rohex-
trakt von Loligo-ODH-5His bzw. die zugehorige unlosliche Fraktion aufgetragen. Im Rohex-
trakt (AS) war keine ODH-Expression erkennbar, was durch den Western-Blot bestétigt wer-
den konnte (B5). Lediglich in der unl6slichen Fraktion konnte exprimierte Loligo-ODH nach-

gewiesen werden (A6 und B6).

3.4.3.1 Reinigung der ODH-LE6His

Aus acht 1L-Kulturen wurden zusammen 46 g Bakterien gewonnen. Der Verlauf der
Reinigung ist in Tabelle 7 protokolliert. Nach Aufschluss und Zentrifugation befanden sich
55.320 Units ODH im Uberstand. Der Proteingehalt betrug 1.365 mg. Das Bakterien-Pellet
wurde erneut in Lysepuffer resuspendiert und mit Ultraschall behandelt. Nach erneuter Zentri-
fugation befanden sich 39.767 U ODH und 759 mg Protein im Uberstand. Der vereinigte
Rohextrakt enthielt 98.720 U ODH und 2.036 mg Protein. Die spezifische Aktivitit betrug
48 Umg"'. Pro Gramm Bakterien konnten 2.146 Units ODH gewonnen werden. Der Rohex-
trakt wurde zuerst einer fraktionierten Ammoniumsulfatfillung unterzogen und die resultie-
rende Proteinsuspension anschlieend gegen Lysepuffer dialysiert. Durch diesen Schritt ver-
ringerte sich die ODH-Aktivitdt auf 154.035 U (86 %). Der Proteingehalt sank auf 408 mg
(20%). Die errechnete spezifische Aktivitiit betrug 209 U mg™.
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Abb. 13 A Chromatogramm einer Metallchelataffinititschromatographie mit Ni-NTA. Dargestellt sind die
kontinuierlich aufgezeichnete Extinktion bei 280 nm, der Verlauf des Imidazol-Gradienten und die ODH-Akti-
vitdt in ausgewihlten Fraktionen. Auf die Sdule wurden 40 mL Probe mit einer ODH-Aktivitit von 85.360 U
und einem Proteingehalt von 408 mg aufgetragen. Nach Probenauftrag wurde die Sdule mit 500 mL Lysepuffer
gespiilt. In den nichsten 500 mL der Elution wurde die Imidazol-Konzentration im Eluenten auf 20 mmol L™ er-
hoht. Die Elution der ODH erfolgte durch einen linearen Imidazol-Gradienten (20-250 mmol L") mit einer Lin-
ge von 500 mL. Es wurden 10 mL Fraktionen gesammelt.

B Elutionsprofil einer Groflenausschlusschromatographie mit Sephadex G-100. Die Trennung der ODH-
LE6His erfolgte mit einem 50 mmol L™ Kaliumphosphatpuffer, pH 7.5, 2 mmol L' EDTA, 0,1 % (v/v) 2-Mer-
captoethanol, 10 % (v/v) Glycerin. Es wurden 20 mL Fraktionen gesammelt. Dargestellt ist die ODH-Aktivitét
ausgewdhlter Fraktionen in Abhéngigkeit vom Elutionsvolumen. Aufgetragen wurden 5,7 mL ODH-Suspension
nach Ni-NTA mit 47.116 U Aktivitidt. Der Proteingehalt betrug 110 mg.

Auf die mit Lysepuffer dquilibrierte Ni-NTA-Sédule wurden 40 mL. ODH-Suspension
aufgetragen. Abbildung 13A zeigt das Elutionsprofil dieses chromatographischen Laufs. Nach
500 mL wurde die Imidazol-Konzentration im Elutionspuffer auf 20 mmol L™ erhsht. Nach
weiteren 500 mL eluierte die ODH wihrend eines linearen Imidazol-Gradienten (20-
250 mmol L™, Linge 500 mL) bei einer Imidazol-Konzentration von ca. 40 mmol L von der
Séule. Die ODH-Aktivitit stieg hier innerhalb von acht Fraktionen bis auf 900 U mL" an und
sank danach wieder ab. Vereinigt wurden die sechs Fraktionen mit der hochsten Aktivitit. Sie
enthielten ODH mit einer Aktivitit von 49.920 U. Bei einem Proteingehalt von 128 mg betrug
die spezifische Aktivitit 389 U mg'l. Verglichen mit dem Rohextrakt war die Aktivitdt um
49 % und der Proteingehalt um 94 % reduziert. Nach Druckfiltration mit einer Amiconzelle
wurden 5,7 mL ODH-Suspension erhalten, die durch Gelfiltration mit Sephadex G-100 weiter
gereinigt wurden. Abbildung 13B zeigt das Elutionsprofil dieses chromatographischen Laufs.
Es wurden 47.116 U ODH auf die Sédule aufgetragen. Der Proteingehalt betrug 110 mg. Nach
2.600 mL begann die ODH von der Siule zu eluieren. Die ODH-AKktivitit nahm von Fraktion
zu Fraktion zu und erreichte nach 3.120 mL mit 138 U mL"' ein Maximum. In den folgenden

Fraktionen fiel die Aktivitit wieder ab. Nach der Gelfiltration wurden die 24 Fraktionen mit
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der hochsten Aktivitdt vereinigt und durch Druckfiltration eingeengt. Im Endprodukt waren

schlieBlich 33.350 U ODH und 59 mg Protein enthalten.

Tab. 7 Reinigungsprotokoll einer ODH-LE6His-Reinigung aus dem E. coli-Stamm ER2566. Verlauf einer
ODH-LEG6His-Reinigung mit Ammoniumsulfatfillung, Metallchelataffinititschromatographie und Gelfiltration.

- Protein- - Spezifisch
Volumen Aktivitat Gesamt- Ausbeute grgh(zlr: %?2?;: Ausbeute ?Aizt:vli:t © Reinigungs-
mL umL’ aktivitat [U %, } % : faktor
i UmL L e oy mg (U ma!
Rohextrakt |~ 100,4 551 55320 13,6 1365 41
Rohextrakt II 23 1729 39767 33 759 52
Rohextrakt vereinigt 123,4 800 98720 100 16,5 2036 100 48 1
Ammoniumsulfat | 144 674 97056 98 4,6 657 32 148 3,0
Ammoniumsulfat Il 36 2514 90504 92 12,1 436 21 208 4,3
dialysiert 40 2134 85360 86 10,2 408 20 209 1,4
Ni-NTA 60 832 49920 51 2,1 128 6 389 8,0
NiNTA konzentriert 57 8266 47116 48 19,3 110 5 428 8,8
Geffiltration mit
Sephadex G-100 480 74,8 35904 36 0,15 72 4 499 10,3
konz. Endprodukt 10 3335 33350 34 5,9 59 3 565 11,7

Verglichen mit dem Rohextrakt entsprach dies 34 % der Ausgangsaktivitidt und 3 %
des anfiinglichen Proteingehalts. Die spezifische Aktivitit im Endprodukt betrug 565 U mg™.

Bezogen auf den Ausgangswert betrug der Reinigungsfaktor 11,7.

M 1C 2C 3C 4 M 1S 2S5 3S 4S

3 e

116.0kDa

66.2kDa

BIOT et — s <o

35kDa Abb. 14 SDS-Page zur Kontrolle des

Reinigungserfolgs der ODH-Isolation
mit Ni-NTA und Gelfiltration. Die im

25kDa e
Gel getrennten Proteine wurden durch
Coomassie (C)- und Silberfirbung (S)
184 kDa :. sichtbar gemacht. (M) molekularer Gro-
14.4 kDa

Benmarker. (1) Rohextrakt (8,3 pg). (2)
Ammoniumsulfatfiallung II  dialysiert
(7,1 pg). (3) Ni-NTA (7,6 pug). (4) End-
produkt (7,4 ng).
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Die Kontrolle der Reinheit erfolgte mit einem SDS-Gel, das in Abbildung 14 gezeigt
ist. Die ODH nach Ni-NTA zeigte im Gel nach Anfdrben mit Coomassie (3C) nur eine starke
Bande mit einem rf-Wert von 0,5, die im erwarteten Groenbereich lag. Auch durch Silberfér-
bung waren hier keine weiteren Proteinbanden detektierbar. Das ODH-Endprodukt liel nach
SDS-PAGE sowohl in der Coomassie- als auch in der Silberfarbung nur eine Bande erkennen,

deren rf-Wert ebenfalls 0,5 betrug.

3.4.4 Reinigung der ODH ohne Histidin-Tag (ODH-CtermPst)

Damit auch Kristallisationsversuche mit rekombinanter ODH durchgefiihrt werden
konnen, deren C-Terminus unverldngert ist, wurde das ODH-Gen in den Vektor pTYBI
(NEB) kloniert und ohne His-Tag im E. coli-Stamm ER2566 exprimiert. Um eine hochstmog-
liche Reinheit zu erreichen, wurde der Rohextrakt zuerst einer fraktionierten Ammonium-
sulfatfdllung unterzogen. Da die ODH-CtermPst keinen Histidin-Tag besitzt, war es erforder-

lich, das Reinigungsprotokoll abzuédndern.
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Abb. 15 Chromatogramm einer Anionenaustauschchromatographie iiber Fractogel-DEAE. Dargestellt
sind die kontinuierlich aufgezeichnete Extinktion bei 280 nm, der Verlauf des NaCl-Gradienten und die ODH-
Aktivitdt in ausgewdhlten Fraktionen. Auf die Sdule wurden 58 mL Probe mit einer ODH-Aktivitit von
50.170 U und einem Proteingehalt von 498,8 mg aufgetragen. Nach Probenauftrag wurde die Sdule mit 160 mL
25 mmol L' TRA pH 7.5, I mmol L' EDTA, 1 mmol L' DTT gespiilt. In den niichsten 200 mL der Elution
wurde die NaCl-Konzentration im Eluenten auf 50 mmol L™ erhcht. Die Elution der ODH erfolgte durch einen
linearen NaCl-Gradienten (50-300 mmol L) mit einer Linge von 640 mL (8 CV). Es wurden 8 mL Fraktionen
gesammelt.
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Als erster chromatographischer Reinigungsschritt wurde nun eine Anionenaustausch-
chromatographie durchgefiihrt bei der eine mit 80 mL Fractogel>-EMD DEAE gefiillte Siule
verwendet wurde. Abbildung 15 zeigt beispielhaft eine Reinigung, die mit dieser Sdule durch-
gefithrt wurde. Im Anschluss wurde eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt,
wozu eine mit 6.000 mL Sephadex G-100 gefiillte Sidule verwendet wurde. Abbildung 16
zeigt das Elutionsprofil eines Laufs. Den letzten Reinigungsschritt stellte eine Hydroxylapatit-
chromatographie mit Bio-Gel® HTP dar. Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber den Reinigungs-
verlauf. Fiir die Reinigung der ODH-CtermPst wurden fiinf 1L-Kulturen verwendet. Es wur-

den 30 g Bakterien nach Zentrifugation erhalten.

Tab. 8 Reinigungsprotokoll einer ODH-Reinigung aus dem E. coli-Stamm ER2566. Verlauf einer ODH-
Reinigung mit Ammoniumsulfatfillung, Anionenaustauschchromatographie, Gelfiltration und Hydroxylapatit-
chromatographie.

Protein-  Gesamt- Spezifische

Vo[IrLTJ]rC]en ﬁjktrlT\]/Il_ti; ath;?tzT[tL-J] Aus[ot;e]ute gehalt orotein Aus[ot;e]ute Aktivitat Reifr;istlg:gs.
" [mgmL']  [mg] i [Umg’]
Rohextrakt | 124,3 218,3 27135 2,9 360,5 75
Rohextrakt Il 28 889 24892 13,7 383,6 65
Rohextrakt vereinigt 152,3 373 56808 100 5 761,5 100 75 1
Ammoniumsulfat | 170 318 54060 95 41 697,0 92 78 1,0

Ammoniumsulfat Il
dialysiert und 58 865 50170 88 8,6 498,8 66 101 1,3
zentrifugiert

Fractogel DEAE 56 776 43456 76 2,1 117,6 15 370 5,0

Fractogel DEAE 8 5319 42552 75 13,3 106,4 14 400 54
konzentriert

Gelfiltration mit

Sephadax G-100 540 62,3 33642 59 0,1 54,0 7 623 8.4
konzentriert 13,4 2100 28140 50 3.4 456 6 618 8.3

Hydroxyapatit I-IV 85 215 18275 34 0,41 34,9 5 524 6,8

vereinigt

Endprodukt 10 1643 16430 33 2,9 29,0 6 567 56

Nach Aufschluss und Zentrifugation befanden sich 27.135 Units ODH im Uberstand.
Der Proteingehalt betrug 360 mg. Das Bakterien-Pellet wurde erneut in TRA-Puffer resuspen-
diert, mit Ultraschall behandelt und zentrifugiert. AnschlieBend wurden die beiden Extrakte
vereinigt. Der resultierende Rohextrakt enthielt 56.808 U ODH und 762 mg Protein. Die spe-
zifische Aktivitit betrug 75 U mg'. Es wurden somit 1.894 Units ODH pro Gramm Bakterien
gewonnen. Der Rohextrakt wurde zuerst einer fraktionierten Ammoniumsulfatfiallung unter-
zogen und die resultierende Proteinsuspension anschlieBend gegen 25 mmol L' TRA pH 7.5,

1 mmol L™ EDTA, 1 mmol L™ DTT dialysiert. Es befanden sich schlieBlich 50.170 U ODH
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im Dialysat. Bei einem Proteingehalt von 499 mg ergab sich eine spezifische Aktivitit von
101 U mg"'. Nach der Dialyse waren somit noch 88 % der anfinglichen Aktivitit und 66 %
der anfinglichen Proteinmenge vorhanden. Auf die mit 25 mmol L™ TRA pH 7.5, 1 mmol L™
EDTA, 1 mmol L' DTT équilibrierte Fractogel-DEAE-Siule wurden 58 mL ODH-Suspen-
sion aufgetragen. Nach Probenauftrag wurde die Sdule mit 160 mL Puffer gespiilt. Anschlie-
fend wurde die NaCl-Konzentration im Eluenten fiir die niichsten 200 mL auf 50 mmol L™
erhoht. Die Elution der ODH erfolgte wihrend eines linearen NaCl-Gradienten (50-
300 mmol L', Linge 640 mL) ab ca. 100 mmol L. Die ODH-AKktivitit stieg hier von Frak-
tion zu Fraktion bis auf 1.300 U mL™" an und sank danach wieder ab.

Vereinigt wurden die neun Fraktionen mit der hochsten Aktivitét. Sie enthielten ODH
mit einer Aktivitdt von 43.456 U und einem Proteingehalt von 118 mg. Verglichen mit dem
Rohextrakt war die Aktivitdt um 24 % und der Proteingehalt um 85 % reduziert. Die spezifi-
sche Aktivitit betrug 370 U mg'. Nach Druckfiltration mit einer Amiconzelle wurden 8 mL
ODH-Suspension erhalten, die durch Gelfiltration weiter gereinigt wurden. Das Elutionsprofil
dieses chromatographischen Laufs ist in Abbildung 16 gezeigt. Es wurden 42.552 U ODH auf
die Sdule aufgetragen. Der Proteingehalt betrug 106 mg.
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Abb. 16 Elutionsprofil einer Grioenausschlusschromatographie mit Sephadex G-100. Die Trennung der
ODH erfolgte mit einem 50 mmol L' Kaliumphosphatpuffer, pH 7.5, 2 mmol L' EDTA, 0,1 % (v/v) 2-Mercap-
toethanol, 10 % (v/v) Glycerin. Es wurden 20 mL Fraktionen gesammelt. Dargestellt ist die ODH-Aktivitit aus-
gewihlter Fraktionen in Abhéngigkeit vom Elutionsvolumen. Aufgetragen wurden 8 mL. ODH-Suspension nach
Fractogel-DEAE mit 42.552 U Aktivitit und einem Proteingehalt von 106,4 mg.
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Nach 2.550 mL begann die ODH von der Siule zu eluieren. Die ODH-Aktivitdt nahm
von Fraktion zu Fraktion zu, erreichte nach 3.190 mL mit 114 U mL"! ein Maximum und
nahm in den folgenden Fraktionen wieder ab. Es wurden die 27 Fraktionen mit der hochsten
Aktivitidt vereinigt. Sie enthielten 33.642 U ODH und 54 mg Protein. Die spezifische Aktivi-
tit nach Gelfiltration betrug 623 U mg'l. Die Suspension wurde anschlieBend durch Druckfilt-
ration auf 13,4 mL konzentriert. Dieser Schritt war mit einem Aktivitits- und Proteinverlust
verbunden. Es waren anschliefend noch 28.140 U ODH vorhanden. Der Proteingehalt sank
auf 45,6 mg. Verglichen mit dem Rohextrakt entsprach dies 50 % der Ausgangsaktivitit und
6 % des anfidnglichen Proteingehalts.

Die weitere Reinigung erfolgte durch Hydroxylapatit-Chromatographie. Abbildung 17
zeigt beispielhaft das Elutionsprofil eines Laufs. Es wurden 3 mL ODH (6.300 U) auf die -
quilibrierte Sdule aufgetragen. Nach dem Probenauftrag wurde die Sédule mit 60 mL
10 mmol L™ Kaliumphosphatpuffer pH 7.0 gespiilt. Die Elution der ODH erfolgte wihrend
eines linearen Kaliumphosphat-Gradienten von 10 auf 130 mmol L' ab einer Kaliumphos-
phatkonzentration von ca. 50 mmol L. Die ODH-Aktivitit stieg hier bis auf 130 U mL" an,

um anschlieBend wieder abzufallen.
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Abb. 17 Chromatogramm einer Hydroxylapatitchromatographie. Dargestellt sind die Extinktion bei
280 nm, der Verlauf des Kaliumphosphatgradienten und die ODH-Aktivitdt ausgewihlter Fraktionen. Auf die
Saule wurden 3 mL ODH-Suspension mit einer Aktivitidt von 6.300 U und einem Proteingehalt von 10,2 mg auf-
getragen. Nach Probenauftrag wurde die Sdule mit 60 mL 10 mmol L Kaliumphosphatpuffer pH 7.0 gespiilt.
Die Elution der ODH erfolgte durch einen linearen Gradienten von 10 auf 130 mmol L™ Kaliumphosphat mit
einer Lange von 200 mL. Es wurden 5 mL Fraktionen gesammelt.
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Es wurden vier hydroxylapatitchromatographische Liufe durchgefiihrt, die Fraktionen
mit den hochsten ODH-Aktivitidten vereinigt und durch Druckfiltration konzentriert. Das End-
produkt enthielt 16.430 U ODH (33 % des Ausgangswertes). Der Proteingehalt war im Ver-
lauf der Reinigung auf 6 % gesunken und betrug 29 mg. Die spezifische Aktivitit im Endpro-
dukt betrug 567 U mg'1 und war im Vergleich zur spezifischen Aktivitit nach Gelfiltration
(618 U mg™) leicht erniedrigt. Bezogen auf den Ausgangswert ergab sich ein Reinigungsfak-
tor von 35,6.

Abbildung 18 zeigt eine SDS-PAGE zur Kontrolle der Reinigung. Aufgetragen wur-
den der Rohextrakt (1), ODH-Suspension nach fraktionierter Ammoniumsulfatfallung (2),
sowie ODH-Proben nach DEAE (3), nach Gelfiltration (4) und das konzentrierte Endprodukt
(5). Die Proteine wurden im Gel sowohl durch Anfidrben mit Coomassie Brilliant Blue R350

(C), als auch durch Silberfiarbung (S) nachgewiesen.

M 1C 2C 3C 4C M 1S 28 3S 4S5 M 5C 5S

116.0kDa

66.2kDa =

45 kDa
35 kDa

25kDa

18.4 kDa
14.4 kDa

Abb. 18 SDS-Page zur Kontrolle des Reinigungserfolgs der ODH-Isolation mit Anionenaustauschchroma-
tographie, Gelfiltration und Hydroxylapatitchromatographie. Die im Gel getrennten Proteine wurden durch
Coomassie (C)- und Silberfiarbung (S) sichtbar gemacht. (M) molekularer GroSenmarker. (1) Rohextrakt
(6,5 ng). (2) Ammoniumsulfatfillung II dialysiert (5,8 pug). (3) Fractogel-DEAE konzentriert (7,2 ug). (4) Gelfil-
tration (4,8 pg). (5) Endprodukt nach Hydroxylapatitchromatographie (3,5 pg).

Auf dem SDS-Gel ist in der Spur, in der ODH nach DEAE aufgetragen wurde (3) eine
dominierende Bande mit einem rf-Wert von 0,38 zu erkennen, die groBenméfig im Bereich

der erwarteten ODH-Bande lag. Zusitzlich sind in der Coomassie-Fiarbung oberhalb und un-
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terhalb weitere Proteinbanden sichtbar. In der Spur, in der die Probe nach Gelfiltration aufge-
tragen wurde, ldsst sich sowohl nach Anfarben mit Coomassie (4C) als auch nach Silberfér-
bung (4S) nur eine Bande erkennen (rf-Wert 0,38).Das ODH-Endprodukt (5) zeigt nach SDS-
PAGE sowohl in der Coomassie- als auch in der Silberfarbung ebenfalls nur eine Bande mit

einem rf-Wert von 0,38.

3.4.5 Reinigung der ODH ohne Histidin-Tag 11

Zusitzlich zu der unter 3.3.4 beschrieben Reinigungsmethode wurde eine Reinigung
durchgefiihrt, bei der als dritter chromatographischer Schritt eine Affinititschromatographie
mit Arginin-Sepharose verwendet wurde. Der Reinigungsverlauf ist in Tabelle 9 dargestellt.
Aus 5 L-Bakterienkultur konnten 89.210 U ODH gewonnen werden. Bei einem Bakterienge-
wicht von ca. 33 g entsprach das einer ODH-Ausbeute von 2.700 U pro Gramm Frischge-
wicht. Der Proteingehalt im Rohextrakt betrug 2.162 mg. Fiir die spezifische ODH-Aktivitit
wurden 41 U mg' berechnet. Nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung reduzierte sich die

ODH-AKktivitat um 10 % auf 80.120 U, der Proteingehalt betrug 680 mg.
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Abb. 19 Chromatogramm einer Affinititschromatographie mit Arginin-Sepharose. Dargestellt sind die Ex-
tinktion bei 280 nm, der Verlauf des NADH-Gradienten und die ODH-Aktivitit ausgewihlter Fraktionen. Auf
die Sdule wurden 3 mL ODH-Suspension mit einer Aktivitit von 8.500 U und einem Proteingehalt von 21 mg
aufgetragen. Nach Probenauftrag wurde die Siule mit 25 mL 25 mmol L' Kaliumphosphatpuffer pH 6.2 mit
0,15 mmol L' NADH gespiilt. Die Elution der ODH erfolgte durch Kaliumphosphatpuffer ohne NADH. Es wur-
den 4 mL Fraktionen gesammelt.
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AnschlieBend wurde die ODH-Suspension durch Anionenaustauschchromatographie
und Gelfiltration weiter gereinigt. Es wurden jeweils nur die Fraktionen der hochsten ODH-
Aktivitit vereinigt und konzentriert. Nach Gelfiltration waren noch 25.990 U ODH (29 % der
Ausgangsaktivitit) vorhanden. Bei einem Proteingehalt von 62 mg (3 % der anfidnglichen
Proteinmenge) ergab sich eine spezifische Aktivitdt von 423 U mg'l.

An die Gelfiltration schloss sich nun eine Affinitdtschromatographie mit Arginin-Se-
pharose an. Abbildung 19 zeigt beispielhaft das Chromatogramm eines Laufs. Aufgetragen
wurden 3 mL ODH-Suspension mit 2.100 U und einem Proteingehalt von 21 mg. Nach Pro-
benauftrag wurde die Sédule mit 25 mL Puffer gespiilt. Die Elution der ODH erfolgte durch
25 mmol L™ Kaliumphosphatpuffer ohne NADH. Nach Entfernen des NADH aus dem Puffer
stieg die ODH-AKktivitit in den Fraktionen bis auf 180 U mL™" an. Es wurden insgesamt drei
Liufe durchgefiihrt, die Fraktionen hochster Aktivitit vereinigt und konzentriert. Das resultie-
rende Endprodukt enthielt 22.104 U ODH und 57 mg Protein. Es war somit noch 25 % der
Ausgangsaktivitit vorhanden. Der Proteingehalt wurde im Verlauf der Reinigung auf 3 % der
Ausgangsmenge reduziert. Durch die Affinitdtschromatographie konnte die spezifische Akti-
vitdt nicht weiter erhoht werden. Verglichen mit dem Wert nach der Gelfiltration sank die
spezifische Aktivitit im Endprodukt leicht auf 385 U mg™' ab. Es wurde ein Reinigungsfaktor
von 9,4 erreicht.

Tab. 9 Protokoll einer ODH-Reinigung aus dem E. coli-Stamm ER2566. Verlauf einer ODH-Reinigung mit

Ammoniumsulfatfillung, Anionenaustauschchromatographie, Gelfiltration und Affinititschromatographie.
Protein-  Gesamt- Spezifische

Volumen  Aktivitat Gesamt- Ausbeute ) Ausbeute o Reinigungs-
R o gehalt protein Aktivitat
mL. UmL? aktivitat [U % . % : faktor
[mL] [ 1 [U] [%] [mg mL| [mg] [%] (U mg]
Rohextrakt | 113,2 392 44374 10,8 1223 36
Rohextrakt Il 30 1348 40440 33,6 1008 40
Rohextrakt vereinigt 143,2 623 89214 100 15,1 2162 100 41 1
Ammoniumsulfat | 179,8 491 88282 99 6,7 1205 56 73 1,8
Ammoniumsulfat Il 40 2003 80120 90 17 680 31 118 2,9
dialysiert 45 2049 92205 103 14,7 662 31 139 1,9
Fractogel-DEAE 110 577 63470 71 3,8 418 19 152 3,7
konzentriert 6,8 8646 58793 66 26,4 180 8 328 7,9
Gelfiltration mit
Sephadex G-100 440 64,0 28160 32 0,18 79 4 356 8,6
konzentriert 41 6339 25990 29 15 62 3 423 10,2
Arginin-Sepharose HIl 4, 162 21060 24 0,46 60 3 352 8,6
vereinigt
Endprodukt 58 3811 22104 25 9,89 57 3 385 9,4
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Der Erfolg der Reinigung wurde mit einem SDS-Gel kontrolliert (Abb. 20). Aufgetra-
gen wurden der Rohextrakt (1), ODH-Suspension nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung
und Dialyse (2), sowie Proben nach Fractogel-DEAE (3), nach Gelfiltration (4) und das End-
produkt (5) nach der Arginin-Sepharose. Die Proteine wurden im Gel sowohl durch Anfiarben
mit Coomassie (C), als auch durch Silberfiarbung (S) nachgewiesen. In allen Spuren ist eine
deutliche Bande mit einem rf-Wert von 0,39 zu erkennen, die groBenmiBig der erwarteten
ODH-Bande entspricht. In der Spur, in der ODH nach DEAE aufgetragen wurde (3), sind in

der Coomassie-Fiarbung oberhalb der ODH-Bande weitere Proteinbanden sichtbar.

M 1C 2C 3C 4C5C M 1S 2S 3S 4S 5S

116.0 kDa

66.2 kDa

45 kDa
35 kDa

25 kDa

18.4 kDa
14.4 kDa

Abb. 20 SDS-Page zur Kontrolle des Reinigungserfolgs der ODH-Isolation mit Anionenaustauschchroma-
tographie, Gelfiltration und Affinititschromatographie. Die im Gel getrennten Proteine wurden durch Coo-
massie (C)- und Silberfarbung (S) sichtbar gemacht. (M) molekularer Gr6Benmarker. (1) Rohextrakt (7,6 ug).
(2) Ammoniumsulfatfillung II dialysiert (7,4 pg). (3) Fractogel-DEAE konzentriert (5,8 pg). (4) Gelfiltration
(2,2 pg). (5) Endprodukt nach Affinititschromatographie mit Arginin-Sepharose (2,5 pg).

Die Silberfarbung des Gels lisst in dieser Spur zusitzliche Proteinbanden unterhalb
der ODH erkennen. In der Spur, in der die Probe nach Gelfiltration aufgetragen wurde, kann
sowohl nach Anfiarben mit Coomassie (4C) als auch durch Silberfarbung (4S) nur die ODH-
Bande detektiert werden. Das ODH-Endprodukt (5) zeigt nach SDS-PAGE mit beiden Firbe-

methoden ebenfalls nur eine Bande.
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3.5 Kristallisation der ODH

Bis heute existieren keine Kristallstrukturen fiir Opindehydrogenasen aus marinen In-
vertebraten. 1981 beschrieb Olomucki einen ersten Kristall, bei dem es aber mehr als fraglich
ist, ob es sich um einen ODH-KTristall handelt. Leider folgten keine weiteren Verodffentlichun-

gen und Strukturdaten.

3.5.1 Erste Kristallisationsversuche

Auf der Suche nach Kristallisationsbedingungen fiir die ODH wurde zuerst die von
Olomucki (1981) veroffentlichte Kristallisationsbedingung getestet, bei der PEG-6000 und
Ammoniumsulfat verwendet wurde. Weiterhin wurden Reihenversuche mit Ammoniumsulfat,
Na-Malonat, NaCl, Methylpentandiol (MPD), PEG 3350 und PEG 6000 als Prizipitanten
durchgefiihrt. Es wurden hierfiir jeweils verschiedene Konzentrationen der Substanzen einge-
setzt. Zusatzlich wurden vier verschiedene Puffer (0,1 mol L' MES pH 6.0, 0,1 mol L' He-
pes pH 7.0, 0,1 mol L Tris pH 8.0, 0,1 mol L™ Bicine pH 9.0) getestet und die Proteinkon-
zentration (5, 10 und 20 mg mL™") variiert. Es wurde iiber Ni-NTA und Sephadex G-100 ge-
reinigte ODH verwendet, die gegen 10 mmol L' Hepes pH 7.0, 1 mmol L' EDTA,
1 mmol L' DTT dialysiert worden war. Die Versuche wurden mit der Sitting-Drop-Methode
durchgefiihrt und erfolgten bei Raumtemperatur (20 °C). Die von Olomucki (1981) angege-
bene Bedingung fiihrte zu keiner Kristallbildung, die ODH prizipitierte im Ansatz innerhalb
von zwei Tagen. In den Ansidtzen mit Ammoniumsulfat waren ab einer Konzentration von
2,0 mol L nach wenigen Stunden leichte Prizipitate zu erkennen. Mit steigender Ammoni-
umsulfat-Konzentration nahm die Stirke der Prizipitate zu. Auerdem &dnderte sich ihre Farbe
von weill nach dunkelbraun. Letzteres deutet vermutlich auf stark amorphe Prizipitate hin.
Das Protein lag vollstindig ausgefillt vor. Innerhalb einer Woche war die ODH in allen An-
sdtzen pridzipitiert. Zusidtzlich bildete sich bei Ammoniumsulfat-Konzentrationen iiber
2,0 mol L' eine so genannte Haut (Skin) aus, die aus denaturiertem Protein bestand. In kei-
nem Ansatz waren kristalline Strukturen sichtbar. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch mit
Na-Malonat erzielt. Auch in allen Ansidtzen mit MPD konnte nach wenigen Stunden bei Kon-
zentrationen iiber 15 % (v/v) die Prizipitation der ODH beobachtet werden. Nach zwei Tagen
war das Enzym in allen Ansidtzen ausgefallen. Ein dhnliches Bild ergab sich auch bei der Ver-
wendung von NaCl und den Polyethylenglykolen PEG-3350 bzw. 6000. In allen vier verwen-

deten Puffern und bei allen Proteinkonzentrationen war spitestens innerhalb einer Woche
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samtliches Protein prizipitiert. In keinem Ansatz konnten kristalline Strukturen beobachtet

werden.

3.5.2 Evaluierung geeigneter Kristallisationsbedingungen mittels ,,Sparse matrix screen*

Fir weitere Kristallisationsexperimente wurde ein so genannter “Sparse matrix

screen” mit den Puffer-Sets “Crystal Screen I” und “Crystal Screen II” (Hampton Research,

USA) durchgefiihrt.

Tab. 10 Prizipitant-Puffer-Kombinationen der Crystal Screens I (A) und II (B), die nicht zum Ausféllen
der ODH fiihrten. Eine vollstindige Liste aller verwendeter Puffer-Losungen findet sich im Anhang.

A Nr. Prazipitant Puffer Additiv
7 1,4 mol L' Na-Acetat 0,1 mol L™" Na-Cacodylat pH 6.5 -
13 30 % PEG 400 0,1 mol L' Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L' Na-Citrat
16 1,5 mol L' Li-Sulfat 0,1 mol L' Na-Hepes pH 7.5 -
29 0,8 mol L™ K,Na-Tartrat 0,1 mol L™ Na-Hepes pH 7.5 -
33 4 mol L™ Na-Format - -
36 8 % PEG 8000 0,1 mol L' Tris/HCI pH 8.5 -
44 0,2 mol L™ Mg-Format - -
B Nr. Prazipitant Puffer Additiv
3 25 % Ethylen Glycol - -
19 2,5 mol L™ 1,6-Hexandiol 0,1 mol L™ Na-Gitrat pH 5.6 0,01 mol L™ Mn-Chlorid
20 1,6 mol L™ Mg-Sulfat 0,1 mol L' MES pH 6.5 -
30 10 % PEG 6000, 5 % MPD 0,1 mol L™ Hepes pH 7.5 -
42 12 % Glycerin 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 1,5 mol L' NH,-Sulfat
48 10 % PEG 20000 0,1 mol L Bicine pH 9.0 2 % Dioxan

Es wurde iiber Ni-NTA und Sephadex G-100 gereinigte ODH verwendet, die gegen
10 mmol L™ Hepes pH 7.0, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L' DTT dialysiert worden war. Die

Versuche wurden mit der Hanging-Drop-Methode durchgefiihrt. Die ersten Versuche erfolg-

ten ebenfalls bei Raumtemperatur (20 °C). Einige Puffer-Prizipitant-Kombinationen lieen

die ODH direkt nach Zugabe ausfallen. Auch in den meisten anderen Puffern des Screens pri-

zipitierte die ODH innerhalb der folgenden Tage mehr oder weniger stark. Lediglich die in

Tabelle 10 aufgelisteten Losungen fiihrten auch nach Wochen nicht zu einer Prézipitation der

ODH, aber es wurden auch in keinem Ansatz kristalline Strukturen ausgebildet. Als nichster

Schritt wurde die Inkubationstemperatur der Ansitze auf 12 °C erniedrigt. Auch hier prizipi-

tierte die ODH unabhiingig von der eingesetzten Proteinkonzentration (5, 10 und 20 mg ml™")

in den meisten Puffern innerhalb der ersten drei Tage mehr oder weniger stark.
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3.5.2.1 ODH-5His kristallisiert in PEG-4000 und PEG-6000 bei 12 °C

Wurden die Kristallisationsansitze bei 12 °C inkubiert, so hatten sich nach drei Tagen
in einem Ansatz Kristallnadeln (Abb. 21 A, B, C) gebildet. Der verwendete Puffer war
0,1 mol Lt Tris/HCI, pH 8.5 und enthielt 30 % PEG 4000 sowie 0,2 mol Lt Mg-Chlorid

(Crystal Screen I, Losung-Nr. 6). Wie in der Abbildung zu erkennen ist, war jedoch zusitzlich

ein Grofteil des Proteins im Ansatz prizipitiert.

Abb. 21 Kristalline Proteinstrukturen der ODH. Jeder Kristallisationsversuch wurde mit 3uL Proteinlosung
(20 mg mL™" in 10 mmol L™ Hepes pH 7.0, 1 mmol L' DTT, 1 mmol L' EDTA) und 3 pL Reservoirlsung an-
gesetzt. Verwendet wurden folgende Reservoirlosungen: (A) 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5, 30 % PEG 4000 und
0,2 mol L' MgCl, (B) und (C) Detailaufnahmen von (A). (D) 0,1 M Hepes pH 7.5, 30 % PEG 4000, 0,2 mol L"!
MgCl, (E) 0,1 mol L' Hepes pH 7.5, 25 % PEG 4000, 0,2 mol L' MgCl, (F) 0,1 mol L' Hepes pH 7.0,
0,125 mol L™ MgCl, (G) 0,1 mol L"' MES pH 6.0, 25 % PEG 6000 (H) 0,1 mol L"' MES pH 6.0, 20 % PEG
6000 (I) 0,1 mol L™ MES pH 6.0, 17 % PEG 6000.
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Crystal Screen I enthilt weitere Losungen, die PEG-4000 als Prizipitanten enthalten.
In diesen Ansitzen jedoch prizipitierte die ODH innerhalb weniger Tage. Reihenversuche mit
PEG-4000 und Magnesiumchlorid zeigten, dass zwischen 20 und 30% PEG-4000 und min-
destens 0,125 mmol L! MgCl, im Ansatz enthalten sein muss, damit sich Nadeln ausbilden.
Es wurde kein anderes Additiv (s. 2.9.3) gefunden, das zur Kristallbildung beitragen konnte.
Als Puffer eignete sich 0,1 mol L' Hepes, pH 7.5 am besten. Die Proteinkonzentration im
Ansatz musste weiterhin mindestens 15 mg mL™" betragen. In Abbildung 21 (D, E, F) ist zu
erkennen, dass die Reduktion der PEG-4000 Konzentration und die Verwendung von Hepes
pH 7.5 die Hintergrund-Prizipitation deutlich reduzierte. Zusétzlich nahm die Anzahl der ge-
bildeten Nadeln ab, ihre Dimensionen nahmen allerdings zu.

In allen Ansétzen des Crystal Screen I, die PEG-8000 enthielten, war die ODH nach
spatestens drei Tagen ausgefallen. Um den Einfluss verschiedener PEGs zu untersuchen wur-
den Reihenversuche mit PEG 6000 und PEG 3350 durchgefiihrt. Bei PEG-3350-Konzentra-
tionen unter 15 % (w/v) fiel das Enzym in allen untersuchten Puffern auch nach Wochen nicht
aus. Konzentrationen um 20 % (w/v) PEG-3350 fiihrten zur Prizipitation der ODH. Lediglich
in 0,1 mol L' Bicine pH 9.0 fiel das Protein auch bei PEG-Konzentrationen iiber 40 % nicht
aus. Allerdings konnten in keinem Ansatz kristalline Strukturen entdeckt werden.

Wurde PEG-6000 in Reihenversuchen bei 12 °C eingesetzt, so konnten in 0,1 mol Lt
MES pH 6.0 mit 25 % (w/v) PEG 6000 die in Abbildung 21G dargestellten Nadelbiindel er-
zeugt werden. Verringerung der PEG 6000-Konzentration reduzierte lediglich die Anzahl der
Kristallbiindel (Abb. 21H und I). Die Kristalle wachsen sehr schnell (innerhalb von zwei bis
drei Tagen), allerdings bevorzugt ebenfalls nur zweidimensional. Zugabe unterschiedlicher
Ammoniumsulfatkonzentrationen fithrten immer zur Prizipitation der ODH. Die meisten ge-
testeten Additive verhinderten die Kristallisation oder fiihrten ebenfalls zu einer Prézipitation
des Proteins. Das Coenzym NAD" reduzierte die Anzahl der gebildeten Kristalle und prizipi-
tierte zusdtzlich einen GroBteil des Proteins. Variation des Konzentrations-Verhiltnisses von
NAD" und Enzym fiihrten vornehmlich zur Prizipitation des Enzyms. Weiterhin wurde auch

das Protein-zu-Prizipitant-Verhéltnis variiert, jedoch ohne Verbesserung der Kristallbildung.

3.5.2.2 ODH-5His kristallisiert in Na-Citrat bei 12 °C

Zusatzlich zu den Nadeln, die mit PEG-4000 und 6000 erhalten wurden, bildeten sich
bei 12 °C innerhalb von drei Tagen Mikrokristalle in Crystal-Screen I, Losung 38 (0,1 mol L™
Hepes pH 7.5, 1,4 mol L™ Na-Citrat) (Abb. 22 A und B). Aber zusiitzlich war ein GroBteil des

Proteins im Ansatz prizipitiert. Reduktion der Citrat-Konzentration auf 1,3 mol L™ fiihrte zur
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Bildung der in Abbildung 22C dargestellten Kristallen. Aber auch unter diesen Bedingungen

ist noch viel Protein-Prizipitat zu erkennen.

A

1 mm 100 um

G

Abb. 22 Kristalline Proteinstrukturen der ODH II. Jeder Kristallisationsversuch wurde mit 3uL Proteinlo-
sung (20 mg mL™" in 10 mmol L™ Hepes pH 7.0, 1 mmol L™ DTT, 1 mmol L"' EDTA) und 3 uL Reservoirldsung
angesetzt. Verwendet wurden folgende Reservoirlosungen: (A) und (B) 0,1 mol L™ Hepes pH 7.5, 1,4 mol L
Na-Citrat (C) 0,1 mol L' Hepes pH 7.5, 1,3 mol L' Na-Citrat (D) und (E) 0,1 mol L' Hepes pH 7.5, 1,2 mol L'
Na-Citrat (F) 0,1 mol L' Hepes pH 7.5, 1,1 mol L' Na-Citrat (G) und (H) 0,1 mol L' Hepes pH 7.5, 1,2 mol L'
Na-Citrat.

Reihenversuche mit Na-Citrat und verschiedenen Puffern fiihrten zu einer weiteren
Reduzierung der Hintergrund-Prizipitation. Mit 1,2 mol L™ Na-Citrat in 0,1 mol L™ Hepes
pH 7.0 konnten die in Abb. 22D und E gezeigten Kristalle erhalten werden. Deutlich ist zu er-

kennen, das es sich nicht um Einkristalle handelt, vielmehr scheinen die Kristalle aus iiberein-
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ander geschichteten Plittchen zu bestehen. Wie schon bei den Ansitzen mit PEG wachsen die
Kristalle auch mit Na-Citrat sehr schnell. Nach drei Tagen ist keine weitere Grolenzunahme
mehr zu erkennen. Versuche, die Aquilibrierung des Tropfens zu verlangsamen, verbesserten
die Kristallmorphologie nur unwesentlich (Abb. 22 G und H). Mit Mikroseeding konnte eben-
falls keine Bildung von Einkristallen erreicht werden (Abb. 22 F). Zugabe von dquimolaren
Konzentrationen NAD" in den Ansatz fiihrte innerhalb von zwei Tagen zur vollstindigen Prii-
zipitation des Proteins. Ebenso wenig erfolgreich war ein Additiv-Screen. In einigen Fillen
bildeten sich Kristalle mit unverdnderter Morphologie, die Mehrzahl der Bedingungen fiihrte

aber zur Prizipitation der ODH.

3.5.2.3 Kiristallisationsversuche mit ODH ohne His-Tag und mit ODH-LE6His

Zusitzlich wurden die erfolgreichen Kristallisationsbedingungen mit ODH ohne Affi-
nitdtsmarkierung getestet. Es wurden unter den gleichen Bedingungen keinerlei Kristalle ent-
halten, die ODH prizipitierte in allen Ansdtzen. Ein mit dem unverlidngerten Enzym durchge-
fiihrter ,,Sparse matrix screen sowohl bei 12 °C, als auch bei 20 °C mit verschiedenen Prote-
inkonzentrationen fiithrte weiterhin nicht zur Entdeckung neuer, Erfolg versprechender Bedin-
gungen. Im Gegensatz dazu verhielt sich ODH-LE6His genau wie die ODH-5His. Unter den
oben beschriebenen Bedingungen wurden Kristalle mit der gleichen Morphologie erhalten.
Mit einem durchgefiihrten ,,Sparse matrix Screen‘ konnten ebenfalls keine zusitzlichen Kris-

tallisationsbedingungen gefunden werden.

3.5.2.4 Kontrollexperimente

Fiir alle Bedingungen, in denen sich kristalline Strukturen gebildet hatten, wurden
Kontrollen ohne Protein durchgefiihrt, um auszuschlieBen, dass es sich um PEG- bzw. Citrat-

Kiristalle handelt.

| = . .

Abb. 23 Anfirbung der ODH-Kristalle mit IZIT™ (Hampton Research). Kristallisationsbedingungen: (A)
0,1 mol L™ Hepes pH 7.5, 25 % PEG 4000, 0.125 mol L™ MgCl, (B) und (C) 0.1 mol L™ Hepes pH 7.0,
1.2 mol L' Na-Citrat.
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Weiterhin wurden die erhaltenen Kristalle mit IZIT Crystal Dye™ angefirbt. Wie in
Abbildung 23 zu erkennen ist, wurden die kristallinen Strukturen, die mit PEG-4000 als Pra-
zipitant erhalten wurden, durch den Farbstoff blau angeférbt. Es handelt sich hierbei eindeutig
um Proteinnadeln. Auch die Kristalle, die in Na-Citrat wuchsen, konnten zweifelsfrei als Pro-
teinkristalle identifiziert werden (Abb. 23, B und C).

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den kristallinen Strukturen um die ODH handelt, wur-
den die erhaltenen Kristalle zusétzlich gelelektrophoretisch untersucht. Den Ansitzen wurden
Kristalle entnommen, diese mehrfach mit Reservoirlosung gewaschen, anschlieend in SDS-
Probenpuffer erhitzt und auf ein Gel aufgetragen, das in Abbildung 24 dargestellt ist. In den
Spuren 1 und 2 ist jeweils eine deutliche Bande mit der erwarteten Grofle zu erkennen. In
Spur 3, in der ein Aliquot des letzten Waschschrittes aufgetragen wurde, fehlt diese Bande.
Zusitzlich ist in den Spuren 1 und 2 jeweils oberhalb der ODH-Bande mindestens eine weite-
re Bande mit einem rf-Wert von 0,25 zu erkennen. In Spur 1, in der Kristalle aus dem Ansatz

mit Na-Citrat aufgetragen wurden, sind zusitzlich weitere Banden zu erkennen.

Mm 1 M 2 3
116.0 kDa — o
66.2 kDa
45 kDa w -
35 kDa
25kDa o
18.4 kDa . . . iae .
- Abb. 24 SDS-Page zur Kontrolle der Kristallidentitit. Die
144kDa B im Gel getrennten Proteine wurden durch Coomassiefirbung

sichtbar gemacht. (M) molekularer GréBenmarker. (1) Kris-
tallprobe aus Ansatz mit Na-Citrat. (2) Kristallnadeln aus
einem Ansatz mit PEG-6000. (3) Aliquot letzter Waschschritt.

3.5.3 Rontgenographische Untersuchung der ODH-Kristalle
Obwohl schon die Kristallmorphologie der in Na-Citrat erhaltenen ODH-Kristalle dar-

auf hindeutete, dass es sich nicht um Einkristalle handelt, wurden ODH-Kristalle rontgeno-
graphisch in Zusammenarbeit mit Dr. O. H. Weiergridber vom Institut fiir Neurowissenschaf-

ten und Biophysik - Abteilung Molekulare Biophysik - des Forschungszentrums Jiilich unter-
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sucht. Die Aufnahmen des Beugungsmusters erfolgten an der ESRF (European Synchroton
Radiation Facility) in Grenoble (Frankreich) mit Synchrotronstrahlung. Die erhaltenen Diff-
raktionsaufnahmen sind in Abbildung 25 dargestellt. Die Auflosung der Daten liegt bei ca.
3A. Allerdings handelte es sich, wie erwartet, nicht um einen Einkristall. Scheinbar iiberla-
gern sich zwei bis drei Gitter in unterschiedlichen Orientierungen. Eine Elementarzelle war

leider nicht zu bestimmen (O. H. Weiergriber, personliche Mitteilung).

Abb. 25 Diffraktionsaufnahme eines ODH-KTristalls mit Synchrotronstrahlung. Die Messung erfolgte an der
ESRF (Grenoble, Frankreich). Die Wellenlinge der Synchrotronstrahlung betrug 0,934 A. Die Aufnahme erfolg-
te bei 100 K. Es wurde ein ADSC Q210-Detektor verwendet. In Abbildung B ist der Kristall gegeniiber A um
90 Grad rotiert.

3.5.4 Homogenitit der ODH-Priparation

Zur Kontrolle der Homogenitit der heterolog iiberexprimierten ODH-5His wurde das
Enzym gelelektrophoretisch mit einer SDS und einer nativen PAGE sowie durch Isoelektri-
sche Fokussierung (IEF) untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 26 dargestellt. Sowohl in
der Coomassie- als auch in der Silberfirbung des SDS-Gels (Abb. 26 A) ist eine deutliche
Bande zu erkennen, die groBenmiBig der ODH zugeordnet werden konnte. In der nativen
PAGE (Abb. 26 B) wurden die ODH im Gel durch Anfdrben mit Coomassie sichtbar ge-
macht. Zusitzlich erfolgte ein spezifischer Nachweis der ODH mit einer Aktivitatsfarbung. In
der Coomassie-Firbung ist eine Bande mit einem rf-Wert von 0,3 zu erkennen. Zusétzlich fin-
den sich oberhalb dieser Bande weitere Proteinbanden (rf-Werte 0,18, 0,14). Alle in der Coo-
massie-Farbung sichtbaren Banden konnten durch die Formazanfirbung als ODH identifiziert

werden. Zusitzlich sind hier noch weitere Banden mit rf-Werten von 0,1 und 0,03. Wie die
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Immunodetektion des His-Tags zusitzlich zeigt, handelt es sich offenbar bei allen sichtbaren
Banden um ODH. In der in Abbildung 26.C dargestellten Isoelektrischen Fokussierung lassen
sich zwei Banden erkennen, deren isoelektrische Punkte zwischen 5,2 und 5,1 liegen. Die

Bande bei pH 5,2 ist dicker ausgeprigt, als die darunter liegende.

M C S (] F | M 1
agp——" 9.3 —
116kDa — 8.65
\ o — 8.45
8.15
66.2kDa W
—_—
) — *-‘ —_—
45 kDa
35kDa '
5.85
25kDa g 5.2

455
18.4kDa

14.4 kDa -
3.5

Abb. 26 Elektrophoretische Kontrolle der Homogenitiit der ODH. (A) SDS-PAGE. Die im Gel getrennte
ODH-5His (8 pug) wurde durch Coomassie- (C) und Silberfirbung (S) sichtbar gemacht. (M) molekularer Gro-
Benmarker. (B) Native PAGE. Die ODH-5His (6,5 pug) wurde durch Aktivititsfirbung (F), Coomassiefirbung
(C) oder durch Immunodetektion des His-Tags (I) sichtbar gemacht. (C) Isoelektrische Fokussierung. (1) ODH-
SHis (2,2 pg).

3.6 NMR-Spektroskopische Untersuchung der ODH

3.6.1 Reinigung > N-markierter ODH-5His

Fiir die Aufnahme 2-dimensionaler (1H—15N)—TROSY—HSQC—Spektren war es notwen-
dig, 5N markierte ODH herzustellen. Die Anzucht der Bakterien erfolgte in M9-Minimalme-
dium, dem als einzige Stickstoffquelle '>N-Ammoniumchlorid zugesetzt war. Es wurden fiinf
1L-Kulturen verwendet und die Bakterien fiir 12 h bei 37 °C angezogen. Die Expression der
ODH wurde mit 0,35 mmol L' IPTG induziert und die Inkubationstemperatur auf 18 °C redu-
ziert. Nach 36 h wurden die Bakterien durch Zentrifugation geerntet. Das Bakterienpellet hat-
te ein Gewicht von 35 g. Es wurden 75.285 U ODH im Rohextrakt detektiert (2.151 U gFG'l).
Die Reinigung erfolgte mit Ni-NTA und Gelfiltration. Nach der Affininitdtschromatographie
und Druckfiltration waren noch 80 % der Ausgangsaktivitit (60.145 U) vorhanden. Der Prote-
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ingehalt war um 87 % gesunken und betrug 113 mg. Die weitere Reinigung erfolgte durch
Gelfiltration mit Sephadex G-100. Nach Konzentration waren noch 35.348 U ODH vorhan-
den. Der Proteingehalt betrug 74 mg.

Tab. 11 Reinigungsprotokoll einer "’N-ODH-Reinigung aus dem E. coli-Stamm ER2566. Verlauf einer °N-
ODH-Reinigung mit Metallchelataffinitidtschromatographie und Gelfiltration. Das Endprodukt wurde gegen
50 mmol L' Kaliumphosphat pH 6.8, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L DTT dialysiert.

- Protein- - Spezifisch
Volumen Aktivitat Gesamt- Ausbeute grgheglr: i?zferm Ausbeute ’i\izt:vlﬁzt © Reinigungs-
L . ktivitat [U %, %, fakt
[mL] [UmL™] aktivitat [U] [%] [mg mL"] [mg] [%] (U mg] aktor
Rohextrakt 105 717 75285 100 8,76 919,8 100 82 1
NIiNTA 40 1586 63440 84 3,89 155,6 17 408 5,0
N'N.TA 5 12029 60145 80 24,58 122,9 13 489 6,0
konzentriert
Gelfiltration mit
Sephadex G-100 700 57 40040 53 0,11 77,0 8 520 6,4
konzentriert 22,5 1571 35348 47 3,29 74,0 8 478 5,8
Endprodukt 4 o 7859 29864 40 16,5 62,7 7 476 58
dialysiert

Die Probe wurde noch weiter konzentriert und in einen 50 mmol L™ Kaliumphosphat-
puffer pH 6.8 mit 1 mmol L' EDTA und 1 mmol L' DTT iiberfiihrt. Dieser Schritt war mit
einem Aktivitits- und Proteinverlust verbunden. Im Endprodukt lieBen sich 29.864 U ODH
(40 % der Ausgangsaktivitiat) messen. Bei einem Proteingehalt von 63 mg (7 % der Protein-
menge des Rohextraktes) ergab sich eine spezifische Aktivitit, die mit 476 U mg' geringfii-

gig niedriger war, als nach der Gelfiltration (520 U mg™).

3.6.2 1D-"H-Spektrum der ODH

Ob die ODH sich fiir NMR-spektroskopische Versuche eignet, sollte in einem ersten
Versuch durch die Aufnahme eines eindimensionalen Protonenspektrums untersucht werden.
Die Konzentration der "’N-markierten ODH betrug 0,3 mmol L! (in 50 mmol L' K-Phos-
phat, pH 6.8 mit 1 mmol L' EDTA und 1 mmol L DTT, 6 % (v/v) D,0). Vor der Durchfiih-
rung zweidimensionaler Experimente sollte so das Vorliegen eines monomeren Proteins mit
einer definierten Tertidrstruktur iiberpriift werden. Das aufgenommene Spektrum ist in Abbil-
dung 27 gezeigt. Die chemischen Verschiebungs-Bereiche fiir verschiedene 'H-Resonanzen
sind anhand typischer Verschiebungen eingezeichnet. Das Spektrum zeigt eine fiir die Grofle
der ODH von 43,3 kDa sehr gute spektrale Dispersion der Amidprotonen in einem Bereich
von 5,6 bis 12 ppm mit einigen Resonanzlinien bei den fiir Indolring-NH-Protonen von Tryp-
tophanen typischen Frequenzen zwischen 10 und 12 ppm. Resonanzen hochfeldig von

0,8 ppm bis hin zu negativen ppm-Werten sind typisch fiir Proteine in globulidr gefaltetem
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Zustand. Bei diesen Resonanzen handelt es sich um Methylgruppen, die sich in rdumlicher

Nihe zu aromatischen Aminosiureseitenketten befinden (Wiithrich, 1986).

Riickgrat H*
|

Seitenketten CH,
| |
Riickgrat HN Seitenketten

Aromaten und CH, CH, a

Seitenketten

NH,

Trp Indol HN
1 o “1 ppm

Abb. 27 Eindimensionales Protonen-Spektrum von ODH in Losung. Das Spektrum wurde bei 296 K mit
einer Protonenfrequenz von 800 Mhz aufgenommen. Dargestellt ist das gesamte Protonenspektrum von ODH
(0,3 mmol L' in 50 mmol L K-Phosphat pH 6.8, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L' DTT, 6 % (v/v) D,0). Die
Markierungen zeigen die chemischen Verschiebungs-Bereiche fiir verschiedene Typen von 'H-Resonanzen in
der ODH.

3.6.3 2D-Spektrenvon °N-markierter ODH

Das ID—IH—Spektrum der ODH zeigte eine starke Uberlagerung der Amidprotonenre-
sonanzen, die sich durch zweidimensionale, heteronukleare Einbindungskorrelations-Spektren
(HSQC-Spektren; Hetero Single Quantum Correlation) auflosen lassen. Diese Spektren sollen
weiterhin als Grundlage fiir Tripleresonanzspektren dienen, die zur Resonanzzuordnung auf-
genommen werden sollen. Ein (1H,15N)—HSQC—Spektrum enthilt alle Signale von Protonen,
die an einen "N-Kern gebunden sind, also alle Riickgrat-Amidprotonen (NH, aufler Prolin),
die Iminoresonanz vom Indolring des Tryptophans, dNH von Argininen, YNH, von Asparagi-

nen und 6NH; von Glutaminen. Die Iminoresonanz des Imidazolrings von Histidin, eNH; von
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Lysinen und {NH von Arginin sind hingegen nur detektierbar, wenn sie an Salzbriicken oder

Wasserstoffbriicken beteiligt sind.
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Abb. 28 (1H-15N)-HSQC-TROSY-Spektrum von 15N-ODH-5His. Das Spektrum wurde bei 296 K an einem
Varian-Spektrometer mit einer Protonenresonanz von 800 MHz aufgenommen. Die Konzentration der ODH
betrug 0,37 mmol L. Der verwendete Puffer enthielt 50 mmol L' K-Phosphat pH 6.8, 1 mmol L' EDTA,
1 mmol L' DTT und 6 % (v/v) D,0. Schwarz sind die Riickgrat-Amidprotonen dargstellt, die an '*N-Stickstoff
gebunden sind. In blau sind gefaltete Seitenkettenamide z.B. von Arginin abgebildet.

In Abbildung 28 ist ein (‘H-""N)-HSQC-TROSY-Spektrum von ODH-5His darge-

stellt. Das Spektrum zeigte eine sehr gute spektrale Dispersion in beiden Dimensionen, um zu
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versuchen, die gemessenen Resonanzen mit Hilfe von 3D-NMR-Experimenten zuordnen zu
konnen. Die grof3e Dispersion deutet daraufhin, dass die ODH in gefaltetem Zustand mit einer
geordneten Tertidrstruktur vorliegt. Es konnten insgesamt ca. 367 Resonanzpeaks von Riick-
grat-Amiden detektiert werden. Zusitzlich wurden auch einige Seitenkettenamide detektiert
(Abb. 28, blaue Resonanzpeaks). Die bei 4°C gelagerte ODH-Probe war iiber Wochen stabil,
bis auf geringe Mengen an Protein, die im Verlaufe der Zeit prizipitierten. Zwei ("H-"N)-
HSQC-Spektren, die im Abstand von acht Wochen aufgenommen wurden, zeigten jedoch kei-
nerlei Unterschiede, weder waren Resonanzpeaks verschwunden, noch waren neue Peaks auf-

getaucht.

3.6.4 Reinigung dreifach-isotopen-markierter ODH

Fiir die Aufnahme heteronuklearer 3D-Spektren, die eine sequenzspezifische Reso-
nanzzuordnung ermdglichen sollten, wurde eine uniform "*C, N markierte Probe benétigt.

Zusitzlich musste die Probe, aufgrund der Grofle der ODH, deuteriert sein.
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Abb. 29 Chromatogramm einer Metallchelataffinititschromatographie von *N,°C,’H-ODH. Dargestellt
sind die kontinuierlich aufgezeichnete Extinktion bei 280 nm, der Verlauf des Imidazol-Gradienten und die
ODH-AKktivitit in ausgewihlten Fraktionen. Auf die Sdule wurden 60 mL dreifach markierte ODH mit einer
Aktivitit von 2.076 U und einem Proteingehalt von 58,8 mg aufgetragen. Nach Probenauftrag wurde die Siule
mit 70 mL Lysepuffer gespiilt. In den nichsten 100 mL der Elution wurde die Imidazol-Konzentration im Eluen-
ten auf 20 mmol L™ erhoht. Die Elution der ODH erfolgte durch einen linearen Imidazol-Gradienten (20-
250 mmol L") mit einer Linge von 100 mL. Es wurden 5 mL Fraktionen gesammelt.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Minimalmedium, das mit D,O hergestellt wurde

und ""N-Ammoniumchlorid und "*C-Glucose als einzige Stickstoff- bzw. Kohlenstoffquelle
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enthielt. Es wurde eine 1L-Kultur verwendet. Nach 48 stiindiger Inkubation bei 18 °C wurden
die Bakterien pelletiert. Es konnten 2,5 g E. coli aus der Kultur gewonnen werden. Der resul-
tierende Rohextrakt enthielt 1.748 U ODH und 32,4 mg Protein. Um die Ausbeute zu maxi-
mieren, wurde das Bakterienpellet erneut in Lysepuffer resuspendiert und mit Ultraschall be-
handelt. Insgesamt wurden 2.076 Units ODH gewonnen. Bei einem Proteingehalt von
58,8 mg ergab sich eine spezifische Aktivitdt von 35 U mg'l. Der Rohextrakt wurde auf eine
mit Lysepuffer vorédquilibrierte 12 mL Ni-NTA-Siule aufgebracht. Abbildung 29 zeigt das
Chromatogramm des Laufs. Die ODH-Elution erfolgte durch einen linearen Imidazol-Gradi-

enten bei ca. 50 mmol L' Imidazol. Der Verlauf der Reinigung ist in Tabelle 12 protokolliert.

Tab. 12 Reinigungsprotokoll einer 5N,3C,*H-ODH -Reinigung aus dem E. coli-Stamm ER2566. Verlauf
einer ""N,”C,’H-ODH-Reinigung mit Metallchelataffinititschromatographie. Das Endprodukt wurde in
50 mmol L™ Kaliumphosphat pH 6.8, 1 mmol L™ EDTA, 1 mmol L' DTT mit 6 % (v/v) D, iiberfiihrt.

Protein-  Gesamt- Spezifische

VO[IrL:]T]en /thr:sft athﬁ,?;TE[J] Au?ok;e]ute gehalt protein Au?ck;e]ute Aktivitat Relfr;lgtlg:gs_
[l ] °  [mgmi'] [mg] ° [U mg]

Rohextrakt 40 43,7 1748 0,81 32,4 54

Rohextrakt Il 60 34,6 2076 100 0,98 58,8 100 35 1
NiNTA 40 15,2 608 29 0,266 10,6 18 57 1,6
NINTA =g 93,5 561 27 1,4 84 14 67 1,9

konzentriert
konz.

Endprodukt 0,4 1068 427 21 18,2 7,3 12 59 1,7

Nach der Metallchelataffinitdtschromatographie wurden die acht Fraktionen mit der
hochsten ODH-AKktivitit vereinigt und bis auf 6 mL eingeengt. Es waren noch 561 U ODH
(27 % des Ausgangswertes) vorhanden. Der Proteingehalt betrug 8,4 mg, so dass die spezifi-
sche Aktivitit durch die Ni-NTA-Chromatographie lediglich auf 67 U mg"' erhoht werden
konnte. Wegen der geringen Proteinmenge wurde auf weitere chromatographische Schritte
verzichtet und die ODH lediglich weiter konzentriert und in 50 mmol L' Kaliumphosphat pH
6.8, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L' DTT mit 6 % (v/v) *H,O iiberfiihrt.

Das in den NMR-Experimenten eingesetzte Endprodukt enthielt 427 U ODH und hatte
einen Proteingehalt von 7,3 mg. Abbildung 30 zeigt ein ('H-""N)-HSQC-TROSY-Spektrum
von ODH-5His (Rot), iiber das in schwarz ein (IH—ISN)—HSQC—TROSY—Spektrum von deute-
rierter ODH gelegt ist. Deutlich zu erkennen ist, das im Spektrum der deuterierten ODH min-
destens 41 Resonanzpeaks fehlen, die im Spektrum mit >N-markierter ODH enthalten sind.
Die Vielzahl der fehlenden Resonanzen erschwert die sequenzspezifische Zuordnung. Ein
nach acht Wochen aufgenommenes Spektrum zeigte einige zusétzliche Resonanzen im Spek-

trum, die meisten fehlenden Resonanzen blieben aber weiterhin nicht sichtbar.
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Abb. 30 (IH-ISN)-TROSY-HSQC-Spektren von “N-ODH-5His sowie von deuterierter, >’N-"*C-markierter
ODH. Die Spektren wurden bei 296 K an einem Varian-Spektrometer mit einer Protonenresonanz von 800 MHz
aufgenommen. Die Konzentration der ’N-markierten ODH (in rot dargestellt) betrug 0,37 mmol L™'. In schwarz
ist das (‘"H-""N)-TROSY-HSQC-Spektrum der dreifach-isotopen-markierten ODH dargestellt. Das Protein lag
hier in einer Konzentration von 0,17 mmol L™ vor. Der verwendete Puffer enthielt 50 mmol L™ K-Phosphat
pH 6.8, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L' DTT und 6 % (v/v) D,O.

3.6.5 Versuche zur Denaturierung/Renaturierung der ODH

Eine Moglichkeit, einen vollstindigen Austausch der Amiddeuteronen mit 'H zu errei-
chen, ist die vollstindige Entfaltung des Proteins mit einer sich anschlieBenden Renaturierung
wie z.B. von Tugarinov et al. (2002) am Beispiel der 81.4 kDa gro3en Malat-Synthase G de-
monstriert wurde. Fiir die Denaturierung und anschliefende Renaturierung der ODH wurden
verschiedene Methoden getestet. Zuniichst wurde die ODH durch 7,5 mol L' Guanidinhy-
drochlorid bzw. 8 mol L™ Harnstoff denaturiert. Es war keine ODH-AKktivitiit in der resultie-
renden Suspension mehr nachweisbar. Anschlieend wurde versucht, die ODH in ihre native
Konformation zuriickzufalten. Dafiir wurden sowohl die schnelle Verdiinnung mit einem
nicht-denaturierenden Puffer (Rapid-Dilution), die stufenweise Dialyse gegen Puffer mit ab-
nehmender Konzentration an Guanidinhydrochlorid bzw. Harnstoff, als auch Auf-der-Saule-
Renaturierung mit Ni-NTA und Gelfiltration auf ihren Nutzen fiir die Renaturierung der ODH

untersucht.
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Bei der schnellen Verdiinnung wurde die Guanidinhydrochlorid-Konzentration der
ODH-Probe mit K-Phosphatpuffer schnell auf 94 mmol L' reduziert. In der resultierenden
Suspension konnten lediglich 4 % der ODH-Ausgangsaktivitit gemessen werden. Beim Ver-
such, die ODH durch Dialyse zu renaturieren, wurde die ODH-Suspension gegen Puffer dia-
lysiert, deren Harnstoff- bzw. Guanidinhydrochlorid-Konzentration schrittweise reduziert
wurde. Ab einer Guanidinhydrochlorid-Konzentration von 4 mol L' fiel die ODH im Dialy-
seschlauch aus. Das entstandene ODH-Pellet wurde in K-Phosphatpuffer mit 5 mmol L' DTT
resuspendiert, allerdings konnte keine ODH-Aktivitit nachgewiesen werden. Ahnlich verhielt
sich die ODH bei Dialyse gegen harnstoffhaltigen Puffer. Ebenfalls bei einer Konzentration
von 4 mol L Harnstoff fiel die ODH aus. Durch Resuspendieren des ausgefallenen Proteins
in K-Phosphatpuffer pH 7.0 mit 5 mmol L' DTT konnte keine Aktivitit wiederhergestellt
werden. Weiterhin wurde die denaturierte ODH mit ihrem His-Tag an eine Ni-NTA-Matrix
gebunden. AnschlieBend wurde die Konzentration des Denaturanten im Elutionspuffer konti-
nuierlich erniedrigt. Die gebundene ODH konnte durch einen Imidazolpuffer von der Séule
eluiert werden, allerdings war im Eluat nur eine ODH-Aktivitdt zu messen, die ca. 1 % der

Ausgangsaktivitit entsprach (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 31 Renaturierung der ODH durch Gelfiltration mit Sephadex G-75. Dargestellt sind Extinktion bei
280 nm und die ODH-Aktivitit ausgewihlter Fraktionen. Die Trennung der denaturierten ODH erfolgte mit ei-
nem 50 mmol L' Kaliumphosphatpuffer, pH 7.5 mit 2 mmol L' EDTA, 5 mmol L-1 DTT und 10 % (v/v) Gly-
cerin. Es wurden 2,5 mL Fraktionen gesammelt. Aufgetragen wurde 5 mg denaturierte ODH.

Abbildung 31 zeigt das Chromatogramm einer Gelfiltration mit denaturierter ODH.
2.500 U (5 mg) ODH wurden durch 7,5 mol L™' Guanidinhydrochlorid denaturiert und auf die
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Séule aufgetragen. Es wurde die ODH-Aktivitdt in ausgewihlten Fraktionen bestimmt. Ab
40 mL eluierte Protein von der Gelfiltrationssédule. Es ist allerdings kein scharfer symmetri-
scher Proteinpeak zu erkennen. Vielmehr nahm die Proteinkonzentration im Eluat iiber ein
Volumen von 40 mL nur allmdhlich ab. Die ODH-Aktivitit stieg im Vergleich dazu von
Fraktion zu Fraktion an und erreichte ein Maximum nach 62 mL. In der zugehorigen Fraktion
waren ca. 20 U ODH enthalten. Insgesamt lag die Ausbeute an renaturierter ODH bei ca. 5 %

der Aktivitit vor der Denaturierung.

3.6.6 Titrationsexperimente
Da zunichst keine sequenzspezifische Zuordnung der Resonanzen in einem (‘H-'""N)-
HSQC-Spektrum erfolgen konnte, sollten Titrationsexperimente zeigen, ob sich hiermit die

Bindung von Liganden nachweisen ldsst.
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Abb. 32 Uberlagerte (IH-ISN)-TROSY-HSQC-Spektren von “N-ODH-5His bei Titration mit verschiede-
nen NADH-Konzentrationen. Die Spektren wurden bei 296 K an einem Varian-Spektrometer mit einer Proto-
nenresonanz von 800 MHz aufgenommen. Die Ausgangskonzentration der ODH betrug 0,25 mmol L. Der ver-
wendete Puffer enthielt 50 mmol L™ K-Phosphat pH 6.8, 1 mmol L' EDTA, 1 mmol L' DTT und 6 % (v/v)
D,0. Die NADH-Konzentration in der ODH-Suspension wurde in sechs Schritten von 0,075 mmol L (blau) bis
auf 3 mmol L (schwarz) gesteigert. Die schwarzen Pfeile markieren diejenigen Resonanzen, deren Verschie-
bung fiir die Berechnung der Dissoziationskonstante verwendet wurde.
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Auch ohne eine vollstindige Zuordnung kann die chemische Verschiebung einzelner
Resonanzen, die aus der Bindung von Liganden resultiert, dazu benutzt werden, um die Dis-
soziationskonstante Kp zu bestimmen. Es wurden 2D (IH—ISN)—TROSY—HSQC—Spektren Zu-
nichst mit freiem Enzym und danach mit steigenden Ligandenkonzentrationen aufgenommen.
Abbildung 32 zeigt die HSQC-Spektren, die bei Titration der ODH mit NADH aufgenommen
wurden. Schrittweise wurde die NADH-Konzentration von 0,075 mmol L' bis 3 mmol L
erhoht. Bei jeder NADH-Konzentration wurde ein ('H-""N)-TROSY-HSQC-Spektrum aufge-
zeichnet. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich durch Zugabe von steigenden NADH-
Konzentrationen die chemische Umgebung verschiedenster Aminosdurereste veridndert, was
sich in verdnderten Positionen der zugehdrigen Resonanzen bemerkbar macht. Zusétzlich gibt
es einige Resonanzpeaks, die nach NADH-Zugabe vollstindig verschwinden und woméglich
an vollig anderer Stelle im Spektrum wieder auftauchen. Die Pfeile in Abbildung 32 markie-
ren die Wanderung ausgewihlter Amidresonanzen, die fiir die Bestimmung der Dissoziati-

onskonstante fir NADH verwendet wurden.
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Abb. 33 Uberlagerte (‘"H-"*N)-TROSY-HSQC-Spektren von *N-ODH-5His bei Titration mit NAD"*. Die
Spektren wurden bei 296 K mit einer Protonenresonanz von 800 MHz aufgenommen. Die Ausgangskonzentrati-
on der ODH betrug 0,25 mmol L. Der verwendete Puffer enthielt 50 mmol L' K-Phosphat pH 6.8, 1 mmol L
EDTA, 1 mmol L' DTT und 6 % (v/v) D,0O. Die NAD*-Konzentration wurde in sieben Schritten von
0,075 mmol L™ (blau) bis auf 5 mmol L! (schwarz) erhoht. Die schwarzen Pfeile markieren ausgewéhlte Amino-
sduren-Resonanzen, die fiir die Berechnung der Dissoziationskonstante verwendet wurden.
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Neben der Bindung von NADH wurden auch HSQC-Spektren aufgenommen, welche
die NAD*-Bindung an '>N-ODH zeigen. Schrittweise wurde die NAD'-Konzentration von
0,075 mmol L' bis 5 mmol L' erhoht und bei jeder NAD*-Konzentration ein (lH—ISN)—
TROSY-HSQC-Spektrum aufgezeichnet. Abbildung 33 zeigt die iiberlagerten Spektren dieser
Titrationsreihe. Auch wihrend einer Titration mit NAD™ ist deutlich zu erkennen, dass sich
bei steigender Konzentration des Coenzyms die chemische Umgebung verschiedenster Ami-
nosdurereste verdndert haben muss, da sich die Positionen der zugehdrigen Resonanzen ver-
schieben. Zusitzlich gibt es ebenfalls einige Resonanzpeaks, die nach NAD*-Zugabe voll-
standig verschwinden. Die Pfeile in Abbildung 33 markieren die Verschiebung ausgewihlter

Amidresonanzen, die fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante verwendet wurden.

Weiterhin wurde ODH mit verschiedenen Pyruvat-Konzentrationen titriert. In den re-
sultierenden Spektren konnten jedoch keine verschobenen Resonanzen detektiert werden.
Gleiches wurde bei der Titration der ODH mit L-Arginin festgestellt. Auch hier war eine Bin-
dung des Liganden an die ODH nicht detektierbar, es verschoben sich keinerlei Resonanz-

peaks in den aufgenommenen Spektren (Daten hier nicht dargestellt).

Wurde die ODH vor der Titration mit 3 mmol L' NADH abgesiittigt, so konnte eine
Bindung von L-Arginin nachgewiesen werden. Abbildung 34 zeigt die HSQC-Spektren, die
bei Titration der ODH mit L-Arginin aufgenommen wurden. Schrittweise wurde die L-Argi-
nin-Konzentration von 0,075 mmol L' bis auf 8 mmol L™ erhoht. Bei jeder Konzentration
wurde ein (IH—15N)—TROSY—HSQC—Spektrum aufgezeichnet. Deutlich sind hier die chemi-
schen Verschiebungen zahlreicher Amidresonanzen bei steigender L-Arginin-Konzentration
zu beobachten. Ausgewihlte Amidresonanzen, die durch Pfeile in Abbildung 34 hervorgeho-
ben sind, wurden fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante verwendet. In weiteren Ex-
perimenten wurde die ODH vor Titration mit Pyruvat mit 3 mmol L' NADH abgesittigt. Es
lie sich jedoch keinerlei Bindung des Liganden Pyruvat an den ODH-NADH-Komplex

nachweisen.
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Abb. 34 Uberlagerte (‘H-""N)-TROSY-HSQC-Spektren von ODH/NADH bei Titration mit L-Arginin. Die
Spektren wurden bei 296 K mit einer Protonenresonanz von 800 MHz aufgenommen. Die Ausgangskonzentrati-
on der ODH betrug 0.25 mmol L. Der verwendete Puffer enthielt 50 mmol L' K-Phosphat pH 6.8, 1 mmol L
EDTA, 1 mmol L' DTT und 6 % (v/v) D,0O. Weiterhin war 3 mmol L-1 NADH in der Enzymlosung enthalten.
Die L-Arginin-Konzentration wurde in sechs Schritten von 0,075 mmol L (blau) bis auf 8 mmol L™ (schwarz)
erhoht. Schwarze Pfeile kennzeichnen diejenigen Resonanzen, die bei der Berechnung der Dissoziationskonstan-
ten verwendet wurden.

Die chemischen Verschiebungen ausgewdihlter Amidresonanzpeaks wurden dazu be-
nutzt, die Dissoziationskonstanten (Kp) fiir die Bindung von NADH und NAD" an die ODH
sowie fiir die Bindung von L-Arginin an den ODH-NADH-Komplex zu bestimmen. Die che-
mischen Verschiebungen in der 'H- und der "N-Dimension wurden zunichst gemiB Glei-
chungen 2.5 bis 2.7 normiert und anschliefend gegen die Konzentration des Liganden aufge-
tragen. Die resultierenden Graphen sind in Abbildung 35 dargestellt. Mit Hilfe nicht-linearer
Regression wurden die Dissoziationskonstanten bestimmt. Es wurde hierfiir das einfachste
Bindungsmodell verwendet (One-site saturation, Gleichung 2.9). Fiir die NADH-Bindung an
ODH wurde ein Kp-Wert von 62 pmol L' bestimmt. Als Dissoziationskonstante fiir den
NAD+/ODH—K0mplex wurde ein Kp-Wert von 0,4 mmol L' erhalten. Fiir die Bindung von
L-Arginin an den ODH-NADH-Komplex konnte eine Dissoziationskonstante von

4,1 mmol L' berechnet werden.
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Abb. 35 Bestimmung der Dissoziationskonstanten Ky, fiir die Bindung von NADH (A), NAD" (B) und L-
Arginin (C) an ODH. Aufgetragen wurde jeweils die normierte chemische Verschiebung ausgewihlter Amidre-
sonanzen bei unterschiedlichen Konzentrationen von NADH, NAD* und L-Arginin. Die Dissoziationskonstanten
wurden mit Hilfe nicht-linearer Regression berechnet.

3.7 Gerichtete Mutagenese und Charakterisierung der ODH-Mutanten

Da fiir die ODH noch keine Kristallstrukturen vorhanden sind, lieBen sich bis jetzt nur
Vermutungen iiber den moglichen Reaktionsmechanismus und die beteiligten Aminosiuren
anstellen. Sequenzvergleiche mit anderen Opindehydrogenasen und mit der bereits kristalli-
sierten bakteriellen CENDH (Britton et al., 1998; JanBen, 2000) zeigen jedoch Gemeinsam-
keiten und Unterschiede auf, die durch gerichtete Mutagenese untersucht wurden. Zum einen
sollten so die an der Reaktion beteiligten Aminosiuren identifiziert werden, zum anderen soll-

ten die fiir die Substratspezifitit verantwortlichen Aminoséduren gefunden werden.
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3.7.1 Herstellung der Mutanten

Die Herstellung der Mutanten erfolgte wie unter 2.7 beschrieben. Es wurden jeweils
die im Anhang (7.1 Tab. 21) beschriebenen Oligonukleotide verwendet. Positive Klone wur-
den durch Restriktionsverdau ermittelt. In 70 bis 80 % der erhaltenen Klone war es zu einem
erfolgreichen Einbau der Mutation gekommen. Das mutierte ODH-Gen wurde anschlieBend
in den Expressionsvektor pTYBI umkloniert. Der korrekte Einbau der Mutation wurde durch

Sequenzierung bestitigt.

3.7.2 Expression und Reinigung der Mutanten

Die Expression und Isolierung der Mutanten wurde wie unter 2.6.2 beschrieben durch-
gefithrt. Nach Aufschluss und Zentrifugation war nicht bei allen Mutanten im Rohextrakt
ODH-AKktivitét zu detektieren. Deshalb wurden zur Kontrolle der Expression Proben des Roh-
extraktes und der unloslichen Fraktion auf einer SDS-PAGE getrennt und die ODH-5His nach
Western-Blot durch Immunodetektion des Tags sichtbar gemacht (Abb. 36).

M 1 2 3 4

100 kDa - -
75 kDa
50 kDa
; Abb. 36 Western-Blot Analyse mit Immu-
nodetektion des Histidin-Tags nach SDS-
30 kDa PAGE. (M) molekularer Groenmarker. (1)

Rohextrakt der Mutante C8A (4,5 pg) (2) un-
16sliche Fraktion C8A (4 pg) (3) Rohextrakt
E252A (6,5 npg). (4) unlosliche Fraktion
E252A (7 pg).

In Abbildung 36 ist in allen Spuren eine Bande zu erkennen, die grolenméBig der
ODH entspricht. Auffillig ist, dass die ODH-Banden in den Spuren, in denen die 16sliche
Fraktion des Rohextraktes aufgetragen wurden, schwicher ausgeprigt sind, als die Banden
der unloslichen Fraktionen. Am stirksten ausgeprigt ist die ODH-Bande in der Spur, in der
die unlosliche Fraktion der Mutante E252A aufgetragen wurde (Abb. 36, 4).

Die Reinigung der mutierten Proteine erfolgte mit Metallchelataffinitdtschromatogra-
phie wie unter 2.8.3 beschrieben. Abbildung 37 zeigt beispielhaft den Verlauf einer Ni-NTA-
Chromatographie von wildtypischer ODH-5His und ausgewdihlter Mutanten. Es wurde jeweils

der Rohextrakt einer 1L-Kultur auf die Sdule aufgetragen. Die Proteinkonzentration lag zwi-
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schen 280 (D25N) und 320 mg (C8A). Die Elution der ODH erfolgte ab einer Imidazol-Kon-
zentration von ca. 30 mmol L. Diejenigen Fraktionen, die sich unter dem Proteinpeak bei
280 nm befanden (s. Markierung in Abb. 37), wurden vereinigt und anschlie3end mit Ultrafil-

trationseinheiten konzentriert.
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Abb. 37 Elutionsprofile der Ni-NTA-Chromatographie von ODH-5His und ausgewéhlter ODH-Mutanten.
Dargestellt sind Extinktion bei 280 nm und der Verlauf des Imidazol-Gradienten. Aufgetragen wurde jeweils der
Rohextrakt, der aus einer 1L-LB-Kultur gewonnen wurde. Nach Probenauftrag wurde die Siule mit 70 mL Lyse-
puffer gespiilt. In den ndchsten 100 mL der Elution wurde die Imidazol-Konzentration im Eluenten auf
20 mmol L' erhéht. Die Elution der ODH erfolgte durch einen linearen Imidazol-Gradienten (20-250 mmol L)
mit einer Lédnge von 100 mL. Die vereinigten Fraktionen sind durch einen Strich gekennzeichnet.

Der Proteinpeak ist bei verschiedenen Mutanten unterschiedlich stark ausgeprigt. Bei
wildtypischer ODH-5His erreicht der Peak noch eine Hohe von ca. 900 mAU. Bei der Mutan-
te D25N ist er schon auf 600 mAU reduziert. Bei den Mutanten C8A und T89V wurde ledig-
lich ein Proteinpeak mit einer Hohe von ca. 100 mAU detektiert. Bei der Mutante E252A ist
ein Peak nur zu erahnen. Es konnte jedoch bei allen Mutanten im Eluat der Metallchelataffi-
nititschromatographie ODH-AKktivitit detektiert werden. Einen Uberblick iiber den Reini-
gungserfolg der verschiedenen Mutanten gibt Tabelle 13.

Es konnten 10.500 U wildtypische ODH aus einer 1L-Kultur gewonnen werden. Bei
einem Proteingehalt von ca. 18 mg ergab sich eine spezifische Aktivitit von 590 U mg™. Im
Eluat nach Ni-NTA-Chromatographie waren bei C382G zum Beispiel nur 856 U zu messen,
der Proteingehalt betrug lediglich 5,3 mg. Hier ergab sich lediglich eine spezifische Aktivitit
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von 161 U mg™. Je nach Mutante konnten aus einer 1L LB-Kultur nach Reinigung mit Ni-

NTA zwischen 0,5 mg (E252A) und 22,6 mg (C264G) Protein erhalten werden.

Tab. 13 Ubersicht des Reinigungserfolges. Dargestellt sind die Ausbeuten einer 1 L-Kultur nach Metallchelat-
affinititschromatographie mit Ni-NTA fiir die beiden wildtypischen Enzyme (ODH A und B) und die ODH-
Mutanten.

spezifische  spez. Akt y/

Probe V(’[';T]e” ﬁjkm?; aﬁﬁ,?;rp[tu] Pr[(;:emge.ba" Gesamt- — “avtivitat  spez. Akt
gmL"]  protein [mg] [Umg] (%]
ODH A 1 10371 10371 17,3 17,3 599,5 00
ODH B 1,1 10176 11193 17,6 19,36 578,2
R324A 2 226 452 7,5 15,00 30
D329A 3,2 85 272 46 14,72 185
H212A 2,1 11 22 16 3,36 6,6 1
T89A 15 578 8667 12 18 481 8o
T89V 1 605 605 16 16 378 64
Q118A 1,1 679 747 43 47 158 57
Q118D 2.4 138 331 1,9 46 72,8 12
Y208A 16 4032 6450 12 19,2 336 57
H308G 2,1 89 187 2,6 5,46 34,2 5
D25N 2,2 3822 8408 7,59 16,70 504 86
D37A 13 660 858 2,1 2,73 314 53
D37N 25 1509 3772 3,43 8,58 440 75
D37S 16 1420 2072 2,91 4,66 488 83
R41A 14 2530 3542 4,4 6,16 575 98
HO5G 2,2 541 1191 114 2,51 475 81
C148A 1,9 1072 2036 2,72 5,2 394 67
c148S 7,5 516 3871 137 10,3 377 64
E252A 25 120 3000 0,0205 0,51 475 81
D369N 2 5708 11416 11,3 22,6 505 86
C6A 15 921 1382 2,3 3,5 400 68
C8A 14 443 620 15 2,1 295 50
C125A 2,5 591 1478 1,27 3,2 466 79
C249A 13 448 5826 11 14,3 407 69
C253A 45 309 1392 0,78 3,51 397 67
C264G 18 6461 11629 12,4 223 521 88
382G 2,8 306 856 1,9 5,32 161 o7

Die spezifischen Aktivititen variierten von 6,6 U mg' (H212A) bis 575 U mg"
(R41A). Bei den Mutanten R324A, D329A, H212A, Q118A, Q118D, H308 und C382G war
die spezifische Aktivitit deutlich gegeniiber dem Wildtyp erniedrigt. Bei den anderen Mutan-

ten variierte die spezifische Aktivitit zwischen 350 und 590 U mg.
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Zur Kontrolle der Reinheit wurden Proben der Mutanten nach Ni-NTA-Chromatogra-
phie gelelektrophoretisch untersucht (Abb. 38). Aufgetragen wurden Proben von ODH-5His
(1), C264G (2), H95G (3), D369N (4), Q118A (5), H308G (6), und C148S (7). In der Coo-
massie-Fiarbung zeigte sich bei allen Proben nur eine Bande mit einem rf-Wert von 0,59. Gro-
BenmiBig entsprachen die Banden der ODH. Der Reinigungserfolg war ausreichend, um die

Mutanten fiir kinetische Untersuchungen zu verwenden.

M lgi@s=3* 445 6 7
@) @8 B8 @8 @ KD ) MO

116.0 kDa
66.2 kDa
45 kDa
35 kDa Abb. 38 SDS-Gelelektrophorese verschiedener
Mutanten nach Ni-NTA-Chromatographie. Die
im Gel getrennten Proteine wurden durch Coo-
25 kDa massiefarbung sichtbar gemacht. (M) molekularer
Grofenmarker. (1) ODH-5His (6,8 pug). (2)
18.4 kDa C264G (10 pg) (3) H95G (3,4 ng) (4) D369N
\aaKpa - (5 ug) (5) QIBA (3.3 pg) (6) H308G (3 ug) (7)

C148S (4,8 nug).

Weiterhin wurden die Mutanten-Enzyme auch auf einer nativen PAGE untersucht. Die
Proteine wurden im Gel durch Anfidrben mit Coomassie sichtbar gemacht (Abb. 39 B). Zu-
satzlich erfolgte ein spezifischer Nachweis der ODH mit einer Aktivitdtsfarbung (Abb. 39 A).
AuBlerdem wurde die ODH durch Immunodetektion des His-Tags im Western-Blot sichtbar
gemacht. In den Spuren, in denen Proben von ODH-5His, H95G, Q118A, T89V und C264G
aufgetragen wurden ist in der Aktivititsfirbung jeweils eine ODH-Bande mit einem rf-Wert
von 0,56 zu erkennen. In Spur 2 (D25N) ist eine Bande mit einem rf-Wert von 0,54 zu erken-
nen. Zusitzlich finden sich oberhalb noch weitere Aktivititsbanden (rf-Werte 0,46, 0,41,
0,37,...). Die Spur, in der eine Probe von R41A aufgetragen wurde, zeigte in der Aktivitéts-
farbung eine deutliche ODH-Bande mit einem rf-Wert von 0,58. Weiterhin war hier auch eine
schwach ausgeprigte Satellitenbande zu detektieren (Pfeile in Abb. 39). Zusitzlich waren

oberhalb der Haupt-Bande auch schwichere Banden mit rf-Werten von 0,46, 0,41 und 0,37 zu
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erkennen. Alle in der Formazanfirbung sichtbaren Banden konnten auch durch Anfédrben mit
Coomassie detektiert werden. Zusitzlich sind hier in allen Proben Banden mit einem rf-Wert
von 0,54 zu erkennen. Bei Q118A, D25N und R41A sind zusétzlich oberhalb weitere Banden
angefdrbt worden (rf-Werte 0,46, 0,41, 0,37,...). Wie die Immunodetektion des His-Tags

zeigt, handelt es sich offenbar bei allen sichtbaren Banden um ODH.

A B C
18 3 4 5 G 1 2 3 4 5 [ 2 3
e
e T e —— T e -8

Abb. 39 Native PAGE mit verschiedenen ODH-Mutanten. Die im Gel getrennten Proteine wurden durch
Aktivititsfarbung (A), Coomassiefirbung (B) oder durch Immunodetektion des His-Tags (C) sichtbar gemacht.
(1) ODH-5His (2) D25N (3) H95G (4) Q118A (5) T89V (6) C264G (7) R41A. Es wurden zwischen 2,5 und
3,5 pg aufgetragen.

3.7.3 Auswahl der Aminosdurereste fiir die Mutagenese

Zur Identifizierung geeigneter Reste fiir die Mutagenese wurde zuerst die Proteinse-
quenz der ODH mit anderen Opindehydrogenasen verglichen. Neben der Octopindehydroge-
nase aus den Mollusken Pecten maximus, Mizuhopecten yessoensis, Loligo vulgaris, Loligo
opalescens, Sepia officinalis und Pseudocardium sachalinensis, der Tauropindehydrogenase
aus dem Seeohr Haliotis discus hanai und aus dem Anneliden Arabella irricolor wurden wei-
terhin die Carboxyethylnorvalindehydrogenase (CENDH) aus Arthrobacter spec (Q44297),
sowie eine mogliche Alanopindehydrogenase aus Fusitriton oregonensis (AB218692) fiir den
Sequenzvergleich herangezogen. Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Programms Clustal W

untereinander verglichen. Das vollstdndige Alignment findet sich im Anhang (7.5).
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31 Positionen (7,7 %) waren in allen zehn Sequenzen identisch. An 53 Positionen
(13,1 %) sind die Aminosduren dhnlich, an 27 Positionen (6,7 %) finden sich weniger dhn-
liche Aminosduren. Betrachtet man lediglich die tierischen Sequenzen, so sind die Aminosau-
ren an 75 Stellen identisch (18,5 %), an 85 Positionen (20,8 %) dhnlich und an 28 Positionen

weniger dhnlich (6,9 %).

3.7.4 Bedeutung der Aminosduren Histidin 212, Arginin 324 und Aspartat 329

Von der Laktatdehydrogenase ist bekannt, dass sich in ihrem aktiven Zentrum ein so
genanntes DXXR-Motiv findet. Zusammen mit einem konservierten Histidin wird eine Histi-
din-Aspartat-Arginin-Triade gebildet, die den Transfer des Hydridions vom NADH auf Pyru-
vat ermoglicht. Die Opindehydrogenasen katalysieren eine dhnliche Reaktion, allerdings lédsst
sich in ihren Aminosiuresequenzen kein solches Motiv finden (Britton et al., 1998; Janfen,
2000). Aus Arbeiten von Thomé-Beau (1971 und 1973) und Olomucki (1975) ist jedoch be-
kannt, dass auch bei der ODH ein Histidyl- und ein Carboxylrest am Reaktionsmechanismus
beteiligt sein miissen. In Abbildung 40 sind die drei Reste dargestellt, welche die Aufgabe

einer Triade in den Opindehydrogenasen iibernehmen konnten.

\4 v v
P. maximus FVBIPAILFGRWGS 222 FGNRYLTENIPMGMIVFKGVA 341
M. yessoensis FVBIPAILYGRWGS 222 FGNRYLTENIPMGMIVFKGVA 341
L. vulgaris VVEIPPMMYGTWKD 232 FTYRYMTEBIPFGMVVFRGIA 352
L. opalescens VVEIPPMMYGTWKD 231 FTYRYMTERIPFGMVVFRGIS 351
S. officinalis VVEIPPMMYGTWKD 232 FNYRYMTERIPFGMVVFRGIA 352
H. discus hanai IIBPPIMYGKWKD 228 FRYRYLTERVPNGLVVTKGLA 348
F. oregonensis IVEIPPLMYGRWKD 225 FGYRYLAEWIPFGLVVTKGLA 345
A. irricolor MLJgIPSIMYNRWHD 223 FTGRYFGEBNIPFGLAVIRGIA 343
P. sachalinensis TVEIPPLMYAKWKN 231 FKYRYLMEBVPYGLLIIKQIA 351
A. spec VMIPLPTLLNAAR 212 LNTIRYFFEBRVSTGLVPLSELG 309

. kok .

KRk R .

Abb. 40 Ausschnitt aus einem Proteinalignment verschiedener Opindehydrogenasen. Bei den verwendeten
Sequenzen handelt es sich um die Octopindehydrogenase aus Pecten maximus (AJ237916), Mizuhopecten yes-
soensis (AB085183), Loligo vulgaris (AJ250884), Loligo opalescens (AJ278691), Sepia officinalis (AJ250885)
und Pseudocardium sachalinensis (AB197036), die Tauropindehydrogenase aus Arabella irricolor (AB081841)
und Haliotis discus hanai (AB085184), die Carboxyethylnorvalindehydrogenase (CENDH) aus Arthrobacter
spec (Q44297), sowie um eine mogliche Alanopindehydrogenase aus Fusitriton oregonensis (AB218692). Die
fiir die Mutagenese ausgewéhlten Aminoséuren sind (V) markiert.

Es handelt sich hierbei um Histidin 212 (Pecten-Nummerierung), Arginin 324 und As-
partat 329. Diese Aminosduren sind in allen zehn untersuchten Spezies konserviert. Die drei
Aminosduren wurden jeweils gegen Alanin ausgetauscht, die resultierenden mutierten Enzy-

me in E. coli exprimiert und anschlieBend gereinigt.
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3.7.4.1 Kinetische Charakterisierung der ODH-Mutanten R324A, D329A und H212A

Mit Hilfe des optisch-enzymatischen Tests wurde die spezifische ODH-Aktivitidt der
unterschiedlichen Mutanten bei variierenden Konzentrationen eines Substrats (Pyruvat, L-Ar-
ginin, bzw. NADH) ermittelt. Fiir die Analyse der Daten wurde zunichst die spezifische Akti-
vitdt gegen die Substratkonzentration aufgetragen (Michaelis-Menten-Diagramm, Abbildung
41.1 A-C und Abb. 41.2 D-I). Wurde die spezifische Aktivitit gegen die NADH-Konzentra-
tion aufgetragen, so zeigen die resultierenden Graphen bei allen drei Mutanten einen hyperbo-

len Verlauf (Abb. 41.1).
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Abb. 41.1 Michaelis-Menten-Diagramme der ODH-Mutanten R324A, D329A und H212A. Aufgetragen
wurde jeweils die spezifische ODH-Aktivitit in Abhingigkeit von der NADH-Konzentration (A, B, C). Die
Messungen wurden in einem 50 mmol L' TRA-Puffer pH 7.0 durchgefiihrt. Die Testansitze enthielten
NADH-Konzentrationen zwischen 5 und 400 umol L™ und zusitzlich (A), 250 mmol L' Pyruvat und 400 mmol
L' L-Arginin. (B) Die Pyruvat-Konzentration im Ansatz betrug 100 mmol L. Es wurden 400 mmol L™ L-
Arginin verwendet. (C) Die Messungen wurden mit 100 mmol L™ Pyruvat und 200 mmol L™ L-Arginin durch-
gefiihrt.
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Abb. 41.2 Michaelis-Menten-Diagramme der ODH-Mutanten R324A, D329A und H212A. Aufgetragen
wurde jeweils die spezifische ODH-Aktivitéit in Abhidngigkeit von der Pyruvat- (D, F, H) bzw. L-Arginin-Kon-
zentration (E, G, I). Die Messungen wurden in einem 50 mmol L' TRA-Puffer pH 7.0 durchgefiihrt. (D) Die
Pyruvat-Konzentration wurde zwischen 5 und 200 mmol L' variiert. Die NADH-Konzentration im Testansatz
betrug 0.16 mmol L. Gestartet wurde die Reaktion mit 400 mmol L™ L-Arginin. (E) Die L-Arginin-Konzentra-
tion wurde zwischen 10 und 500 mmol L™ variiert. Die NADH-Konzentration betrug 0.16 mmol L. Es wurden
250 mmol L™ Pyruvat eingesetzt. (F) Die Pyruvat-Konzentration im Testansatz wurde zwischen 5 und
200 mmol L' variiert. Die NADH-Konzentration betrug 0.16 mmol L. Gestartet wurde die Reaktion mit
400 mmol L™ L-Arginin. (G) Der Testansatz enthielt L-Arginin-Konzentrationen zwischen 5 und 500 mmol L™,
100 mmol L' Pyruvat und 0.16 mmol L' NADH. (H) Die Pyruvat-Konzentration wurde zwischen 5 und
200 mmol L' variiert. Die NADH-Konzentration im Testansatz betrug 0.16 mmol L und die L-Arginin-Kon-
zentration 200 mmol L' (I) Die L-Arginin-Konzentration wurde zwischen 5 und 500 mmol L variiert. Die
NADH-Konzentration im Testansatz betrug 0.16 mmol L. Es wurden 100 mmol L' Pyruvat eingesetzt.
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Mit zunehmender NADH-Konzentration stieg die spezifische Aktivitit auf 26 U mg™
(R324A), 11U mg'1 (D329A) bzw. 8 U mg'1 (H212A) an. Durch nicht-lineare Regression lief3
sich der K,,-Wert fir NADH bestimmen. Er betriigt fiir die Mutante R324A 90 pumol L
(4,6 fach erhoht gegeniiber dem Wildtyp), fiir D329A 21 umol L' (ungefihr gleich) und fiir
H212A 65 pmol L" (3,3 fach erhdht). Weiterhin war die Wechselzahl der Muteine gegeniiber
der wildtypischen ODH drastisch reduziert. Sie betrug 7,3 gt (H212A), 9,3 st (D329A) und
25 s (R324A). Der Verlust an Ubergangszustandsstabilisierungsenergie (AAG) liegt bei allen
drei Mutanten zwischen 14 und 17,4 kJ mol!. Tabelle 14 fasst die berechneten Werte zusam-

men.

Tab. 14 Kinetische Parameter verschiedener ODH-Mutanten. Die Tabelle enthilt die durch nicht-lineare Re-
gression berechneten Werte fiir Vmax und den K,,-Wert, sowie die errechnete Wechselzahl (kcat), die kataly-
tische Effizienz, die Ubergangszustandsstabilisierungsenergie (AG) und der Verlust derselben (AAG), bedingt
durch die Mutation. Untersucht wurden die Mutanten H212A, R324A und D329A.

Vn|1a><‘ . K., K Mut/ K, kcat  kcat/Kn AG AAG
[“mn?qﬂn]'n mmolL']  KaWt [mmolL"] [s'] [Lmol'S™] [kJmol"] [kJmol"]

R324A 30 92 119 - 215  2,34-10° 13,5 -20,7

Pyruvat D329A 21 33 43 263 154 464102 152 19,0
H212A 18 59 77 87 129  21710° 133 29,7

R324A 60 159 300 645 430 27100 13,8 20,8

Arginin D329A 39 9.8 18 . 280 2,8510° 19,6 14,9
H212A 7 35 6,6 1381 51 1,4710° 180 24,7

R324A 35 90 46 - 250 2,7710° 31,0 7.4

NADH D329A 13 21 1,1 ; 93  43410° 321 16,3
H212A 10 65 33 : 73 1,1310° 287 14,0

In Abhingigkeit von der Pyruvat-Konzentration steigt die spezifische Aktivitit bei al-
len drei Mutanten an. Lediglich bei D329A und bei H212A ist eine Inhibition mit zunehmen-
der Substratkonzentration zu erkennen. In beiden Fillen nimmt die Aktivitit nach einem Ma-
ximum bei ca. 100 mmol L™ Pyruvat (D329A: 12 U mg'; H212A 7 U mg™") wieder ab. Bei
der Mutante R2324A steigt die Aktivitiit bis auf 20 U mg' bei 200 mmol L' Pyruvat an. Fiir
Pyruvat wurden K;,-Werte bestimmt, die zwischen 33 mmol Lt (D329A, 43 fach erhoht ge-
geniiber dem Wildtyp) und 92 mmol L™ (R324A, 119 fach erhoht) liegen. Weiterhin ist die
Wechselzahl gegeniiber der wildtypischen ODH drastisch reduziert. Sie betriigt 12,9 s™ bei
der Mutante H212A, 15,4 gt (D329A) bzw. 21,5 gt (R324A). Der Verlust an Ubergangszu—
standsstabilisierungsenergie (AAG) liegt bei allen drei Mutanten zwischen 19 und
29,7 kJ mol ™. Fiir D329A und H212A wurden Inhibitionskonstanten von 87 mmol L™ bzw.
263 mmol L™ Pyruvat bestimmt.
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3.7.5 Bedeutung von Cystein-Resten

Die ODH aus Pecten maximus enthilt acht Cysteine. Aus den Arbeiten von Sheikh
und Katiyar (1993a und b, 1994) ist bekannt, das mindestens ein Cystidyl-Rest an der Reak-
tion der ODH beteiligt sein muss. Diese Erkenntnisse wurden durch Inhibitionsstudien mit
Cystein-modifizierenden Reagenzien gewonnen. Durch die Technik der gerichteten Mutage-
nese war es moglich, gezielt Cysteine gegen Alanin bzw. Glycin auszutauschen, um ihre Be-
deutung fiir die Reaktion der ODH zu untersuchen. Abbildung 42 zeigt einen Ausschnitt aus

einem Proteinalignment verschiedener Opindehydrogenasen.

vy v
P. maximus VK GGG 11 PWAGRIK 151
M. yessoensis LK GGG 11 PWAMRIK 151
L. vulgaris IKLLI@®GGG 20 PWAGRIG 160
L. opalescens VKLLV@GGG 19 PWAMRIG 159
S. officinalis INLLV[@GGG 20 PWAGRIG 160
H. discus hannai ITVLV@GGG 13 PWAMRIA 156
F. oregonensis LTVE GGG 13 PWAMRIL 153
A. irricolor VVLTI@GGG 10 PWAMRIK 150
P. sachalinensis CNITIFGGG 17 PWAMRIA 157
A. spec KTYAVLGLG 13 LEFT@RSE 144

: * K ::**

Abb. 42 Ausschnitte aus einem Proteinalignment verschiedener Opindehydrogenasen. Bei den verwendeten
Sequenzen handelt es sich um die Octopindehydrogenase aus Pecten maximus, Mizuhopecten yessoensis, Loligo
vulgaris, Loligo opalescens, Sepia officinalis und Pseudocardium sachalinensis, die Tauropindehydrogenase aus
Arabella irricolor und Haliotis discus hannai, die Carboxyethylnorvalindehydrogenase (CENDH) aus Arthro-
bacter spec, sowie moglicherweise um eine Alanopindehydrogenase aus Fusitriton oregonensis. Die fiir die Mu-
tagenese ausgewihlten Aminosduren sind markiert (V).

Drei der acht Cysteine, die in der ODH vorkommen, sind dort zu erkennen. Ein Cys-
tein (C148, Pecten-Nummerierung) ist in allen zehn untersuchten Opindehydrogenasen ent-
halten. Dieses Cystein wurde gegen Serin und gegen Alanin ausgetauscht. Das Cystein an Po-
sition 8 findet sich in fast allen tierischen Opindehydrogenasen. Nur bei Pseudocardium sa-
chalinensis ist ein Phenylalanin an dieser Position zu finden. Cystein 8 wurde ebenfalls gegen
Alanin ausgetauscht. Weiterhin wurden die sechs iibrigen Cysteine der ODH aus Pecten

maximus entweder zu Alanin oder zu Glycin mutiert.

3.7.5.1 Bestimmung des Cysteingehaltes der ODH

Die Anzahl an Cysteinen, die im nativen Zustand fiir eine Modifikation mit DTNB zu-
ginglich sind, wurden durch Inkubation der ODH mit DTNB bestimmt. Die Thiolgruppe der
Cysteine kann mit dem Reagenz zu einem gemischten Disulfid reagieren wobei dquivalente
Mengen an 5-Thio-2-nitrobenzoat freigesetzt werden. Aus dem Extinktionsanstieg bei 412 nm
lie sich die Anzahl der modifizierten Cysteine berechnen. Wie in Abbildung 43 zu erkennen

ist, reagierte in der nativen ODH ein Cystein-Rest mit DTNB. Nach zehnminiitiger Inkuba-
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tionszeit war kein weiterer Extinktionsanstieg zu verzeichnen. Wurde die ODH vor Zugabe
von DTNB durch 8 M Harnstoff denaturiert, so reagierten acht Cysteine mit DTNB zu einem
gemischten Disulfid. Da DTNB keine Disulfidbriicken spalten kann und insgesamt acht
Cysteine in der ODH enthalten sind, scheinen keine Cysteine disulfidverbriickt vorzuliegen.
Dies bestitigt wiederum eine Vorhersage, die ausgehend von der Aminosiduresequenz der
ODH, mit dem Programm Disulfind (Ceroni, 2006; http://disulfind.dsi.unifi.it/) erstellt wurde.
Wurde die Mutante C148S mit DTNB inkubiert, so waren im nativen Enzym keine reaktiven
Cystein-Reste nachweisbar. In der denaturierten Form konnten sieben Cysteine nachgewiesen

werden, was mit der Anzahl der in der Mutante enthaltenen Cysteine in Einklang steht.

9 9
®  ODH Wildtyp
8410000000000000000090000°90000000000000%9000 8 ©  Wildtyp denaturiert
v (C148S
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Abb. 43 Bestimmung des Cysteingehaltes der ODH. Aufgetragen wurde die Anzahl der durch DTNB modifi-
zierten Cysteine gegen die Reaktionszeit. Sowohl fiir den Wildtyp, als auch fiir die C148S-Mutante wurde die
Cysteinanzahl im nativen und im denaturierten Zustand bestimmt.

3.7.5.2 Inhibition der ODH durch thiolmodifizierende Reagenzien

Es wurde weiterhin untersucht, ob thiolmodifizierende Reagenzien zu einer Inhibition
der ODH fiihren. Hierzu wurden wildtypische ODH und verschiedene Cystein-Mutanten so-
wohl mit 4 mmol L' DTNB als auch mit 0,16 mmol L p-Chlormercuribenzoat (PCMB) oder
Todacetamid (IAA; 5 und 10 mmol L) bei 25 °C inkubiert und die Aktivitit in Abhingigkeit
von der Inkubationszeit bestimmt (Abb. 44). Bei Inkubation mit DTNB nahm die ODH-AKkti-
vitdt innerhalb von 100 Minuten bis auf 20 % der Ausgangsaktivitdt ab. Nach 300 Minuten
war keine ODH-AKktivitidt mehr nachweisbar. Im Vergleich dazu zeigte die Mutante C148S ei-

nen sehr viel geringeren Aktivitdtsverlust. Nach 100 miniitiger Inkubation waren noch 90 %
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der Ausgangsaktivitdt vorhanden. Am Versuchsende nach 420 Minuten war immer noch eine
Aktivitdt von 80 % gegeniiber dem Anfangswert zu verzeichnen. Als Kontrolle wurde sowohl
wildtypische, als auch C148S-ODH iiber sieben Stunden ohne Zugabe von DTNB inkubiert.
Bei beiden Kontrollen war nach siebenstiindiger Inkubation lediglich ein Aktivitdtsverlust

zwischen 5 und 10 % festzustellen.
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Abb. 44 Inhibition der ODH durch thiolmodifizierende Reagenzien. Dargestellt ist die Aktivitit der ODH
und der Mutante C148S in Abhingigkeit von der Inkubationszeit mit (A) 4 mmol L' DTNB und (B)
0,16 mmol L p-Chlormercuribenzoat (PCMB). Der Versuch wurde bei 25 °C durchgefiihrt. Als Kontrolle wur-
de zusitzlich die Aktivitit der ODH und der Mutante C148S ohne Inkubation mit DTNB im zeitlichen Verlauf
bei 25 °C bestimmt.

Wurde ODH mit PCMB inkubiert, so war schon nach fiinf Minuten keine ODH-Akti-
vitat mehr nachweisbar. Bei der C148S-Mutante war nach einer 20 miniitigen Inkubation mit
PCMB keinerlei Aktivititsverlust festzustellen. Ein Austausch der Aminosidure C148 gegen
Alanin fiithrte zu den gleichen Ergebnissen, wie der Austausch durch Serin. Nach siebenstiin-
diger Inkubation mit DTNB konnten noch 85 % der Ausgangsaktivitit der ODH detektiert
werden. Durch PCMB lie3 sich keine Hemmung der Reaktion hervorrufen. Nach 30 Minuten
war hier noch die vollstidndige Aktivitdt nachweisbar. Alle anderen Cystein-Mutanten (COA,
C8A, CI25A, C249A, C253A, C264G und C382G) konnten durch DTNB und PCMB genau
wie das wildtypische Enzym gehemmt werden. Mit dem alkylierenden Reagenz lodacetamid
konnte die ODH nicht gehemmt werden.

Fiir die kinetische Analyse der Cystein-Mutanten wurde zunichst die spezifische
ODH-Aktivitdt bei variierenden Konzentrationen eines Substrats (Pyruvat, L-Arginin, bzw.

NADH) ermittelt. AnschlieBend wurden die kinetischen Parameter durch nicht-lineare Re-
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gression berechnet (Tab. 15). Bei der Mutante C148 konnte sowohl bei Austausch gegen Se-
rin, als auch bei Austausch gegen Alanin, ein erhohter K, fiir Pyruvat (2,5 bzw. 2,6 mmol L'l)
festgestellt werden (ca. dreifach erhoht gegeniiber dem Wildtyp).

Auch fiir L-Arginin und fiir NADH wurden erhohte Michaelis-Konstanten bestimmt,
die bei beiden Mutanten @hnliche Werte erreichten (K, L-Arginin 1,6 bzw. 1,7 mmol L' und
K NADH 40 bzw. 38,9 umol L™"). Mit der Erhohung der K,,-Werte fiir Pyruvat und L-Argi-
nin ging ebenfalls ein starker Anstieg der Inhibitionskonstante K; einher. Der K; fiir Pyruvat
war gegeniiber dem Wildtyp um das sechsfache erhdht und lag bei 41 mmol L' Pyruvat. Fiir
L-Arginin wurde ein K; von ca. 185 mmol L ermittelt, der somit ungefihr achtfach gegen-
tiber dem Wildtyp erhoht war. Die Effizienz (kcat/Ky,) der beiden C148-Mutanten war gegen-
iiber unmutierter ODH geringfiigig reduziert. Die Energie zu Stabilisierung des Ubergangszu-
standes (AG) war bei Verwendung von NADH um 2,8 kJ mol™ gegeniiber dem Wildtyp redu-
ziert. Auch fiir L-Arginin (AAG -3,8 kJ mol'l) und Pyruvat (AAG -4,1 kJ mol'l) konnte ein

Verlust der Ubergangszustandsstabilisierungsenergie festgestellt werden.

Tab. 15 Kinetische Parameter der Cystein-Mutanten. Die Tabelle enthilt die durch nicht-lineare Regression
berechneten Werte fiir Vmax und den K -Wert, sowie die errechnete Wechselzahl (kcat), die katalytische Effizi-
enz und die Stabilisierungsenergie des Ubergangszustandes (AG). Untersucht wurden die ODH-Mutanten
C148A, C148S, sowie C6A. C8A, C125A, C249A, C253A, C264G und C382G.

[un:/;]ar:in'1 Km KnMut/ Ki kc?t kcat/Kn, AG 1 AAG 1
mal [mmolL"]  KeWt [mmolL"] [s'] [Lmol's™] [kJmol'] [kJmol’]

Pyruvat 691 25 3,2 41 499 1,98-10° 30,1 -4,1

C148A Arginin 615 1,6 3,0 192 444 27310° 30,9 -3,7
NADH 585 40,3 2,1 - 422 1,05-10’ 39,9 2,8

Pyruvat 709 2,6 3.4 38 511 1,97-10° 30,1 -4,1

C148S Arginin 618 1,7 3.2 176 446  26810° 30,9 -3,8
NADH 568 38,9 2,0 - 410 1.0510° 39,9 2,8

Pyruvat 651 0,77 1,00 8,8 470  6,11-10° 32,9 1,3

CBA Arginin 541 0,63 1,2 28 390  6,20-10° 32,9 1,7
NADH 428 13,6 0,70 - 309 2,27-10" 41,8 -0,9

Pyruvat 458 1,0 1,30 14 331 3,17-10° 31,3 2,9

C8A Arginin 382 0,89 1,70 58 276 3,10-10° 31,2 -3,4
NADH 325 15,8 0,80 - 234 1,4810" 40,8 -1,9

Pyruvat 638 0,52 0,68 17 461 8,8810° 33,8 -0,4

C125A Arginin 596 0,71 1,30 118 430  6,0710° 32,9 1,7
NADH 717 31,2 1,60 - 518  1,6610 41,1 1,6

Pyruvat 616 0,76 0,98 11 444  58510° 32,8 1,4

C249A Arginin 570 0,73 1,40 50 411 5,62:10° 32,7 1,9
NADH 500 19,8 1,00 - 361 1,82:10 41,3 1,4

Pyruvat 566 0,53 0,68 14 408  7,67-10° 33,5 -0,7

C253A Arginin 601 1,8 3,30 24 434 2,46-10° 30,7 -4,0
NADH 577 20,1 1,00 - 417  2.07-10 416 1,1

Pyruvat 812 0,88 1,10 11 586  6,66-10° 33,1 1,1

C264G Arginin 729 0,98 1,80 43 526  5,40-10° 32,6 2,0
NADH 756 26,0 1,30 - 546  2,10-10" 41,6 1,1

Pyruvat 399 1,8 2,30 3,6 288  1,60-10° 29,6 -4.6

C382G Arginin 269 1,1 2,00 29 194  1,77-10° 29,9 -4.,8
NADH 193 25,9 1,30 - 140  5,40-10° 38,3 -4.4
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Bei den iibrigen Cystein-Mutanten konnten fiir Pyruvat K,,-Werte zwischen 0,52
(C125A) und 0,80 mmol L' (C264G) bestimmt werden. Mit Ausnahme von C382G
(1,8 mmol L) lagen die Werte in der GroBenordnung des wildtypischen K,,-Werts fiir Pyru-
vat. Fiir L-Arginin wurden Michaelis-Konstanten zwischen 0,6 (C6A) und 1,1 mmol L!
(C382G) bestimmt. Auch diese Werte lagen in der GroBenordnung des Wildtyp, lediglich der
K-Wert fiir L-Arginin bei der Mutante C382G war mit 1,1 mmol L' doppelt so groB. Die ka-
talytischen Effizienzen der Cystein-Mutanten bewegten sich in der GroBenordnung, die auch
fiir den Wildtyp bestimmt worden war. Die Uberganszustinde fiir Pyruvat, L-Arginin und
NADH waren in fast allen Fillen lediglich um ca. 1-2 kJ mol" weniger stabilisiert als beim
Wildtyp. Eine Ausnahme stellt die Mutante C382G dar, bei der eine Erniedrigung der Stabili-
sierungsenergie zwischen 4,4 kJ mol! (NADH) und 4,8 kJ mol! (Pyruvat) berechnet wurde.
Weiterhin zeigte die Mutante C382G eine im Vergleich zu den anderen Cystein-Mutanten
stark erniedrigte Maximalgeschwindigkeit. Diese lag zwischen 193 pmol min” mg™' bei Um-

satz von NADH und 399 umol min'lmg'1 bei Verwendung von Pyruvat.

3.7.6 Mogliche Aminosdurebindestelle

Zur Identifikation der Aminosduren, die fiir die Substratspezifitidt der Opindehydroge-
nasen verantwortlich sein konnten, wurden verschiedene ODH-Sequenzen mit Sequenzen der
TDH und der CENDH verglichen. Sowohl von Britton ef al. (1998) als auch von JanfB3en
(2000) wurden Vermutungen iiber die Lokalisation der Aminosiurebindestelle geduflert. Zur
Uberpriifung wurden die Aminosiuren Threonin 89 (Pecten-Nummerierung), Glutamin 118,
Tyrosin 208 und Histidin 308 durch gerichtete Mutagenese verdndert. Fiir die kinetische Ana-
lyse der Muteine wurde die spezifische ODH-Aktivitét bei variierenden Konzentrationen ei-
nes Substrats (Pyruvat, L-Arginin, bzw. NADH) bestimmt und anschlieBend die kinetischen
Parameter fiir die ODH-Mutanten T89A, T89V, Q118A, Q118D, Y208A und H308G durch
nicht-lineare Regression berechnet (Tab. 16).

Bei der Mutante T89A ist der K,,-Wert fiir Pyruvat um das 1,4 fache auf 1,1 mmol L!
erhoht. Eine 50 %ige Inhibition der Reaktion tritt erst bei 18 mmol L' Pyruvat ein (3fach er-
hohter K; im Vergleich zum Wildtyp). Die katalytische Effizienz ist im Vergleich zum Wild-
typ geringfiigig reduziert (4,51-10° L mol™" s™"). Der Ubergangszustand ist ebenfalls geringfii-
gig um 2 kJ mol™ weniger stabilisiert (32,2 kJ mol™). Fiir L-Arginin konnte bei der Mutante
T89A ein Ky-Wert von 1,3 mmol L' (2,5 fach erhoht gegeniiber dem Wildtyp) bestimmt

werden. Fiir die Inhibitionskonstante K; wurde hier eine fiinffache Erhohung (104 mmol L™
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L-Arginin) festgestellt. Die katalytische Effizienz ist im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls
geringfiigig reduziert (3,41-10° L mol ™' s7™).

Fiir die Ubergangszustandsstabilisierungsenergie konnte ein Wert von 31,.5 kJ mol”
berechnet werden (3,2 kJ mol” kleiner als beim Wildtyp). Fiir NADH wurden die gleichen ki-
netischen Parameter wie beim Wildtyp bestimmt. Bei der Mutante T89V war die Michaelis-
Konstante fiir Pyruvat ca. siebenfach (5,4 mmol L") gegeniiber dem Wildtyp erhoht. Eine
50 % ige Substratinhibition trat bei Pyruvat-Konzentrationen von 15 mmol L auf. Die kata-
lytische Effizienz ist im Vergleich zu T89A auf 1,7'105 L mol ! s reduziert. Der K,-Wert fiir
L-Arginin betrug 3,9 mmol L' (7,4 fach erhéht im Vergleich zum Wildtyp). Fiir NADH hin-
gegen wurden auch bei T89V annihernd die gleichen kinetischen Parameter wie beim Wild-

typ bestimmt.

Tab. 16 Kinetische Parameter verschiedener ODH-Mutanten, die an der Aminosiurebindung beteiligt
sein konnten. Die Tabelle enthilt die durch nicht-lineare Regression berechneten Werte fiir die maximale Reak-
tionsgeschwindigkeit (Vmax) und den K, -Wert, sowie die errechnete Wechselzahl (kcat), die katalytische Effi-
zienz und die freie Energie AG des Ubergangszustandes. Untersucht wurden die ODH-Mutanten T89A und
T89V, Q118A und Q118D sowie Y208A und H308G.

[Wr\gznq K KnMut/ K; kcat kcatK,  AG AAG
Jag mmol L] KWt [mmolL"] [s'] [Lmol'S"] [kJmol™] [kJ mol™]

Pyruvat 701 1,1 1,4 18,2 506  4,51-10° 32,2 -2,0

T89A Arginin 607 13 25 104 438 3,41-10° 31,5 -3,2
NADH 960 18,4 0,9 - 693  3,77:10’ 43,1 -0,4

Pyruvat 1282 5,4 6,9 15,0 925  1,7-10° 29,8 -4.4

T89V Arginin 779 39 7.4 74,6 562  1,43:10° 29,3 -5,3
NADH 446 16 0,8 - 322 20110 41,5 1,2

Pyruvat 393 27 35 32,2 283  1,04:10* 22,8 -11,4

Q118A Arginin 166 58 11 320 120  2,07-10* 24,5 -10,1
NADH 240 104 53 - 173 1,67-10° 35,4 -7.3

Pyruvat 101 162 208 645 73 45210 15,1 -19,1

Q118D Arginin 169 81 153 149 122 1510° 18,1 -16,6
NADH 65 175 8,9 - 47  2,6810° 30,9 -11,8

Pyruvat 633 0,54 0,70 3,6 457  8,51-10° 33,7 -0,5

Y208A Arginin 767 0,79 1,50 36,7 553  7,04:10° 33,3 -0,2
NADH 387 9,0 0,5 - 279  3,12:10’ 42,6 -0,1

Pyruvat 85 3,17 4,0 11,0 61 1,9310° 24,4 9,8

H308G Arginin 56 2,1 4,0 67,1 40 11,9410 24.4 -10,2
NADH 32 33 1,7 - 23 7,00110° 33,2 95

Fiir die Mutante Q118A wurde fiir Pyruvat ein K,,-Wert bestimmt, der 35fach gegen-
iiber dem Wildtyp erhoht ist (27 mmol L™). Durch Austausch des Glutamins durch ein Aspar-
tat (Q118D) wurde der K,-Wert fiir Pyruvat auf 162 mmol L' erhoht (208-fach erhoht gegen-
iiber dem Wildtyp). Bei Q118A konnte fiir die Stabilisierungsenergie des Ubergangszustandes
ein Wert von 22,8 kJ mol! bestimmt werden (AAG -11,4 K] mol'l), der Austausch durch ein
Aspartat reduzierte die Stabilisierungsenergie auf 15,1 kJ mol™. Fiir L-Arginin wurde ein K-

Wert von 5,8 mmol L' bestimmt (Q118A), der im Vergleich zum Wildtyp 11-fach erhoht ist.
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Fiir die Mutante Q118D betrigt der K,-Wert 81 mmol L' (153fach erhoht). Die Wechselzahl
fiir die beiden Q118-Mutanten betriigt bei Umsetzung von L-Arginin 120 s”'. Die katalyti-
schen Effizienzen sind im Vergleich zum Wildtyp erniedrigt und betragen 2,1-10* (Q118A)
bzw. 1,5:10° (Q118D). Fur die Michaelis-Konstante von NADH wurde fiir die Mutante
Q118A ein Wert von 104 pmol L™ bestimmt. Fiir Q118D betrug der K,,-Wert 175 pmol L™

Bei der Mutante Y208A ist der K,,-Wert fiir Pyruvat geringfiigig gegeniiber dem
Wildtyp reduziert (0,54 mmol L™). AuBerdem war die Inhibitionskonstante K; fiir Pyruvat von
6,1 mmol L™ beim Wildtyp auf 3.1 mmol L™ reduziert. Der K., fiir L-Arginin ist leicht erhdht
und betrdgt 0,79 mmol L. Fiir NADH wurde eine Michaelis-Konstante bestimmt, die mit
9 umol L' nur halb so groB war wie beim Wildtyp. Die katalytischen Effizienzen fiir Pyruvat,
L-Arginin und NADH liegen bei der Mutante Y208A im Bereich der wildtypischen Werte. Es
konnten weiterhin nur geringfiigige Abweichungen der Ubergangszustandsstabilisierungse-
nergie im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Bei der Mutante H308G fallen, im Ver-
gleich zum Wildtyp, stark reduzierte Maximalgeschwindigkeiten auf, die zwischen
32 umol min"'mg" (NADH) und 85 umol min"'mg" (Pyruvat) liegen. Der K,,-Wert fiir Pyru-
vat betriagt 3,17 mmol L. Fiir L-Arginin wurde ein K;,-Wert von 2,1 mmol L' bestimmt und
fiir NADH ein Wert von 33 pmol L. Die katalytischen Effizienzen fiir alle drei Substrate
sind gegeniiber dem Wildtyp stark reduziert, ebenso ist die freie Energie des Ubergangszu-
standes um durchschnittlich 10 kJ mol erniedrigt.

Bei den ODH-Mutanten T89, Q118, Y208A und H308G wurde auflerdem untersucht,
ob der Aminosdureaustausch zu einer verdnderten Substratspezifitit gefiihrt hat. Allerdings
bevorzugt keine Mutante eine andere L-Aminosdure oder L-Norvalin. Auch Taurin wurde von

keiner Mutante als Aminoséduresubstrat akzeptiert.

3.7.7 Weitere Aminosduren, die fiir die Mutagenese ausgewdhlt wurden

Neben den bisher beschriebenen Austauschen wurden noch weitere Aminosduren
durch Mutagenese verdndert. In Abbildung 45 sind die betreffenden Reste markiert. Histidin
95 (Pecten-Nummerierung) wurde ausgewdhlt, da dieses Histidin genau wie Histidin 212 in
allen zehn untersuchten Spezies konserviert ist. In der Sequenz der CENDH schlief3t sich di-
rekt ein weiteres Histidin (Histidin 87) an, das im Bereich des Adeninringes des Coenzyms
liegt und fiir dessen Erkennung notwendig sein soll (Britton et al., 1998). Bei den tierischen
Opindehydrogenasen konnte H95 diese Aufgabe iibernehmen.

Glutamat 252 wurde fiir die Mutagenese ausgewdhlt, da es in allen untersuchten Spe-

zies konserviert ist. Arginin 41 ist ebenfalls in allen untersuchten Sequenzen konserviert und
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soll fiir die Erkennung der Pyrophosphatrestes des Coenzyms wichtig sein (Britton et al.,

1998).

P. maximus ASREGVEVRVLTLFABEAERWTKALGADEL 51 AFABIEGYEF 99 255
M. yessoensis ASRNGVEVRVLTLFABEAERWTKALGADEL 51 AFABIEGYEF 99 255
L. vulgaris SSRHNVKVNVLSLFABREAFRWRKTLGDNHE 60 AFABIEGYF 108 265
L. opalescens SSRHNVKVNVLSLFABREAERWRNTLADNHS 59 AFABIEGYEF 107 264
S. officinalis SSRHNVKVNVLSLFABEAERWRNTLGDNHE 60 AFABIEGYF 108 265
H. discus hannai ASRHDIETRVLTTF‘DEAE WINIMKENDL 53 AFABIOSYL 104 261
F. oregonensis AAHPGTEARVLTLFQBEAPRWANIMKEENE 53 AF QYF 101 258
A. irricolor SNQPNMEVRVLTLYABEAERWIKSMETNDE 50 AF QYL 98 256
P. sachalinensis SDVVNANVTVVDTFQEEAERWTKAMAANGE 57 AFLBIEMVL 105 264
A. spec ALKG-——--QSVLAWDIDAQERIKEIQDRGAI 49 AT SIA 92 245

.k K . * . *

Abb. 45 Ausschnitte aus einem Proteinalignment verschiedener Opindehydrogenasen. Es wurden die Octo-
pindehydrogenase aus Pecten maximus, Mizuhopecten yessoensis, Loligo vulgaris, Loligo opalescens, Sepia offi-
cinalis und Pseudocardium sachalinensis, die Tauropindehydrogenase aus Arabella irricolor und Haliotis discus
hannai, die Carboxyethylnorvalindehydrogenase (CENDH) aus Arthrobacter spec, sowie eine mogliche Alano-
pindehydrogenase aus Fusitriton oregonensis untersucht. Die fiir die Mutagenese ausgewihlten Aminosiduren
sind (V) markiert.

Fiir die NADH-Bindestelle gibt es weitere Kennzeichen. Unter anderem ist eine nega-
tiv geladene Aminosédure notwendig, die Wasserstoffbriickenbindungen zu den Hydroxyl-
gruppen der Adeninribose herstellen kann. Bei der CENDH konnte die Position dieser Ami-
nosdure durch die Strukturanalyse identifiziert werden. Es handelt sich um Aspartat 34. In den
tierischen Opindehydrogenasen ist an dieser Position iiberwiegend Alanin enthalten. Aller-
dings ist in direkter Nachbarschaft ein Aspartat zu finden (D37, Pecten-Nummerierung) das
durchweg in allen untersuchten Sequenzen an der gleichen Position vorkommt. Zusammen
mit einem ebenfalls konservierten Glutamat (E38) konnten diese Aminoséiuren fiir die Ausbil-
dung von Wasserstoffbriicken benutzt werden. Zusitzlich ist durch Untersuchungen an der
Laktatdehydrogenase bekannt, dass ein Aspartat im N-terminalen Bereich der Dehydrogenase
fiir die Unterscheidung zwischen NADH und NADPH verantwortlich ist. Die negative La-
dung des Aspartats stot die ebenfalls negativ geladene Phosphatgruppe des NADPHs ab
(Feeney et al., 1990; Scrutton et al., 1990). Neben dem schon erwidhnten D37 ist in der Pec-
ten-Sequenz ein weiteres Aspartat an Position 25 zu finden, das allerdings nicht konserviert
ist, sondern sich nur in Pecten maximus, Mizuhopecten und Haliotis an dieser Position finden
lasst.

Das Aspartat 25 wurde durch Mutagenese gegen Asparagin ausgetauscht. Aspartat 37
wurde zu Alanin, Asparagin bzw. Serin mutiert. Arginin 41 wurde gegen Alanin getauscht
und Histidin 95 gegen Glycin. Weiterhin wurde das Glutamat 252 gegen Alanin ausgetauscht.
Die resultierenden Enzyme wurden in E. coli exprimiert und anschlieBend gereinigt. Fiir die

kinetische Analyse der Mutanten wurde die spezifische ODH-Aktivitét bei variierenden Kon-
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zentrationen eines Substrats (Pyruvat, L-Arginin, bzw. NADH) bestimmt und anschlieBend
die kinetischen Parameter fiir die ODH-Mutanten durch nicht-lineare Regression berechnet
(Tab. 17). Fiir die Mutanten D25N, D37A, D37N und D37S wurden K,,-Werte fiir Pyruvat,
L-Arginin und NADH bestimmt, die alle anndhernd mit den wildtypischen Werten {iiberein-
stimmen. Die K,-Werte fiir Pyruvat variieren zwischen 0,7 mmol L! (D37S) und
0,79 mmol Lt (D25N). Fiir L-Arginin wurden K,-Werte zwischen 0,61 mmol L! (D37N)
und 0,91 mmol L’ (D25N) bestimmt. Die Michaelis-Konstanten fiir NADH liegen zwischen
16,5 umol L! (D37A, D37N) und 22,5 umol L! (D37S). Die katalytischen Effizienzen fiir
die Verwendung der verschiedenen Substrate waren nur geringfiigig gegeniiber den wildtypi-

schen Werten erniedrigt, ebenso die Ubergangszustandsstabilisierungsenergien.

Tab. 17 Kinetische Parameter weiterer ODH-Mutanten. Die Tabelle enthilt die durch nicht-lineare Re-
gression berechneten Werte fiir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) und den K,,-Wert, sowie die er-
rechnete Wechselzahl (kcat), die katalytische Effizienz und die Stabilisierungsenergie des Ubergangszustandes
(AG). Untersucht wurden die ODH-Mutanten D25N, D37A, D37N, D37S sowie R41A, H95G und E252A.

Vmax

[umol min” K Kn,Mut/ K kcat kcat/Kp, AG AAG
mg] [mmol L] KWt [mmolL"] [s'] [Lmol'S™"] [kJmol™] [kJ mol™]

Pyruvat 792 0,79 1 10,4 572 7,26:10° 33,3 -0,9

D25N Arginin 776 0,91 1,70 14,4 560  6,14-10° 32,9 -1,7
NADH 517 19,6 1 - 373 1,91107 414 -1,3

Pyruvat 495 0,74 0,95 8,9 357  4,8510° 32,3 -1,9

D37A Arginin 437 0,85 1,60 26,0 316  3,72:10° 31,7 -3,0
NADH 451 16,5 0,84 - 325  1,97:10 415 -1,2

Pyruvat 675 0,74 0,95 9,7 487  6,62:10° 33,1 -1,1

D37N Arginin 580 0,61 1,15 35,4 419  6,68-10° 33,2 -1,4
NADH 528 16,5 0,84 - 381 2,31-10’ 41,9 -0,8

Pyruvat 770 0,70 0,90 9,2 556  7,89-10° 33,5 -0,7

D37S Arginin 671 0,86 1,60 28,6 484  5,62:10° 32,7 -1,9
NADH 573 225 1,10 - 414 1,8410° 41,3 -1,4

Pyruvat 1077 1,20 1,5 6,8 778  6,50-10° 33,1 -1,1

R41A Arginin 767 0,79 1,5 36,7 553  7,04-10° 33,3 -1,4
NADH 685 24,67 1,3 - 494 2,00-10’ 415 -1,2

Pyruvat 687 0,50 0,6 10,7 496  9,92:10° 34,1 -0,1

H95G Arginin 606 0,41 0,8 55,6 437 1,06-10° 34,3 -0,4
NADH 684 15,80 0,8 - 493 3,12:10’ 42,6 -0,1

Pyruvat 181 0,98 1,3 18,0 130  1,33-10° 29,2 -5,0

E252A Arginin 237 2,07 3,9 41,9 171 8,25-10°* 28,0 -6,7
NADH 168 26,84 1,4 - 122 4,53-10° 37,9 -4,8

Im Vergleich der Aspartat 37-Mutanten ist der Austausch gegen Alanin mit einer er-
niedrigten Maximalgeschwindigkeit und Wechselzahl verbunden. D37S erreicht von den drei
Mutanten die hochsten Reaktionsgeschwindigkeiten und besitzt die grofiten Wechselzahlen
fiir alle drei Substrate. Bei der Mutante R41A sind die K;,-Werte fiir Pyruvat (1,2 mmol L'l),
L-Arginin (0,79 mmol L") und NADH (24,7 umol L") um ca. 50 % gegeniiber dem Wildtyp

erhoht. Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten entsprechen weitgehend den Werten, wie
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sie fiir den Wildtyp bestimmt wurden. Die Wechselzahlen und die katalytischen Effizienzen
fiir alle drei Substrate sind allerdings geringfiigig erniedrigt. Weiterhin ist auch Ubergangszu-
standsstabilisierungsenergie jeweils um ca. 1,2 kJ mol L™ reduziert. Fiir die Mutante H95G
wurde ein K,-Wert fiir Pyruvat von 0,5 mmol L bestimmt, der im Vergleich zur wildtypi-
sche ODH um 0,27 mmol L! erniedrigt ist. Weiterhin sind ebenfalls die Michaelis-Konstan-
ten fiir L-Arginin (0,41 mmol L") und NADH (15,8 umol L") gegeniiber dem Wildtyp ver-
mindert. Zusammen mit leicht verringerten maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (zwi-
schen 606 und 687 umol min'mg™") ergeben sich Wechselzahlen zwischen 437 s (L-Argi-
nin) und 496 s’ (Pyruvat). Die katalytischen Effizienzen erreichen anndhernd wildtypische
Werte und die Energien zur Stabilisierung der Ubergangszustinde sind ebenfalls kaum ernie-
drigt. Bei der Mutante E252A fallen drastisch reduzierte Umsatzraten auf, die zwischen
168 umol min'mg™ fiir NADH und 237 umol min'mg™ fiir L-Arginin liegen. Der K,,-Wert
fiir Pyruvat ist leicht erhoht und betrigt 0,98 mmol L™ Fiir L-Arginin wurde eine Michaelis-
Konstante bestimmt, die mit 2 mmol L' ca. vierfach im Vergleich zu wildtypischer ODH ge-
steigert ist. Der K,-Wert fiir NADH liegt bei 27 umol L™ und ist um 40 % groBer als beim
Wildtyp. Es konnen Wechselzahlen zwischen 122 st (NADH) und 171 s (L-Arginin) be-
stimmt werden. Die katalytischen Effizienzen sind auf 1,33-10° bei Pyruvat, 8,25-10* (L-Argi-
nin) und 4,53-10° L mol™ s™' bei Umsatz von NADH erniedrigt. Die Stabilisierungsenergie
des Ubergangszustands ist im Vergleich zum wildtypischen Enzym um 5-6 kJ mol™ verrin-

gert.
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4 Diskussion

Seit der Entdeckung der Opindehydrogenasen in Muskelextrakten mariner Invertebra-
ten war diese Enzymgruppe das Objekt vieler Untersuchungen. Neben einer ersten proteinbio-
chemischen Charakterisierung der Opindehydrogenasen, waren Untersuchungen iiber die Be-
deutung dieser Enzyme fiir den anaeroben Energiestoffwechsel verschiedener Invertebraten
von besonderem Interesse. Besonders die als erstes entdeckte Octopindehydrogenase aus der
Pilgermuschel Pecten maximus wurde biochemisch gut charakterisiert (u. a. van Thoai et al.,
1969; Thomé et al., 1971; Baici et al., 1974; Doublet et al., 1975a und b; Monneuse-Doublet
et al., 1980; Schrimsher und Taylor, 1984). Neben kinetischen Untersuchungen wurde diese
kleine Dehydrogenase auch fiir Faltungsstudien einfacher, monomerer Proteine genutzt
(Zettlmeissl et al., 1984; Teschner et al., 1987). Trotz dieser vielen Untersuchungen ist bis
heute wenig iiber die dreidimensionale Struktur dieses Enzyms und den molekularen Reakti-
onsmechanismus der Octopinbildung bekannt. An der Katalyse vermutlich beteiligte Amino-
sdauren konnten bisher nur durch Inaktivierungsexperimente identifiziert werden (Huc et al.,
1971; Thomé-Beau und Olomucki, 1973; Huc et al., 1975; Sheikh und Katiyar, 1993a, b,
1994). Die Aufklarung der Primidrsequenz und heterologe Expression der ODH aus Pecten
maximus durch JanBen (2000) er6ffneten jedoch neue Moglichkeiten, um dieses interessante
Enzym eingehender studieren zu konnen. Endlich standen auch ausreichende Enzymmengen
fiir Kristallisationsversuche zur Verfiigung. Zusitzlich konnen Aminoséduren gezielt mutiert

und ihre Funktion untersucht werden.

Mit der vorliegenden Arbeit sollten neue Einblicke in die Struktur und den Reaktions-
mechanismus der Octopindehydrogenase aus der Pilgermuschel Pecten maximus gewonnen
werden. Fiir die Beantwortung dieser Fragestellung wurde zuerst die Reinigungsmethode fiir
die rekombinante ODH weiter optimiert und die gewonnene ODH in Kristallisationsversuch-
en eingesetzt. Zusitzlich zur Kristallisation wurde die ODH NMR-spektroskopisch unter-
sucht, um moglicherweise diejenigen Aminosduren identifizieren zu kénnen, die an der Bin-
dung der verschiedenen Substrate beteiligt sind. SchlieBlich sollten durch gerichtete Mutage-
nese detailliertere Einblicke in den Reaktionsmechanismus der Octopindehydrogenase erhal-

ten werden, als bislang moglich.
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4.1 Isoenzyme der ODH

Zu Beginn dieser Arbeit konnte auf einen von Jan3en (2000) erzeugten Expressionsklon
fiir die ODH aus Pecten maximus zuriickgegriffen werden. Ausgehend von cDNA war das
Gen fiir die ODH in den Vektor pTYBI inseriert worden. Aus der Literatur ist allerdings be-
kannt, dass die ODH in der Pilgermuschel in mindestens drei elektrophoretisch unterschiedli-
chen Isoformen vorkommt (Monneuse-Doublet et al., 1980). JanBen (2000) konnte aber auf
Ebene der Nukleotidsequenz keine unterschiedlichen Isoformen der ODH nachweisen. Es war
daher auch nicht eindeutig, welche Isoform kloniert worden war, oder ob sich die in der nati-
ven Gelelektrophorese beobachteten Isoformen iiberhaupt beziiglich ihrer Aminosduresequenz
unterscheiden. Allerdings wurde von Monneuse-Doublet (1980) ein unterschiedliches Lauf-
verhalten im nativen Gel z.B. durch proteolytische Degradation, Oxidation oder Reduktion
und Deamidierung der ODH ausgeschlossen.

In dieser Arbeit wurden vor der Amplifikation und Klonierung des ODH-Gens zuerst
Extrakte aus dem unpaaren Adduktormuskel einzelner Individuen gewonnen und auf das Vor-
kommen unterschiedlicher ODH-Isoenzyme {iiberpriift. Es konnten so 2 Individuen identifi-
ziert werden, in deren Adduktormuskeln sich jeweils nur eine Isoform befand (die A- bzw. die
B-Form der ODH, s. Abb. 3, S. 52). Die entsprechenden Muskeln wurden benutzt, um das
Gen fiir die ODH zu amplifizieren. Die gefundenen Nukleotidsequenzen unterschieden sich in
24 bzw. 27 Nukleotiden von der Datenbanksequenz. Auf Aminosidureebene waren allerdings
lediglich drei Aminosduren verdndert. In der A-Form (Pecten 3, Nummerierung wie in Abb.
3, S. 52 bzw. Tab. 22) war ein Methionin an Position 186 gegen ein Lysin, ein Valin an Posi-
tion 336 gegen ein Alanin und ein Serin gegen ein Asparagin (S350N) ausgetauscht. Fiir die-
ses Enzym wurde ein isoelektrischer Punkt von 5.44 berechnet. Sind in einem Muskel mehre-
re Isoformen enthalten, wie es z.B. im Muskel von Pecten 2 (A- und B-Form) der Fall war, so
lasst sich nicht vorhersagen, welches Isoenzym durch PCR amplifiziert wird. Allerdings zeig-
te sich, dass bei zwei unabhéngig durchgefiihrten PCRs in beiden Reaktionen die Isoform A
amplifiziert werden konnte, die durch den Austausch des Methionins an Position 186 gegen
ein Lysin gekennzeichnet ist. Mit diesem Austausch geht ein verdnderter isoelektrischer Punkt
einher, damit eine geringfiigig verdnderte Ladung im Vergleich zur B-Form und folglich eine
geringere Wanderstrecke wihrend der nativen Gelelektrophorese. Die Sequenzierung der B-
Form der ODH (z.B. Pecten 5 und 6) zeigte, dass sich auch diese beiden Proteine von dem
Datenbankeintrag sowohl auf Nukleotidebene (24 bzw. 28 Basenaustausche) als auch auf
Aminosdureebene (2 oder 3 verdnderte Aminosduren) unterscheiden. Die beobachteten Aus-

tausche veridndern aber in diesen Fillen nicht die Ladung der ODH und sind lediglich auf ge-
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ringfiigige, individuelle Unterschiede in der Nukleotidsequenz zuriickzufiihren. Fiir beide
Proben wurde ein isoelektrischer Punkt von 5.35 bestimmt, der mit dem von Janf3en (2000)
fiir die ODH aus Pecten maximus tibereinstimmt.

Auffallend war allerdings, dass bei allen sequenzierten ODHs, im Vergleich zu der von
JanBen (2000) aus Pecten maximus gewonnenen Sequenz, ein Serin an Position 350 gegen ein
Asparagin ausgetauscht war. Auf die physikochemischen Eigenschaften der ODH hat dieser
Austausch keinen Einfluss. Anscheinend hat sich dieser Aminosdureaustausch in der Pecten-
Population des Armelkanals, aus dem sowohl die Versuchstiere fiir diese, als auch fiir die Ar-
beit von Janfen (2000) stammten, innerhalb der letzten Jahre etabliert. Heterologe Expression
der A- und B-Form der ODH aus dieser Arbeit und ein Vergleich mit der ODH, die mit dem
von JanBen (2000) erzeugten Vektor exprimiert worden war, bestétigten, dass es sich bei der
in der Datenbank enthaltenen Sequenz um die B-Form der ODH aus Pecten maximus handelt,
fiir die ein isoelektrischer Punkt von 5.35 berechnet wurde.

Zusitzlich konnte ein Adduktormuskel gefunden werden, in dem eine dritte Isoform
(C), allerdings immer nur zusammen mit der A-Form, auftrat. Mit cDNA aus diesem Adduk-
tormuskel wurden mehrere unabhingige PCRs durchgefiihrt, die es schlieBlich ermoglichten,
der Isoform C eine eindeutige Sequenz zuzuordnen. Die Isoform C der ODH ist, neben dem
schon beschriebenen Austausch von Serin 350 gegen Alanin, charakterisiert durch den Aus-
tausch eines Glycins an Position 26 gegen ein Aspartat. Der Austausch fiihrt zu einem auf
5.27 reduzierten pl. Durch die leicht stirkere negative Ladung im Vergleich zur B-Form,
wandert die ODH im nativen Gel weiter zur Anode als die anderen beiden Formen.

Die in der nativen Gelelektrophorese beobachteten Isoformen der ODH lassen sich da-
mit jeweils auf den Austausch einer einzelnen Aminosiure zuriickfithren. Ahnliches wurde
auch von Kan-No er al. (2005) berichtet, die zwei Isoformen der Tauropindehydrogenase aus
dem Polychaeten Arabella iricolor auf Proteinebene sequenzierten. Die beiden Enzymformen
unterschieden sich lediglich in einer Aminosdure: Threonin an Position 41 in einer Form und
Isoleucin an dieser Position in der anderen Form.

Da die ODH entweder nur in einer Form oder hochstens in zwei Formen gleichzeitig in
den Adduktormuskeln der Pilgermuscheln vorkommt, kann davon ausgegangen werden, dass
es sich beim ODH-Gen, wie schon von Beaumont (1980) und Monneuse-Doublet (1980) be-
schrieben, um einen polymorphen Genlokus handelt. Bei den unterschiedlichen Isoformen
handelt es sich um Allozyme, also die Produkte verschiedener Allele desselben Gens, die ko-
dominant exprimiert werden. Allerdings fanden sich in Adduktormuskeln lediglich 4 der 6

moglichen Phédnotypen. Eine Erkldrung hierfiir ist schwer zu finden. Die in der vorliegenden
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Arbeit untersuchte Zahl von Adduktormuskeln (ca. 20) ist zu gering, um Aussagen iiber eine
Verteilung von Isoenzymen innerhalb der Pilgermuschel Pecten maximus machen zu konnen.
Beaumont et al. (1980) untersuchten 40 Individuen und konnten auch nur die vier beschriebe-
nen Isozym-Kombinationen nachweisen. In der Literatur finden sich Berichte iiber Polymor-
phismen fiir ODH, die aus den verschiedensten marinen Invertebraten isoliert wurde. In der
Fliigelschnecke Strombus luhuanus konnten Baldwin und England (1982) z.B. alle sechs
moglichen Phéanotypen nachweisen, die aus drei kodominanten Allelen des ODH-Genlokus

resultieren konnen. Allerdings gibt es noch keinerlei Belege durch Nukleotidsequenzen.

4.2 Reinigung der ODH

Uber die Reinigung der ODH aus Adduktormuskeln von Pecten maximus und aus den
Geweben anderer mariner Invertebraten wurden die verschiedensten Reinigungsprotokolle
veroffentlicht (van Thoai et al., 1969; Monneuse-Doublet ef al., 1980; Grieshaber et al., 1978;
Gide und Carlsson, 1984). Sie alle bestehen aus mehreren chromatographischen Schritten und
erlauben nur geringe Ausbeuten. Van Thoai und Mitarbeiter (1969) isolierten aus 2800 g Ad-
duktormuskeln von Pecten maximus in vier chromatographischen Schritten lediglich 50 mg
ODH. Erst die heterologe Uberexpression einer C-terminal um fiinf Histidine verlingerten
ODH in E. coli vereinfachte die Reinigung erheblich, da hierdurch eine Affinitits-Chromato-
graphie mit Ni-NTA Superflow moglich wurde (JanBen, 2000). Jedoch war die Priparation
nach Ni-NTA-Chromatographie nicht homogen genug, um einer erfolgreichen Kristallisation
iiberhaupt eine Chance zu geben. Deshalb musste das Reinigungsprotokoll weiter optimiert
werden.

Ausgehend von einer 1 L E. coli-Kultur wurden 19.013 U ODH erhalten, was
2.925 Units ODH pro Gramm Bakterien entspricht. Um aus Adduktormuskeln die gleiche
Menge ODH wie aus einer 1 L Bakterienkultur zu gewinnen, hitten etwa 200 Muskeln pripa-
riert werden miissen.

Fiir den Aufschluss der Bakterienzellen wurde in dieser Arbeit Ultraschall benutzt. Ge-
ringfiigig schlechtere Aktivititswerte im Rohextrakt, verglichen mit Aufschluss durch eine
French-Press (Miiller, 2001), konnten ausgeglichen werden, indem das Bakterienpellet nach
Zentrifugation in Lysepuffer resuspendiert und erneut beschallt wurde (s. 2.6.4). Durch Affi-
nitdts-Chromatographie an Ni-NTA wurden ca. 87 % der im Rohextrakt enthaltenen Proteine
von der ODH getrennt. Auf SDS-Gelen, die mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt wurden,
zeigte sich eine ODH, die anndhernd homogen vorlag. Nach Gelfiltration mit Sephadex

G-100 konnte in SDS-Gelen auch in der Silberfirbung nur noch die ODH detektiert werden.
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Die Ausbeute lag bei 44 % der Aktivitit des aufgetragenen Rohextraktes. Die spezifische Ak-
tivitdt des Endprodukts betrug 484 U mg'l. Verglichen mit dem Rohextrakt entsprach das ei-
nem Reinigungsfaktor von 7.4, der mit den Reinigungsfaktoren herkommlicher Methoden
nicht zu vergleichen ist. So gibt z.B. Meding (1994) einen Reinigungsfaktor von 96.5 fiir eine
klassische ODH-Reinigung an. Da bei der rekombinanten Methode aber bereits im Rohextrakt
sehr hohe spezifische Aktivititen zu messen sind, ist der Reinigungsfaktor geringer als bei der
Reinigung der ODH aus Adduktormuskeln.

Um die fiir die Kristallisation erforderlichen ODH-Mengen hochster Reinheit zu gewin-
nen, musste das Protokoll jedoch erweitert werden. Die Kulturgro8e wurde auf 8 Liter erhoht
und es wurde dazu iibergegangen, den Rohextrakt vor Applikation auf die Ni-NTA-Séule ei-
ner fraktionierten Ammoniumsulfatfiallung zu unterziehen. Durch diesen Schritt wurden be-
reits 53 % der im Rohextrakt enthaltenen Proteine entfernt. Allerdings war die Ammonium-
sulfatfdllung auch mit einem Aktivitdtsverlust von 16 % verbunden. Zusitzlich wurde das
Volumen der Ni-NTA-Siule fiir den ersten chromatographischen Schritt vergroert und als
zusitzlicher chromatographischer Schritt eine Gelfiltration mit einer 6000 mL Sephadex G-
100-Sdule hinzugefiigt. Mit diesem Protokoll konnten aus 8 Litern E. coli 65.718 U ODH
erhalten werden. Diese Menge entspricht 36 % der Aktivitdt im Rohextrakt. Bei einem Prote-
ingehalt von 130 mg im Endprodukt errechnete sich eine spezifische Aktivitit von 506 U mg
!. Die gel-elektrophoretische Kontrolle des resultierenden Endproduktes lieB eine homogene
ODH-Priéparation erkennen.

Da sich die ODH fiir die Bestimmung von L-Arginin im Hochdurchsatz-Screening eig-
net, entstand in den vergangenen Jahren ein kommerzielles Interesse an der ODH, das noch
hohere Ausbeuten an rekombinanter ODH verlangt. Die ODH wurde zu diesem Zweck in den
Vektor pET24-d(+) kloniert und mit einem 6fachen Histidin-Tag am C-Terminus exprimiert.
Zusitzlich wurden die Aminoséduren Leucin und Glutamat vor dem Affinitétstag eingefiigt
(ODH-LEG6His). Abbildung 12 (S. 67) zeigt einen Expressionsvergleich der beiden Konstruk-
te. Die Bakterien waren unter identischen Bedingungen angezogen worden, die Expression
der ODH erfolgte bei 18 °C. Sowohl die 16sliche Fraktion, als auch die mit Harnstoff solubili-
sierte, unlosliche Fraktion der beiden Ansitze wurde durch SDS-PAGE und Western-Blot
verglichen. Die Bande in der Spur, in der Rohextrakt der ODH-Le6His aufgetragen wurde, ist
deutlich schwicher ausgeprigt, als die Bande in der Spur von ODH-5His. In der unldslichen
Fraktion ist bei ODH-LE6His eine starke ODH-Bande zu erkennen. Anscheinend ist das Ex-
pressionsniveau bei Verwendung des Vektors pET24d sehr hoch, was sich leider auch in einer

vermehrten Aggregation der ODH in der unloslichen Fraktion widerspiegelt. Die ODH, die
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ausgehend vom Vektor pTYBI exprimiert wurde, zeigte ebenfalls in der unl6slichen Fraktion
eine starke ODH-Bande, allerdings war der Anteil der ODH in der 16slichen Fraktion mindes-
tens genauso grof}. Vergleich man die Ausbeuten an ODH, die aus jeweils acht Litern E. coli
mit den beiden Expressionskonstrukten erhalten wurden, so bestitigen sich diese Befunde. Im
Rohextrakt von ODH-LE6His finden sich lediglich ca. 50 % der Aktivitit (98.720 U) vergli-
chen mit ODH-5His (184.106 U) bei einem annihernd gleichen Proteingehalt. Die Ausbeute
an ODH nach der Reinigung mit Ni-NTA und Gelfiltration ist in beiden Fillen dhnlich und
liegt zwischen 34 und 36 % bezogen auf die jeweilige Ausgangsaktivitit. Die spezifische Ak-
tivitit der Endprodukte lag zwischen 506 und 565 U mg™'. Die Klonierung des ODH-Gens in
den Vektor pET24d fiihrte also nicht wie erwiinscht zu einer hoheren Ausbeute an rekombi-
nanter ODH. Fiir kommerzielle Zwecke kann die Ausbeute an ODH bislang nur durch ein

groferes Kulturvolumen erhoht werden.

Abbildung 12 (S. 67) zeigt auch die ersten Versuche zur Expression der ODH aus dem
Cephalopoden Loligo vulgaris. Das Gen fiir die ODH wurde hierzu ebenfalls in den Vektor
pTYBI inseriert und C-terminal mit einem Pentahistidin-Tag fusioniert. Durch den Western-
Blot mit einem gegen den Histidin-Tag gerichteten Antikorper konnte deutlich gezeigt wer-
den, dass sich in der 16slichen Fraktion keine ODH befand. Exprimierte Loligo-ODH sammel-
te sich vollstindig in ,,Inclusion bodies* an, obwohl die Inkubationstemperatur wihrend der
Expression auf 18 °C reduziert war. Fiir die ODH aus Loligo vulgaris wurde ausgehend von
der Aminosiuresequenz ein isoelektrischer Punkt von 8.3 berechnet, der mit dem von Gries-
haber et al., (1978) experimentell ermittelten IEP iibereinstimmt. Der alkalische IEP der Loli-
go-ODH konnte fiir die Aggregation in ,,Inclusion bodies* verantwortlich sein, denn eigent-
lich sollte das reduzierende E. coli-Cytoplasma optimale Bedingungen fiir die Expression
bieten, da keine Disulfidbriicken in der Loligo-ODH enthalten sind (vorhergesagt durch das
Programm ,,Disulfind*). Hitte Loligo-ODH aktiv exprimiert werden konnen, so hitte auch
diese ODH in Kiristallisationsversuchen eingesetzt werden konnen. Auf Grund der Akkumula-
tion in ,,Inclusion bodies* wurde jedoch von weiteren Expressions-Versuchen mit Loligo-
ODH abgesehen. Womoglich lédsst sich durch Expression in einem Eukaryoten, z.B. in der
Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae, aktives Enzym gewinnen. Allerdings ist fraglich, ob

die erzielbaren Ausbeuten fiir Kristallisationsversuche ausreichen wiirden.

Zur Durchfithrung von Kiristallisationsversuchen mit rekombinanter ODH, die nicht mit

einer Affinitdtsmarkierung fusioniert ist, wurde das ODH-Gen in den Vektor pTYBI inseriert
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(ODH-CtermPSt) und im E. coli-Stamm ER2566 exprimiert. Allerdings war es notwendig,
das Reinigungsprotokoll anzupassen, wozu auf eine Vielzahl von Veroffentlichungen zuriick-
gegriffen werden konnte. Gdde und Carlsson (1984) z.B. beschrieben eine Reinigungsmetho-
de fiir ODH aus Cerebratulus lacteus und Pecten maximus, die als Anhaltspunkt benutzt wur-
de. Allerdings gelang es den Autoren nicht, ODH homogen aus Pecten maximus zu isolieren.
Es war nicht zu vermeiden, dass sich Malatdehydrogenase (MDH) in der Priparation befand,
da dieses Enzym sich auf den verwendeten Saulenmaterialien dhnlich wie die ODH verhielt.

Fiir die Reinigung der ODH-CtermPst wurden jeweils nur 5 Liter E. coli-Kultur ver-
wendet, um die Kapazitit der verwendeten Séulen nicht zu iiberschreiten. Betrachtet man die
zwel beispielhaft aufgefiihrten Reinigungen, so unterscheiden sich die Aktivititen im verei-
nigten Rohextrakt. In einem Fall konnten annihernd 90.000 U ODH gewonnen werden, was
mengenmiflig mit der Expression der ODH-5His vergleichbar ist. Bei einer anderen Reini-
gung der ODH-CtermPst waren im Rohextrakt nur 56.000 Units enthalten. Womdéglich wur-
den die Bakterien bei diesem Ansatz nicht vollstindig aufgeschlossen, oder die Anzuchtdauer
war nicht identisch und daher variierte die exprimierte Enzymmenge. Nach fraktionierter Am-
moniumsulfatfillung wurden die Rohextrakte in einem ersten chromatographischen Reini-
gungsschritt durch eine Anionenaustauschchromatographie mit Fractogel® EMD DEAE gerei-
nigt. Unter den gewihlten Pufferbedingungen konnte die ODH an die Sdulenmatrix binden
und durch einen NaCl-Gradienten eluiert werden. Die spezifische Aktivitdt konnte bis auf
400 U mg™' gesteigert werden. Durch GroBenausschlusschromatographie mit Sephadex G-100
wurde die ODH-Suspension weiter gereinigt und die spezifische Aktivitit bis auf 623 U mg'1
erhoht. Betrachtet man die zugehorigen SDS-Gele, so zeigt sich, dass die ODH schon nach
diesen zwei chromatographischen Schritten silberrein vorliegt. Um jedoch eine héchstmogli-
che Homogenitit der Praparation zu erreichen, wurde als dritter chromatographischer Schritt
entweder eine Hydroxylapatitchromatographie, oder eine Affinitdtschromatographie an Argi-
nin-Sepharose durchgefiihrt. Entgegen der Darstellung in van Thoai et al. (1969), bei denen
ODH nicht an Hydroxylapatit band, konnte die ODH an keramisches Hydroxylapatit gebun-
den und anschlieBend mit einem Kaliumphosphatgradienten eluiert werden. Allerdings wurde
die spezifische Aktivitit nicht weiter erhoht.

Alternativ wurde ODH ohne His-Tag in einem dritten chromatographischen Schritt
durch eine Affinitdtschromatographie an Arginin-Sepharose gereinigt. Das im Auftragspuffer
enthaltene NADH fiihrt zu einer Konformationsianderung im Enzym, wodurch eine Bindung
an die Arginin-Sepharose méglich wird (Gidde und Carlsson, 1984). Mulcahy und Mitarbeiter

(1997) allerdings vermuten, dass die Bindung der ODH an die Arginin-Sepharose vornehm-
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lich iiber elektrostatische Wechselwirkungen erfolgt, da durch Immobilisierung des Arginins
angeblich seine Fahigkeit zur spezifischen ODH-Bindung verloren geht. Wie Abbildung 19
(S. 76) zeigt, konnte die ODH unter den gewéhlten Bedingungen an die Arginin-Matrix ge-
bunden und anschlieBend durch Kaliumphosphatpuffer ohne NADH eluiert werden. Aller-
dings fiihrte auch dieser chromatographische Schritt zu keiner Zunahme der spezifischen Ak-
tivitdt. Anscheinend geniigen zwei chromatographische Schritte, um eine ODH zu erhalten,
die im silbergefarbten SDS-Gel homogen vorliegt. Ob diese Reinheit allerdings ausreicht,

musste durch Einsatz in Kristallisationsversuchen getestet werden.

4.3 Kristallisation der ODH

Fiir Opindehydrogenasen aus marinen Invertebraten existieren bis heute keine Kristall-
strukturen. 1980 beschrieb Olomucki zwar eine Bedingung, die zu einem Kiristall der ODH
aus Pecten maximus gefiihrt haben soll, allerdings folgten auf diesen Artikel keine weiteren
Veroffentlichungen und auch keine Strukturdaten. Bis zur ersten heterologen Expression der
ODH (JanBen, 2000) waren die Proteinmengen fiir strukturelle Untersuchungen nicht ausrei-
chend. Ein leistungsfidhiges Expressionssystem und ein verbessertes Reinigungsprotokoll er-
lauben inzwischen die Produktion ausreichender ODH-Mengen. Weiterhin steht fiir Kristalli-
sationsversuche sowohl ODH ohne Affinitdtsmarkierung, als auch ODH mit einem Pentahisti-
din- sowie mit einem Hexahistidintag zur Verfiigung.

Die von Olomucki beschriebene Bedingung, die angeblich zu einem ODH-Kristall
fithrte, enthielt PEG 6000 sowie Ammoniumsulfat. Mit rekombinanter ODH konnte unter die-
sen Bedingungen keine kristallinen Strukturen erhalten werden. Das Ammoniumsulfat im An-
satz sorgte in allen eingesetzten Konzentrationen und allen verwendeten Puffern fiir eine Pri-
zipitation der ODH. Auch wenn Ammoniumsulfat durch Malonat ersetzt wurde, kristallisierte
die ODH nicht. Nach McPherson (2000) ist Malonat ein Salz, das besonders gut fiir die Kris-
tallisation geeignet zu sein scheint und deshalb in Reihenversuche und Kristallisations-
Screens aufgenommen werden sollte. Malonat ist eine organische Sdure mit einer hohen La-
dungsdichte, die bei neutralem pH zwei negative Ladungen trigt und anscheinend Protein-
strukturen sehr gut stabilisiert. McPherson (2000) konnte in einem Testversuch 19 von 23 ver-
schiedenen Proteinen mit Malonat kristallisieren.

Reihenversuche mit Malonat ohne PEG 6000 bei verschiedenen pH-Werten fiihrten
ebenfalls nicht zu ODH-Kristallen. Ahnlich wie in Anwesenheit von Ammoniumsulfat prizi-
pitierte die ODH in allen Ansétzen innerhalb einer Woche. Auch mit NaCl, Methylpentandiol
(MPD), sowie mit PEG 3350 und PEG 6000 konnten keine kristallinen Strukturen erhalten
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werden. Neben den Reihenversuchen mit einzelnen Substanzen konnten auch durch einen
»dparse matrix screen mit den Puffersets ,,Crystal screens I und II*“ keine kristallinen Struk-
turen erhalten werden.

McPherson (1990) beschreibt 25 verschiedene Faktoren, die einen Einfluss auf die
Kristallisation eines Proteins nehmen konnen. Neben dem pH und dem verwendeten Puffer
kann auch die Temperatur eine entscheidende Rolle spielen (McPherson, 1985c¢). Die Inkuba-
tionstemperatur wurde deshalb von 20 °C, bei dieser Temperatur wurden die ersten Versuche
durchgefiihrt, auf 12 °C erniedrigt. Unabhingig von der eingesetzten Proteinkonzentration
prazipitierte die ODH bei den meisten getesteten Bedingungen innerhalb der ersten drei Tage.
Auch die anfidnglichen Reihenversuche mit verschiedenen Prizipitanten wurden bei 12 °C mit
verschiedenen Proteinkonzentrationen wiederholt, fiithrten jedoch zu keiner Kristallbildung.
Allerdings konnten unter zwei Bedingungen des Crystal Screens I kristalline Strukturen ent-
deckt werden. Losung Nr. 6 mit einem Tris/HCl-Puffer pH 8.5, 30 % PEG 4000 und
0,2 mol L™ MgCl, fiihrte zu den in Abbildung 21 (S. 81) gezeigten Proteinnadeln.

Es gibt sieben weitere Bedingungen im Crystal Screen I, die PEG 4000 als Prézipitan-
ten enthalten. Allerdings prizipitierte die ODH in diesen Ansétzen innerhalb weniger Tage.
Durch Reihenversuche wurde herausgefunden, dass zwischen 20 und 30 % PEG 4000 und
mindestens 0,125 mol L! MgCl, im Ansatz enthalten sein musste, damit sich die in Abbil-
dung 21 (S. 81) gezeigten Nadeln ausbilden konnten. Ein verbessertes Kristallwachstum
durch Zusatz verschiedener Additive konnte aber leider nicht erreicht werden. Entweder bil-
deten sich Kristallnadeln oder die ODH prézipitierte im Ansatz.

Crystal Screen I enthélt weiterhin neun Bedingungen, die PEG 8000 als Prézipitanten
enthalten. Auch in diesen Ansdtzen konnten keine Kristalle entdeckt werden. Reihenversuche
bei 12 °C mit PEG 6000 fiihrten hingegen zu den in Abbildung 21 (G, H, I, S. 81) dargestell-
ten Kristallbiindeln. Bei PEG 6000 handelt es sich um den Prizipitanten, mit dem angeblich
auch Olomucki einen ODH-KTristall erhalten konnte. Zusatz von verschiedenen Ammonium-
sulfatkonzentrationen fiithrte jedoch, genau wie bei 20 °C, immer zur Prizipitation der ODH.
Auch bei PEG 6000 konnte durch Zugabe von Additiven keinerlei verbesserte Kristallmor-
phologie erreicht werden. Zusitzlich zu den bisher beschriebenen Bedingungen konnten mit
Crystal Screen I, Losung Nummer 38 (Hepes pH 7.5, 1,4 mol L™ Na-Citrat), bei 12 °C die in
Abbildung 22 (S. 83) gezeigten Kristalle erhalten werden. Deutlich ist zu erkennen, dass die
Kristalle aus iibereinander geschichteten Pléttchen bestehen. Es ist davon auszugehen, dass es

sich auf Grund der Kristallmorphologie nicht um einen Einkristall handelt.
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Durch Anfirben mit einem Coomassie-idhnlichen Farbstoff (IZIT " Crystal Dye), der
leicht in die groBen Losungsmittelkanile von Proteinkristallen diffundiert und diese blau an-
farbt (Abb. 23 A, B und C, S. 84) konnte gezeigt werden, dass es sich bei den beobachteten
kristallinen Strukturen eindeutig um Proteinkristalle handelt. Salzkristalle sind zu dicht ge-
packt, als dass der Farbstoff hineindiffundieren konnte. Sie werden deshalb bei diesem Test
nicht angeférbt. In einer SDS-PAGE konnte weiterhin gezeigt werden, dass es sich bei den
Kristallen eindeutig um ODH handelt. Es war jeweils eine deutliche Bande der erwarteten
GroBe zu erkennen. Zusitzlich sind, besonders bei den Kristallen, die mit Na-Citrat erhalten
wurden, einige Proteinbanden bei grof8eren Molekulargewichten zu erkennen. Hierbei handelt
es sich womoglich um ODH-Aggregate, die sich trotz einer Probenvorbereitung mit Aufko-
chen und Zusatz von DTT als Reduktionsmittel nicht auflosen lieen.

Auffallend ist bei allen drei Kristallisationsbedingungen, dass sich die Kristalle sehr
schnell (innerhalb von zwei bis drei Tagen) bilden. Versuche, die Aquilibrierung des Protein-
tropfens mit der Reservoirlosung durch Zusatz von Ol als Diffusionsbarriere zu verlangsamen
(Chayen, 1997), fiihrten zu keiner Verbesserung der Kristallmorphologie. Anscheinend bilden
sich die Kristalle bereits, wenn eine Aquilibrierung des Tropfens mit der Reservoirlosung bei
12 °C noch nicht vollstindig abgeschlossen ist. Verdnderungen des Verhiltnisses von Protein
zu Prizipitant im Tropfen fiihrten jedoch auch nicht zu besseren Kristallen.

Abbildung 26 (S. 87) zeigt die elektrophoretische Kontrolle der ODH-Homogenitét.
Im SDS-Gel ist eine einzelne ODH-Bande zu erkennen. In einem nativen Gel sind jedoch ver-
schiedene Banden zu erkennen. Alle sichtbaren Banden zeigen in der Formazanfarbung ODH-
Aktivitdt und konnten auch durch Western-Blot eindeutig als ODH-5His identifiziert werden.
Anscheinend aggregiert die ODH zu Di-, Tri-, und Tetrameren bzw. zu noch grofleren Aggre-
gaten. Im nativen Gel wird vornehmlich nach Ladung getrennt, allerdings werden Aggregate
im 12 %igen Trenngel auch auf Grund ihrer Grof3e retardiert. Die Laufstrecken der ODH-Ag-
gregate im nativen Gel werden daher immer kleiner.

Die ODH enthilt acht Cysteine, die nicht disulfidverbriickt vorliegen. Im nativen Gel
wurde auf Zusatz von DTT bei der Probenvorbereitung verzichtet, da durch DTT bei der Ak-
tivititsfarbung nicht-enzymatisch Formazan gebildet wird. Durch die starke Hintergrundfér-
bung sind distinkte ODH-Banden nicht zu erkennen. Womdglich kommt es im Sammelgel,
bedingt durch die Konzentrierung der Proteine an der Grenze zum Trenngel, lokal zu einer
sehr hohen ODH-Konzentration. Durch die freien Sulfhydrylgruppen koénnen sich leicht
ODH-Aggregate bilden, deren Auftrennung im Gel zu beschriebenem Bandenmuster fiihrt.
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In Kiristallisationsansitzen diffundiert Wasser aus dem Proteintropfen und fiihrt zu ei-
nem Anstieg der ODH-Konzentration im Ansatz. Im folgenden beginnen ODH-Molekiile zu
aggregieren. Diese Aggregation ist langsam genug, um nicht zur sofortigen Prizipitation der
ODH zu fithren. Womoglich lagern sich jedoch ODH-Molekiile mit ihren freien Sulfthydryl-
gruppen ungeordnet an die sich bildenden kristallinen Strukturen an. So entstehende ODH-
Kristalle wachsen dann bevorzugt nur in zwei Dimensionen, es bilden sich die beobachteten
Kristallnadeln bzw. Kristallpldttchen. Um einer moglichen Aggregation iiber Sulthydrylgrup-
pen vorzubeugen, wurde die ODH vor dem Einsatz im Experiment in 10 mmol L™ Hepes
pH 7.0, 1 mmol L' EDTA und 1 mmol L' DTT iiberfiihrt. DTT in Kristallisationsansitzen ist
jedoch ungiinstig, da die Konzentration durch Oxidation stetig abnimmt. Nach 3 bis 7 Tagen
ist simtliches DTT oxidiert.

Nach McPherson (1990) konnen inhomogene Proteinpriparationen, hervorgerufen
z.B. durch proteolytische Modifikation des Proteins wihrend der Isolierung oder das Vorhan-
densein von Isoenzymen, entscheidenden Einfluss auf das Kristallisationsverhalten des Prote-
ins nehmen. In der nativen Page sind zusitzlich zur monomeren ODH-Bande oft Satelliten-
banden mit einer etwas weiteren Laufstrecke zu erkennen (s. Pfeile in Abb. 26, S. 87 und 39,
S. 104). In der Literatur wurden solche Banden von Beaumont (1980) bei verschiedenen
ODHs beschrieben. Durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen der ODH-Priparationen
konnte die Intensitét dieser Banden gesteigert werden (Beaumont et al., 1980). Fiir Kristalli-
sationsversuche wurde immer frische gereinigte ODH eingesetzt, die nicht eingefroren war,
sondern immer bei 4 °C aufbewahrt wurde. Weiterhin wurden unterschiedliche Proteinprépa-
rationen nicht vereinigt. Trotzdem konnte es, z.B. durch Deamidierung von Asparagin- und
Glutamin-Resten, zu Mikroheterogenititen in der ODH-Suspension kommen. In Abbildung 4
(S. 55) ist ein natives Gel mit rekombinanter ODH zum Vergleich der verschiedenen ODH-
Isoformen gezeigt. Ebenfalls aufgetrennt wurde dort die ODH-Mutante D369N (erzeugt aus-
gehend von ODH-5His, Form B), deren Laufstrecke mit der Isoform A der ODH iibereinstim-
mt. Hierdurch zeigt sich, dass schon eine modifizierte Aminosdure, wodurch z.B. eine negati-
ve Ladung entfernt wird, ausreicht, um ein veridndertes Laufverhalten der ODH in der nativen
PAGE zu verursachen. Die Abbildungen 26 (S. 87) und 39 (S. 104) zeigen jeweils eine domi-
nierende ODH-Bande und zusitzlich eine schwicher ausgeprigte Satellitenbande (Pfeile).
Denkbar wire als Erkldrung eine Deamidierung, die nur einen Teil der ODH-Molekiile be-
trifft und so eine inhomogene ODH-Préparation verursacht.

Nicht-enzymatische Deamidierung ist der hauptsidchliche Bestandteil einer chemi-

schen Degradierung z.B. bei der Alterung von Proteinen (Wright, 1991a und b). Die Deami-
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dierung von L-Asparagin verlduft tiber ein Succinimidderivat und fiihrt zu einem a- oder
B-verkniipften Aspartat (isoAspartat) (Geiger und Clarke, 1987; Patel und Borchard, 1990).
Die Geschwindigkeit der Deamidierung wird stark durch die Seitenketten der C-terminal fol-
genden Aminosdure bestimmt, so erfolgt z.B. eine Deamidierung besonders schnell bei Asn-
Gly oder Asn-Ser (Geiger und Clarke, 1987; Capasso et al., 1989; Wright, 1991b). Weiterhin
begiinstigen hohe Ionenstirken die Deamidierung (Capasso et al., 1991). So koénnte z.B. die
Ammoniumsulfatfillung oder die hohe Ionenstirke des Lysepuffers (300 mmol L™ NaCl) bei
der Ni-NTA-Chromatographie eine partielle Deamidierung der ODH begiinstigen. Die Hete-
rogenitidt der ODH-Préparation konnte auch durch isoelektrische Fokussierung bestétigt wer-
den (Abb. 26 C, S. 87). Hier konnte eine Bande mit einem pl von 5.2 sowie eine etwas schwi-
cher ausgeprigte Bande mit einem pl von ca. 5.1 detektiert werden. Womdoglich sind die Pro-
bleme bei der Kristallisation der ODH mitunter auf diese Mikroheterogenititen zuriickzufiih-
ren. Vielleicht wire es moglich, die negativer geladene ODH-Form z.B. durch einen Anionen-
austauscher als dritten chromatographischen Schritt aus der Priparation zu entfernen und so
die Kristallisationseigenschaften der ODH zu verbessern.

Von einigen Autoren wurde auch auf Unterschiede im Kristallisationsverhalten von re-
kombinanten Proteinen mit- bzw. ohne Affinititsmarkierungen hingewiesen (Bucher et al.,
2002). In den letzten Jahren hat die Anzahl der gelosten Strukturen von Proteinen, die mit ei-
nem His-Tag kristallisiert wurden, in der Proteindatenbank betridchtlich zugenommen. Um ei-
nen Einfluss des His-Tags auf die Kristallisation der ODH auszuschlie3en, wurde in der vor-
liegenden Arbeit auch ODH ohne Affinititsmarkierung in Kristallisationsversuchen einge-
setzt. Mit dieser unverldngerten ODH konnten aber keine Kristalle erhalten werden. Alle bis-
her beschriebenen Bedingungen, bei denen sich kristalline Strukturen bildeten, wurden mit
ODH-5His bzw. ODH-LEG6His erhalten. Auch ein ,,Sparse matrix Screen* mit unverldngerter
ODH bei 12 °C sowie bei 20 °C fiihrte zu keinen neuen Kristallisationsbedingungen. An-
scheinend hat im Fall der ODH die C-terminale Verldngerung einen positiven Einfluss auf das
Kristallisationsverhalten, wobei es keinen Unterschied zwischen der ODH mit fiinf Histidinen
oder der ODH-LEG6HEis gibt.

Weiterhin wurde versucht, durch Zugabe von NAD" und NADH die Kristallisationsei-
genschaften zu verbessern. Die Zugabe dquimolarer Mengen an Coenzym fiihrte aber zur Pri-
zipitation der ODH in Bedingungen, unter denen sich ohne Coenzym kristalline Strukturen
bildeten. Wie bereits hinreichend von anderen NADH-bindenden Enzymen z.B. LDH, Alko-
holdehydrogenase oder GAPDH bekannt ist, fithrt die Bindung des Coenzyms zu strukturellen
Veridnderungen im Enzym (z.B. Bolotina ef al., 1967a und b; Branden und Eklund, 1977; Jae-
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nicke et al., 1979, Leslie und Wonacott, 1983). Auch fiir die ODH wurden von verschiedenen
Autoren strukturelle Verdnderungen durch die Coenzymbindung beschrieben (Pho et al.,
1970; Huc et al., 1971, Olomucki et al., 1972, Oriol und Olomucki, 1972). Im Fall der ODH
scheint die Konformationsidnderung auszureichen, damit unter bestehenden Bedingungen kei-
ne Kristalle mehr gebildet werden. Ein mit Enzym und Coenzym durchgefiihrter ,,Sparse mat-
rix screen‘ konnte keine alternativen Kristallisationsbedingungen aufzeigen.

Die rontgenographische Untersuchung der ODH-KTristalle, die mit Na-Citrat als Prizi-
pitant gebildet wurden, bestitigten die Vermutung, dass es sich bei den Kristallen nicht um
Einkristalle handelt. Anscheinend sind mehrere Kristallplittchen miteinander verwachsen und
fiihren so zu iiberlagerten Gittern im Diffraktionsbild. Eine Elementarzelle lie8 sich leider mit
bestehenden Aufnahmen nicht bestimmen (O. H. Weiergriber, personliche Mitteilung).

In Zukunft miissen die Kristallisationsbedingungen fiir die ODH noch weiter verbes-
sert und mogliche Heterogenititen der Enzympréparation ausgeschlossen werden, um zu ei-

nem Kiristall zu gelangen, der fiir die Strukturaufkldrung verwendbar ist.

4.4 NMR-spektroskopische Untersuchungen

In den letzten Jahren hat sich die NMR-Spektroskopie neben der Rontgenstrukturanaly-
se als Methode zur Strukturbestimmung von Proteinen etabliert. Die GroB3e der zu untersu-
chenden Molekiile konnte zu immer hoheren Molekulargewichten verschoben werden. Insbe-
sondere bei Molekiilen iiber 40 kDa bietet die NMR sich auch fiir Faltungs- und Bindungsstu-
dien an. In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung der 43.3 kDa gro3en ODH fiir die
NMR-Spektroskopie untersucht.

Abbildung 27 (S. 89) zeigt ein eindimensionales Protonenspektrum der ODH. Das
Spektrum zeigt eine starke Uberlagerung der Amidresonanzen, wie sie fiir ein Protein dieser
GroBe zu erwarten war. Es lieBen sich keine Anzeichen fiir Aggregatbildung sowie fiir das
Vorliegen eines unvollstindig gefalteten Proteins finden. Die stark iiberlagerten Amidreso-
nanzen sollten sich durch heteronukleare Einbindungskorrelationsspektren auflésen lassen,
wozu die ODH mit ’N-Ammoniumchlorid markiert wurde. Die spezifische Aktivitit lag im
Endprodukt bei 476 U mg™ und ist mit der Reinheit unmarkierter ODH vergleichbar. In Ab-
bildung 28 (S. 90) ist ein (‘H-""N)-HSQC-TROSY-Spektrum der '°N-markierten ODH-5His
gezeigt. Die Dispersion der Amidprotonen erschien ausreichend, um zu versuchen, die einzel-
nen Resonanzen mit Hilfe von 3D-Experimenten den Aminosiduren zuordnen zu konnen. Es
konnten 367 Resonanzen detektiert werden. Die ODH enthilt 18 Proline, die im heteronuklea-

ren Einbindungskorrelationsspektrum nicht dargestellt werden, da sie keine Amidprotonen
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enthalten. Es fehlen somit die Resonanzen von 14 Aminosduren (ODH: 399 AS), was aber
durchaus nicht ungewdohnlich ist, da immer einige Amide einen ungiinstigen Austausch mit
dem Losungsmittel zeigen konnen.

Fiir die Aufnahme heteronuklearer 3D-Spektren wurde eine uniform 13’C,ISN,ZH—mar—
kierte Probe benotigt. Die ODH wurde dazu in Minimalmedium angezogen, das mit DO her-
gestellt worden war und '>N-Ammoniumchlorid sowie *C-Glukose enthielt. Obwohl die Bak-
terien durch Anzucht in M9-Medium mit 50 % D,O und danach in 100 % D,O an das deute-
rierte Wasser gewohnt wurden, war die Bakterienausbeute sehr gering. Es konnten aus einem
Liter Medium lediglich 2.5 g Bakterien gewonnen werden (LB-Medium 6.5 g). Im Rohextrakt
fanden sich 2.076 U ODH und lediglich 59 mg Protein. Verglichen mit dem Ergebnis aus
einer 1 L LB-Kultur war nur ein zehntel der ODH-Aktivitdt und ein fiinftel der Proteinmenge
enthalten. Das geringe Expressionsniveau der ODH wurde auch bei der durchgefiihrten Ni-
NTA-Chromatographie deutlich, deren Verlauf in Abbildung 29 (S. 91) dargestellt ist. Stei-
gende Imidazol-Konzentrationen im Eluenten fiihrten zu einem Anstieg der Extinktion bei
280 nm, die eluierende ODH ist lediglich als sehr kleiner, zusitzlicher Extinktionsanstieg im
Elutionsprofil zu erkennen, der aber durch Aktivititsmessung der ODH zugeordnet werden
konnte. Bedingt durch die geringe Menge an ODH wurde auf weitere Reinigungsschritte ver-
zichtet, da diese immer mit Proteinverlust verbunden sind. Das Endprodukt enthielt 427 U
ODH. Bei einem Proteingehalt von 7.3 mg ergab sich eine spezifische Aktivitit von lediglich
59 U mg”, die nur kaum gegeniiber dem Rohextrakt (35 U mg™) erhdht war. Die geringe Ak-
tivitdat der ODH ist wahrscheinlich auf die Deuterierung zuriickzufiihren.

Durch die geringe Konzentration der Probe von lediglich 0.17 mmol L waren die
durchzufiihrenden Experimente eingeschriankt. Abbildung 30 (S. 93) zeigt die iiberlagerten
Spektren von '’N-ODH und dreifach-isotopenmarkiertem Enzym. Deutlich sind mindestens
41 Resonanzen zu erkennen, die in der deuterierten Probe nicht auftauchen. Der grofte Teil
der Protonen in der ODH bestand durch die Anzucht in deuteriertem Wasser aus Deuteronen.
Durch die Reinigung in Puffern, die mit H,O hergestellt wurden, tauschen labile Amide, z.B.
die Amide der Proteinbindung, ihre Deuteronen mit den Losungsmittel Protonen aus. An-
scheinend sind in der ODH aber viele Aminosduren so stark vom Lésungsmittel abgeschirmt,
dass hier kein Austausch mit den Protonen des Wassers erfolgen konnte. Zusammen mit den
nicht detektierten Resonanzen im ""N-HSQC fehlen fiir eine sequenzspezifische Zuordnung
nun Resonanzinformationen von ca. 60 Aminosduren, was eine Zuordnung fast unméglich
macht. In einem nach acht Wochen aufgenommenen Spektrum waren einige der verschwun-

denen Resonanzen aufgetaucht, die Mehrzahl konnte jedoch immer noch nicht detektiert wer-
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den. Diese Aminoséduren scheinen absolut keinen Zugang zu Losungsmittelmolekiilen zu be-
sitzen.

In der Literatur sind Beispiele von Proteinen enthalten, bei denen durch Denaturierung
und anschliefende Renaturierung der Austausch auch tief im Molekiilinnern verborgener A-
mide erzwungen werden konnte (z.B. Tugarinov et al., 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wur-
de mit verschiedenen Methoden versucht ODH zu denaturieren und anschliefend wieder in
eine native Form zuriickzufalten. Zettelmeissl (1984) und Teschner (1987) beschrieben die
Riickfaltung denaturierter ODH durch schnelles Verdiinnen, wobei sie unter anderem spektro-
fluorimetrische Methoden zur Detektion des Faltungszustandes benutzten. Es gelang ihnen,
70 % der ODH in ihre urspriinglichen Zustand zuriickzufalten. Bei den fehlenden 30 % wurde
angeblich ein anderer Faltungszustand am Ende des Experiments erreicht. In der vorliegenden
Arbeit wurde lediglich die Enzymaktivitit als Indiz fiir eine korrekt riickgefaltete ODH ver-
wendet. In den beschriebenen Publikationen wurde leider die Aktivitat immer auf die nach
Riickfaltung erhaltene Aktivitdt normiert, was einen Vergleich erschwert. Durch schnelles
Verdiinnen konnten im Fall der rekombinanten ODH lediglich fiinf Prozent der urspriingli-
chen Aktivitidt wiederhergestellt werden. Ein graduelles Verdiinnen des Denaturanten durch
Dialyse fiihrte zur irreversiblen Ausfillung der ODH bei Konzentrationen unter 4 mol L.
Auch Versuche, die ODH durch Affinititschromatographie mit Ni-NTA oder Gelfiltration zu
renaturieren, fithrten lediglich zu Ausbeuten von hochstens 5 %. Abbildung 31 (S. 94) zeigt
exemplarisch einen Gelfiltrationslauf mit denaturierter ODH. Anscheinend aggregieren hier
ODH-Molekiile zu hochmolekularen Komplexen, die nach und nach von der Gelfiltrations-
sdule eluieren. Mitunter war auch korrekt gefaltete ODH in den Fraktionen enthalten, jedoch
konnte diese nicht durch einen distinkten Proteinpeak von den Aggregationsprodukten unter-
schieden werden.

Durch Titrationsexperimente sollte jedoch untersucht werden, ob sich einzelne Amino-
sduren identifizieren lieBen, die an der Substratbindung beteiligt sind. Hierzu wurden Einbin-
dungskorrelationsspektren in Abhédngigkeit von verschiedenen Ligandenkonzentrationen auf-
genommen. Die chemischen Verschiebungen der Riickgratamide werden von lokalen geomet-
rischen und elektrostatischen Anderungen beeinflusst, die durch die Bindung eines Liganden
verursacht werden. Die Interaktion mit einem Liganden verindert die magnetische Umgebung
der Stickstoff- und NH-Atome am Protein-Substrat-Interface und ldsst sich in 15N—IH—HSQC—
Spektren nachweisen (Fielding, 2003; Meyer und Peters, 2003).

Mit Hilfe der NMR konnte so auf recht unkonventionelle Weise die mogliche Bin-
dungsreihenfolge der Substrate aufgekldrt werden. Bisherige Untersuchungen der ODH und
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der Reihenfolge der Substratbindung waren auf kinetische Techniken beschrinkt. Allerdings
kamen die beteiligten Gruppen teilweise auf unterschiedliche Ergebnisse. Monneuse-Doublet
und Olomucki (1975 a & b, Monneuse-Doublet et al., 1978) postulieren fiir die Ligandenbin-
dung an ODH eine geordnete Reihenfolge bei der zuerst das Coenzym NADH bindet, gefolgt
von Pyruvat und L-Arginin. Pyruvat reagiert mit L-Arginin unter Dehydratisierung zu einer
Schiffbase. Auf diesen Ubergangszustand erfolgt schlieBlich der Hydridtransfer vom NADH,
wodurch D-Octopin entsteht. Auch Schrimsher und Taylor (1984) gehen davon aus, dass zu-
erst das Coenzym an das Enzym binden muss. Nachfolgend sollen die Substrate in zufilliger
Reihenfolge binden.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Titrationsexperimente bestitigen, dass
als erstes das Coenzym binden muss. Wie die Abbildungen 32 (S. 95) und 33 (S. 96) zeigen,
verdndert sich durch Coenzymbindung die chemische Umgebung vieler Amidprotonen, wo-
durch sich ihre Resonanzpeaks verschieben. Es sind aber nicht nur die Resonanzen einzelner
Aminoséduren betroffen, sondern es verschieben sich die Peaks eines Grofteils der Aminoséiu-
ren, was auf eine strukturelle Verdnderung der ODH durch die Coenzymbindung hindeuten
konnte. Wurden Pyruvat oder L-Arginin zur ODH titriert, so lie} sich keine Bindung nach-
weisen; es verschoben sich keine Resonanzpeaks in den Spektren.

War die ODH jedoch vor der Titration mit NADH abgesiittigt, so lie3 sich eine Bindung
von L-Arginin detektieren. Auch bei Bindung von L-Arginin war ein Grofteil der Amidproto-
nen von einer Veridnderung ihrer chemischen Umgebung betroffen, die sich in wandernden
Peaks duBerte (s. Abb. 34, S. 98). Mit einer Titration von Pyruvat zum ODH-NADH-Kom-
plex konnten hingegen keine chemischen Verschiebungen detektiert werden. Anscheinend
bindet zuerst das Coenzym NADH, wodurch die ODH strukturell so verandert wird, dass im
nachfolgenden L-Arginin gebunden werden kann. Als letztes Substrat bindet dann Pyruvat.

Betrachtet man die Vielzahl der wandernden Amidresonanzpeaks bei Titration von
L-Arginin zum ODH-NADH-Komplex, so lédsst sich vermuten, dass auch die Argininbindung
zu strukturellen Verdnderungen im Enzym fiihrt. Einerseits werden damit Bedingungen ge-
schaffen, die es ermoglichen, Pyruvat zu binden, andererseits wird so das Coenzym in raum-
liche Nihe zum entstehenden Ubergangszustand gebracht, damit ein Hydridtransfer stattfin-
den kann. Die ODH verhindert so, dass Pyruvat ohne L-Arginin zu Laktat reduziert wird. Ei-
ne Konformationsénderung durch Bindung des Aminosiuresubstrats wird auch von Britton e?
al. (1998) fiir die N-(1-D-carboxyethyl)-L-Norvalin Dehydrogenase (CENDH) postuliert. Der
Abstand der nukleotidbindenden zur substratbindenden Doméine ist mit 8 A zu grof3, als dass

ein Hydridtransfer stattfinden konnte.
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Zusitzlich wurden die Titrationsexperimente dazu benutzt, die Dissoziationskonstanten
fiir NADH, NAD" und L-Arginin zu bestimmen. Die chemischen Verschiebungen ausgewihl-
ter Resonanzpeaks wurden nach Gleichung 2.7 gewichtet und in Abbildung 35 (S. 99) gegen
die jeweilige Liganden-Konzentration aufgetragen. In den resultierenden Graphen wurde
durch nicht-lineare Regression die Dissoziationskonstante Kp bestimmt (s. Abb. 35, S. 99).
Fiir NADH ergab sich ein Wert von 62 pumol L, der grofBenordnungsmilig im Bereich der
Literaturwerte liegt (Baici et al., 1974 sowie Monneuse-Doublet und Olomucki, 1975:
Kp 20 umol L™). Auch die Dissoziationskonstante fir NAD* liegt mit 400 pmol L' im Be-
reich der Literaturangaben (Baici et al., 1974: 260 umol L'l; Luisi et al., 1975: 250 pmol L'l;
Monneuse-Doublet und Olomucki, 1975: 375 pmol L'l). Zusitzlich konnte die Dissoziations-
konstante fiir L-Arginin mit 4.1 mmol L'bestimmt werden, fiir die es keine Angaben in der
Literatur gibt. Der Wert stimmt jedoch gut mit der Dissoziationskonstante iiberein, die fiir
L-Arginin durch isothermale Titrationskalorimetrie bestimmt wurde (Nadine van Os, person-
liche Mitteilung).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich die ODH durchaus fiir NMR-spek-
troskopische Experimente eignet. Probleme bei der sequenzspezifischen Zuordnung der Reso-
nanzen, bedingt durch die Deuterierung des Proteins, konnten sich womdglich durch eine ver-
dnderte oder gezieltere Isotopenmarkierung umgehen lassen (Coughlin et al., 1999; Tugarinov

und Kay, 2003; Fiaux et al., 2004; Tugarinov et al., 2004).

4.5 Der Reaktionsmechanismus der ODH

Als einziges Enzym aus der Familie der Opindehydrogenasen ist bis heute die bakteriel-
le N-(1-D-carboxyethyl)-L-Norvalin Dehydrogenase (CENDH) kristallisiert worden. Genau
wie die tierischen Opindehydrogenasen katalysiert sie die NADH-abhingige, reduktive Kon-
densation von Pyruvat mit einer Aminoséure.

Vornehmlich werden von der CENDH hydrophobe L-Aminosduren wie Methionin, Iso-
leucin, Valin und Phenylalanin umgesetzt. Die CENDH gehort auch zu Opindehydrogenasen
der (D,L)-Familie. Im Unterschied zu tierischen Opindehydrogenasen handelt es sich bei ihr
um ein dimeres Protein, das aus zwei identischen Untereinheiten mit je 359 Aminosiduren
(36 kDa) besteht (Dairi und Asano, 1995). Britton ef al. gelang 1998 die Strukturaufkldrung
dieses Enzyms. Die Sequenzidentitdt mit tierischen Opindehydrogenasen liegt zwischen 15
und 25 %. Nach JanBen (2000) und Kan-No (2005) kann die CENDH, nicht zuletzt auf Grund
des selben Reaktionsmechanismus, als homologes Enzym zu den tierischen Opindehydroge-

nasen betrachtet werden.
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Die Aminosduresequenz der CENDH wurde daher in Sequenzvergleiche mit tierischen
Opindehydrogenasen einbezogen. Weiterhin wurde die Kristall-Struktur der CENDH benutzt,
um die Lage konservierter Aminosduren strukturell einzuordnen (s. Abb. 46). Fiir die gerich-
tete Mutagenese wurden in einem ersten Schritt vornehmlich jene Aminosduren ausgewihlt,
die in allen Sequenzen konserviert waren und von denen eine Beteiligung an der Katalyse ver-
mutet wurde. Weiterhin sollten diejenigen Aminoséduren identifiziert werden, welche die Sub-

stratspezifitit der Opindehydrogenasen determinieren.

Abb. 46 Kristallstruktur der N-(1-D-carboxyethyl)-L-Norvalin Dehydrogenase (CENDH) aus Arthrobac-
ter spec. (pdb-Code 1bg6; Britton et al., 1998). Dargestellt sind ausgewihlte Aminosédurereste, die in der P.
maximus-ODH mutiert wurden. Mit Hilfe der CENDH-Struktur konnen diese Aminosduren raumlich eingeord-
net werden. Weiterhin sind hier die beiden Aminoséuren, die zu dem von Monneuse und Rouzé (1987) beschrie-
benen DXXR-Motiv gehoren blau markiert (D238 und R241).

Die ODH-Muteine wurden analog zum wildtypischen Enzym im E. coli-Stamm

ER2566 exprimiert. Erwartungsgemif3 konnte nicht bei allen Muteinen ODH-AKktivitit im
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Rohextrakt detektiert werden. Die Kontrolle der Expression erfolgte durch SDS-PAGE und
Westernblot mit einem gegen den His-Tag gerichteten Antikdrper. Abbildung 36 (S. 100)
zeigt beispielhaft die Western-Blotanalyse der ODH-Mutanten C8A und E252A. Deutlich ist
zu erkennen, dass sich in den l6slichen Fraktionen der Rohextrakte weniger ODH-5His befin-
det, als in den unloslichen. Anscheinend fiihrt schon der Austausch einzelner Aminosduren in
der ODH zu einer vermehrten Aggregation des Enzyms im bakteriellen Cytoplasma. Betrach-
tet man die in Abbildung 37 (S. 101) dargestellten Elutionsprofile der Ni-NTA-Chromatogra-
phie verschiedener ODH-Muteine, so bestitigen sich diese Beobachtungen. Im Rohextrakt
enthaltene ODH-5His konnte an die Ni-NTA-Matrix gebunden und durch Imidazol eluiert
werden. Deutlich erkennbar ist, dass der Proteinpeak der eluierenden ODH unterschiedlich
ausgepragt, bzw. z.B. bei der Mutante E252A fast nicht erkennbar ist. Der alleinige Austausch
von Glutamat gegen Alanin an Position 252 fiihrt zu einer ODH-Aggregation in der unlosli-
chen Phase.

Longenecker (2001), Mateja (2002) und Derewenda (2004) beschreiben in einer Reihe
von Veroffentlichungen den Einfluss von Lysin- und Glutamatresten auf die Loslichkeit und
das Kristallisationsverhalten von Proteinen. Beide Reste zeigen eine ausgeprigte konformati-
onelle Entropie. Obwohl Lysin- und Glutamatreste meistens an der Proteinoberfldche vor-
kommen (nur 6 % der Lysin- und 12 % der Glutamatreste befinden sich tief im Proteininne-
ren) sind diese Aminoséduren selten an intermolekularen Kontakten von oligomeren Proteinen
beteiligt. Ein Austausch dieser grolen hydrophoben Reste gegen Alanin fiihrt zu Proteinober-
flichen, die tiber konformationell homogenere Kontaktflichen verfiigen, wodurch sich ver-
schiedene Proteine besser oder tiberhaupt erst kristallisieren lassen (Derewenda, 2004).

Wie die Mutation E252 gegen Alanin zeigt, wird bereits durch den Austausch eines
Glutamats die Aggregation der ODH gefordert. Leider findet diese Aggregation bereits im
Bakterium statt. Der 16sliche Teil des Rohextraktes enthidlt nur einen geringen Anteil an
ODH-E252A, der jedoch durch Ni-NTA-Chromatographie gereinigt werden konnte. Die Pro-
teinmenge war leider zur Durchfiihrung von Kristallisationsexperimenten nicht ausreichend.

T89V und C8A sind ebenfalls Muteine, deren Anteil in der 16slichen Phase des Rohex-
traktes nur gering und deren korrespondierende Proteinpeaks bei der Chromatographie gegen-
iiber wildtypischem Enzym erheblich verringert waren, da sich der grofite Teil des exprimier-
ten Proteins in der unloslichen Phase befand. Bei diesen Mutanten wurden polare, aber unge-
ladene Aminoséduren gegen unpolare, hydrophobe Reste ausgetauscht, wodurch eine Aggrega-

tion im bakteriellen Cytoplasma begiinstigt werden konnte. Bei allen Mutanten konnte im
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Eluat nach Metallchelataffinititschromatographie ODH-Aktivitit detektiert werden, die je-

doch im Vergleich mit wildtypischer ODH-5His oft betrichtlich verringert war.

4.5.1 Kinetische Eigenschaften wildtypischer ODH-5His

Da in dieser Arbeit ODH-Muteine hergestellt und kinetisch charakterisiert werden soll-
ten, war es notwendig, auch das ,,wildtypische* Enzym eingehend zu untersuchen. In der Ver-
gangenheit wurden bereits von zahlreichen Arbeitsgruppen die kinetischen Parameter der
ODH-Reaktion beschrieben, wofiir aus Pecten maximus gereinigtes Enzym verwendet worden
war (Monneuse-Doublet und Olomucki, 1975a und b; Luisi et al., 1975; Schrimsher und Tay-
lor, 1984). Eine Arbeitsgruppe reinigte die ODH selbst, eine andere kaufte die eingesetzte
ODH. Von der kommerziell vertriebenen ODH ist bekannt, dass sie zu einem erheblichen An-
teil mit anderen Proteinen, unter anderem mit der Malatdehydrogenase, verunreinigt ist
(Grieshaber, personliche Mitteilung; Gédde und Carlsson, 1984). Fiir die rekombinante ODH-
S5His wurden noch keine Michaelis-Konstanten bestimmt. Ein direkter Vergleich der Werte
wird allerdings dadurch erschwert, dass damals bei einer heutzutage uniiblichen Temperatur
von 30 °C oder 33 °C gemessen wurde. In dieser Arbeit wurde die ODH-AKktivitit nach Gries-
haber et al. (1978) in einem TRA-Puffer pH 7.0 bei 25 °C bestimmt. In anderen Publikationen
wurde z.B. ein Phosphatpuffer pH 6.6 oder 6.9 benutzt. Fiir die Riickreaktion (Octopinoxida-
tion) wurde ein Glycin/NaOH-Puffer pH 9.6 nach Luisi et al. (1975) benutzt.

Tab. 18 Michaelis-Konstanten fiir die verschiedenen Substrate der ODH. Die Tabelle zeigt die Literaturwer-
te fiir die verschiedenen Substrate im Vergleich zu den Werten fiir rekombinante ODH-5His und rekombinante
ODH ohne Affinititstag. Die Literaturwerte stammen [a] von Monneuse-Doublet und Olomucki (1975) und [b]
von Luisi et al. (1975).

Substrat Literaturwerte ODH-5His ODH,, ohne Tag
Pyruvat 01751 nr:]nr]noollLL-:[T:)] 0.77 mmol L 0.5 mmol L

L-Arginin 02.;9%?;"':1[2] 0.5 mmol L' 0.34 mmol L

D-Octopin 1; 222: ::1 E 1.3 mmol L 1 mmol L™
NADH 31.2 umol L™ 20 pmol L 12.6 umol L™

Die Michaelis-Konstanten der ODH-5His fiir Pyruvat, L-Arginin und NADH, sowie fiir
Octopin liegen alle in der GroBenordnung, die fiir nicht-rekombinante ODH aus Pecten

maximus bestimmt worden waren (Tab. 18). Es wurden in dieser Arbeit fiir die verschiedenen
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Muteine jeweils ebenfalls die kinetischen Parameter der einzelnen Substrate bestimmt, um
moglicherweise Aussagen iiber die Beteiligung verschiedener, ausgewéhlter Aminosédurereste
an der ODH-Reaktion machen zu konnen. Auf die Eigenschaften der verschiedenen Muteine
wird im weiteren Verlauf der Diskussion eingegangen.

Die getrennt klonierten und exprimierten Isoformen ODH-A und B unterscheiden sich
in ihren kinetischen Parametern nicht, wie es auch schon fiir nicht-rekombinante ODH be-
schrieben wurde, bei der die beiden Isoformen getrennt voneinander isoliert worden waren
(Monneuse-Doublet, 1980; Zettlmeissl et al., 1984). Isoformen, die speziell die Pyruvatreduk-
tion bzw. die Octopinoxidation katalysieren, wie es z.B. bei Sepia officinalis beschrieben wur-
de (Storey, 1977; Storey und Storey, 1979b), sind im Adduktormuskel der Pilgermuschel Pec-
ten maximus nicht zu finden.

Es konnte jedoch ein Unterschied in den kinetischen Parametern zwischen der unverlén-
gerten ODH und den Octopindehydrogenasen mit einem His-Tag festgestellt werden. Im Falle
des unverlidngerten Enzyms waren die K,,-Werte fiir alle untersuchten Substrate gegeniiber
der ODH-5His geringfiigig erniedrigt. Womoglich unterscheiden sich die beiden Enzyme,
z.B. bedingt durch den C-terminalen His-Tag, geringfiigig in ihrer Struktur, wodurch sich die
leicht unterschiedlichen kinetischen Parameter erkldren lassen. Weiterhin lassen sich auch die
geringfiigigen Unterschiede zwischen ODH aus der Pilgermuschel und rekombinantem En-
zym auf eine etwas verdnderte Faltung der rekombinanten ODH aus E. coli zuriickfiihren, da
sich die bakteriellen Faltungshelfer von den eukaryotischen unterscheiden, bzw. bedingt
durch hohe Expressionslevel mit der korrekten Faltung der Zielproteine iiberfordert sein
konnten (Baneyx, 1999; Baneyx und Mujacic, 2004).

Zusitzlich zeigt die ODH sowohl bei Verwendung von Pyruvat, L-Arginin und
D-Octopin eine Substratinhibition, die auch schon von Schrimsher und Taylor (1984) be-
schrieben wurde. Dieses Phianomen, das bei vielen Enzymen beobachtet werden kann, wird
allerdings oft vernachléssigt, da Substratinhibition meist im nicht-physiologischen Konzentra-
tionsbereich auftritt. Auf die Substratinhibition wird jedoch spiter in der Diskussion noch

ausfiihrlicher eingegangen.

4.5.2 Gerichtete Mutagenese von Cystein-Resten
Die ODH enthilt insgesamt acht Cystein-Reste. Nach Sheikh und Katiyar (1993a und b

sowie 1994) soll mindestens ein Cystein an der Katalyse beteiligt sein. Mit dem Computer-
Programm ,,Disulfind* wurden fiir die ODH keine Disulfidbriicken vorhergesagt, was expe-

rimentell durch Titration der Sulfhydrylgruppen mit DTNB (Ellman-Reagenz) im denaturier-
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ten Enzym nachgewiesen werden konnte. In der nativen ODH findet sich lediglich eine Sulf-
hydrylgruppe, die durch DTNB modifiziert werden konnte. Inkubation der ODH mit DTNB
oder p-Chlormercuribenzoat (PCMB) fiihrte zu einer Inhibition der ODH. Mit PCMB war in-
nerhalb von fiinf Minuten keinerlei ODH-Aktivitit mehr zu detektieren, wohingegen mit
DTNB die Inhibition erheblich ldnger dauerte. Nach 100 Minuten waren hier z.B. noch 20 %
der urspriinglichen Aktivitit im Ansatz enthalten. Die Affinitit der Quecksilberverbindung
PCMB zu Sulfhydrylgruppen ist erheblich grofler, als die Affinitdt des Ellmans Reagenz. So
reichten auch schon mikromolare Konzentrationen, um eine vollstindige Inhibition der ODH
zu erreichen. Mit DTNB, obwohl hoher konzentriert, dauerte die Inhibition erheblich ldnger.
Allerdings konnte DTNB, aufgrund einer geringen Loslichkeit, nicht konzentrierter im Expe-
riment eingesetzt werden.

Um das durch DTNB modifizierbare Cystein zu detektieren, wurden alle acht Cysteine
der ODH durch gerichtete Mutagenese entweder gegen Glycin oder gegen Alanin ausge-
tauscht. Von den resultierenden Muteinen konnten sieben durch PCMB gehemmt werden. Le-
diglich die Mutante, bei der Cystein 148 gegen Serin und Alanin ausgetauscht worden war,
konnte weder durch PCMB noch durch DTNB gehemmt werden. Bei Cystein 148 (Pecten-
Nummerierung) handelt es sich weiterhin um das einzige Cystein, das in allen untersuchten
Sequenzen konserviert ist (s. Abb. 42, S. 109). Bei der CENDH liegt das entsprechende
Cystein (C142) am Eingang der Nukleotidbindedoméne (s. Abb. 46, S. 136). Es ist leicht vor-
stellbar, dass die NADH-Bindung sterisch behindert ist, wenn dort Liganden mit Benzolrin-
gen, wie z.B. DTNB oder PCMB gebunden sind. Durch die Lage dieses Cysteins lédsst sich
weiterhin erkldren, warum durch Alkylierung mit Iodacetamid keine Inhibition der ODH er-
zielt werden konnte. Der Alkylrest ist klein genug, um die Bindung von NADH und anderer
Substrate nicht zu behindern.

Cystein 148 wurde sowohl gegen Serin, als auch gegen Alanin ausgetauscht. Die resul-
tierenden Muteine unterschieden sich untereinander nicht in ihren kinetischen Eigenschaften,
jedoch gegeniiber der ODH-5His. Die K,-Werte fiir Pyruvat und L-Arginin waren um den
Faktor 3 gegeniiber der ODH-5His erhoht, die Michaeliskonstante fiir NADH um den Faktor
2. Der Ubergangszustand der Reaktion war jeweils um ca. 3 kJ mol™ weniger stabilisiert als
beim Wildtyp, wodurch sich die erhohten K,,-Werte fiir die verschiedenen Substrate erklidren
lassen. Anscheinend hat Cystein 148 eine strukturelle Bedeutung und die Mutation zu Serin
bzw. Alanin verindert die Struktur der ODH so, dass der Ubergangszustand der Reaktion ein
wenig schlechter stabilisiert wird. Die Auswirkungen sind aber so gering, als dass eine direkte

Beteiligung am Reaktionsmechanismus, wie von cysteinabhéngigen Dehydrogenasen z.B. der
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GAPDH aus E. coli bekannt (Mougin et al., 1988), eher unwahrscheinlich erscheint. Zusitz-
lich sind zahlreiche Dehydrogenasen nur aktiv, wenn Zink fest an ein Cystein im aktiven Zen-
trum gebunden ist. Die Beteiligung von Metallionen an der Katalyse kann fiir die ODH je-
doch ausgeschlossen werden (van Thoai et al., 1969).

Betrachtet man die Enzym-Ausbeuten einer 1L-Kultur der verschiedenen Cystein-Mu-
tanten, sowie den Vergleich der 16slichen mit der unldslichen Phase des Rohextraktes der Mu-
tante C8A, der in Abbildung 36 (S. 100) dargestellt ist, so wird deutlich, dass auch die Aus-
tausche der Cysteine gegen Alanin oder Glycin anscheinend zu einer erhohten Aggregation
der ODH im Bakterium fithren. Womoglich erfiillen die Cysteine vornehmlich strukturelle
Aufgaben in der ODH, obwohl sie nicht an Disulfidbriicken beteiligt sind. Durch den Aus-
tausch gegen Alanin oder Glycin konnten von verschiedenen Cysteinresten ausgehende Was-
serstoffbriicken fehlen, was zu einer leicht verianderten Struktur der Muteine fiihrt. Mitunter
gelangen so hydrophobe Aminoséurereste an die Enzym-Oberfliche, die zu einer Aggregation
im bakteriellen Cytoplasma beitragen. Die strukturellen Verdnderungen scheinen aber fast
keinen Einfluss auf die kinetischen Eigenschaften der verschiedenen Cystein-Mutanten zu ha-
ben. Lediglich bei der schon beschriebenen Cystein-Mutante 148, sowie bei der Mutante
C382G lassen sich Unterschiede zu wildtypischer ODH erkennen. Bei der Mutante C382G
sind anscheinend die strukturellen Verinderungen ebenfalls ausreichend, um den Ubergangs-
zustand der Reaktion ein wenig schlechter zu stabilisieren. Allerdings sind auch hier die Aus-
wirkungen so gering, als dass man von einer direkten Beteiligung des Cysteins 382 an der Ka-

talyse sprechen konnte.

4.5.3 Gerichtete Mutagenese weiterer Aminosdurereste

Zusitzlich wurden weitere konservierte Aminosédurereste durch gerichtete Mutagenese
verdndert, um ihre Beteiligung an der Katalyse, bzw. an der Bindung einzelner Substrate zu
untersuchen. Unter anderem wurde Arginin 41 (Pecten-Nummerierung) ausgewihlt, das in al-
len untersuchten Opindehydrogenase-Sequenzen konserviert ist. Dieser Argininrest soll fiir
die Erkennung des Pyrophosphatanteils des Coenzyms wichtig sein (Britton et al., 1998). Ein
Vergleich der kinetischen Parameter der R41A-Mutante fiir die Substrate Pyruvat, L-Arginin
und NADH mit denen des Wildtyps zeigt allerdings, dass die Mutation nur einen marginalen
Einfluss hat. Die K,,-Werte sind geringfiigig erhoht und der Ubergangszustand ist ein wenig
(ca. 1 kJ mol'l) schlechter stabilisiert. Die katalytische Effizienz ist von der Mutation kaum
beeintrichtig. Ohne Kristallstruktur der ODH lésst sich keine direkte Beteiligung an der Bin-

dung eines Teils des Coenzyms bestitigen. Da NADH jedoch von verschiedenen Aminoséu-
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ren in Position gebracht werden muss, ist es moglich, dass trotz der Mutation des konservier-
ten Arginins gegen ein Alanin die korrekte Orientierung des Coenzyms fiir die Katalyse ge-
wihrleistet ist.

Weiterhin ist mindestens eine negativ geladene Aminosdure an der NADH-Bindung
beteiligt, die Wasserstoffbriickenbindungen zu den Hydroxylgruppen der Adeninribose her-
stellt. Bei der CENDH konnte die Position dieser Aminosédure durch die Strukturanalyse als
Aspartat 34 identifiziert werden. In den tierischen Opindehydrogenasen ist an dieser Position
iiberwiegend Alanin enthalten. Allerdings ist in direkter Nachbarschaft ein Aspartat zu finden
(D37, Pecten-Nummerierung), das in allen tierischen Enzymen konserviert ist und somit fiir
die Ausbildung von Wasserstoffbriicken benutzt werden konnte.

Feeney und Scrutton (1990) zeigten, dass bei der Laktatdehydrogenase ein Aspartat im
N-terminalen Bereich, also in der Nihe der Rossmannfalte, eine entscheidende Bedeutung fiir
die Unterscheidung zwischen NADH und NADPH hat. Die negative Ladung dieses Aspartat-
restes stofBt die ebenfalls negativ geladene Phosphatgruppe des NADPHSs ab. Durch Austausch
des Aspartats zu Serin konnte die katalytische Effizienz des Enzyms fiir die Umsetzung von
NADPH um den Faktor 20 gesteigert werden (Feeney et al., 1990; Scrutton et al., 1990). In
der Pecten-Sequenz findet sich neben dem Aspartat 37 ein weiteres Aspartat an Position 25.
Allerdings ist dieses Aspartat nicht konserviert und nur in Pecten maximus, Mizuhopecten
yessoensis und Haliotis discus hannai an dieser Position zu finden. Durch die gerichtete Mu-
tagenese des Aspartats 25 gegen ein Asparagin (D25N) konnte die Affinitdt der ODH gegen-
iiber NADPH nicht gesteigert werden. Es ist anscheinend nicht ausreichend, lediglich die ne-
gative Ladung zu entfernen. Holmberg et al. (1999) berichten, dass sie zusitzlich ein Isoleu-
cin in der Nihe des Aspartats verdndern mussten, um die Coenzymspezifitit der L-LDH von
Bacillus stearothermophilus zum NADPH hin zu verschieben. Weiterhin hat der Austausch
D25N keinen Einfluss auf die kinetischen Parameter der Reaktion, was allerdings auch nicht
verwunderlich erscheint, da die Aminosédure nicht in allen untersuchten Sequenzen konser-
viert ist.

Anders verhilt es sich dagegen bei dem konservierten Aspartat 37. Diese Aminosdure
wurde gegen Asparagin, Serin und Alanin ausgetauscht. Die kinetischen Parameter aller drei
Mutanten sind gegeniiber dem Wildtyp kaum verédndert. Allerdings fillt auf, dass die katalyti-
sche Effizienz von D378, iiber D37N bis zu D37A abnimmt. Die Seitenketten von Serin und
Asparagin konnen, ebenso wie Aspartat, Wasserstoffbriicken zum Coenzym ausbilden. Thr
Einbau in das Enzym veridndert die Effizienz der Reaktion nicht. Wird Aspartat durch Alanin

ersetzt, konnte das Coenzym ein wenig schlechter stabilisiert sein, die Effizienz der Katalyse
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nimmt im Vergleich zu den anderen Austauschen geringfiigig ab. Allerdings ist auch hier fest-
zustellen, dass der Beitrag der Aminosidure D37 zur Bindung des Coenzyms eher gering ist.
Zusitzlich konnte auch bei diesen drei Mutanten keine verbesserte Umsetzung von NADPH
gemessen werden. Wie schon bemerkt, scheint nicht nur die fehlende negative Ladung eines
Aspartats fiir die NADPH-Bindung verantwortlich zu sein. Auch hier werden erst durch die
Strukturaufkldrung der ODH neue Moglichkeiten gegeben sein, gezielter die Coenzymspezifi-
tit zu verdndern.

Auf die Aggregation der Mutante E252A wurde bereits zu Beginn dieses Abschnitts
eingegangen. Der strukturelle Einfluss dieses durchgehend konservierten Glutamatrestes zeigt
sich auch beim Betrachten der kinetischen Parameter des E252A-Muteins. Die Michaelis-
Konstanten fiir Pyruvat, L-Arginin und NADH sind gegeniiber der ODH-5His nur leicht er-
hoht, allerdings ist die Effizienz dieser Enzymvariante sehr eingeschrinkt, da der Ubergangs-
zustand der Reaktion um bis zu 6.7 kJ mol™ schlechter stabilisiert ist als beim Wildtyp, was

durch eine geringfiigig verdnderte Struktur der ODH bedingt sein konnte.

4.5.4 Die katalytische Triade

Von der Laktatdehydrogenase ist bekannt, dass sich in ihrem aktiven Zentrum ein so
genanntes DXXR-Motiv befindet. Zusammen mit einem konservierten Histidin wird eine His-
tidin-Aspartat-Arginin-Triade gebildet, die den Transfer des Hydridions vom NADH auf Py-
ruvat ermoglicht (Monneuse und Rouzé, 1987; Clarke et al., 1988; Clarke et al., 1989a und
b). Auch in der Malatdehydrogenase ist eine solche Triade nachgewiesen (Birktoft und Ba-
naszak, 1982; Goward und Nicholls, 1994). Obwohl die Opindehydrogenasen eine dhnliche
Reaktion katalysieren, ldsst sich in ihren Aminosduresequenzen kein solches Motiv finden
(Britton et al., 1998; JanBen, 2000). In der CENDH allerdings wurde ein DXXR-Motiv von
Monneuse und Rouzé (1987) nachgewiesen. Rontgenkristallographische Untersuchungen von
Britton et al. (1998) konnten jedoch eine Beteiligung dieses Motivs an der Katalyse aus-
schliefen, da es sich an der Riickseite des Enzyms, abseits vom postulierten aktiven Zentrum
befindet (s. Abb. 46, S. 136; D238 und R241). Weiterhin soll auch in der ODH sowohl ein
Histidyl- als auch ein Carboxylrest am Reaktionsmechanismus beteiligt sein, wie Arbeiten
von Thomé-Beau (1971 und 1973) und Olomucki (1975) zeigen. Zusitzlich wurden innerhalb
der Opindehydrogenase-Sequenzen sowohl konservierte Histidin-, als auch Arginin- und
Aspartatreste gefunden, welche die Beteiligung einer dhnlichen Triade an der Katalyse ver-

muten lassen (JanBen, 2000; Kan-No ef al. 2005).
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Das konservierte Histidin 95 (CENDH H88, Abb. 46, S. 136) wurde gegen Glycin
ausgetauscht. Die resultierende ODH-Mutante zeigte die gleichen kinetischen Eigenschaften
wie das wildtypische Enzym, so dass eine Beteiligung von Histidin 95 an einer mdoglichen
Triade ausgeschlossen wurde. An Position 212 (Pecten-Nummerierung, CENDH-Nr. 202,
Abb. 46, S. 136) ist ein weiteres konserviertes Histidin zu finden. Betrachtet man die dreidi-
mensionale Anordnung dieses Restes zusammen mit den ebenfalls konservierten Resten Argi-
nin 324 (bzw. 292 in der CENDH) und Aspartat 329 (CENDH-297) wie in Abbildung 46
(S. 136) dargestellt, so ist vorstellbar, dass diese drei Reste die Funktion einer Triade iiber-
nehmen konnten. Mit Hilfe der gerichteten Mutagenese wurden alle drei Aminosdurereste
durch Alanin ersetzt und die resultierenden Muteine in E. coli exprimiert.

Bei allen drei Resten hat der Austausch zu Alanin einen gravierenden Einfluss auf die
Katalyse der Reaktion. So war z.B. der K,,-Wert fiir Pyruvat bei der Mutante R324A um
119-fach (92 mmol L™) gegeniiber wildtypischer ODH-5His erhoht, die Michaelis-Konstante
fiir L-Arginin sogar 300-fach (159 mmol L™). Die K,-Werte fiir NADH waren bei allen drei
Muteinen lediglich zwischen 1.1- und 4.6-fach gegeniiber dem wildtypischen Enzym erhoht.
Anscheinend haben die Mutationen einen deutlichen Einfluss auf die Substratbindung, nicht
jedoch auf die Bindung des Coenzyms NADH. Insgesamt war die Effizienz der Reaktion
stark erniedrigt. In allen drei Fillen wurde der Ubergangszustand der Katalyse um bis zu
30 kJ mol™' schlechter stabilisiert als beim Wildtyp. Es kann also davon ausgegangen werden,
dass den drei ausgewéhlten Aminosdureresten eine entscheidende Bedeutung bei der Katalyse
zukommt. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde der in Abbildung 47 (S. 145) dargestellte Reak-

tionsmechanismus der ODH-katalysierten Reaktion entwickelt.

In Richtung der Octopinbildung startet die Reaktion mit dem nucleophilen Angriff der
a-Aminogruppe von L-Arginin auf das Carbonyl-C-Atom von Pyruvat. Der resultierende
Ubergangszustand wird anschlieBend im aktiven Zentrum stabilisiert, indem die Carboxyl-
gruppe des Pyruvats mit dem Aminosédurerest von Arginin 324 interagiert. Histidin 212 fun-
giert als ein Siure-Base-Katalysator, der neben der korrekten Orientierung des Ubergangszu-
stands ein Proton auf die Carbonylgruppe des Pyruvats iibertriagt. Durch die Anwesenheit von
Aspartat 329 wird die Aziditdt von Histidin 212 erhoht und damit der Protonentransfer er-
moglicht. Nach Abspaltung eines Wassermolekiils kann schlieBlich der Hydridtransfer vom
Coenzym NADH auf das intermedidre Carbeniumion erfolgen. D-Octopin, das Produkt der
reduktiven Kondensation von Pyruvat und L-Arginin, ist gebildet und verldsst das aktive

Zentrum der ODH gefolgt von NAD".
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Abb. 47 Moglicher Reaktionsmechanismus der Octopindehydrogenase von Pectern maximus. Dargestellt ist
die Beteiligung der Aminosiurereste Arginin 324, Aspartat 329 und Histidin 212 an der Bildung von D-Octopin.
Fiir die Fixierung des Aminosduresubstrates existieren bis jetzt nur Vermutungen iiber beteiligte Aminosduren.

Pyruvat kann bei der Reaktion durch a-Ketobutyrat und a-Ketovalerat ersetzt werden,
wobei sich der K,-Wert mit zunehmender C-Kettenlinge erhoht und der Ubergangszustand
immer schlechter stabilisiert wird (s. Tab. 4, S. 59). Dies bestirkt die Vermutung, dass die
Bindung dieses Substrats iiber die Carboxylgruppe erfolgt. Zusitzlich bestimmt der vorhan-
dene Platz im aktiven Zentrum die mogliche Kettenldnge des Substrats. Mit 4 oder 5 C-Ato-
men ist die exakte Positionierung im aktiven Zentrum verschlechtert, der Ubergangszustand

wird weniger stabilisiert und der K,-Wert steigt.
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4.5.5 Aminosdurebindestelle

Bei der Untersuchung der Opindehydrogenasen stellt sich erst recht die Frage, weshalb
fiir die Oxidation von NADH aufler Pyruvat noch eine Aminoséure benétigt wird. Neben En-
zymen, die iiber ein breites Substratspektrum verfiigen, lassen sich bei den Invertebraten auch
Opindehydrogenasen finden, die auf ein Aminosduresubstrat beschrinkt sind und bei denen
sich unterschiedliche Aktivitdten auf verschiedene Enzymproteine zuriickfiihren lassen. In der
Literatur wird fiir die ODH aus Pecten maximus angegeben, dass ausschlieBlich Aminosiduren
mit einer Guanidiniumfunktion umgesetzt werden kénnen (van Thoai und Robin, 1961; Sto-
rey und Dando, 1982). Allerdings kann diese festgestellte Beschrankung womdéglich auf eine
zu geringe Konzentration des Enzyms im Testansatz zuriickgefiihrt werden. In der vorliegen-
den Arbeit gelang es ndmlich, die Enzym-katalysierte Umsetzung jeder proteinogenen
L-Aminosdure durch entsprechend hohe Konzentrationen rekombinanter ODH zu detektieren.
Die Aktivitdat mit allen Aminosduren war jedoch mindestens um den Faktor 1000 gegeniiber
der Aktivitit mit L-Arginin erniedrigt. Die rekombinante ODH zeigte hingegen keine Aktivi-
tdt mit Taurin, Agmatin oder D-Arginin. Anscheinend ist besonders die a-Carboxylgruppe
bzw. die Position dieser Gruppe wichtig, damit das Aminosiuresubstrat an die ODH gebun-
den und fiir die Katalyse richtig positioniert werden kann. Octopin- und Tauropindehydroge-
nase miissen sich daher in der Fixierung des Aminosduresubstrates im aktiven Zentrum unter-
scheiden.

Die Beteiligung der a-Carboxylgruppe der Aminoséure an der Ausrichtung des Substra-
tes konnte auch die beobachtete Substratinhibition bei Pyruvat und L-Arginin erkldren. Die
negativ geladene a-Carboxylgruppe beider Substrate ldsst sich jeweils leicht, z.B. durch einen
Argininrest, im Enzym stabilisieren und fiir die Katalyse korrekt ausrichten. Als ein beteilig-
ter Argininrest konnte Arginin 324 identifiziert werden. Aber sowohl Pyruvat, als auch L-Ar-
ginin konnen nun im aktiven Zentrum jeweils richtig orientiert binden oder aber auch falsch
positioniert werden. Bei zunehmenden Substratkonzentrationen wird eine Bindung an falscher
Stelle immer wahrscheinlicher, die Substratmolekiile blockieren das aktive Zentrum und fiih-
ren somit zu der beobachteten Substratinhibition.

Britton et al. (1998) und JanBen (2000) duBerten Vermutungen iiber verschiedene Ami-
nosdurereste, denen eine Bedeutung fiir die Substratspezifitit zukommen konnte. Ausgangs-
punkt fiir den Vergleich war die unterschiedliche Substratspezifitit von CENDH und ODH
bzw. TDH. Die CENDH setzt in der von ihr katalysierten Reaktion vornehmlich hydrophobe
Aminosduren wie L-Methionin, L-Isoleucin, L-Valin, L-Phenylalanin und L-Leucin um. Die

ODH hingegen katalysiert die reduktive Kondensation von Pyruvat mit L-Arginin, einer basi-

146



Diskussion

schen Aminosiure, die bei pH 7.0 positiv geladen ist. Die Tauropindehydrogenase benutzt
Taurin als Substrat, das bei pH 7.0 eine negativ geladenen Sulfonylgruppe besitzt. Ausgehend
von der Aminosdure Arginin 292 in der CENDH wurden nun die Sequenzen auf einen Wech-

sel von hydrophoben zu polaren/geladenen Aminosduren untersucht.

T T T T L )
P. maximus VILTWPA 92 LPBJAGF 121 IMEYTSE-F 210 GLVHPVE 3211 VEDITOWTLEY EBEZ
M. yessoensis VILTWPA 3z LPBJAGF 121 IMETE-F Z10 GLVHPVE 311 VEDITOWTLEY Z82
L. vulgaris IIFTYVFA 101 LPEQPGF 1320 LLaDa-w ZEO GCLVHFPME 3E1 VIHLFDWYELN 2592
L. opalescens TIFTVPA 100 LPSQPGE 123 LLATR-W Z19 GCLVHPME 32EZ0 VIHLFDUWYELN 231
4. officinalis VTIFTVPA 101 LPEQPGFE 130 LLADE-W ZE0 CMVHPME 2E1 VTIHLFDWTYELN Z3z2
H. disous hannai ITFTWVPA 37 MPGIPGF 12& LATES-T Z21% GLVHPFME 217 VLHLYDWYLEL Z2%8
F. oregonensis ITFCWFPA 94 LPGJPGF 123 LMTES-T Z13 GLVHPME 314 VEHLLEWTRQD Z85
A, irricolor IVITVPA 91 FPGIPGEF 1Z0 TMAVNGH 211 GLTHPCT 31z VIHMHPYYIGA 283
P. sachalinensis WILCHMPAL 593 LPGOPGF 127 FLTYRP-T Z19 GCLVHPME 32EZ0 ISSMODCFIGE 291
L. spec ILIVVPA 25 MNPGATGE 114 LTHVIAY Z00 GIAGPIN 238 —-—SVCEWYEES Z&Z

P o + + - - -

. +*

Abb. 48 Ausschnitte aus einem Proteinalignment verschiedener Opindehydrogenasen. Bei den verwendeten
Sequenzen handelt es sich um die Octopindehydrogenase aus Pecten maximus, Mizuhopecten yessoensis, Loligo
vulgaris, Loligo opalescens, Sepia officinalis und Pseudocardium sachalinensis, die Tauropindehydrogenase aus
Arabella irricolor und Haliotis discus hannai, die Carboxyethylnorvalindehydrogenase (CENDH) aus Arthro-
bacter spec, sowie um eine mogliche Alanopindehydrogenase aus Fusitriton oregonensis. Unpolare, hydrophobe
Aminosduren (AVFPMILW) sind rot, saure (DE) blau, basische (RHK) schwarz und polare, ungeladene Amino-
sduren (STYCNGAQ) sind griin angefirbt.

Britton et al. (1998) benutzten fiir ihren Vergleich neben der CENDH die Nopalinde-
hydrogenase (AE009420) und die Lysopindehydrogenase (ABC92952) aus Agrobacter spec..
Sie identifizierten Tryptophan 258 als einen moglichen Kandidaten, der fiir eine verdnderte
Substratspezifitit verantwortlich sein konnte, da diese Aminosédure in der Nopalindehydroge-
nase gegen Glutamat ausgetauscht ist. Ein Vergleich mit den tierischen Opindehydrogenasen
zeigt allerdings, dass die Aminosdure an dieser Position fast ausschlielich Tryptophan ist
(s. Abb. 48 Pecten maximus W278). Sie wurde daher als moglicher Kandidat ausgeschlossen.
Weiterhin wurde von Britton Valin 255 (CENDH-Nummerierung) als weiterer Kandidat aus-
gewihlt, da diese Aminosédure bei der Nopalindehydrogenase gegen ein Aspartat ausgetauscht
ist. Durch einen Vergleich mit den tierischen Opindehydrogenasen konnte eine Funktion die-
ser Aminosiure fiir die Substratspezifitit allerdings ausgeschlossen werden. In sdmtlichen un-
tersuchten Sequenzen war an dieser Position eine hydrophobe Aminosiure (entweder Isoleu-
cin, Leucin, Methionin oder Valin) konserviert.

Von JanBBen wurden weitere Aminosduren vorgeschlagen, die fiir die Substratspezifitit
verantwortlich sein konnten (Jan3en, 2000). Sie sind ebenfalls in Abbildung 46 dargestellt. Es
handelt sich um Threonin 89 (Pecten-Nummerierung), Glutamin 118, Tyrosin 208 und Histi-
din 308. An Position 89 ist die polare Aminosdure Threonin gegen ein hydrophobes Valin in
der CENDH ausgetauscht. Bei F. oregonensis und P. sachalinensis ist an dieser Position mit

Cystein ebenfalls eine polare Aminosdure vorhanden. An Position 118 ist ein in allen tie-
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rischen Opindehydrogenasen vorhandenes Glutamin gegen ein Alanin in der CENDH ausge-
tauscht. Tyrosin 208 (Pecten, Mizuhopecten) ist gegen Aspartat (Loligo, Sepia), Lysin (Halio-
tis, Fusitriton), Arginin (Pseudocardium) bzw. Valin (Arabella, Arthrobacter) ausgetauscht.
An der Position 308 ist ein Histidin in allen tierischen Opindehydrogenasen konserviert, in
der CENDH steht ein Glycin an dieser Position. Das Threonin 89 wurde durch Mutagenese
gegen Alanin und Valin ausgetauscht. Glutamin 188 wurde zu Alanin bzw. Aspartat mutiert.
Tyrosin 208 wurde gegen Alanin getauscht und Histidin 308 gegen Glycin.

Natiirlich wére es schon gewesen, durch den gezielten Austausch eines einzelnen
Aminosdurerestes die Substratspezifitit der Octopindehydrogenase zu veridndern, um so viel-
leicht die Evolution dieses Enzyms zu simulieren.

Durch keinen durchgefiihrten Aminosidureaustausch konnte jedoch die Substratspezifi-
tat der ODH von L-Arginin zu einer anderen Aminoséure verschoben werden. Zusammen mit
vorangegangener Beobachtung wird deutlich, dass die Tauropindehydrogenase Taurin anders
binden muss, als die ODH und auch die CENDH ihre Aminosdure-Substrate. Neben der Not-
wendigkeit der Stabilisierung der a-Carboxylgruppe ist anzunehmen, dass in der ODH zusitz-
lich negativ geladene Aminoséduren die positiv geladene Seitenkette des L-Arginin stabilisie-
ren miissen. In der TDH hingegen werden positiv geladene Aminosiduren notig sein, um die
negativ geladene Sulfonylgruppe richtig zu orientieren. Ein Austausch von Glutamin 118 zu
Aspartat fiihrte z.B. zu einem Enzym mit einer erheblich verringerten ODH-Aktivitiat. Wo-
moglich wird durch die zusitzliche negative Ladung im aktiven Zentrum die Carboxylgruppe
des L-Arginins abgestoBBen, das Substrat kann so nur schlecht orientiert werden, die K,,-Werte
fiir alle Substrate steigen und die katalytische Aktivitit ist stark erniedrigt. Mit der Mutation
von Q118 zu Alanin verschlechterten sich zwar ebenfalls die kinetischen Parameter der ODH,
jedoch nicht in dem Ausmal} wie bei der Mutante Q118D. Offensichtlich hat die negativ gela-
denen Seitenkette einen starken Einfluss. Betrachtet man die Lage der Aminosdure auf
Grundlage der CENDH-Struktur (A111 in Abb. 46, S. 136), so erscheint die beschriebene Ab-
stoBung durchaus moglich.

Die Substratspezifitiat der Opindehydrogenasen fiir eine bestimmte Aminosdure ldsst
sich nicht auf eine Aminosiure des Proteins zuriickfithren. Es ist wahrscheinlicher, dass L-Ar-
ginin in der ODH durch mehrere verschiedene Reste gebunden werden muss. Diese hochspe-
zifische Bindung von L-Arginin fiihrt zu beschriebener Konformationsinderung des Enzyms,
wobei sehr wahrscheinlich Wasser aus dem aktiven Zentrum ferngehalten wird. Die a-Amino-
gruppe von L-Arginin kann anschlieBend deprotoniert und so der Aminostickstoff fiir den nu-

cleophilen Angriff auf das Pyruvat-Molekiil vorbereitet werden. Die hieran beteiligten Ami-
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nosduren sind allerdings noch unbekannt und lassen sich mit Sicherheit erst durch die Struk-
turaufkldarung der ODH bestimmten. Zusitzlich bewirkt die Konformationsédnderung, dass das
Coenzym in eine riumliche Nihe zum Ubergangszustand gebracht wird, auf den nun ein Hy-
dridion iibertragen werden kann. Die ODH verhindert so, dass Pyruvat alleine bindet und an-
schlieBend durch NADH zu Laktat reduziert wird.

Es ist vorstellbar, dass sich im Lauf der Evolution die Aminosédurespezifitat mehrfach
unterschiedlich und unabhéngig voneinander in den verschiedenen Opindehydrogenasen ent-
wickelt hat. Ausgehend von einer vollig unspezifischen Opindehydrogenase, wie man sie z.B.
in der See-Anemone Bunodosoma cavernata findet (Ellington, 1980; Storey und Dando,
1982), konnten sich verschiedene, auf bestimmte Aminosiduren spezialisierte, Enzyme ent-
wickelt haben.

Vielleicht war die ,,erste” Opindehydrogenase aber auch eine Octopindehydrogenase.
In Zellen mit einem hohen kurzfristigen Energiebedarf waren neben Pyruvat ausreichende
Mengen L-Arginin durch die Transphosphorylierung von Argininphosphat vorhanden. Da da-
von ausgegangen wird, dass es sich bei der urtiimlichsten Phosphagenkinase um eine Arginin-
kinase gehandelt hat, ist dies durchaus vorstellbar (Ellington, 2001). Aus einem L-Arginin-
und einem Nukleotid-bindenden Protein entstand eine Octopindehydrogenase. Durch Muta-
tionen unterschiedlichster Aminosiurereste verdnderte sich das Platzangebot im aktiven Zen-
trum. Das relativ grof3e L-Arginin-Molekiil konnte nicht mehr umgesetzt werden und andere
Aminosduren waren bevorzugt. Es ist bekannt, dass die enzymatische Funktion auch oft von
Aminosdureresten abhingt, die nicht direkt an der Katalyse beteiligt sind und die sich daher
nicht durch eine rationale Herangehensweise erfassen lassen. Solche Aminoséurereste konnen
z.B. durch eine ungerichtete Mutagenese entdeckt werden (Arnold, 1996). Alleine aus der Se-
quenz ist es daher heute nicht moglich, zu bestimmen, welche Aminosdurespezifitit ei-
ne Opindehydrogenase besitzt.

Wie die vorliegende Arbeit zeigt, eignet sich die Octopindehydrogenase aus Pecten
maximus, bedingt durch die Probleme bei der Kristallisation oder bei der NMR-spektroskopi-
schen Untersuchung, nicht fiir alle Fragestellungen als Modellenzym. Allerdings sind die
Opindehydrogenasen auch knapp 50 Jahre nach ihrer Entdeckung immer noch eine interes-
sante Enzymklasse. Weitere Einblicke in die von ihnen katalysierte Reaktion werden es er-
moglichen, gezielt Einfluss auf die Aminosiurespezifitit zu nehmen. Opindehydrogenasen
mit verdnderter Spezifitdt konnten sich hervorragend fiir eine enzymbasierte, chirale Synthese

unterschiedlichster Ausgangsstoffe z.B. in der pharmazeutischen Industrie, eignen.
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5 Zusammenfassung

Die Octopindehydrogenase gehort zur Familie der Opindehydrogenasen, den termina-
len Enzymen der anaeroben Glykolyse in unzidhligen Invertebraten. Die ODH katalysiert die
reduktive Kondensation von Pyruvat und L-Arginin in Anwesenheit von NADH, wodurch
D-Octopin entsteht. Nach Aufkldrung der Primérstruktur der ODH aus der Pilgermuschel
Pecten maximus und heterologer Expression des Enzyms in E. coli sind ausreichende ODH-
Mengen fiir strukturelle Untersuchungen verfiigbar (JanBen, 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Primérstrukturen von drei verschiedenen ODH-
Isoenzymen identifiziert. Es ist jeweils nur der Austausch einer einzelnen Aminosiure fiir die
beobachtete, unterschiedliche Wanderung der Isozyme in der nativen PAGE verantwortlich.
Diese so genannten Allozyme unterscheiden sich dabei nicht in ihren kinetischen Eigenschaf-
ten.

Weiterhin wurden Reinigungsprotokolle fiir rekombinante ODH mit einer Histidin-Fu-
sion als auch fiir das rekombinante Enzym ohne Affinitdtsmarkierung etabliert bzw. verbes-
sert. Die gereinigte ODH wurde in Kristallisationsversuchen eingesetzt. Es konnten drei Be-
dingungen identifiziert werden, bei denen sich Protein-Kristalle bildeten. Allerdings wuchsen
die Kristalle bevorzugt nur in zwei Dimensionen. Die besten Kristalle wurden rontgenogra-
phisch untersucht, waren allerdings fiir die Datensammlung nicht geeignet, da es sich nicht
um Einkristalle handelte. Mogliche Ursachen, z.B. Mikroheterogenititen der ODH-Pripara-
tion, wurden als Grund diskutiert.

Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen konnte die Bindungsreihenfolge der
Substrate auf unkonventionelle Weise bestimmt werden. Zuerst muss das Coenzym NADH an
die ODH binden. Es kommt zu einer Konformationsénderung, die eine Bindung von L-Argi-
nin ermoéglicht. Durch Bindung von L-Arginin an den ODH-NADH-Komplex dndert sich die
Konformation erneut und das Coenzym wird in rdumliche Nihe zum Ubergangszustand der
Reaktion gebracht, auf den ein Hydridion iibertragen wird. Die ODH verhindert so, dass
durch Bindung von Pyruvat und NADH bereits Laktat entsteht.

Durch gerichtete Mutagenese konnten neue Einblicke in den molekularen Reaktions-
mechanismus der ODH und die an der Katalyse beteiligten Aminosduren erhalten werden. Es
wurden drei Aminosduren identifiziert, welche die Aufgabe einer katalytischen Histidin-As-
partat-Arginin Triade in der ODH iibernehmen konnten. Die Carboxylgruppe des Pyruvats
wird durch Arginin 324 stabilisiert. Histidin 212 fungiert als ein Sdure-Base-Katalysator. Ne-

ben der korrekten Orientierung des Ubergangszustandes iibertriigt das Histidin ein Proton auf
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die Carbonylgruppe. Aspartat 329 sorgt fiir eine ausreichende Aziditit des Histidins und er-
moglicht so die Protoneniibertragung.

Aminosdurereste, von denen man vermutete, dass sie fiir die Substratspezifitidt verant-
wortlich sein konnten, wurden ebenfalls durch gerichtete Mutagenese untersucht. Die Sub-
stratspezifitidt der ODH fiir Aminoséduren konnte jedoch nicht verédndert werden. Wahrschein-
lich sind die, fiir die Determinierung der Substratspezifitit verantwortlichen Aminosduren
durch eine rationale Herangehensweise ohne vorhandene Kristallstruktur der ODH nicht er-

fassbar.
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Summary

Octopine dehydrogenase belongs to the family of opine dehydrogenases terminating
anaerobic glycolysis in many invertebrates. ODH catalyses the reductive condensation of py-
ruvate and L-arginine resulting in the synthesis of D-octopine. NADH is oxidized as in the
lactate dehydrogenase mediated reaction to maintain the redox balance during anaerobiosis.
The gene coding for ODH of the scallop Pecten maximus was cloned and ODH can be hete-
rologously overexpressed in E.coli (JanBen, 2000).

Aim of this work was the optimization of purification conditions for the c-terminally
elongated ODH as well as for the recombinant enzyme without an affinitytag. Purified ODH
was used in various crystallization trials. Three conditions were found giving yield to crystal-
line protein structures. ODH crystals favored growth in two dimensions resulting in small
needles. The best crystals obtained were examined using X-ray diffraction analysis. Unfortu-
nately, they are not suited for data collection, because they consist of staged thin plates.
Probably a microheterogeneous ODH-preparation resulting from deamidation of asparagine
residues is responsible inadequate crystallization.

NMR-spectroscopy was used to clarify the binding order of ligands to ODH. NADH
must bind to the enzyme first, resulting in conformational changes allowing the binding of
L-arginine which induces yet another conformational change avoiding the formation of lactate
caused by reduction of pyruvate through NADH. Problems with deuteration of ODH pre-
vented the resonance assignment of NMR-spectra but chemical shifts could be used to calcu-
late dissociation constants for NADH, NAD" und L-arginine.

Site-directed mutagenesis allowed new insights into the molecular reaction mechanism
of ODH. Mutagenesis of conserved arginine, histidine and aspartate residues showed that
these amino acids could assume the function of a catalytic triad in octopine dehydrogenase.
The carboxyl group of pyruvate is stabilized by arginine 324. As well as orienting the sub-
strate, histidine 212 acts as an acid-base catalyst by donating a proton to the carbonyl group of
pyruvate. The acidity of this histidine is increased by the proximity of aspartate 329.

Amino acid residues supposed to be involved in binding of amino acid substrate could
not be identified by site-directed mutagenesis. Substrate specificity of ODH could not be
changed towards another amino acid. Obviously these residues cannot be found using a ra-

tional approach without a crystal structure of ODH.
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7 Anhang

7.1 Primersequenzen

Tab. 19 Verwendete Oligonuklotid-Primer. Angegeben sind jeweils die Namen der Primer, ihre Sequenz und
die verwendete Anlagerungstemperatur.

Anlagerungs-

Name Sequenz temperatur (°C)
Lsu3 5'-CGC CTG TTT ATC AAA AAC AT-3' 53
Lsu2-eco 5'-GGT CTG AAT TCA GAT CAC GT-3' 53
M13 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3' 54
M13reverse 5'-AAC AGC TAT GAC CAT-3' 54
T7 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3' 55
T7 Terminator 5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3' 55
Intein reverse  5'-ACC CAT GAC CTT ATT ACC AAC CTC-3' 55
N6 5'-GAT GTT GTG ATC CTG ACT GTT CC-3' 55
5primeODH 5'-GGA GAG CTA GAA TCC CAA TCA TCG G-3' 58
3primeODH 5'-GAT GGG GAA TTG GTG TCT TGG GTT G-3' 58

Tab. 20 Primerkombinationen fiir die Vervielfaltigung der ODH zum Einbau in Expressionsvektoren. Als
Anlagerungstemperatur wurde jeweils 56 °C verwendet. Unterstrichene Basen markieren die Schnittstellen fiir
die angegebenen Restriktionsenzyme. Fettgedruckte Basen zeigen bei 5’-Primern das Startcodon, beim 3’-Primer
das Stoppcodon. Doppelt unterstrichene Basen beim Primer Cterm5_neu kodieren fiir die fiinf zusétzlichen His-
tidine, die C-terminal an die ODH-Sequenz angefiigt wurden. Die Primer NtermC6A und NtermC8A wurden fiir
die gerichtete Mutagenese von Cystein6 bzw. Cystein8 verwendet. Kursiv fettgedruckte Basen zeigen die im
Vergleich zur Wildtyp-Sequenz verédnderten Basen fiir den Austausch der Cysteine gegen Alanin.

Restriktions-
Name Sequenz
enzym

Nterm_neu 5'-GGC TAC CAT ATG ACG GIC AAG GTT TGT G-3' Ndel

5'-TGC TTA GCT CTT CCG CAC CTA GIG ATG GTG ATG GTG CTT TTT GCC
Cterm5_neu Sapl

CGT GAG TA-3'
Nterm_Pec 5'-CTG GCG _TCT CCC ATG ACG GIC AAG GTT TG-3' BsmBI
Cterm_Pec 5'-GGT GCT CGA GCT TTT TGC CCG TGA G-3' Xhol
CtermPst 5'-CGA TCT GCA GTT ACT TTT TGC CCG TGA GTA TAG CG-3' Pstl
NtermC6A 5'-GGT GGT CAT ATG ACG GTC AAG GIT GCC GTT TGC GG-3' Ndel
NtermC8A 5'-GGT GGT CAT ATG ACG GTIC AAG GTIT TGT GIT GCC GGA GGA GGC-3' Ndel
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Tab. 21a Primer fiir die gerichtete Mutagenese. Folgende Primer wurden fiir die gerichtete Mutagenese einge-
setzt. Die Anlagerungstemperatur betrug mindestens 55 °C. Der Name des Primers enthilt Informationen iiber
die verinderte Aminoséure, ihre Position in der Sequenz und die Aminosiure, gegen die ausgetauscht wurde.
Fettgedruckte Basen markieren von der Wildtyp-Sequenz abweichende Basen. Unterstrichene Basen markieren
Schnittstellen fiir die jeweils angegebenen Restriktionsenzyme, die neu hinzugefiigt wurden.

Name Sequenz Schnittstelle
D25N_for 5'-GCC GCA TCC CGT AAC GGC GIT GAG G-3'

neue BseGl
D25N rev 5'-CCT CAA CGC CGT TAC GGG ATG CGG C-3'
D37A for 5'-CAC TCT TCG_CCG CCG AGG CCG AGC GC-3'

neue Bgll
D37A_rev 5'-GCG CTC GGC CTC GGC GGC GAA GAG TG-3'
D37N_for 5'-CAC TCT TCG_CCA ACG AGG CCG AGC GC-3'

neue Bgll
D37N _rev 5'-GCG CTC GGC CTC GTT GGC GAA GAG TG-3'
D37S_for 5'-CAC TCT TCG_CTA GCG AAG CCG AGC GC-3' neue Nhel
D37S rev 5'-GCG CTC GGC TTC GCT AGC GAA GAG TG-3'
R41A_for 5'-GAC GAA GCC GAG_GCC TGG ACA AAA GCG C-3'

neue Haelll
R41A rev 5'-GCG CTT TTG TCC AGG CCT CGG CTIT CGT C-3'
T89A for 5'-GTT GTG ATC CTG—GCC GTT CCA GCT TTT-3' neue Eaol
T89A rev 5'-AAA AGC TGG AAC GGC CAG GAT CAC AAC-3'
T89V for 5'-GCG GAT GTT GIC—AIC CTG GTT GIT CCA GCT TTT GC-3'

- neue Fokl

T89V rev 5'-GCA AAA GCT GGA ACA ACC AGG ATG ACA ACA TCC GC-3'
HI95G_for 5'-CCA GCT TTT GCC GGC GAG GGG TAT TIC-3' neue Naol
H95G rev 5'-GAA ATA CCC CTC GCC GGC AAA AGC TGG-3'
Q118A_for 5'-GGC CTG CCA AGT GCT _GCA GGT TTT GAA-3'

neue Pstl

Q118A rev 5'-TTC AAA ACC TGC AGC ACT TGG CAG GCC-3'

Q118D _for 5'-GGC CTG CCA AGT GAC GCA GGT TTT GAA-3'

neue Tsp45l
Q118D rev 5'-TTC AAA ACC TGC GTC ACT TGG CAG GCC-3'
C125A for 5'-GGT TTT GAA TTC CAA GCT CGA GAT ATT TTA GG-3' reue Xhol
C125A rev 5'-CCT AAA ATA TCT CGA GCT TGG AAT TCA AAA CC-3'
C148A for 5'-CTC TTC_CAT GGG CGG CTC GCA TAA AAG AGT TCG-3' e Neol
C148A rev 5'-CGA ACT CTT TTA TGC GAG CCG CCC ATG GAA GAG-3'
C148S_for 5'-CTT CCA TGG GCG TCT CGC ATA AAA GAG-3' neue Neol
C148S rev 5'-CTC TTT TAT GCG AGA CGC CCA TGG AAG-3'
Y208A_for 5'-GTA GAG GCT TAT CAT GAG TGC TTC GTT TGT CCA TCC-3'

neue BspHI

Y208A rev 5'-GGA TGG ACA AAC GAA GCA CIC ATG ATA AGC ATC TCC-3'

H212A for 5'-GTT ATT CGT TTG TCG CTC CCG CCA TTT TG-3'
B Fokl entfernt

H212A rev 5'-CAA AAT GGC GGG AGC GAC AAA CGA ATA AC-3'

C249A for 5'-CAT GCT TAC AGC TGC TAG CAA CGA ATG C-3'

- neue Nhel
C249A rev 5'-GCA TTIC GTT GCT AGC AGC TGT AAG CAT G-3'
E252A for 5'-GCT TGT AGC AAC GCA TGC AAG GAC GTA-3'

— Bsml entfernt
E252A rev 5'-TAC GTC CTT GCA TGC GTT GCT ACA AGC-3'
C253A for 5'-GCT TGT AGC AAC GAA GCC AAG GAC GTA GCA AAC G-3'

— Bsml entfernt
C253A rev 5'-CGT TIG CTA CGT CCT TGG CTT CGT TGC TAC AAG C-3'
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Tab. 21.b Fortsetzung Mutageneseprimer

Name Sequenz Schnittstelle
C264G for 5'-CAT GGC GGC GGG CCC GGG AAA CGA C-3'

- neue Smal
C264G rev 5'-GTC GTT TCC CGG GCC CGC CGC CAT G-3'
H308G for 5'-GGG TCT TGT TGG_TICC CGT CAA GGC-3'

- neue Avall
H308G rev 5'-GCC TTG ACG GGA CCA ACA AGA CCC-3'
R324A for 5'-GAC TTC GGG_AAT GCT TAC CTG ACA GAA-3'

- neue Bsml
R324A rev 5'-TTC TGT CAG GTA AGC ATT CCC GAA GAC-3'
D329A for 5'-TAC TTG ACA GAA GCC ATC CCG ATG GGA-3'
329A fo Ncol entfernt
D329A rev 5'-TCC CAT CGG GAT GGC TTIC TGT CAA GTA-3'
D369N for 5'-GAG TAT CTA GIG AAC GGA GCT CTG ACC GG-3'

| neue Sacl
D369N rev 5'-CCG GTC AGA GCT CCG TTC ACT AGA TAC TC-3'
C382G for 5'-CTA CAA CCC GCG GTC CGC AAC GCT ATG G-3'

- neue Sacll
C382G rev 5'-CCA TAG CGT TGC GGA CCG CGG GTT GTA G-3'
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7.2 Sequenzvergleich zur Artbestimmung

Sequenzvergleich der ribosomalen 16S-Untereinheit von Pecten maximus (PMAS71619) mit
einer Sequenz, die ausgehend von DNA der verwendeten Adduktormuskeln mit Hilfe der U-

niversal-Primer Lsu3 und Lsu2-eco amplifiziert worden ist.

gi|45434518|emb|AJ571619.1|PMA571619 Pecten maximus partial mitochondrial 16S
rRNA gene

Length=550

Identities = 549/551 (99%), Gaps = 1/551 (0%)

Query 1 CAGATTTTTATGGGCGAACGAACCAACCCTCAAGACCGCCTACAAGCCTTAGGATATCCA 60

et e e e e e e e e e e e
Sbjct 550 CAGATTTTTATGGGCGAACGAACCAACCCTCAAGACCGCCTACAAGCCTTAGGATATCCA 491

Query 61 GAGCCAACATCGAGGTCGCAAACCCGCCCATCTATAAGAACTATCAAGACAGATTACGCT 120

Crrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrr et rrr e
Sbjct 490 GAGCCAACATCGAGGTCGCAAACCCGCCCATCTATAAGAACTAT-AAGACAGATTACGCT 432

Query 121 GTTATCCCCGGAGTAACTTCTTCTIGATAATCACACCTTAATGTTTGTIGGGTCGTAACACA 180

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e et e e
Sbjct 431 GTTATCCCCGGAGTAACTTCTTCTGATAATCACACCTTAATGTTTGTGGGTCGTAACACA 372

Query 181 TCIGTTTTACACCCTAAAGGAGTCTAGCTTTGCTCCTTTGCTGCCCCAGCCAAAACTGCT 240

L e et et e e e e e e
Sbjct 371 TCIGTTTTACACCCTAAAGGAGTCTAGCTTTGCTCCTTTGCTGCCCCAGCCAAAACTGCT 312

Query 241 ATTATTCACCCCTTCTGAAACACTAAGTTCTAGTGCTCCTCAACGATTCGGCCGCAAATA 300

Frrrrrrrrrrrrrrtrrrrr e e et e e e e
Sbjct 311 ATTATTCACCCCTTCTGAAACACTAAGTTCTAGTGCTCCTCAACGATTCGGCCACAAATA 252

Query 301 GCCTTGGAACTTCCCAATAACTTAAATTTCTAACTTCACGGGGICTTICICGTICTTTCTTA 360

Lrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e
Sbjct 251 GCCTTGGAACTTCCCAATAACTTAAATTTCTAACTTCACGGGGTCTTCTCGTCITTCTTA 192

Query 361 CCCATGGAAGCATTTIGCACATCCAATTCAAGTTCACCaaaaaaaaCTAGAGACAGTTIGGA 420
Sbjct 191 COCATGGAAGCATTTGCACATCCAATICAAGTICACCAAAAAAAACTAGAGACACTTERA 132
Query 421 AACTCGTCAAACCATTCACAGGACCTACAATTAATAGGCCATAATTTAGCTACCTTAGCA 480
Sbjct 131 AACTCGTCAAACCATICACAGGACCTACAATTAATAGGCCATAATTTAGCTACCTTAGCA 72
Query 481 CGCTTTACCGCGTCCGTTTAAGCCCGCAAGCTCACCGGGAAGGCACGACCCCCCATATTG 540
Sbict 71  COCTTTACCGCGTCCGTTTAAGCCCGCAAGCTCACCARGAAGOCACEACCECCCATATTE 12
Query 541 CTCAGGGAGCC 551

Sbjct 11 CTCAGGGAGCC 1
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7.3 Einzeltier-Priparationen von Pecten maximus

Tab. 22 Ubersicht verschiedener Pecten maximus Einzeltier-Priparationen. Die Tabelle zeigt eine Uber-
sicht tiber die ODH-Aktivitéit in Extrakten aus acht verschiedenen Individuen der Pilgermuschel Pecten maxi-
mus. Dargestellt sind jeweils die Aktivititen im Rohextrakt, nach Ammoniumsulfatfillung, sowie die Aktivititen
im Eluat nach Entsalzung mit Sephadex G-25.

Volumen Aktivitiu G.e§e.1.mt- Ulg Fg ng:(;tl'?l[?ng Ge§amt- Aslz ﬁ/zi;gtsCh[Z
[ml] [UmL™] aktivitat [U] mL] protein [mg] mg’]
Rohextrakt 25 3.2 81,0 21,3 0,6 15,7 5.2
Pecten 1 ASI 215 37 80,5 05 9,7 8,3
(3.8 g FG) AS Il 4 18,8 75,0 2,2 9,0 8,4
Sephi'c;g: gagg 3,5 7.6 26,4 13 4.4 6,0
Rohextrakt 23,8 3,5 84,3 234 0,8 20,2 4,2
Pocten 2 ASI 195 4.6 89,1 05 9,9 9,0
(3.6 g FG) AS Il 4 16,1 64,6 2.3 9,1 7.1
Sephigf; (”aagg 3,5 75 26,3 1,3 47 56
Rohextrakt 22 5,0 110,2 26,9 2,7 60,0 1,8
Pocten 3 ASI 217 48 104,6 1,9 40,4 2,6
(419 FG) AS I 4 12,9 51,6 4.2 16,6 3,1
Sephigj:; (”aagg 35 11,1 38,9 2,7 9,3 4,2
Rohextrakt 21,7 47 102,0 32,9 2,7 59,4 1,7
Pocten 4 ASI 20 44 88,9 1,6 31,8 2,8
(3.1 g FG) AS I 4 20,9 83,5 3,4 13,7 6,1
Sephilc;g: gagg 3.5 77 27,1 1,8 6.4 4,2
Rohextrakt 25 5,0 125,0 29,1 2,7 67,0 1,9
Pocten 5 ASI 19 2.8 53,7 1,9 35,2 1,5
(4,3 g FG) AS I 4 9,8 39,2 4.2 16,6 2,4
Sephi'c;g: e 85 6.9 24,1 26 9,0 27
Rohextrakt 22 5.4 119,8 26,6 2,7 59,4 2,0
Pocten 6 ASI 175 45 78,5 1,6 28,0 2,8
(4,59 FG) AS I 4 10,1 40,4 3,4 13,6 3,0
Sephig:; gagg 3.5 57 19,9 1,8 6.3 3,2
Rohextrakt 21,5 5,1 109,5 23,5 25 53,6 2,0
Pocten 7 ASI 22 45 99,6 1.1 24,8 4,0
(4,7 g FG) AS I 4 22,4 89,7 6,5 26,0 3,4
Sephigj:; (”aagg 35 13,1 46,0 48 16,7 28
Rohextrakt 21,5 5,1 109,5 23,2 2,6 56,2 1,9
Pecten 8 ASI 218 4.4 95,2 1,2 25,5 3,7
(47 g FG) AS Il 4 19,3 77,2 6,8 27,4 2,8
Eluatnach 5 5 13,7 48,0 4,9 17,0 28

Sephadex G-25
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7.4 Sequenzvergleiche der Pecten maximus ODH-Isoenzyme

Pecten_Wt CAAGGATGGCTGTAGGTCGTTGAAACTAGGAGAGCTAGAATCCCAATCATCGGATACAGT 60
Pecten_ 2 =00 ATACAGT 7
Pecten.3 = =  ———————————— oo ATACAGT 7
pecten.5 === @ —-—rr—r——— ATACAGT 7
Pecten_.6 = =  —————————m— oo ATACAGT 7
Pecten_7 =0 ————mm—mmm e ATACAGT 7
* ok ok kkkk
Pecten_Wt CTTCCGAGAGCCATGACGGTCAAGGTTTGTGTTTGCGGAGGAGGCAATGGCGCCCACACG 120
Pecten_2 CTTCCGAGAGCCATGACGGTCAAGGTTTGTGTTTGCGGAGGAGGCAATGGCGCCCACACG 67
Pecten_3 CTTCCGAGAGCCATGACGGTCAAGGTTTGTGTTTGCGGAGGAGGCAATGGCGCCCACACG 67
Pecten_>5 CTTCCGAGAGCCATGACGGTCAAGGTTTGTGTTTGCGGAGGAGGCAATGGCGCCCACACG 67
Pecten_6 CTTCCGAGAGCCATGACGGTCAAGGTTTGTGTTTGCGGAGGAGGCAATGGCGCCCACACG 67
Pecten_7 CTTCCGAGAGCCATGACGGTCAAAGTTTGTGTTTGCGGAGGAGGCAATGGCGCCCACACG 67
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhkkhkkhkhkhrhkkhkkhhhhkhk dhhkhkkhhhrhhkkhhkhrhhkkhkhkhrrhkkhkhkrhkhkkhhkhrrhkkhkhhhkhkh*k
Pecten_Wt_AA M T v K v ¢ v ¢C G G G N G A H T 16
Pecten_Wt CTCTCAGGTCTCGCCGCGTCCCGTGACGGCGTTGAGGTACGTGTCCTCACACTCTTCGCT 180
Pecten_2 CTCTCAGGTCTCGCCGCGTCCCGTGACGGCGTTGAGGTGCGTGTCCTCACACTCTTCGCT 127
Pecten_3 CTCTCAGGTCTCGCCGCGTCCCGTGACGGCGTTGAGGTGCGTGTCCTCACACTCTTCGCT 127
Pecten_5 CTCTCAGGTCTCGCCGCGTCCCGTGACGGCGTTGAGGTGCGTGTCCTCACACTCTTCGCT 127
Pecten_56 CTCTCAGGTCTCGCCGCGTCCCGTGACGGCGTTGAGGTTCGTGTCCTCACACTCTTCGCT 127
Pecten_7 CTCTCAGGTCTCGCCGCGTCCCGTGACGACGTTGAGGTGCGTGTCCTCACACTCTTCGCT 127
khkhkhkkhkhkhkkhhkhhhkhkhhkhkhkhhhhkrhkhkhrkhhd *khkhhkkhhkdhhkdx *hkhhkhhhhkrkhkhkrkhhhhkxkxtk
Pecten_Wt_AA L S G L A A SRD GV E V RV L T L F A 36
Pecten_7_AA D
Pecten_Wt GACGAAGCCGAGCGCTGGACAAAAGCGCTTGGAGCAGATGAATTAACGGTGATTGTAAAT 240
Pecten_2 GACGAAGCCGAGCGCTGGACAAAAGCGCTTGGAGCAGATGAATTAACGGTGATTGTAAAT 187
Pecten_3 GACGAAGCCGAGCGCTGGACAAAAGCGCTTGGAGCAGATGAATTAACGGTGATTGTAAAT 187
Pecten_5 GACGAAGCCGAGCGCTGGACAAAAGCGCTTGGAGCAGATGAATTAACGGTGATTGTAAAT 187
Pecten_56 GACGAAGCCGAGCGCTGGACAAAAGCGCTTGGAGCAGATGAATTAACGGTGATTGTAAAT 187
Pecten_7 GACGAAGCCGAGCGCTGGACAAAAGCGCTTGGAGCAGATGAATTAACGGTGATTGTAAAT 187
khkhkhkkhkhkhkhkhhhhkhhkhkhkhkhhkhrhkhhrhhhk ko kb hkhkdhkhkrhkhhkhkhkkhhkhhk ok hkrhkhhhxkxtk
Pecten_Wt_AA D E A E R W T XK A L G A D E L T V I V N 56
Pecten_Wt GAAAAAGACGGAACACAGACTGAAGTGAAGTCACGCCCAAAGGTCATTACAAAAGATCCC 300
Pecten_2 GAAAAAGACGGAACACAGACTGAAGTGAAGTCACGCCCAAAGGTCATTACAAAAGATCCC 247
Pecten_3 GAAAAAGACGGAACACAGACTGAAGTGAAGTCACGCCCAAAGGTCATTACAAAAGATCCC 247
Pecten_5 GAAAAAGACGGAACACAGACTGAAGTGAAGTCACGCCCAAAGGTCATTACAAAAGATCCC 247
Pecten_6 GAAAAAGACGGAACACAGACTGAAGTGAAGTCACGCCCAAAGGTCATTACAAAAGATCCC 247
Pecten_7 GAAAAAGACGGAACACAGACTGAAGTGAAGTCACGCCCAAAGGTCATTACAAAAGATCCC 247
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkhkhhhhkkhhhhhkhkhkhbhhkhhhhrhkkhkhkhrhhkkhhkhrrhkkhkhkrhkhkkhhkhrhrhkkhkhhhhkh*k
Pecten_Wt_AA E K D 6 T ¢ T E V K S R P K V I T K D P 76
Pecten_Wt GAAATCGCCATCAGTGGTGCGGATGTTGTGATCCTGACTGTTCCAGCTTTTGCACACGAG 360
Pecten_2 GAAATCGCCATCAGTGGCGCGGATGTTGTGATCCTGACTGTTCCAGCTTTTGCACACGAG 307
Pecten_3 GAAATCGCCATCAGTGGCGCGGATGTTGTGATCCTGACTGTTCCAGCTTTTGCACACGAG 307
Pecten_5 GAAATCGCCATCAGTGGCGCGGATGTTGTGATCCTGACTGTTCCAGCTTTTGCACACGAG 307
Pecten_56 GAAATCGCCATCAGTGGCGCGGATGTTGTGATACTGACTGTTCCAGCTTTTGCACACGAG 307
Pecten_7 GAAATCGCCATCAGTGGCGCGGATGTTGTGATCCTGACTGTTCCAGCTTTTGCACACGAG 307
khkhkhkkhkhkhkkhhkhhkhkhkhhkhh hhkhrhkhhkhhhhrkhkkh hhhhrkhrhkhhhhkhhkrhkhkrkhkhhhxkxtk
Pecten_Wt_AA E I A I S G A DV V I L T V P A F A H E 96
Pecten_Wt GGGTATTTCCAAGCCATGGCCCCGTATGTGCAGGATTCCGCTCTAATCGTCGGCCTGCCA 420
Pecten_2 GGGTATTTCCAAGCCATGGCCCCGTATGTGCAGGATTCCGCTCTAATCGTCGGCCTGCCA 367
Pecten_3 GGGTATTTCCAAGCCATGGCCCCGTATGTGCAGGATTCCGCTCTAATCGTCGGCCTGCCA 367
Pecten_>5 GGGTATTTCCAAGCAATGGCCCCGTATGTGCAGGATGCCGCTCTAATCGTCGGCCTGCCA 367
Pecten_6 GGGTATTTCCAAGCCATGGCCCCGTATGTGCAGGATTCCGCTCTAATCGTCGGCCTGCCA 367
Pecten_7 GGGTATTTCCAAGCAATGGCCCCGTATGTGCAGGATTCCGCTCTAATCGTCGGCCTGCCA 367
khkkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhkhk, *hkhkkhhhkhkkhkhkhkhhhkhkhkhhhkkhhdx hhhhrrhkkhhkhrhkhkkhhhrrhkkhhhhkk*k
Pecten_Wt_AA G Y F Q A M AP YV Q D S A L I V G L P 116

Pecten_5_AA A
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Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_5
Pecten_56
Pecten_7

Pecten_Wt_AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_>5
Pecten_o6
Pecten_7

Pecten_Wt_AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_5
Pecten_56
Pecten_7

Pecten_Wt_AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_>5
Pecten_o6
Pecten_7

Pecten_Wt_AA
Pecten_2_ AA
Pecten_3_AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_5
Pecten_56
Pecten_7

Pecten_Wt_AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_>5
Pecten_o6
Pecten_7

Pecten_Wt_AA
Pecten_5_ AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_5
Pecten_o6
Pecten_7

Pecten_Wt_AA
Pecten_6_AA

Pecten_Wt
Pecten_2
Pecten_3
Pecten_>5
Pecten_o6
Pecten_7

Pecten_Wt_AA

176

AGTCAGGCAGGTTTTGAATTCCAATGCCGAGATATTTTAGGAGACAAGGCAGCCGCTIGTT
AGTCAGGCAGGTTTTGAATTCCAATGTCGAGACATTTTAGGAGACAAGGCCGCCGCTIGTT
AGTCAGGCAGGTTTTGAATTCCAATGTCGAGACATTTTAGGAGACAAGGCCGCCGCTIGTT
AGTCAGGCAGGTTTTGAATTCCAATGCCGAGATATTTTAGGAGACAAGGCTGCTGCTGTT
AGTCAGGCAGGTTTTGAATTCCAATGTCGAGATATTTTAGGAGACAAGGCCGCCGCTIGTT
AGTCAGGCAGGTTTTGAATTCCAATGCCGAGATATTTTAGGAGACAAGGCTGCTGCTGTT
kokkkhkhkkkkkhhhkhkhhkkkkkhkhhkhx Khkkkk *hrxkkkkhkhkhkhkkxkkkk *k **kkkk*

s ¢ A G F E F Q C R D I L G D K A A A V

TCAATGATGTCATTTGAAACTCTTCCTTGGGCGTGTCGCATAAAAGAGTTCGGCAGGAAA
TCAATGATGTCCTTTGAAACTCTTCCTTGGGCGTGTCGCATAAAAGAGTTCGGCAGGAAA
TCAATGATGTCCTTTGAAACTCTTCCTTGGGCGTGTCGCATAAAAGAGTTCGGCAGGAAA
TCAATGATGTCCTTTGAAACTCTTCCCTGGGCGTGTCGTATAAAAGAGTTCGGCAGGAAA
TCAATGATGTCATTTGAAACTCTTCCTTGGGCGTGTCGCATAAAAGAGTTCGGCAGGAAA
TCAATGATGTCCTTTGAAACTCTTCCCTGGGCGTGTCGTATAAAAGAGTTCGGCAGGAAA

KAkIkAKAAKAAKKAKh AAAAKRAIAAXAAAK A, K hAAXAAA AN K d, *AAA kA rA A d A A AR A AR A XKk

s Mm M s *F E T L P W A C R I K E F G R K

GTTGAAGTACTGGGTACGAAATCCGTCCTAGCCGCTTCGCTCATCAAGGGAACAGCCAAG
GTTGAAGTACTAGGTACTAAATCCGTCCTAGCAGCTTCGCTCATCAAGGGAACAGCCAAG
GTTGAAGTACTAGGTACTAAATCCGTTCTAGCAGCTTCGCTCATCAAGGGAACAGCCAAG
GTTGAAGTACTGGGTACGAAATCCGTCCTAGCAGCTTCGCTCATCAAGGGAACAGCCAAG
GTTGAAGTACTGGGTACGAAATCCGTCCTAGCCGCTTCGCTCATCAAGGGAACAGCCAAG
GTTGAAGTACTGGGTACGAAATCCGTCCTAGCAGCTTCGCTCATCAAGGGAACAGCCAAG

khkhkkhkrkhkhkhhkhkk dhkkhkrk *hkkhkhkhkhkkhkkhk hhkrkhk hhkhkhkhhkhkrhkkhkrhkkhkhkhkhkrkrhkhkxkhkkxk*x

v B v L 6 T K s v L A A S L I K G T A K

ACGGTCGACCCGCTATCGACTCTCCAGATGCTCCATGGTGCCGAACCAGTCTTCCGTICTT
ACGGTCGACCCGCTATCGACACTCCAGAAGCTCCATGGTGCCGAACCAGTCTTCCGTCTT
ACGGTCGACCCGCTATCGACACTCCAGAAGCTCCATGGTGCCGAACCAGTCTTCCGTICTT
ACAGTCGACCCGCTATCGACACTCCAGATGCTCCATGGTGCCGAACCAGTCTTCCGTCTT
ACGGTCGACCCGCTATCGACACTCCAGATGCTCCATGGTGCCGAACCAGTCTTCCGTICTT
ACAGTCGACCCGCTATCGACACTCCAGATGCTCCATGGTGCCGAACCAGTCTTCCGTCTT
KKk KA IAKAKRKAIAAAXAAAKNAKXKA *AAIAKA AKX, KA AKAAKRAIAAA A A AR AR A A AR AR A XA A A KKK
T v D P L S T L Q M L H G A E P V F R L

K

K

GCAAAACACTTCTTGGAGATGCTTATAATGAGTTATTCGTTTGTCCATCCCGCCATTTTG
GCAAAACACTTCTTGGAGATGCTTATAATGAGTTATTCGTTTGTCCATCCCGCCATTTTG
GCAAAACACTTCTTGGAGATGCTTATAATGAGTTATTCGTTTGTCCATCCCGCCATTTTG
GCAAAACACTTCTTGGAAATGCTTATAATGAGTTATTCGTTTGTCCACCCCGCCATTTTG
GCAAAACACTTCTTGGAGATGCTTATAATGAGTTATTCGTTTGTCCATCCCGCCATTTTG
GCAAAACACTTCTTGGAAATGCTTATAATGAGTTATTCGTTTGTCCACCCCGCCATTTTG

kA hkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrkh *hhkrhkhkhkhhrhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhx *hkrhkhkxkhkkxk*x

A K H F L EM L I M S Y S F V H P A I L

TTCGGTCGTTGGGGTTCCTGGGACGGCAAACCTGTTCCAGAAGCACCATTGTTTTACCAA
TTCGGTCGATGGGGTTCCTGGGACGGCAAACCTGTTCCAGAAGCACCATTGTTTTACCAA
TTCGGTCGATGGGGTTCCTGGGACGGCAAACCTGTTCCAGAAGCACCATTGTTTTACCAA
TTTGGTCGATGGAGTTCCTGGGACGGCAAACCTGTTCCAGAAGCACCATTGTTTTACCAA
TTTGGTCGATGGGGTTCCTGGGACGGCAAACCTGTTCCAGAAGCGCCATTGTTTTACCAA
TTTGGTCGATGGGGTTCCTGGGACGGCAAACCTGTTCCAGAAGCACCATTGTTTTACCAA
KKk KKK KkA KAhkhk AAAKRAIAAAAKAAKRA XA I A A XAKAA KA XA AA XA AN, Kh A A hA A Ak h A h kA X k%
F G R W G s W D G K P V P E A P L F Y Q
S

GGCATCGACCAGGCAACCGCAGACATGCTTACAGCTTGTAGCAACGAATGCAAGGACGTA
GGCATCGACCAGGCAACCGCAGACATGCTTACAGCTTGTAGCAACGAATGCAAGGACGTA
GGCATCGACCAGGCAACCGCAGACATGCTTACAGCTTGTAGCAACGAATGCAAGGACGTA
GGCATCGACCAGGCAACCGCAGACATGCTTACAGCTTGTAGCAACGAATGCAAGGACGTA
GGCATTGACCAGGGCACCGCAGACATGCTTACAGCTTGTAGCAACGAATGCAAGGACGTA
GGCATCGACCAGGCAACCGCAGACATGCTTACAGCTTGTAGCAACGAATGCAAGGACGTA
*kkkkk KAk Kkkk Kk KAKAKAKRKA A A A A KA AR A XA A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A XA A AR A XA KK
G I b o A T A DMTLTAC S N E C K D V
G

GCAAACGCTATCATGGCGGCGTGCCCTGGAAACGACCTTTCGGATGTCAAGGACATATAT
GCAAACGCTATAATGGCGGCGTGCCCAGGAAACGACCTTTCGGATGTCAAGGACATATAT
GCAAACGCTATAATGGCGGCGTGCCCAGGAAACGACCTTTCGGATGTCAAGGACATATAT
GCAAACGCTATCATGGCGGCGTGCCCTGGAAACGACCTTTCGGATGTCAAGGACATATAT
GCAAACGCTATCATGGCGGCGTGCCCAGGAAACGACCTTTCGGATGTCAAGGACATATAT
GCAAACGCTATCATGGCGGCGTGCCCTGGAAACGACCTTTCGGATGTCAAGGACATATAT

KAIAKAAKAA AR KK, AAKAAKRAIAAAAAAKR A A hAAAIAA AR A IA A A A A AR A IR A AR AR A XA A A KKK

AN A I M A A C?P G N D L s D V K D I Y

480
427
427
427
427
427

136

540
487
487
487
487
487

156

600
547
547
547
547
547

176

660
607
607
607
607
607

196

720
667
667
667
667
667

216

780
727
727
727
727
727

236

840
787
787
787
787
787

256

900
847
847
847
847
847

276
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Pecten_Wt CAGTGGTACCTAGAGTATTACCACGAAGACATTCAAGATGACCACGACCTCTACCACGCA 960
Pecten_2 CAGTGGTACCTAGAGTATTACCACGAGGACATCCAAGATGACCACGACCTCTACCACGCC 907
Pecten_3 CAGTGGTACCTAGAGTATTACCACGAGGACATCCAAGATGACCACGACCTCTACCACGCC 907
Pecten_5 CAGTGGTACCTAGAGTATTACCACGAAGACATTCAAGATGACCACGACCTCTACCATGCA 907
Pecten_6 CAGTGGTACCTAGAGTATTATCACGAAGACATCCAAGATGACCACGACCTCTACCACGCC 907
Pecten_7 CAGTGGTACCTAGAGTATTACCACGAGGACATCCAAGATGACCACGACCTCTACCACGCC 907
Ak hhkhkkhhhkhkkhkhhkhkkhhkhkhkkhhkkx ,hkhkhkh *hkhkhhx ,hhkhkhkhkrhkkhkhkrkhkkhkhkrkhkkhkhkrkhkkhhx K%
Pecten_Wt_AA Q W Y L E Y Y H E D I 9 D D H D L Y H A 296
Pecten_Wt ATCACCACAAACAAGTCATATAAGGGTCTTGTTCATCCCGTCAAGGCTGTTGACGGTGGT 1020
Pecten_2 ATCACCACAAACAAGTCATATAAGGGTCTTGTTCATCCCGTCAAGGCCGTTGACGGTGGC 967
Pecten_3 ATCACCACAAACAAGTCATATAAGGGTICTTGTTCATCCCGTCAAGGCCGTTGACGGTGGC 967
Pecten_b ATCACCACAAACAAGTCATATAAGGGTCTTGTTCATCCCGTCAAGGCTGTTGACGGTGGT 967
Pecten_o6 ATCACCACAAACAAGTCATATAAGGGTCTTGTGCATCCCGTAAAGGCCGTTGACGGTGGC 967
Pecten_7 ATCACCACAAACAAGTCATATAAGGGTCTTGTTCATCCCGTCAAGGCCGTTGACGGTGGC 967
khkhkhkkhkhkhkkhhhkhkrkhkhkhkhkhkdhhkhrhrhkhkhkhhkhhrhkh K(hhhkrkhhdx *hkhkrk *hhhhkrkhrkkhx
Pecten_Wt_AA I T T N K S ¥ K G L VvV H P V K A V D G G 316
Pecten_Wt GTGGCCCCTGACTTCGGAAATCGTTACCTGACAGAAGACATCCCCATGGGAATGATAGTT 1080
Pecten_2 GTGGCCCCTGACTTCGGAAATCGTTACCTGACAGAAGACATCCCCATGGGGATGATAGTT 1027
Pecten_3 GTGGCCCCTGACTTCGGARAATCGTTACCTGACAGAAGACATCCCCATGGGGATGATAGCT 1027
Pecten_5 GTGGCCCCTGACTTCGGAAATCGTTACCTGACAGAAGACATCCCCATGGGGATGATAGTT 1027
Pecten_6 GTGGCCCCTGACTTCGGAAATCGTTACCTGACAGAAGACATCCCCATGGGGATGATAGTT 1027
Pecten_7 GTGGCCCCTGACTTCGGAAATCGTTACCTGACAGAAGACATCCCCATGGGGATGATAGTT 1027
R S i I I I e I I e I I I e i I I I I e b I I b b I I b b I b b b b b b b b S ab b b b Ih b S 4
Pecten_Wt_AA vV A P D F G N R Y L T E D I p M G M I V 336
Pecten_3_AA A
Pecten_Wt TTCAAAGGCGTTGCCATAGCAGCTGGTGTGGCCATCCCAAGCAACGATAAACTTATCATG 1140
Pecten_2 TTTAAAGGCGTTGCCATAGCAGCTGGTGTGGCCATCCCCAACAACGATAAACTTATCATG 1087
Pecten_3 TTTAAAGGCGTTGCCATAGCAGCTGGTGTGGCCATCCCCAACAACGATAAACTTATCATG 1087
Pecten_5 TTTAAAGGCGTTGCTATAGCAGCTGGTGTGGCCATCCCCAACAACGATAAACTTATCATG 1087
Pecten_6 TTTAAAGGCGTTGCTATAGCAGCTGGTGTGGCCATCCCCAACAACGATAAACTTATCATG 1087
Pecten_7 TTTAAAGGCGTTGCCATAGCAGCTGGTGTGGCCATCCCCAACAACGATAAACTTATCATG 1087
Kk khk Khkkhkhhkhkkhhhkhk, *hkkhhhkhkkhhkhkhkkhhkhkhkkhhkhkhkkhkhkhkhkh * *,hhkhkhkhkrhkhkhkrkhkhhkxkkhhx
Pecten_Wt_AA F K G v A I A A G V A I P S N D K L I M 356
Pecten_2_ AA N
Pecten_3_AA N
Pecten_5_ AA N
Pecten_6_AA N
Pecten_7_AA N
Pecten_Wt TGGGCCCAGGAGAAGATCGGAAAGGAGTATCTAGTGGACGGTGCTCTGACCGGTAAGGAT 1200
Pecten_2 TGGGCCCAGGAGAAGATCGGAAAGGAGTATCTAGTGGATGGTGCTCTGACCGGTAAGGAT 1147
Pecten_3 TGGGCCCAGGAGAAGATCGGAAAGGAGTATCTAGTGGATGGTGCTCTGACCGGTAAGGAT 1147
Pecten_5 TGGGCCCAGGAGAAGATCGGAAAGGAGTATCTAGTGGACGGTGCTCTGACCGGTAAGGAT 1147
Pecten_6 TGGGCCCAGGAGAAGATCGGAAAGGAGTATCTAGTGGACGGTGCTCTGACCGGTAAGGAT 1147
Pecten_7 TGGGCCCAGGAGAAGATCGGAAAGGAGTATCTAGTGGATGGTGCTCTGACCGGTAAGGAT 1147
R i e I i i I e I I e I I I e I I I b I I b I b b b b I S b I b S b b b b b b b b b b b b b g
Pecten_Wt_AA w A Q E K I G K B Y L v D G A L T G K D 376
Pecten_Wt GTGGCTACAACGCGCTGTCCGCAACGCTATGGCTTCAACACACTAGACGCTATACTCACG 1260
Pecten_2 GTGGCTACAACGCGCTGTCCGCAACGCTATGGCTTCAACACACTAGACGCTATACTCACG 1207
Pecten_3 GTGGCTACAACGCGCTGTCCGCAACGCTATGGCTTCAACACACTAGACGCTATACTTACG 1207
Pecten_b GTGGCTACAACGCGCTGTCCGCAACGCTATGGCTTCAACACACTAGACGCTATACTTACG 1207
Pecten_6 GTGGCTACAACGCGCTGTCCGCAACGCTATGGCTTCAACACACTAGACGCTATACTCACG 1207
Pecten_7 GTGGCTACAACGCGCTGTCCGCAACGCTATGGTTTCAACACACTAGACGCTATACTCACG 1207

kA hkkrkhkhkrhkhkhkhkhkhkkrhkhkhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrkhk hhkhkhkhhkkhkrhhkrhkkhkhkhkhkrkrhkhkxkx *k*

Pecten_Wt_AA v A T T R C P Q R Y G F N T L D A I L T 396

Pecten_Wt GGCAAAAAGTAAGGACTGACCAGTGCTAGGTCAGTGCTGACCAGTGTCCGTATACACCGC 1320
Pecten_2 GGCAAAAAGTAAGGACTTACCAGTTCTAGGTCAGTIGCTGACCAGTGICCGTATTICACCGC 1267
Pecten_3 GGCAAAAAGTAAGGACT————————————————————— GACCAGTGTCCGTATACACCGC 1246
Pecten_5 GGCAAAAAGTAAGGACTGACCAGTGCTAGGTCAGTGCTGACCAGTGTICCGTATACACCGC 1267
Pecten_6 GGCAAAAAGTAAGGACTTACCAGTTCTAGGTCAGTGCTGACCAGTGTCCGTATTCACCGC 1267
Pecten_7 GGCAAAAAGTAAGGACTTACCAGTTCTAGGTCAGTIGCTGACCAGTGTICCGTATTICACCGC 1267
khkkhkkhkhkhrkhkkhkkhkhkhkkkhkkxk khkkhkkhkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkh*x *khkkkk*k
Pecten_Wt_AA G K K STOP 399
Pecten_Wt TTGTAATTCAACCCAAGACACCAATTCCCCATCATGATTTGCTATCATGGAACAAATATA 1380
Pecten_2 TTGTAAT - ——————————————— 1275
Pecten_3 TTGTAAT T—————————— 1254
Pecten_5 TTGTAAT - ——————————————— - 1275
Pecten_6 TTGTAAT T————————— 1275
Pecten_7 TTGTAAT - ——————————————— 1275

* %k Kk ok k ok ok
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Pecten_Wt CCTTGCAGTCCAGTTAACTTTTATAAAGAGAACAGAAGTTGTTTCTGTGCCAAAGAAGTT 1440
Pecten_Wt ACATTCTTCAAAAACACAAAATATGAACCTATAGCAGATAATTACGGAAACTATTTTGGA 1500
Pecten_Wt ACCTCAATCTAGTTTTCGTTATCAGGAAACAACCATTCAGCTGTGATACTTACTTTGGAC 1560
Pecten_Wt ATCTTTCTAGTGCTAAAACACGTCTCAAGGTTTAGGATCTAGGTTTACTGCGAAAACGAA 1620
Pecten_Wt GTTATGAACTCTCATTTCCGGAACATGTATTAATCTGCATACGTTAATGTTCACTATTCT 1680
Pecten_Wt AGTCACAAGATAACGTGTCCAAAATATTTCCAATTTTAGATTGTATTATATATCTATATA 1740
Pecten_Wt ATTAAATTGTATTTACATCAACATGACTTTTACACAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1793

Abb. 49 Sequenzen von Octopindehydrogenasen aus verschiedenen Individuen der Pilgermuschel Pecten
maximus. Dargestellt sind jeweils die DNA-Sequenzen mit 5° und 3’ untranslatierten Regionen sowie die abge-
leitete Proteinsequenz im Einbuchstabencode. In allen Sequenzen identische Nukleotide sind mit * markiert. Un-
terschiede in der Aminosiuresequenz sind angegeben.

7.5 Proteinalignment verschiedener Opindehydrogenasen
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DFACLPAAKAG——————— WALEQIGSVLPQYVAVENVLHTSLTNVNAVMHP LPTLLNAAR

* : :**

P. maximus 0 ————————= MTVKVCVCGGGNGAHTLSGLAASRDGVEVRVLTLFADEAERWTKALGADEL 51
M. yessoensis = =0 ————————= MTLKVCVCGGGNGAHTLSGLAASRDGVEVRVLTLFADEAERWTKALGADEL 51
L. vulgaris MAHHQEKPPVLIKLLICGGGNGAHVLTGLASSRHNVKVNVLSLFADEAERWRKTLGDNHE 60
L. opalescens ~MTHQEKPPVLVKLLVCGGGNGAHVLTGLASSRHNVKVNVLSLFADEAERWRNTLADNHS 59
S. officinalis MAHHQEKPPVLINLLVCGGGNGAHVLTGLASSRHNVKVNVLSLFADEAERWRNTLGDNHE 60
H. discus hannai ———MTKK---—-ITVLVCGGGNGAHVTAGLAASRDDIETRVLTTFADEAERWINIMKENDL 53
F. oregonensis ———-MADK----LTVCVCGGGNGAHAMAGLAAAHPGTEARVLTLFQDEAPRWANIMKEENF 53
A. irricolor = @ —————————— MVVLTICGGGNAAHTLAGIASNQPNMEVRVLTLYADEAERWIKSMETNDE 50
P. sachalinensis ———-MSRSLEKSCNITIFGGGNGAHVLSGLSSDVVNANVIVVDTFQDEAERWTKAMAANGE 57
A. spec —m————- MIESKTYAVLGLGNGGHAFAAYLALKG——--QSVLAWDIDAQRIKEIQDRGATI 49
* k% .. * . s, . : . . * ok .
P. maximus TVIVNEKDG---TQTEVKSRPK-VITKDPEIAISGADVVILTVPAFAHEGYFQAMAPYVQ 107
M. yessoensis TVIVNEKDG-—--TQTEVKSRPK-VITKDPQVAITGADVVILTVPAFAHEGYFQAMAPYVQ 107
L. vulgaris VVNFREKDG---SSQIITSRPN-MITNDPSKAVPGCNLIIFTVPAFAHEGYFRAIAPYLE 116
L. opalescens VVNFREKDG---SNKIITSRPN-MITNDASKAVPGCNLVIFTVPAFAHEGYFRAIAPYLE 115
S. officinalis VVNFREKDG---TNKIITSRPN-MITNDPSRAVPGCNLVIFTVPAFAHEGYFRAIAPYLE 116
H. discus hannai RITVDEGDIKSGESVDFKVKLN-CITKDPSKAVPGADVIIFTVPAFAHQSYLEAIEPYIQ 112
F. oregonensis TIQQNKPDK-—--SVVHIKAKPA-LVTKDASQAVPGANIIIFCVPAFAHAQYFKAIEPYVY 109
A. irricolor TTIKYATGK-—--DPVHLKTKPK-LVTKNPEQGATGADIIVITVPAFAHAQYLTALKPHVK 106
P. sachalinensis TVKYGNGKD--—--LVQAPGKPKFTVTKEVQKNVEKADVVILCMPAFLHEMVLTSVAPYVP 113
A. spec IAEGPGLAG-——————— TAHPD-LLTSDIGLAVKDADVILIVVPAIHHASIAANIASYIS 100
. .k L S A Y ek k. * . ..
P. maximus DSALIVGLPSQAGFEFQCRDILGDKAA-AVSMMSFETLPWACRIKEFGRKVEVLGTKSVL 166
M. yessoensis DSALIVGLPSQAGFEFQCRDILGDKAA-AVSMMSFETLPWACRIKEFGRKVEVLGTKSVL 166
L. vulgaris PNTVIVGLPSQPGFQFQCCDLLGIGGR-TSAIVSFESLPWACRIGTFGREVQVLGPKDTL 175
L. opalescens PNTVIVGLPSQPGFQFQACDLLGMGGR-TSAIVSFESLPWACRIGTFGREVQVLGPKDTL 174
S. officinalis PNTVIVGLPSQPGFQFQCCDLLGLGGR-TSAIVSFESLPWACRIGTFGREVQVIGPKDTL 175
H. discus hannai PNTTIVGMPGQPGFEFQVFDVLKDKAK-QCVIMSFESLPWACRIAEFGKFVQILMVKVNL 171
F. oregonensis PNTAIIGLPGQPGFEFQCFDVLKDKAR-QCAILSYESLPWACRILEFGKLVEILGAKDSL 168
A. irricolor PGTVVVGFPGQPGFDFEIMKIWGDLAK-QCTVMNEFVSLPWACRIKEFGKSVEVLATKDMM 165
P. sachalinensis ETCPIVGLPGQPGFEYQALFHLRQONGK-KGSVMSIETLPWACRIAKYGQEVDVIGTKECI 172
A. spec EGQLIILNPGATGGALEFRKILRENGAPEVTIGETSSMLFTCRSERPG-QVTVNAIKGAM 159
.. * . . * : . . . s [ * % * * : * .
P. maximus AASLIKGTAKT-VDP--LSTLQMLHGAEPVFRLAKHFLEMLIMSYS-FVHPAILFGRWGS 222
M. yessoensis AASLIKGTAET-VDP--LSTLQKLHGAEPVFRLAKHFLEMLIMSYS-FVHPAILYGRWGS 222
L. vulgaris ACAIIMRGCRPLFPI--LKTIQYVIGKEPKLTMAANYLSINLLADA-VVHPPMMYGTWKD 232
L. opalescens ACAIIMRGCKPLFPV--LKTIQYVIGKEPKLTMAANYLSINLLADA-VVHPPMMYGTWKD 231
S. officinalis ACAIIMRGCKILFPI--LPTIQYIIGKEPKLTLAANYLSINLLADS-VVHPPMMYGTWKD 232
H. discus hannai MGCLIRGQSKPSYDP--MEAVQRVMGKAPILTQANNYIEPILATKS-IIHPPIMYGKWKD 228
F. oregonensis MGSEIKGKSQLKPDP--AKTLQAMLGEHPVLKMAHNYLEPYLMTKS-IVHPPLMYGRWKD 225
A. irricolor FGSVRNGTVAPKMDP--TAMIQGCLGPLPRLECSGHLLGMSIMAVNGMLHP SIMYNRWHD 223
P. sachalinensis YFSSVDQQOSSGYVGAGLVQLIQTLLGAKPVLKREENIIKYTFLYRP-TVHPPLMYAKWKN 231
A. spec 212
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RAVNVPTPLIDAVLDLISSLIDTDFRKEG--RTLEKLGLSGLTAAGIRSAVE-———————

* * . .

P. maximus WDGKPVPEAPLFYQGIDQATADMLTACSNECKDVANAIMAACPGNDLSDVKDIYQWYLEY 282
M. yessoensis WDGNPVSEAPLFYQGIDQATADMLTACSDECKAVGNAIMAACPGNDLSDVKDIYQWYLEY 282
L. vulgaris WDGKPVAEKPLFYQGLNEFSANLLDKVSSELVQTAQVIHQKYPDMDMKDVIHLFDWYKLN 292
L. opalescens WDGKPVAEKPLFYQGLNEFSADLLDKVSTELVQTAKATIHQKYPDMDMKDVIHLEDWYKLN 291
S. officinalis WDGQPVAEKPLFYQGLNEFSADLLDKVSTELVHTAQATIQQKYPEMDMKDVIHLEDWYKLN 292
H. discus hannai WDGKPIEEKPLFYQGLDEEQARYLGGISDELVATAKATIAAQKPEVDLSGVLHLYDWYLRD 288
F. oregonensis WDGQPMAEKPLFYQGLDEFGAGSLSTVSDEVLDTARAITKQKPELDLPHVEHLLEWYRQD 285
A. irricolor WDGKPVDAPPLFYHGLSQAGADLLSDVSNETIATIAKKVMEQRQGVDLSNVIHMHPYYIGA 283
P. sachalinensis WDGKPLDAAPLFYQGADEEAVKYLDGATNEMIKIADFLQTKYPDMDFSGISSMQODCFIGE 291
A. spec CESG--TPFQYYLEGITPSVGSLAEKVDAERIATAKAFDLNVP———————— SVCEWYKES 262
. * * . .
P. maximus YHEDIQDDHDLYHAITTNKSYKGLVHPVKAVDGG-VAPDFGNRYLTEDIPMGMIVFKGVA 341
M. yessoensis YHEDIQDDHDLYHAITTNKSYKGLVHPVKTVDGG-VAPDFGNRYLTEDIPMGMIVFKGVA 341
L. vulgaris YKESIKDMSNLRLAMKTCTAYDGLVHPMKETPDKMEVPDFTYRYMTEDIPFGMVVFRGIA 352
L. opalescens YKESIKDMSSLRMAMKTCTAYDGLVHPMKETPDKKEVPDFTYRYMTEDIPFGMVVFRGIS 351
S. officinalis YKESTIQDMSNLQMAMKTCSAYDGMVHPMKETPDGKFMPDENYRYMTEDIPFGMVVFRGIA 352
H. discus hannai HKPYIKDTTSLLTVLQTDTAYDGLVHPMKETEDGKFVPDFRYRYLTEDVPNGLVVTKGLA 348
F. oregonensis YRETVKDPTSLLTAMRTNTAYNGLVHPMKDAGNGKWVPDFGYRYLAEDIPFGLVVTKGLA 345
A. irricolor YPDDISDKSSLYTCINTNAGFKGLTHPCTKTADGKFVPDFTGRYFGEDIPFGLAVTRGIA 343
P. sachalinensis YPEQIKDKSTLLSCLKTNQAYDGLVHPMKKTDDGKEFVPDFKYRYLMEDVPYGLLIIKQIA 351
A. spec YGOSP-——-ATIYEAVQGNPAYRGIAGPIN-————————— LNTRYFFEDVSTGLVPLSELG 309
. . . .k T . * . : * % H * * <. * H : .
P. maximus IAAGVAIPSNDKLIMWAQEKIGKEYLVDGALTGKDVATTRCPQRYGEFNTLDAILTGKK- 399
M. yessoensis IAAGVPIPNNDKLITWAQEKIGKVYLVDGALTGKDVATTRCPQRYGENTLNAILTGKKE 400
L. vulgaris ELAGVPTPAMDETITWGQKILGKEVLVNGKLTGKDMNLTRAPQRFHFHSLFDLVNLR-- 409
L. opalescens ELAGVPTPAMDETIIWGQKILGKEFLVNGKLQGKDMNLTRAPQRFHENSLFDLVNLR-—- 408
S. officinalis QLEGVPTPAMDETLTWGQKILGKEFLVDGELKGKDMNMTRAPQRFHENSLEDLVNLR-— 409
H. discus hannai QIAGVPTPYHDEVIAWCQKQLGKEIIVGDELKGKDIGSTRCPQRYGINTMDALVNIM-— 405
F. oregonensis LLAGVPTPETDRVLAWCQDKLGKEFIVGSELKGKDMTSSRAPQAYGFKSLDDLMALM-— 402
A. irricolor EIAGCPTPNIDKITEWAQKLMGKEYLVGGKFTGKDISATRAPQRYGFNTLDSIL-————— 397
P. sachalinensis EMAGVATPIIDEIILWAQTKLDAEYLKDGKLCFVDRKHGRIPMAFGIKTLEEFVNYCK- 409
A. spec 359

Abb. 50 Vergleich der Aminosiuresequenzen verschiedener Opindehydrogenasen. Bei den verwendeten
Sequenzen handelt es sich um die Octopindehydrogenase aus Pecten maximus (AJ237916), Mizuhopecten yes-
soensis (AB085183), Loligo vulgaris (AJ250884), Loligo opalescens (AJ278691), Sepia officinalis (AJ250885)
und Pseudocardium sachalinensis (AB197036), die Tauropindehydrogenase aus Arabella irricolor (AB081841)
und Haliotis discus hanai (AB085184), die Carboxyethylnorvalindehydrogenase (CENDH) aus Arthrobacter
spec. (Q44297), sowie um eine mogliche Alanopindehydrogenase aus Fusitriton oregonensis (AB218692). Iden-
tische Aminosduren sind mit (*) gekennzeichnet, dhnliche Aminosduren sind mit (:) und weniger dhnliche Ami-
nosduren mit (.) markiert.
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7.6 Crystal Screen I (Hampton Research ,USA)

Tab. 23 Uberblick iiber die Zusammensetzung der einzelnen Losungen des Crystal screen I der Firma
Hampton Research (USA). Die Losungen sind nach Prizipitanten in steigender Konzentration geordnet. Die
Hampton-Losungen mit den Nummern 25 und 27 sind ausgelassen worden, da sie bisher noch nicht zur Kristal-

lisation eines Proteins beigetragen haben.

Hampton-
Nr. Prazipitant Puffer Additiv
Nr.
1 30 % MPD 0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6 0,02 mol L™ Ca-Chlorid 1
2 30 % MPD 0,1 mol L' Na-Citrat pH 5.6 0,2 mol L'" Ammoniumacetat 26
3 30 % MPD 0,1 mol L' Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L™ Mg-Acetat 21
4 30 % MPD 0,1 mol L' Na-Hepes pH 7.5 0,2 mol L' Na-Citrat 5
5 28 % PEG 400 0,1 mol L Na-Hepes pH 7.5 0,2 mol L™ Ca-Chlorid 14
6 30 % PEG 400 0,1 mol L' Na-Hepes pH 7.5 0,2 mol L™ Mg-Chlorid 23
7 30 % PEG 400 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L' Na-Citrat 13
8 30 % PEG 1500 - - 43
9 8 % PEG 4000 0,1 mol L Na-Acetat pH 4.6 - 37
10 25 % PEG 4000 0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6 0,2 mol L'" Ammoniumsulfat 20
11 30 % PEG 4000 0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6 0,2 mol L'" Ammoniumacetat 10
12 30 % PEG 4000 0,1 mol L™ Na-Citrat pH 5.6 0,2 mol L-1 Ammoniumacetat 9
13 30 % PEG 4000 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L Li-Sulfat 17
14 30 % PEG 4000 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L™ Mg-Chlorid 6
15 30 % PEG 4000 0,1 mol L' Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L™ Na-Acetat 22
16 30 % PEG 4000 - 0,2 mol L' Ammoniumsulfat 31
17 8 % PEG 8000 0,1 mol L' Tris/HCI pH 8.5 - 36
18 15 % PEG 8000 - 0,5 mol L™ Li-Sulfat 50
19 18 % PEG 8000 0,1 mol L' Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L™ Ca-Acetat 46
20 18 % PEG 8000 0,1 mol L™ Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L™ Zn-Acetat 45
21 20 % PEG 8000 0,1 mol L' Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L™ Mg-Acetat 18
22 20 % PEG 8000 - 0,05 mol L' K-Phosphat 42
23 30 % PEG 8000 0,1 mol L™ Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L™ Na-Acetat 28
24 30 % PEG 8000 0,1 mol L' Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L' Ammoniumsulfat 15
25 30 % PEG 8000 - 0,2 mol L' Ammoniumsulfat 30
26 10 % 2-Propanol, 20% PEG 4000 0,1 mol L Na-Hepes pH 7.5 - 41
27 20 % 2-Propanol, 20 % PEG 4000 0,1 mol L' Na-Citrat pH 5.6 - 40
28 20 % 2-Propanol 0,1 mol L Na-Acetat pH 4.6 0,2 mol L Ca-Chlorid 24
29 30 % 2-Propanol 0,1 mol L' Na-Cacodylat pH 6.5 0,2 mol L' Na-Citrat 8
30 30 % 2-Propanol 0,1 mol L' Na-Hepes pH 7.5 0,2 mol L™ Mg-Chlorid 12
31 30 % 2-Propanol 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L' Ammoniumacetat 19
32 1.4 mol L" Na-Acetat 0,1 mol L' Na-Cacodylat pH 6.5 - 7
33 1.4 mol L Na-Acetat 0,1 mol L' Na-Hepes pH 7.5 - 38
34 0,2 mol L™ Mg-Format - - 44
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Tab. 23 Fortsetzung Crystal Screen I — Zusammensetzung der Losungen

Nr.

Prazipitant

Puffer

Additiv

Hampton-

Nr.

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

2.0 mol L' Na-Format
4 mol L' Na-Format
1,6 mol L™ K,Na-Phosphat

0,4 mol L'" Ammoniumphosphat

1,0 mol L' Ammoniumphosphat

2,0 mol L Ammoniumsulfat
1,5 mol L™ Li-Sulfat
1,5 mol L™ Li-Sulfat
2,0 mol L' Ammoniumsulfat
2,0 mol L' Ammoniumsulfat
2,0 mol L' Ammoniumsulfat
2,0 mol L' Ammoniumsulfat
0,4 mol L K,Na-Tartrat
0,8 mol L™ K,Na-Tartrat

0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6

0,1 mol L' Na-Hepes pH 7.5
0,1 mol L™ Na-Citrat pH 5.6
0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5

0,1 mol L Na-Hepes pH 7.5
0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6
0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5

0,1 mol L Na-Hepes pH 7.5

0,1 mol L Na-Hepes pH 7.5

2 % PEG 8000
2 % PEG 400

34
33
35
3
11
48
49
16
47
4
32
39
2
29

7.7 Crystal Screen II (Hampton Research, USA)

Tab. 24 Uberblick iiber die Zusammensetzung der einzelnen Losungen des Crystal screen II der Firma
Hampton Research (USA). Die Losungen sind nach Prizipitanten in steigender Konzentration geordnet.

Nr.

Prazipitant

Puffer

Additiv

Hampton-

Nr.

15
16
17
18
19
20

10 % Jeffamin M-600
20 % Jeffamin M-600
30 % Jeffamin M-600
30 % MPD
30 % MPD
50 % MPD
70 % MPD
30 % PEG 400
25 % PEG MME 550
30 % PEG MME 550
20 % PEG MME 2000
30 % PEG MME 2000
20 % PEG MME 5000
10 % PEG 6000
10 % PEG 6000, 5 % MPD

10 % PEG 8000, 10 % PEG 1000
10 % PEG 8000, 8 % Ethylen Glycol

20 % PEG 10000
10 % PEG 20000
12 % PEG 20000

0,1 mol L Na-Citrat pH 5.6
0,1 mol L™ Hepes pH 7.5
0,1 mol L' MES pH 6.5
0,1 mol L™ Na-Acetat pH 4.6
0,1 mol L™ Hepes pH 7.5
0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5
0,1 mol L™ Hepes pH 7.5
0,1 mol L™ Na-Acetat pH 4.6
0,1 mol L' MES pH 6.5
0,1 mol L' Bicine pH 9.0
0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5
0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6
0,1 mol L' MES pH 6.5

0,1 mol L™ Hepes pH 7.5
0,1 mol L™ Hepes pH 7.5
0,1 mol L™ Hepes pH 7.5
0,1 mol L™ Bicine pH 9.0
0,1 mol L' MES pH 6.5

0,01 mol L' Fe-Chlorid
0,05 mol L™ Cs-Chlorid
0,2 mol L' NaCl
0,5 mol L' NH,-Sulfat
0,2 mol L'" NH,-Phosphat
0,1 mol L™ Cd-Chlorid
0,01 mol L' Zn-Sulfat
0,1 mol L' NaCl
0,01 mol L™ Ni-Chlorid
0,2 mol L' NH,-Sulfat
0,2 mol L' NH,-Sulfat
2,0 mol L' NaCl

2 % Dioxan

18
31
24
10
29
43
35
12
27
46
45
13
26
1
30
7
37
38
48
22
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Tab. 24 Fortsetzung Crystal Screen II — Zusammensetzung der Lésungen

Hampton-

Nr. Prazipitant Puffer Additiv

Nr.
21 4 % Polyethylen-Imin 0,1 mol L' Na-Citrat pH 5.6 0,5 mol L' NaCl 16
22 25 % tert-Butanol 0,1 mol L Tris/HCI pH 8.5 0,1 mol L™ Ca-Chlorid 40
23 35 % tert-Butanol 0,1 mol L™ Na-Citrat pH 5.6 - 17
24 35 % Dioxan - - 4
25 10 % Ethanol - 1,5 mol L™ NaCl 8
26 20 % Ethanol 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 - 44
27 25 % Ethylen Glycol - - 3
28 12 % Glycerin 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 1,5 mol L' NH,-Sulfat 42
29 1,0 mol L™ 1,6-Hexandiol 0,1 mol L' Na-Acetat pH 4.6 0,01 mol L™ Co-Chlorid 11
30 2,5 mol L™ 1,6-Hexandiol 0,1 mol L Na-Citrat pH 5.6 0,01 mol L™ Mn-Chlorid 19
31 3,4 mol L™ 1,6-Hexandiol 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 0,2 mol L™ Mg-Chlorid 39
32 1,0 Mol L Imidazol pH 7.0 - - 6
33 1,0 mol L' Na-Acetat 0,1 mol L™ Hepes pH 7.5 0,5 mol L™ Cd-Sulfat 34
34 2,0 mol L™ Mg-Chlorid 0,1 mol L Bicine pH 9.0 - 47
35 0,5 mol L NaCl; 0,01 mol L™ Mg-Chlorid - 0,01 mol L” 2

Cetyltrimethylammoniumbromid

36 2,0 mol L' NaCl 0,1 mol L™ Na-Acetat pH 4.6 - 9
37 2,0 mol L' NaCl 0,1 mol L' MES pH 6.5 0,2 mol L™ K,Na-Phosphat 21
38 4,3 mol L' NaCl 0,1 mol L™ Hepes pH 7.5 - 36
39 1,6 mol L' Na-Citrat pH 6.5 - - 28
40 1,0 mol L™ Li-Sulfat 0,1 mol L™ Na-Citrat pH 5.6 0,5 mol L™ NH,-Sulfat 15
41 1,0 mol L' Li-Sulfat 0,1 mol L™ Tris/HCI pH 8.5 0,01 mol L™ Ni-Chlorid 41
42 1,6 mol L' Mg-Sulfat 0,1 mol L' MES pH 6.5 - 20
43 1,6 mol L™ NH,-Sulfat 0,1 mol L' MES pH 6.5 10 % Dioxan 23
44 1,6 mol L' NH,-Sulfat 0,1 mol L™ Hepes pH 7.5 0,1 mol L' NaCl 32
45 1,8 mol L' NH,-Sulfat 0,1 mol L' MES pH 6.5 0,01 mol L™ Co-Chlorid 25
46 2,0 mol L' NH,-Sulfat - 5 % Isopropanol 5
47 2,0 mol L™ NH4-Sulfat 0,1 mol L Na-Citrat pH 5.6 0,2 mol L' K,Na-Tartrat 14
48 2,0 mol L™ NH,-Sulfat 0,1 mol L™ Hepes pH 7.5 - 33
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