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1. Einleitung
1.1 Dioxygenasen

Oxidative Transformationen verschiedenster organischer Verbindungen gehoren zu
den wichtigsten enzymatischen Reaktionen im mikrobiellen Stoffwechsel. Derartige
Reaktionen spielen eine signifikante Rolle in der Aufrechterhaltung des globalen
Kohlenstoffkreislaufes durch Transformation oder vollstindige Mineralisierung
dieser Molekiile (SARIASLANI, 1989). Oxygenasen initiieren den aeroben
bakteriellen Abbau aromatischer Verbindungen zum einen durch die Hydroxylierung
des aromatischen Ringes zur Vorbereitung der Ringspaltung, wobei zwei
Hydroxygruppen in ortho- oder para-Stellung zueinander eingebaut werden, und
zum anderen durch die Katalyse dieser Spaltung (HARAYAMA & REKIK, 1989).
Auch die einleitende Reaktion des Alkanabbaus wird von Oxygenasen katalysiert.
Die Oxygenasen werden in Monooxygenasen und Dioxygenasen unterteilt. Wahrend
Monooxygenasen nur ein Atom des molekularen Sauerstoffs in das organische
Substrat einbauen und das zweite Sauerstoffatom zu H,O reduzieren, katalysieren
Dioxygenasen den Einbau beider Sauerstoffatome in das Substrat. Um den
Sauerstoff, der im Grundzustand nicht reaktiv ist, zu aktivieren, bendtigen diese
Enzyme Cofaktoren (HARAYAMA et al., 1992). Sie miissen in der Lage sein, mit
dem paramagnetischen molekularen Sauerstoff, der zwei freie Elektronen mit
ungepaartem Spin besitzt, einen Komplex zu bilden. Auf diese Weise wird das Spin-
Verbot einer Reaktion zwischen Triplett-Sauerstoff und dem Singulett-Kohlenstoff
der organischen Verbindung umgangen.

In vielen Oxygenasen sind Ubergangsmetalle wie z. B. Eisen als Cofaktoren
vorhanden. Bei der Verwendung von Eisen unterscheidet man zwischen nicht-Him-
und nicht-Eisen-Schwefel-haltigen Enzymen, die Fe(Il) (Catechol-2,3-Dioxygenase;
NOZAKI et al., 1968) oder Fe(Ill) (Catechol-1,2-Dioxygenase; PATEL et al., 1976;
NAKALI et al., 1988) enthalten, und Hidm-Enzymen (Tryptophan-2,3-Dioxygenase;
ISHIMURA et al., 1970). Als weitere Ubergangsmetalle dienen in Oxygenasen
Mangan, Kupfer und Kobalt. Alternativ oder in Verbindung mit Metallionen werden
Flavine oder Pterine als organische Cofaktoren eingesetzt, deren Semichinon-Form
die Spinumkehrung eines Elektrons bewirken kann (GHISLA & MASSEY, 1989).
Ein Beispiel fiir eine Flavin-haltige Dioxygenase ist die 2-Methyl-3-hydroxypyridin-
5-carboxyl-Dioxygenase (SPARROW et al., 1969). Die Semichinon-Formen des
Flavins oder Pterins reagieren mit molekularem Sauerstoff und bilden dabei ein

kovalent gebundenes Hydroperoxid-Intermediat.
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Abb. 1: Beispiele fiir die Spaltung aromatischer Verbindungen durch Dioxygenasen. 1) Gentisat-1,2-
Dioxygenase; 2) und 3) ortho-Spaltung: 2) Catechol-1,2-Dioxygenase, 3) Protocatechuat-3,4-
Dioxygenase; 4) - 6) meta-Spaltung: 4) Catechol-2,3-Dioxygenase, 5) Protocatechuat-2,3-
Dioxygenase, 6) Protocatechuat-4,5-Dioxygenase.

NOZAKI (1979) teilt die Aromatenring-spaltenden Dioxygenasen nach Art der
Ring6ffnung in die ortho- (oder intradiolischen) und die meta- (oder extradiolischen)
Enzyme ein (Abb. 1). Zu den ortho-spaltenden Enzymen gehoren z. B. die Catechol-
1,2-Dioxygenase und die Protocatechuat-3,4-Dioxygenase (FUJISAWA &
HAYAISHI, 1968; DURHAM et al.,, 1980). Meta-spaltende Enzyme sind die
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Protocatechuat-2,3-Dioxygenase (WOLGEL et al, 1993) und die 1,2-
Dihydroxynaphthalin-2,3-Dioxygenase (KUHM et al., 1991). Nach LIPSCOMB et al.
(1988) deutet die unterschiedliche Art der Ringspaltung auf verschiedene katalytische
Mechanismen hin und HARAYAMA & REKIK postulierten 1989 die
unterschiedliche Zuordnung der ortho- und meta-spaltenden Dioxygenasen zu zwei
verschiedenen Genfamilien.

Eine Ringspaltung anderer Art katalysiert die Gentisat-1,2-Dioxygenase aus
Pseudomonas acidovorans und Comamonas testosteroni (HARAYAMA et al.,
1992). Das Enzym besitzt ein Fe(Il) als Cofaktor und 6ffnet den Ring des Substrates
zwischen dem C1 mit einer Carboxylgruppe und dem C2 mit einer Hydroxylgruppe
(Abb. 1).

1.2 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin- und 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin- 2,4-
Dioxygenase: Zwei neuartige Dioxygenasen

Die beiden Enzyme 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase (Qdo) aus
Pseudomonas putida 33/1 und 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase
(Hod) aus Arthrobacter ilicis Rii6la, die an dem Abbauweg des 1H-4-Oxochinolin
bzw. des Chinaldin beteiligt sind (Abb. 2), katalysieren die oxygenolytische
Ringspaltung des N-Heterozyklus ihrer Substrate 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin und
1 H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin (BAUER et al., 1994; BOTT et al., 1990; HUND et
al., 1990). Dabei entstehen die Produkte N-Formylanthranilsure bzw. N-
Acetylanthranilsdure und Kohlenmonoxid.

Durch Isotopenmarkierungsversuche mit 180,/'°0, zeigte BAUER (1994), daB3 in
beiden Reaktionen eine 2,4-Dioxygenierung des Substrates stattfindet, bei der beide
Sauerstoffatome in das organische Molekiil eingebaut werden und (im Gegensatz zu
anderen Dioxygenasen) zwei C-C-Bindungen gespalten werden. In biochemischen
sowie spektroskopischen Untersuchungen wurde nachgewiesen (BAUER et al.,
1996), daB diese Enzyme weder ein Metallion noch einen organischen Cofaktor

besitzen, um den molekularen Sauerstoff fiir die Reaktion zu aktivieren.
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Abb. 2: Abbau von Chinaldin durch Arthrobacter ilicis Rii61a ([1] — [7]) und von 1H-4-Oxochinolin
durch Pseudomonas putida 33/1 ([8] — [10] und [6] — [7]). [1] Chinaldin (2-Methylchinolin), [2] 4-
Hydroxychinaldin, [3] 1H-4-Oxochinaldin, [4] 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin, [5] N-
Acetylanthranilsdure, [6] Anthranilsdure, [7] Brenzcatechin, [8] 1H-4-Oxochinolin, [9] 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinolin [10] N-Formylanthranilséure.

Fir die &uBerst ungewdhnliche Reaktion dieser kleinen monomeren Enzyme
postulierte BAUER (1995) einen Mechanismus auf der Basis einer Basenkatalyse
nach NISHINAGA et al. (1979), bei dem der Sauerstoff ohne Cofaktor aktiviert
werden kann (Abb. 3). Dabei wird die Hydroxylgruppe in Position 3 des Substrates
aufgrund der basischen Umgebung im aktiven Zentrum deprotoniert. Die mesomeren
Grenzstrukturen lassen nun die Formulierung eines Carbanions zu, an dem ein
elektrophiler Angriff des O, im Grundzustand (Triplett-Sauerstoff) stattfinden kann.
Das so entstandene Peroxyanion reagiert mit der Carbonylfunktion in 4-Stellung und
es kommt auf diese Weise zur Ausbildung eines fiinfgliedrigen zyklischen Peroxids.
Dieses Peroxid zerfdllt dann unter der Bildung des Produktes (N-
Formylanthranilsdure bzw. N-Acetylanthranilsdure) und der Freisetzung von
Kohlenmonoxid.

Nach der Sequenzierung der Gene gdo und hod wurden von MAX (1997, 1999) erste

Aminosduresequenzanalysen durchgefiihrt. Die Datenbankrecherche ergab keine

signifikanten Homologien zu bisher bekannten Dioxygenasen.
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Abb. 3: Die Basenkatalyse als hypothetischer Reaktionsmechanismus der 2,4-Dioxygenasen Qdo und
Hod nach BAUER (1995). [1] R=H: 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin, R=CH;: 1H-3-Hydroxy-4-
oxochinaldin, [2] Substratanion, [3] Carbanion, [4] Peroxyanion, [5] zyklisches Peroxid, [6] R=H: N-
Formylanthranilsdure, R=CHj;: N-Acetylanthranilsdure. *=Atome des molekularen Sauerstoffs.

1.3 Kohlenmonoxid-bildende Enzyme

Eine weitere ungewohnliche Eigenschaft der beiden 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod
ist die Freisetzung von Kohlenmonoxid, da CO-bildende Enzyme in der Natur nur
sehr selten zu finden sind. Die Hdm-Oxygenase, die aus ihrem Substrat Eisen-
Protoporphyrin IX in Gegenwart von molekularem Sauerstoff und NADPH
Kohlenmonoxid und Biliverdin IXa bildet (TENHUNEN et al., 1969), ist inzwischen
sehr gut charakterisiert.

Die 1,2-Dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentenanion-1,3-Dioxygenase aus Klebsiella
pneumoniae wurde 1993 von WRAY & ABELES isoliert. Das Enzym ist am
Methioninstoffwechsel beteiligt und katalysiert die Umsetzung seines aliphatischen
Substrates zu 5-Methylthiopropionat und Kohlenmonoxid (WRAY & ABELES,
1995).

Erst 1997 wurde von STRINGFELLOW et al. die Haloalkanoat-Dehalogenase II aus
Rhizobium sp. beschrieben. Sie spaltet das aliphatische Substrat Trichloressigsdure
unter Einsatz von H,O in CO,, CO und HCI.

Das O-heterozyklische Substrat der Flavonol-2,4-Dioxygenasen (Quercetinasen) aus
Aspergillus flavus (OKA et al., 1972; TAUSCHER, 1995), Aspergillus niger (HUND
et al., 1999) und Actinoplanes missouriensis (WAGEGG et al., 1997) wird dhnlich
wie die N-heterozyklischen Substrate der 2,4-Dioxygenasen aus Pseudomonas putida
33/1 und Arthrobacter ilicis Rii6la 2,4-dioxygenolytisch unter der Bildung von
Kohlenmonoxid gespalten.
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Der Vergleich der Substrate der CO-bildenden Enzyme Qdo, Hod, 1,2-Dihydroxy-3-
keto-5-methylthiopentenanion-1,3-Dioxygenase und Quercetinase zeigt
Gemeinsamkeiten, die auf eine dhnlich ablaufende Reaktion hindeuten: Eine
Doppelbindung zwischen dem C2 und C3 (C1 und C2), eine Hydroxylgruppe an C3
(C2), eine Carbonylgruppe an C4 (C3) und ein Heteroatom an vergleichbarer
Position. Wiahrend die Flavonol-2,4-Dioxygenasen der Pilze Cu(Il) besitzen, findet
man weder in den 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod noch in der 1,2-Dihydroxy-3-
keto-5-methylthiopentenanion-1,3-Dioxygenase aus Klebsiella pneumoniae einen
Cofaktor. Als Reaktionsmechanismus fiir diese Enzyme wird eine Basenkatalyse
vorgeschlagen. Nach NISHINAGA et al. (1979) konnte allerdings auch das Cu(Il)
der Quercetinasen als Base funktionieren, weshalb auch fiir diese Reaktion ein

analoger Mechanismus denkbar wire.
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1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase ([1] und [2]) und
1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase ([3] und [4])
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Abb. 4: Vergleich der Reaktionen bekannter CO-bildender Dioxygenasen. [A] 1H-4-Oxochinolin ([1])
bzw. 1H-4-Oxochinaldin ([3]), [B] N-Formylanthranilsdure ([2]) bzw. N-Acetylanthranilséure ([4]),
[C] 1,2-Dihydroxy-3-keto-5-methylthiopenten-Anion, [D] S-Methylthiopropionat, [E] Quercetin, [F]
2-Protocatechuoylphloroglucincarbonséure.
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1.4 Aufgabenstellung

Zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus der Enzyme 1H-3-Hydroxy-4-
oxochinolin-2,4-Dioxygenase (Qdo) aus Pseudomonas putida 33/1 und 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase (Hod) aus Arthrobacter ilicis Rii6la ist
die Rontgenstrukturanalyse von entscheidender Bedeutung. Zur Vorbereitung der
Kristallisation sollte in dieser Arbeit die Reinigung der rekombinanten Proteine
His¢Qdo und HisgHod optimiert werden, um grole Mengen an homogenem Protein
zur Verfiigung stellen zu konnen. Durch eine Klonierung der Gene gdo und hod in
einen anderen Expressionsvektor sollte zusétzlich die Reinigung der beiden 2,4-
Dioxygenasen ohne Hisg-tag ermdglicht werden.

Der Austausch von Aminosduren mit moglicher essentieller Bedeutung fiir die
Katalyse sollte mittels ortsspezifische Mutagenese durchgefiihrt werden. Diese
Untersuchungen sollten durch selektive chemische Derivatisierungen bestimmter
Aminosdurereste unterstiitzt werden. In Zusammenarbeit mit Dr. Kappl an der
Universitét des Saarlandes in Homburg sollte durch ESR-spektroskopische Analyse
die mdgliche Entstehung von intermedidren (organischen) Radikalen untersucht

werden
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2. Material und Methoden

2.1 Definitionen

Enzymaktivitat:
1. Im Enzymtest: Eine Enzymeinheit (1 U) ist die Enzymmenge, welche die

Umsetzung von 1 umol Substrat bzw. die Bildung von 1 umol Produkt pro
Minute bei RT katalysiert.

2. Fiir Restriktionsenzyme: Eine Enzymeinheit (1 U) ist die Enzymmenge,
welche 1 pg A-DNA in einer Stunde bei den fiir das entsprechende Enzym
optimalen Bedingungen vollsténdig spaltet.

a. Fir Ligasen: 0.01 Weiss unit (WU) ist die Enzymmenge, welche
die Ligation von 95% der Fragmente Hindlll-restringierter A-DNA
in 20 min bei 16°C katalysiert.

3. Fiir Polymerasen: Eine Enzymeinheit (1 U) ist die Enzymmenge, die unter
entsprechenden Bedingungen (Temperatur, Puffer) innerhalb von 30 min

10 nmol dNTP in eine sdureunlosliche Substanz tiberfiithrt.

Spezifische Aktivitit:
U/mg Protein

Kilobasen:
1 kb = 1000 Basenpaare

Dalton:
1 Da=1,66018x 10% ¢

2.2 Gerate

Anaerobenzelt: Coy Laboratory Products Inc., Michigan/USA
Chromatographie-Anlage: Biologic HR System mit Workstation, AV7-3 Sample
Inject Valve, SV5-4 Select Valve, SV3-2 Diverter Valve, UV- und
Leitfahigkeitsdetektoren, Model 2128 Fraction Collector: Bio-Rad, Miinchen;
UNO Q-6, Bio-Prep 1000/17, Bio-Scale MT2 Siule, Econo-Column 1,0 x 10 cm,
Flow Adaptor 1,0 x 14 cm: Bio-Rad, Miinchen
Elektronenspinresonanz-Spektroskop: Bruker ESP300E, Kryostat ESR900:
Bruker Analytik GmbH, Karlsruhe
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Elektrophorese: Agarosegelelektrophorese: Horizontalgelkammern, Bio-Rad,
Miinchen; Polyacrylamidelektrophorese: Vertikalgelkammern, Ift-Labortechnik,
Wasserburg; Isoelektrische Fokussierung: LKB 2117 Multiphor, Pharmacia LKB,
Freiburg

Elektroporation: Gene Pulser'™ und Pulse Controller: Bio-Rad, Miinchen;

Elektroporationskiivetten 2 mm: peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Fotodokumentation: Digitalkamera DC 120 Zoom: Kodak, New York/USA;
Transilluminator TFP-M/WL: Ift-Labortechnik, Wasserburg

Light scattering: DynaPro Dynamic Light Scattering: Proteinsolutions Inc.,
Charlottesville/USA

MALDI-TOF-Massenspektrometer: Bruker Reflex T: Bruker Analytik GmbH,

Karlsruhe

Netzgerite: Powerpack PP 3000: Biometra, Gottingen; PowerPac 300: Bio-Rad,
Miinchen; 2103 Power Supply: Pharmacia LKB, Freiburg

PCR: Personal Cycler'™: Biometra, Géttingen

pH-Messung: pH 535 MultiCal®: WTW, Weilheim

Photometer: UV-160: Shimadzu Corporation, Kyoto/Japan

Schiittler: Tischschiittler Typ 3020: GFL Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel; Test Tube Rotator: GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Sterilbank: Holten Safe 2000: Heto-Holten AS, Allered/Danemark

Sterilisation: Tuttnauer 2540 ELV: Tuttnauer, Ronkonkoma/USA

Ultrafiltration: VIVASPIN 4 und VIVASPIN 15: Vivascience Ltd.,
Stonehouse/England; NANOSEP™ Microconcentrators: Pall Filtron, Dreieich
Ultraschallbad: Branson Typ 5210: G. Heinemann, Schwibisch Gmiind
Vakuumkonzentrator: Speed Vac® Plus SC110A: Savant Global Medical

Instruments, Minnesota/USA

Vakuumpumpe: Vacuubrand MZ2C/2,4: Jirgens Laborbedarf, Bremen

Waagen: Analysenwaage Sartorius 2462: Sartorius AG, Gottingen; Tischwaage:
pag Oerlikon AG, Ziirich/Schweiz

Wirmeschrank: HeraeusET 504: Heraeus Instruments, Hanau
Wasseraufbereitungsanlage: ELGA STAT® UHQ PS: KSN Wassertechnik,
Nistertal

Wasserbdder: Typ 1002 und Typ 1086: GFL Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel

Zellaufschlufl: Branson Ultraschall Desintegrator Sonifier 250: G. Heinemann,
Schwibisch Gmiind

Zentrifugation: Tischzentrifuge Biofuge Fresco: Heraeus Instruments, Hanau;
Beckman J2-21 M/E mit den Rotoren JA-10 und JA-20: Beckman Instruments,
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Miinchen; Kontron-Kiihlzentrifuge Hermle ZK 400 mit dem Rotor A6-14: Hermle
KG, Eiching

2.3 Chemikalien und sonstige Materialien

Acros, New Jersey/USA: Palladiumdichlorid

Bio-Rad, Miinchen: Acrylamid, Ammoniumperoxodisulfat, Hydroxyapatit, IEF-
Standard, Broad Range MW Standard, TEMED

Biozym, Hessisch Oldendorf: PCR-Tubes (0,2 ml)

Difco, Detroit/USA: Bacto Trypton, Bacto Hefeextrakt

Dr. H.M. Rombrecht, Quernheim: N, N-Dimethylformamid (DMF)

Eurogentec, Belgien: DNA-Smart Ladder

Fluka Chemie AG, Neu-Ulm: Ammoniumchlorid, Cytochrom ¢ (aus Pferdeherz),
Diethylpyrocarbonat, DTT, HCI, HEPES, INT, Iodacetamid, Kanamycin,
Lysozym (aus Hiihnereiweif3), Mercaptoethanol, NBT, Octyl-3-D-glucopyranosid,

Phosphorséure (85% w/v), Ribonuclease A, Saccharose

Interaktiva, Ulm: PCR-Primer

MBI-Fermentas, St. Leon Rot: T4-DNA-Ligase, Restriktionsenzyme BamHI,
Bsul5/Clal, Kpnl, Sall, Smal, Xbal

Merck, Darmstadt: Anthranilsdure, Bromphenolblau, Chloroform, Harnstoff, di-

Kaliumhydrogenphosphat, Magnesiumdichlorid, Magnesiumsulfat, D-Mannit,
Natriumchlorid, Natriumhydroxid, NZ-Amin (Casein-Hydrolysat), PMSF, SDS,
RSA

Messer Griesheim, Duisburg: Formiergas, Helium

New England Biolabs: Broad Range Protein Marker

peglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen: peqGold Universal Agarose, IPTG
Pharmacia LKB, Freiburg: DEAE-Sephacel

Promega, Mannheim: Mid-Range MW-Marker, Pfu-DNA-Polymerase,
Restriktionsenzym Dpnl

Qiagen, Hilden: Ni-NTA Superflow, QIAGEN Plasmid Midi Kit, QIAprep Spin
Miniprep Kit, QIAquick Gel Extraktion Kit

Riedel de Haén AG, Seelze: Glucose, Kaliumchlorid

Roche Diagnostics, Mannheim: Complete™ Mini, dNTP-Mix

Roth, Karlsruhe: Ampicillin, EDTA, Ethidiumbromid, Guanidin-HCI, HEPPSO,
POPSO, Tris

Scharlau, Barcelona/Spanien: Agar-Agar, Ethanol (96%ig), Glycerin, Imidazol,

Isopropanol, Kaliumdihydrogenphosphat, Trichloressigsdure
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Serva/Bochringer Ingelheim, Heidelberg: Ampholyte Servalyt® 3-10 und
Servalyt” 5-7, Serva Blau G (Coomassie Brilliant Blue), Serva Gel Fix fiir PAG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen: DMPO, Hydroxylamin, Kalium-
tert.-butylat (Bu'OK), Katalase (aus Rinderleber), NtB, 4-POBN, Superoxid-
Dismutase (aus Erythrozyten)

1 H-3-Hydroxy-4-oxochinolin wurde freundlicherweise im Fachbereich 9 der
Universitdt Oldenburg unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Metzger nach
EVANS & EASTWOOD (1974) hergestellt.

Alle Chemikalien wurden in der handelsiiblichen Form mit dem Reinheitsgrad

p-A. verwendet.

2.4 Puffer und Losungen

Puffer fiir die Enzymreinigung:

Puffer A: 20 mM Tris/HCL, pH 7,8

Puffer B: 10 mM K,HPO4KH,PO4, pH 7,0
Puffer C: 150 mM K,HPO4/KH,PO4, pH 7,0
Pufter D: 400 mM K,HPO4KH,PO4, pH 7,0

Alle Puffer fiir die Chromatographie wurden filtriert (Porengrofle 0,45 um) und
entgast.

Puffer fiir DNA-Analysen:

NEB-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 7,9)
150 mM NaCl
10 mM MgCl,
I mM DTT
TE (pH 8,0): 10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

1 mM EDTA (pH 8,0)

Puffer fiir die Agarosegelelektrophorese:
TAE (50-fach): 2,00 M Tris
0,90 M Essigsdure
0,05M EDTA (pH 8,0)
6x Probenpuffer:0,25% (w/v) Bromphenolblau
40% (w/v) Saccharose
in HyOgeion.
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Puffer fiir die Polyacrylamidgelelektrophorese:

Sammelgelpufter: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
Trenngelpuffer: 3,0 M Tris/HCI, pH 8,8
nativer Tankpuffer: 0,25 M Tris/HCI, 1,92 M Glycin, pH 8,3
SDS Tankpuffer: 0,25 M Tris/HCl
1,92 M Glycin
1% SDS
pH 8.3

SDS-Probenpuffer: 50 mM Tris/HCI (pH 6,8)
10% (v/v) Glycerin
4% (w/v) SDS
0,005% (w/v) Bromphenolblau
nativer Probenpuffer: gesittigte  Bromphenolblau-Losung  in
H>O4qeion.

Isoelektrische Fokussierung:

Anodenldsung: 1 M H3POq fiir den Gradienten pH 3-10
0,5 M Essigsaure fiir den Gradienten pH 5-7
Kathodenldsung: 0,5 M NaOH

Losungen fir die Gelfarbung:

Férbelosung: 0,1% Coomassie Blue
50% Trichloressigsdure
49,9% HzOdgeion.
Entfarbeldsung: 30% Methanol
10% Essigsdure
60% HzOdeion.

Laufmittel fiir die Diinnschichtchromatographie:
Laufmittel 1: Diisopropylether/Ameisensdure/H,O = 50/3,5/1,5 (v/v/v)
(HUND et al., 1990)
Laufmittel 2: Toluol/Essigsdureethylester/Eisessig = 60/48/8  (v/v/v)
(BOTT et al., 1990)

BRADFORD-Reagenz (BRADFORD, 1976):
100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
50 ml Ethanol (96%ig)
100 ml Phosphorsdure (85% w/v)
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850 ml HZOdeion.
Die Losung mull zweimal filtriert und vor Licht geschiitzt bei 4°C aufbewahrt

werden.

Britton-Robinson-Puffer: 0,04 mol Phosphorsiure (85% w/v)
0,04 mol Essigsdure

0,04 mol Borséure
in 1000 ml Hzodeion_
Der pH-Wert wurde im Bereich pH 3 bis pH 10 mit 0,2 N NaOH eingestellt.

Antibiotika, IPTG, RNase:

Ampicillin: 100 mg/ml in HyOpgejon.

Endkonzentration im Medium: 100 pg/ml
Kanamycin: 50 mg/ml in HyOgeion.

Endkonzentration im Medium: 50 pg/ml
IPTG: 1 M in H2Ogeion.

Endkonzentration im Medium: 0,5 mM
RNase A: 10 mg/ml in 10 mM Tris/HCI, pH 7,5

Die Stammlosungen wurden in Aliquots bei —20°C aufbewahrt. Alle Losungen

wurden sterilfiltriert und dem autoklavierten Medium nach Abkiihlung zugegeben.

Enzyme zum Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies, Effektoren und Spin-Traps:

D-Mannit: 0,5 M in H>Ogejon.

Cytochrom c: 1 mM in HyOgeion.

Superoxid-Dismutase: 6000 U/ml in Puffer A

Katalase: 6000 U/ml in Puffer A

INT: 10 mM in HyOgeion.

NBT: 10 mM in H;Ogejon.-Isopropanol-Gemisch
(50:50 v/v)

4-POBN: 1 M in Ethanol

NtB: Vor dem Einsatz als Spin-Trap mufite die Nitroso-Verbindung erst
aus ihrer Dimer-Form in die Monomer-Form umgewandelt werden
(RIESZ & RUSTGI, 1979). Dazu wurde eine 0,01 M Losung in
H,Ogeion, hergestellt und zunichst iiber Nacht bei 4°C geriihrt. Nach
weiteren 24 h Riihren bei RT stellte sich ein Gleichgewicht

zwischen der Dimer- und der Monomer-Form ein.
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Weitere Puffer und Losungen sind bei den Beschreibungen der einzelnen
Methoden aufgefiihrt.

2.5 Kulturmedien

Die Nahrmedien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Zur Herstellung fester
Néhrboden erfolgte die Zugabe von 16 g/l Agar.

LB-Medium (SAMBROOK et al., 1989):
10,0 g Bacto Trypton
5,0 g Bacto Hefeextrakt
5,0 g NaCl
ad 1 1 HyOgeion.

LB-Selektionsmedien

Dem LB-Medium wurden je nach Resistenz der zu ziichtenden Stimme

Antibiotika zugegeben:
Ampicillin: 100 pg/ml
Kanamycin: 50 pg/ml
NZY-Broth:

10,0 g NZ-Amin (Casein-Hydrolysat)
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 965 ml H>0 gejon.

Vor Gebrauch zugeben:
12,5 ml 1 M MgCl, (sterilfiltriert)
12,5ml 1 M MgSO; (sterilfiltriert)
10,0 ml 2 M Glucose-Losung (sterilfiltriert)
2.6 Bakterienstamme

E. coli X1L1-Blue

(BULLOCK et al., 1987)

Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac [F’ proAB,
lacl’ZAM15, Tnl0 (Tet')]
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Dieser Stamm der Firma Stratagene diente als Empfangerstamm fiir die mutierten
pQE-30::gdo Plasmide.

E. coli XL1-Blue MRF’

(JERPSETH et al., 1992)

Genotyp: Amcrd)183, AmcrCB hsdSMR mrr)173, endAl, supE44, thi-1, recAl,
gyrA96, reldl, lac[F’ proAB, lacl'ZAM15, Tnl0 (Tet')]

Dieser Stamm der Firma Stratagene diente als Empfingerstamm fiir die
rekombinanten Plasmide pQE-50::gdo und pQE-50::/0d.

E. coli M15 [pREP4]

(ZAMENHOF & VILLAREJO, 1972)

Genotyp: nal’, str®, rifS L thi', lac, ara’, gal', mtl', f, recA", uvr', lon"

Dieser Stamm diente als Wirtsstamm fiir die Plasmide pQE-30::gdo, pQE-30::h0d
pQE-50::gdo und pQE-50::i0d und wurde zur Uberexpression der Proteine Hod
und Qdo mit Hise-tag (pQE-30) und ohne Hisg-tag (pQE-50) verwendet.

2.7 Zichtungsbedingungen und Stammbhaltung

Alle E. coli-Stamme wurden bei 37°C in LB-Medium (2.5) kultiviert, das bei
plasmidhaltigen Stimmen mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde.
Die Fliissigkulturen wurden in Erlenmeyerkolben auf einer Rundschiittelmaschine
bei 130 UpM geschiittelt. LB-Platten wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert und
anschlieend bei 4°C gelagert. Alle vier bis sechs Wochen wurden die Stimme
auf frische Platten tiberimpft.

Zur Konservierung der Bakterien wurden die Fliissigkulturen mit 20% (v/v)

Glycerin versetzt und bei —80°C eingefroren.

2.8 Expressionssystem (QIAGEN, 1999)
2.8.1 Die Expressionsvektoren pQE-30 und pQE-50

Die beiden Expressionsvektoren pQE-30 und pQE-50 (Abb. 5) der Firma Qiagen
(QIAGEN, 1999) erméglichen die Uberexpression von Proteinen in E. coli. Sie
gehoren zur pDS-Familie (BUJARD et al., 1987) und sind von dem Plasmid
pDS56/RBSII abgeleitet. Als low-copy-number Plasmide liegen sie nur in geringer
Kopienzahl in der Zelle vor (10 Kopien pro Zelle). Die Uberexpression von
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Proteinen basiert auf dem T5-Promotor Transkriptions-Translationssystem. Neben
dem Promotor des Phagen T35, der von der E. coli RNA-Polymerase erkannt wird,
besitzen die pQE-Vektoren zwei /[ac-Operatorsequenzen, eine synthetische
Ribosomenbindestelle (RBSII) und eine multiple cloning site (MCS). Der Vektor
pQE-30 besitzt im Gegensatz zum pQE-50 vor der MCS eine fiir sechs
Histidinreste codierende Sequenz, so da3 sich am N-Terminus des Fusionsproteins
ein Hexahistidin-tag befindet. Am Ende der MCS befinden sich drei Translations-
Stopcodons in allen Leserastern. Die starken Transkriptionsterminatoren f, aus
dem Phagen Lambda und T1 aus dem rrn Operon von E. coli verhindern eine
Fortsetzung der Transkription in den Vektor. Das [3-Lactamase-Gen (bla) bewirkt

eine Resistenz gegen Ampicillin.

2.8.2 Das Repressorplasmid pREP4

Die extrem hohe Transkriptionsrate, die am T5-Promotor initiiert wird, kann nur
durch groBBe Mengen an /ac-Repressor-Protein effizient reguliert und reprimiert
werden. Daher besitzt der Wirtsstamm FE. coli M15 [pREP4] (2.6) bereits das
Repressorplasmid pREP4 (Abb. 5). Wie die pQE-Vektoren ist auch dieses ein
low-copy-number Plasmid. pREP4 ist abgeleitet vom pACYC und bewirkt eine
Kanamycinresistenz (Gen neo). Es exprimiert das /ac-Repressor-Protein, welches

vom lacl-Gen codiert wird.
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A)

(187)
Xho 1(0/3462),

stop (frame 0, -1, -2)

bla
PQE-30
3462 bps

Bgl 1 (2590)

‘Xba | (1164)

B) Bam HI Sph | Sac | Kpn | Sma I/Xma | Sal | Pst | Hind IlI
|

163
Xho 1 (0/3416), (163)

stop (frame 0, -1, -2)

bla
PQE-50
3416 bps

Bgl | (2544)

‘Xba | (1131)

xHiBam HI Sph | Sac | Kpn | Sma I/Xma | Sal | Pst | Hind Il

C)

Cla | (3736),
Xba | (3641), “;Hind Il (1)
.Bgl 11 (321)

_Bal | (567)

pREP4 neo
3740 bps

Nco | (917)

Abb. 5: Restriktionskarten der Expressionsvektoren (mit eingezeichneter MCS) und des

Repressorplasmids des verwendeten Expressionssystems der Firma QIAGEN. A) pQE-30, B)

pQE-50, C) Repressorplasmid pREP4.

2.8.3 Regulation der Expression

Die Expression des rekombinanten Proteins wird durch die Zugabe von IPTG

induziert. Es bindet an das /ac-Repressor-Protein, inaktiviert dieses und die RNA-

Polymerase der Wirtszelle beginnt mit der Transkription. Das doppelte Operator-

System der pQE-Vektoren (2.8.1) ermoglicht in Verbindung mit den hohen

Mengen an /ac-Repressor-Protein die stringente Kontrolle der Transkriptionsrate.



MATERIAL UND METHODEN

2.9 Isolierung von Plasmid-DNA
2.9.1 Alkalische Lyse

Diese Methode nach SAMBROOK et al. (1989) basiert auf dem Verfahren der
alkalischen Lyse nach BIRNBOIM & DOLY (1979). Sie wurde zur schnellen
Analyse von E. coli-Klonen verwendet. Dazu wurden die Klone iiber Nacht bei
37°C in 5 ml LB-Medium (2.5) unter Zusatz des entsprechenden Antibiotikums
(2.4) geziichtet. 1,5 ml dieser Kultur wurden in ein Eppendorfgefal3 tiberfiihrt und
1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 150 pl Losung I (50 mM
Glucose, 25 mM Tris, 10 mM EDTA) resuspendiert, mit 10 pl RNase-Losung
(2.4) versetzt und es wurden 150 pl Losung II (0,2 N NaOH, 1% (w/v) SDS)
zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen durch mehrmaliges Drehen der Gefalle
wurden die Ansétze 30 s bei RT inkubiert und anschlieBend durch Zugabe von
150 pl Losung III (60 ml 5 M Kaliumacetat, 11,5 ml Eisessig, 28,5 ml H>Oggjon.)
und nochmaligem griindlichen Mischen neutralisiert. Zum besseren Pelletieren des
Kalium-SDS wurden jeweils 2 Tropfen Chloroform zu den Ansétzen gegeben und
anschlieBend bei 10.000 x g und RT 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein steriles Eppendorfgefdl iiberfiihrt und 10 min inkubiert. Es folgte eine
Ethanolfillung der DNA durch Zugabe von 1 ml 96%igem Ethanol und eine
abschlieBende Zentrifugation (4°C, 15 min, 14.000 x g). Das Pellet wurde in 50 pl
TE-Puffer (2.4) aufgenommen und die DNA bei 4°C gelagert.

2.9.2 QlAprep Spin Miniprep Kit

Diese Methode der Plasmidisolierung nach QIAGEN (1997) basiert auf der
alkalischen Lyse von Bakterien und der anschlieBenden Reinigung der DNA durch
Adsorption an  Silica-Gel in  Gegenwart hoher Salzkonzentrationen
(VOGELSTEIN & GILLESPIE, 1979). Sie wurde zur Reinigung der Plasmid-
DNA fiir die Sequenzierung verwendet. Alle verwendeten Puffer und Materialien
wurden dem von Qiagen erworbenen Kit entnommen.

5 ml einer Ubernachtkultur der E. coli-Klone in LB-Selektionsmedium (2.5)
wurden abzentrifugiert (5 min, 4°C, 14.000 x g) und das Pellet in 250 pl RNase-
haltigem Puffer P1 resuspendiert. Durch die Zugabe von 250 pl Puffer P2 und
vorsichtigem Mischen wurden die Zellen lysiert und der Ansatz nach 5 min
Inkubation bei RT mit 350 pl Puffer N3 neutralisiert. Durch Zentrifugation (10
min, 4°C, 14.000 x g) bildete sich ein klarer Uberstand, der die Plasmid-DNA
enthielt. Dieser wurde auf eine QIAprep-Sdule pipettiert, welche sofort
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zentrifugiert wurde (1 min, 4°C, 14.000 x g). Um die an das Silica-Gel gebundene
Plasmid-DNA zu reinigen, wurde die Sdule mit 0,5 ml Puffer PB und 0,75 ml
Puffer PE mittels Zentrifugation gespiilt. Danach wurde die Sdule zum
vollstdndigen Entfernen der Fliissigkeiten noch einmal zentrifugiert (Bedingungen
fiir alle Zentrifugationen: 1 min, 4°C, 14.000 x g). Die Elution der Plasmid-DNA
erfolgte mit 50 pl sterilem HyOgejon, und die DNA wurde bei 4°C gelagert.

2.9.3 QIAGEN Plasmid Midi Kit

Zur Gewinnung groflerer Mengen Plasmid-DNA wurde das QIAGEN Plasmid
Midi Kit verwendet (QIAGEN, 1998). Nach der alkalischen Lyse der Zellen wird
bei dieser Methode die DNA iiber einen Anionenaustauscher gereinigt und
anschliefend mit Isopropanol gefillt. Die verwendeten Puffer und Séulen wurden
dem von Qiagen erworbenen Kit entnommen.

Eine 100 ml Ubernachtkultur (LB-Selektionsmedium (2.5)) des entsprechenden E.
coli-Stammes wurde abzentrifugiert (4°C, 5500 x g, 10 min) und in 4 ml Puffer P1
resuspendiert. Die Lyse wurde durch die Zugabe von 4 ml Puffer P2 und
vorsichtigem Schiitteln eingeleitet. Nach 5 min Inkubation bei RT wurde der
Ansatz mit 4 ml eiskaltem Puffer P3 neutralisiert, weitere 15 min auf Eis
inkubiert, das Priizipitat abzentrifugiert (4°C, 20000 x g) und der Uberstand auf
eine mit Puffer QBT &4quilibrierte Qiagen-Sdule gegeben. Nachdem die Séule
zweimal mit 10 ml Puffer QC gewaschen wurde, konnte die DNA mit 5 ml Pufter
QF eluiert und mit 0,7 Vol. Isopropanol bei RT gefdllt werden. Das durch die 30
min Zentrifugation (4°C, 20000 x g) gewonnene Pellet wurde mit 2 ml 70%igem
Ethanol (RT) gewaschen, weitere 10 min zentrifugiert (4°C, 20000 x g), 5 min im
Vakuumkonzentrator getrocknet und in 200 pl TE-Puffer (2.4) aufgenommen.

2.10 Bestimmung von GroRe, Konzentration und Reinheit von DNA

Die Konzentrations- und GroBenbestimmung der DNA erfolgte nach
Agarosegelelektrophorese  und  Dokumentation (2.12) mit Hilfe des
Bildauswertungsprogramms WinCam 2.1. Die Kalibrierung des Programms wurde
mit Hilfe des Gréen- und Mengenstandards Smart-Ladder durchgefiihrt.

Die Reinheit eines DNA-Priparates wurde iiber den Quotienten Ejeo/Easo
bestimmt. Die DNA wird als rein bezeichnet, wenn der Wert zwischen 1,8 und 2,0

liegt. Bei niedrigeren Werten liegen Verunreinigungen vor.
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2.11 Behandlung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von DNA wurde diese mit Restriktionsenzymen behandelt. Diese
Enzyme schneiden doppelstringige DNA an spezifischen Erkennungssequenzen.
In einem Restriktionsansatz (30 pl) wurden zu der geldsten DNA (0,2 bis 1 pg)
die entsprechende Menge an 10-fach konzentriertem Reaktionspuffer und 1-10 U
des jeweiligen Restriktionsenzyms pro pg DNA zugegeben. Die Inkubation
erfolgte im Wasserbad 1 h bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur.
Soweit notig wurden die Restriktionsenzyme hitzeinaktiviert (30 min bei 65°C).
Die Doppelrestriktion von DNA mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall
zur Vorbereitung der Klonierung wurde mit NEB-Puffer (2.4) durchgefiihrt. Zu 3
pg DNA wurden je 3 U der beiden Restriktionsenzyme pipettiert und mit NEB-
Puffer auf das Reaktionsvolumen von 100 pl aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte
fiir 6 h bei 37°C. Nach der Restriktion wurde die DNA {iber eine Gelextraktion
(2.16.2) gereinigt.

2.12 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Standardmethode zur Auftrennung,
Identifizierung, Isolierung und Reinigung von DNA-Molekiilen. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Molekiile ist von verschiedenen Faktoren
abhingig: dem Molekulargewicht und der Konformation der DNA, der
Agarosekonzentration im Gel und der elektrischen Feldstirke. Mit Hilfe des
interkalierenden Agens Ethidiumbromid kann die Position der DNA-Fragmente
im Agarosegel unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

Da die Wanderungsgeschwindigkeit linearer doppelstriangiger DNA im
Agarosegel umgekehrt proportional zum Logarithmus ihres Molekiilgewichtes ist,
kann man die Grofle der Fragmente durch den Vergleich mit Léngenstandards
bestimmen.

Fir die gelelektrophoretische Untersuchung von DNA-Fragmenten wurden
horizontale Gele hergestellt, die 0,7 bzw. 1% Agarose enthielten. Dazu wurde die
Agarose in 1-fach TAE-Puffer (2.4) aufgenommen und durch Kochen geldst.
Nach Abkiihlung auf ca. 50°C wurde die Losung in die Elektrophoresekammer
gegeben und erstarrte dort. Die Proben wurden mit 1/6 ihres Volumens mit
Probenpuffer (2.4) vermischt und neben dem Lingenstandard auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 4°C mit einer konstanten Spannung
von 1-5 V/em Elektrodenabstand.
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Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Kammer genommen und fiir 30
min bei RT in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml in TAE-Puffer) gefarbt, 20
min in HyOgejon, gewdssert und anschlieBend auf dem Transilluminator im UV-
Licht ausgewertet. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit Hilfe einer

Digitalkamera.
2.13 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 500 ml LB-Selektionsmedium
(2.5) mit 1 ml einer Ubernachtkultur der entsprechenden Zellen beimpft. Die
Kultur wurde dann bei 37°C auf einem Schiittler (130 UpM) inkubiert. Wéhrend
der Inkubation wurde im Abstand von 30 min die ODggp bestimmt. Bei einem
Wert zwischen 0,5 und 0,6 befinden sich die Zellen in der mittleren
logarithmischen Phase und haben ihre optimale Kompetenz erreicht. Die Zellen
wurden geerntet und dreimal mit 100 ml sterilem H)Ogeion, gewaschen
(Zentrifugation: 4°C, 10 min, 5500 x g). AbschlieBend wurden die Zellen in 1 ml
sterilem 10%igem (v/v) Glycerin in HyOgejon, aufgenommen und in Aliquots von
40 pl in Eppendorfgefdien bei —80°C eingefroren. Die Zellzahl pro 40 pl betrug
~10" und die Effizienz lag bei 5 x 10® Transformanten/pg DNA.

2.14 Elektroporation

Fiir die Elektroporation (DOWER et al., 1988) wurden 40 pl elektrokompetente
Zellen langsam auf Eis aufgetaut und 1 bis 2 pl DNA-haltige Losung zugegeben.
Der Ansatz wurde in eine mit Eis gekiihlte Elektroporationskiivette {iberfiihrt und
die Elektroporation durchgefiihrt (25 pFD, 200 Q, 2,5 kV). Mit einer sterilen
Pasteurpipette wurde der Ansatz in ein ebenfalls steriles Kunststoffrohrchen
pipettiert, 500 pul LB-Medium (2.5) zugegeben und 1 h bei 37°C auf einem
Schiittler (230 UpM) inkubiert. Je 50, 100, 150 und 200 pl des Ansatzes wurden
auf Antibiotika-haltige LB-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.15 Selektion transformierter Klone

Die Klone wurden mit sterilen Zahnstochern gepickt, auf frische Antibiotika-
haltige LB-Platten (2.5) iiberimpft und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
Plasmide wurden mit Hilfe der alkalischen Lyse (2.9.1), Restriktion (2.11) und
Agarosegelelektrophorese (2.12) auf das gewtiinschte Insert hin untersucht.
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2.16 Klonierung der Gene qdo und hod

2.16.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die selektive Anreicherung bestimmter DNA-Bereiche erfolgte in vitro mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach SAIKI et al. (1985). Dabei wird
entlang ssDNA, ausgehend von einem Primer, von einer DNA-Polymerase der
dazu komplementére Strang synthetisiert.

Zunichst wird die dsDNA-Matrize (Template-DNA) durch Hitzebehandlung
(95°C) denaturiert und es entstehen zwei Einzelstringe. Im zweiten Schritt
(Annealing) lagern sich bei niedriger Temperatur (40-65°C) die beiden Primer,
welche die zu amplifizierende DNA-Sequenz einrahmen, an den entsprechenden
Einzelstrang an. Im dritten Schritt (Elongation) synthetisiert die DNA-Polymerase
den zu dem Einzelstrang komplementéren Strang und es entstehen Doppelstringe
des zu amplifizierenden DNA-Bereiches. Das Wiederholen der drei Schritte
Denaturierung, Annealing und Elongation fiihrt zur exponentiellen Zunahme der

gewlinschten DNA-Sequenz.

2.16.1.1 Konstruktion der Primer

Anhand der bekannten Sequenzen der Gene gdo (EMBL-Zugangsnummer
Y14779.2) und hod (EMBL-Zugangsnummer Y14778) einschlieBlich ihrer
flankierenden Bereiche wurden fiir die Amplifikation geeignete Primer

konstruiert.

Bezeichnung Sequenz

qdo-left 5’-TCATGGTACCGGATCCATGCAATCGTTGAATGTGAACGGCACCC-3’
qdo-right 5’-TTAATCCCGGGTCGACCAGTACTCAGGCCTGCAGGAATTCGCG-3’

hod-left 5’-TCATGGTACCGGATCCATGACCGACACATATCTGCATGAAACGC-3’
hod-right 5-TTAATCCCGGGTCGACGGGAAGTTACTGGCCTTGGCGGATTGCC-3’

Die unterstrichenen Bereiche der Primersequenzen kennzeichnen die eingefiigten
Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen (qdo-left und hod-left: BamHI; qdo-
right und hod-right: Sa/l), die eine gerichtete Klonierung der Gene in den
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Expressionsvektor pQE-50 (2.8.1) gewdhrleisteten. Stromaufwirts folgen
inhomologe Bereiche, die jeweils eine weitere Restriktionsschnittstelle (qdo-left
und hod-left: Kpnl; qdo-right und hod-right: Smal) und 4 bzw. 5 zusitzliche
Nukleotide besitzen.

Die homologen 3’-Bereiche der Primer (Fettdruck) waren zu folgenden

Sequenzabschnitten der Gene gdo bzw. hod komplementir:

Bezeichnung Gen Sequenzabschnitt (nach EMBL-Datenbank)

qdo-left qdo -3 bis 28

qdo-right qdo 795-775 und weitere 6 Nukleotide stromaufwérts
hod-left hod 0-28

hod-right hod 831-810 und weitere 7 Nukleotide stromaufwiérts

Die erwarteten FragmentgroBen der PCR-Produkte betrugen 823 bp fiir das gdo-
Gen und 861 bp fiir das hod-Gen.

2.16.1.2 Amplifikation der Gene gqdo und hod

Die beiden Gene gdo und hod wurden mit Pfu-DNA-Polymerase amplifiziert. Als
Template-DNA dienten die Vektoren pQE-30::gdo und pQE-30::h0d, die nach
2.9.3 prépariert wurden. Damit die Exonucleaseaktivitit der Pfu nicht zu einer
Degradierung der Primer fiihrte, wurden je zwei Mastermixes fiir die gdo- und
hod-Amplifizierung auf Eis pripariert. Direkt vor dem Start der PCR wurden die
Losungen zu 50 pl-Ansdtzen in PCR-Tubes gemischt und in das Gerét eingesetzt.

Die Mastermixes setzten sich wie folgt zusammen:

Mastermix 1 gdo: 0,5 ul Primer qdo-left (1 uM im Ansatz)

0,5 pl Primer qdo-right (1 pM im Ansatz)
1,0 ul Nukleotid-Mix (200 uM im Ansatz)
4,0 ul Template-DNA (200 ng im Ansatz)
19 ul' HyOpigest.

Mastermix 2 gdo: 5,0 ul 10-fach Polymerase-Puffer
1,0 ul Pfu-DNA-Polymerase (5 U/pl)
19 ul' HyOpigest.

Mastermix 1 hod: 2,5 ul Primer hod-left (1 uM im Ansatz)
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2,5 ul Primer hod-right (1 pM im Ansatz)
1,0 ul Nukleotid-Mix (200 uM im Ansatz)
1,0 ul Template-DNA (200 ng im Ansatz)
18 pul' HaOpigest.

Mastermix 2 hod: entspricht dem Mastermix 2 gdo.

Die Bedingungen fiir die PCR richteten sich nach der Annealingtemperatur (sie
wird 5-10°C unterhalb des Tm-Wertes des Primerpaares gewdhlt), dem
Temperaturoptimum der Pfu-DNA-Polymerase und der Lénge des zu
amplifizierenden DNA-Fragmentes (Elongationszeit 2 min/kb) (2.16.1.1). Daraus

ergaben sich folgende Parametereinstellungen fiir die Polymerase-Kettenreaktion:

Anzahl der Temperatur (°C) Zeit (s) Reaktion
Zyklen
1 94 300 Denaturierung
30 w4 45 Denaturierung
58 45 Annealing
72 110 Elongation
R - 1) R Elongation
o 4 ©

Nach Ablauf der Reaktion wurden die Ansétze nach 2.16.2 gereinigt oder iiber
Nacht bei —80°C eingefroren.

2.16.2 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen diente der Reinigung von
PCR-Produkten und restringierter DNA und erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraktion Kit. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Bindung von DNA an
eine Silicamembran in Gegenwart einer hohen Salzkonzentration (VOGELSTEIN
et al., 1979). Alle Verunreinigungen werden durch Waschen der Membran
entfernt und die DNA mit Losungen niedriger Salzkonzentration eluiert. Die
verwendeten Puffer und Materialen wurden dem von Qiagen erworbenen Kit

entnommen.
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Die DNA wurde nach der PCR (2.16.1) bzw. der Doppelrestriktion (2.11) auf ein
praparatives Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt (2.12) und die
Banden mit einem Skalpell herausgeschnitten. Das Gelstiick wurde gewogen, in
ein Eppendorfgefal iiberfiihrt, mit drei Volumina Puffer QG (1 g Gel = 1 ml) bei
50°C im Wasserbad geldst und dabei einige Male gemischt. Nachdem sich das
Gel vollstindig gelost hatte, wurde zum Ansatz ein Gelvolumen Isopropanol
gegeben und vorsichtig gemischt. Die DNA-haltige Losung wurde auf eine
Qiagen-Siule mit Silicagel pipettiert und diese eine Minute bei 4°C und 14.000 x
g zentrifugiert. Um die an das Silicagel gebundene DNA zu waschen, wurde die
Sdule zundchst mit 0,5 ml Puffer QG und anschlieend mit 0,75 ml Puffer PE
mittels Zentrifugation (je 1 min, 4°C, 14.000 x g) gespiilt. Es folgte eine weitere
Zentrifugation (je 1 min, 4°C, 14.000 x g), um den restlichen Puffer zu entfernen,
bevor die DNA mit 50 pl Puffer EB oder sterilem H;Ogejon. durch Zentrifugation
eluiert und in einem sterilen Eppendorfgefal aufgefangen wurde.

2.16.3 Ligation

Die Verkniipfung der Gene gdo bzw. hod mit dem linearisierten Vektor pQE-50
erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase. Die Ligase katalysiert die Bildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen einem 3°’-OH Ende und einem 5’-
Phosphatende doppelstrangiger DNA-Molekiile in Gegenwart von ATP und Mg2+—
Ionen.

Fiir die Ligation wurde nach 2.11 restringierte und iiber Agarosegelelektrophorese
(2.12, 2.16.2) gereinigte DNA eingesetzt, deren Konzentration nach 2.10 bestimmt
wurde. Es wurde ein molares Verhéltnis Vektor- zu Insert-DNA von 1:2 gewihlt.
Fiir einen 30 pl Ansatz wurden die entsprechenden Mengen Vektor- und Insert-
DNA, 10-fach Reaktionspuffer, Ligase (5 U/Ansatz) und H;Ogeon. in ein
Reaktionsgefall pipettiert, vorsichtig gemischt und der Ansatz 48 h bei 16°C im
Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde die Ligation durch Erwérmen auf 65°C
fiir 10 min gestoppt. Der Ligationsansatz wurde direkt zur Transformation (2.14)

verwendet.
2.17 Ortsspezifische Mutagenese
Mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese kann man Aufschliisse iiber die

Beziehung zwischen Struktur und Funktion von Proteinen erhalten. Durch

Punktmutationen werden bestimmte Aminoséduren eines Proteins ausgetauscht und
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nach der Expression des daraus resultierenden Enzyms wird dessen Aktivitit
untersucht.

Bei der hier angewendeten Methode der ortsspezifischen Mutagenese dient
doppelstriangige Plasmid-DNA direkt als Template (BRAMAN et al., 1996). Fiir
die Mutation wird ein zueinander komplementéres Primerpaar benétigt, welches
in der zentralen Position die Mutation tragt. Wéhrend der PCR hybridisieren die
Primer an die Template-DNA und werden durch die DNA-Polymerase verldngert.
Um die parentale nichtmutierte DNA zu entfernen, wird der PCR-Ansatz nach der
Reaktion mit der Restriktionsendonuklease Dpnl (Zielsequenz: 5°-GA™TC-3")
restringiert. Fast alle E. coli-Stdmme (auch die fiir diese Arbeit verwendeten (2.6))
enthalten die Dam-Methylase, welche die Adeninbasen der DNA methyliert. Da
die auf diese Weise methylierte DNA durch Dpnl verdaut wird, bleibt nur die
gewiinschte mutierte DNA {ibrig.

2.17.1 Konstruktion der Primer

Aus multiplen Alignments (2.18) der Qdo-Aminosduresequenz mit Proteinen,
deren Struktur aufgeklirt ist oder die deutliche Homologien aufweisen, wurden
Aminosduren ausgewdhlt, die eventuell eine Rolle im Katalysemechanismus
spielen. Verschiedene Serin- und Aspartatreste und ein Histidin wurden gegen das
ungeladene Alanin, ein Serin gegen das stirker nukleophile Cystein und ein
Histidin gegen das wungeladene Phenylalanin ausgetauscht. Da alle drei
Aminoséduren im Vergleich zu den urspriinglichen kleiner oder dhnlich grof3 sind,
sollte die sterische Hinderung im aktiven Zentrum des Enzyms moglichst gering
sein.

Das Triplett der auszutauschenden Aminosaure wurde so verdndert, da3 moglichst
wenig Basen ersetzt wurden. Desweiteren wurde der Codongebrauch von E. coli
beriicksichtigt. Die Tab. 1 zeigt die urspriinglichen und die verdnderten Codons
sowie die daraus resultierenden Proteinvarianten. Alle Mutationen wurden am
Gen der HisgQdo durchgefiihr
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Tab. 1: Ortsspezifische Mutagenese des Gens fiir das Protein HissQdo. Aufgefiihrt sind die
durchgefiihrten Mutationen der entsprechenden Codons und die daraus resultierenden
Proteinvarianten. Fettdruck: Eingefiihrte Punktmutation.

Original- mutiertes | Eingefiihrte Protein-

Urspriingliche AS Codon Codon AS variante
Serin 28 AGT GCT Alanin S28A
Cystein 31 TGC GCC Alanin C31A
Serin 93 TCC GCC Alanin S93A
Threonin 94 ACC GCC Alanin T94A
Serin 95 TCC GCC Alanin S95A
Serin 95 TCC TGC Cystein S95C
Histidin 96 CAC TTC Phenylalanin H96F
Cystein 98 TGT GCT Alanin C98A
Aspartat 120 GAC GCC Alanin DI120A
Serin 213 TCG GCG Alanin S213A
Glutamin 214 CAA GCA Alanin Q214A
Serin 217 TCC GCC Alanin S217A
Aspartat 219 GAC GCC Alanin D219A
Histidin 244 CAC GCC Alanin H244A
Serin 93/Serin95 TCC/TCC | GCC/GCC |Alanin S93A+S95A
Threonin94/Serin 95 | ACC/TCC | GCC/GCC | Alanin T94A+S95A
Serin 95/Cystein 98 TCC/TGT | GCC/GCT |Alanin S95A+C98A

Fiir die Einfithrung der Mutationen wurden folgende Primerpaare verwendet (das

veranderte Triplett ist unterstrichen):

HissQdo-S28A
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S28A-f 5’-CTGTTTCTGCTCGCTGGCTGGTGCCAG-3’
S28A-r 5’-CTGGCACCAGCCAGCGAGCAGAAACAG-3
His¢Qdo-C31A

C31A-f 5’-CTCAGTGGCTGGGCCCAGGACCATCGC-3’
C31A-r 5’-GCGATGGTCCTGGGCCCAGCCACTGAG-3’
HissQdo-S93A

S93A-f 5’-TTCCAAATGGTCGCCACCTCCCACGGC-3’
S93A-r 5’-GCCGTGGGAGGTGGCGACCATTTGGAA-3’
HissQdo-T94A

T94A-f 5’-CAAATGGTCTCCGCCTCCCACGGCTGT-3’
T94A-r 5’-ACAGCCGTGGGAGGCGGAGACCATTTG-3’
HissQdo-S95A

SO5A-f 5’-ATGGTCTCCACCGCCCACGGCTGTTGG-3’
SO5A-r 5’-CCAACAGCCGTGGGCGGTGGAGACCAT-3’
HissQdo-S95C

S95C-f 5’-ATGGTCTCCACCTIGCCACGGCTGTTGG-3’
S95C-r 5’-CCAACAGCCGTGGCAGGTGGAGACCAT-3’
HissQdo-H96F

H96F-f 5’-GTCTCCACCTCCTTCGGCTGTTGGGTG-3’
H96F-r 5’-CACCCAACAGCCGAAGGAGGTGGAGAC-3’
HissQdo-C98A

CI98A-f 5’-ACCTCCCACGGCGCTTGGGTGAACATT-3’
CI98A-r 5’-AATGTTCACCCAAGCGCCGTGGGAGGT-3’
His¢Qdo-D120A

DI120A-f 5’-ACCATCGTCATCGCCTGGCTGCTGCAACCG-3’
D120A-r 5’-CGGTTGCAGCAGCCAGGCGATGACGATGGT-3’
HissQdo-S213A

S213A-f 5’-TGCCACATCTACGCGCAACCCCTTTCC-3”
S213A-r 5’-GGAAAGGGGTTGCGCGTAGATGTGGCA-3’
HiscQdo-Q214A

Q214A-f 5’-CACATCTACTCGGCACCCCTTTCCCAG-3’
Q214A-r 5’-CTGGGAAAGGGGTGCCGAGTAGATGTG-3’
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His¢Qdo-S217A
S217A-f 5’-TCGCAACCCCTTGCCCAGGACTACCGC-3’
S217A-r 5’-GCGGTAGTCCTGGGCAAGGGGTTGCGA-3’

His¢Qdo-D219A

D219A-f 5’-CCCCTTTCCCAGGCCTACCGCCAGCTAC-3’
D219A-r 5’-GTAGCTGGCGGTAGGCCTGGGAAAGGGG-3’
HiseQdo-H244A

H244A-f 5’-CCGGGACGGACCGCCTTCCCTTCCCTG-3’
H244A-r 5’-CAGGGAAGGGAAGGCGGTCCGTCCCGG-3’

HiscQdo-S93A/S95A

S93A/S95A-f  5’-TTCCAAATGGTCGCCACCGCCCACGGCTGTTGG-3’
S93A/S95A-r  5’-CCAACAGCCGTGGGCGGTGGCGACCATTTGGAA-3’
His¢Qdo-T94A/S95A

T94A/S95A-f  5°-CAAATGGTCTCCGCCGCCCACGGCTGTTGG-3’
T94A/S95A-r  5°-CCAACAGCCGTGGGCGGCGGAGACCATTTG-3’
HiscQdo-S95A/C98A

S95A/C98A-f  5’-ATGGTCTCCACCGCCCACGGCGCTTGGGTGAACATT-3’
S95A/C98A-r  5’-AATGTTCACCCAAGCGCCGTGGGCGGTGGAGACCAT-3’

Die Berechnung der Schmelztemperatur der Primer erfolgte nach der Formel
675
Tm =815+0,41(%GC) - N %Fehler

mit Tm als Schmelztemperatur, N als Anzahl der Basenpaare und Fehler als

Anzahl der ausgetauschten Basen. Tm sollte einen Wert > 78°C haben.
2.17.2 Mutagenese mittels PCR
Fir die Einfiihrung der Punktmutationen mittels PCR wurde die Pfu-DNA-

Polymerase verwendet. Als Template-DNA diente nach 2.9.2 isolierter Vektor
pQE-30::qdo. Da der Vektor aus dem Stamm E. coli M15pREP4 (2.6) isoliert
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wurde, enthielt das Eluat auch den Vektor pREP4 (2.6). Durch die Restriktion
(2.11) mit Clal wurde dieser Vektor vor der PCR verdaut.
Zwei Mastermixes wurden auf Eis pipettiert und direkt vor dem Start der Reaktion

in ein PCR-Tube pipettiert. Die Mastermixes setzten sich wie folgt zusammen:

Mastermix 1: 0,25 pul Primer (1 uM im Ansatz)
0,25 pl Primer r (1 pM im Ansatz)
0,5 ul Nukleotid-Mix (200 uM im Ansatz)

1,0 ul Template-DNA (25 ng im Ansatz)

11 ul

Mastermix 2: 2,5 ul
0,5 pl
9ul

H>Opidest.

10-fach Polymerase-Puffer
Pfu-Polymerase (5 U/pl)
H>Opidest.

Die Annealingtemperatur muflte fiir unterschiedliche Primerpaare variert werden
und die Temperatur fiir die Elongation richtete sich nach dem Optimum der
Polymerase. Fiir die Berechnung der Elongationszeit wurden die Linge des
Vektors (= 4,5 kb) und die Geschwindigkeit der Pfir (1 kb/min) beriicksichtigt.
Die Parameter der PCR wurden wie folgt gewéhlt:

Anzahl der Temperatur Zeit (s) Reaktion
Zyklen (°C)
1 95 30 Denaturierung
16 9 30 Denaturierung
55-60 60 Annealing
72 540 Elongation

Nach der PCR wurden 0,5 ul Dpnl (10 U/ul) zum Ansatz gegeben und 1 h bei
37°C inkubiert. AnschlieBend konnte PCR-Produkt

Reinigungsschritte direkt bei der Transformation (2.17.3) eingesetzt werden.

das ohne weitere

2.17.3 Transformation CaCl,-kompetenter Zellen

Die Transformation superkompetente E. coli XL1-Blue der Firma Stratagene

erfolgte mit mutierten Plasmiden. Dazu wurden zundchst 50 pl Zellsuspension
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langsam auf Eis aufgetaut und in ein vorgekiihltes steriles Kunststoffrohrchen
tiberfiihrt. Nach der Zugabe von 2 pl der mit Dpnl restringierten DNA (2.17.2)
wurde der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert, dann im Wasserbad 45 s auf 42°C
erwarmt und nochmals fiir 2 min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden 500 pl auf
42°C vorgewidrmtes NZY-Broth (2.5) zum Ansatz pipettiert und dieser bei 37°C
fiir 1 h auf einem Schiittler (230 UpM) inkubiert. Die Zellsuspension wurde in
verschiedenen Volumina (50, 100, 150 und 200 pl) auf Ampicillin-haltige LB-
Platten (2.5) ausplattiert und tiber Nacht bei 31°C inkubiert.

2.18 Computeranalysen von Aminosauresequenzen

Die Datenbanksuche und die bindren Sequenzvergleiche wurden mit dem
Programm BLAST durchgefithrt (ALTSCHUL et al.,, 1990). CLUSTAL W
(THOMPSON et al., 1994) aus dem Programmpaket HUSAR 4.0 des EMBL
(European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg) diente zur Anfertigung
multipler Alignments. Sekundirstrukturvorhersagen wurden mit dem Programm
PredictProtein (ROST & SANDER, 1994) durchgefiihrt.

Der theoretische pl der HissQdo wurde mit dem Programm PROTPARAM des
ExPASy (Expert Protein Analysis System) Molecular Biology Server berechnet
(http://www.expasy.ch/).

2.19 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach einer von ZOR &
SELINGER (1996) modifizierten Methode nach BRADFORD (1976). Dabei wird
neben der Entstehung des blauen Protein-Farbstoff-Komplexes (Absorption bei
590 nm) auch die Abnahme des freien Farbstoffes (Absorption bei 450 nm)
gemessen und der Quotient Asqo/Aygso gegen die Proteinkonzentration aufgetragen.
Neben der Linearisierung der Beziechung zwischen Absorption und
Proteinkonzentration wird durch diese Modifikation der urspriinglichen Methode
auch die Sensitivitit der Bestimmung verbessert.

0,8 ml BRADFORD-Reagenz (2.4) wurden mit 0,2 ml Proteinlosung in einem
Reaktionsgefdll gemischt. Nach 10 min wurde die Probe in eine Kiivette pipettiert
und die Absorptionen bei 590 und 450 nm gemessen. Als Standard diente RSA.

2.20 Ultrafiltration
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Die Ultrafiltration diente zum Einengen, Waschen und Umpuffern von Qdo und
Hod. Dazu wurden die Filtrationseinheiten VIVASPIN 4 und 15 verwendet.

2.21 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes werden mit Hilfe der
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) geladene Molekiile getrennt. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Molekiile hidngt von der Feldstirke und der
elektrophoretischen Beweglichkeit ab. Die native und die SDS-PAGE wurden zur
Uberpriifung der Reinheit und der Molekiilmasse der Qdo und Hod eingesetzt.

2.21.1 SDS-PAGE

Bei dieser Methode nach LAEMMLI (1970) werden die Proteine in der
Polyacrylamidmatrix nach ihrer Grofle aufgetrennt. Zur Vorbereitung der Proben
wurden diese zundchst 1:6 mit einem Gemisch aus SDS-Probenpuffer (2.4) und
Mercaptoethanol (85/15) versetzt und zum vollstindigen Denaturieren der
Proteine 5 min auf 95°C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben auf ein 10%iges
SDS-Gel (10% T, 3% C im Trenngel) mit einer Schichtdicke von 0,7 mm bzw. 1
mm aufgetragen. Dabei beschreibt T die Gesamtkonzentration der beiden
Monomere Acrylamid und Bisacrylamid und C die Konzentration des
Bisacrylamid bezogen auf die Gesamtkonzentration T. Zur Groflenbestimmung
wurden Protein-GrofBenstandards verwendet.

Nach der Gelelektrophorese wurde das Gel {iber Nacht in Coomassie-Farbelosung
(2.4) gleichzeitig gefarbt und fixiert und am nichsten Tag mit der Entfarbelsung
(2.4) entfarbt.

2.21.2 Native PAGE

Die analytische diskontinuierliche PAGE unter nativen Bedingungen wurde nach
HAMES & RICKWOOD (1990) durchgefiihrt. Die Trennung der Proteine ist bei
dieser Methode abhéngig von der Ladung und der Molekiilmasse.

Die Proben wurden mit 1 pl des nativen Probenpuffers (2.4) und wenig

Saccharose versetzt. Danach wurden sie auf das Gel aufgetragen. Es wurden 0,7
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bis 1 mm starke 10%ige native Gele (10% T, 3% C im Trenngel) und das ,,High-
pH discontinuous‘-Puffersystem verwendet. Die Farbung der Gele erfolgte wie

unter 2.21.1 beschrieben.

2.22 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Mit dieser Technik werden Proteine nach ihrer Nettoladung getrennt. Dazu wird
eine Mischung aus zwitterionischen Verbindungen (Ampholyte) auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen. Im elektrischen Feld verteilen sich die Ampholyte
gemdl ihrer isoelektrischen Punkte (pI) und es entsteht ein pH-Gradient. Wird
diesem System ein Protein zugesetzt, wandert es ebenfalls durch das elektrische
Feld und wird an seinem pl konzentriert.

Fir die IEF wurden 4%ige Polyacrylamidgele (4% T, 0,1% C) mit einer
Schichtdicke von 0,5 mm auf eine Trigerfolie gegossen, mit HyOgeion, und 2%
Glycerin gewaschen und iiber Nacht bei 50°C getrocknet. Zum Anlegen des pH-
Gradienten (pH 3-10 bzw. pH 5-7) wurde das Gel mit einer Ampholytldsung
(2,5% v/v Ampholyte, 10% w/v Sorbit) 1 h rehydratisiert. Nach dem Entfernen
der Ampholytlosung wurde das Gel mit der Tragerfolie nach unten auf die
Kiihlplatte der Elektrophoreseeinheit gelegt. Bei einer Temperatur von 10°C
wurde zunichst eine Vorfokussierung unter Verwendung der entsprechenden
Elektrodenldsungen (2.4) durchgefiihrt (2000 V, 14 mA, 14 W, 30 min), bei der
sich die Ampholyte entsprechend ihres pl anordnen. Anschliefend wurden die
Proteinproben aufgetragen und fokussiert (10°C, 2000 V, 14 mA, 14 W, 90-120
min). Zur Bestimmung des pl wurde ein IEF-Standard verwendet.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in Coomassie-Féarbelosung (2.4) 1 h
fixiert und gefarbt, mit Entfarbelosung (2.4) entfarbt, mit HyOgejon, und 10%
Glycerin gewaschen und iiber Nacht bei RT getrocknet.

2.23 Bestimmung der Enzymaktivitaten

2.231 Enzymtest fur die 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-
Dioxygenase
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Zur Aktivititsbestimmung der Qdo und ihrer Varianten wurde am
Spektralphotometer bei 337 nm der Verbrauch des Substrates 1H-3-Hydroxy-4-
oxochinolin gemessen (BAUER, 1995).

Testansatz: 980 pl Puffer A (2.4)
10 pl Enzymldsung
10 pl 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin (10 mM in Ethanol)

Die Reaktion wurde mit Substrat gestartet. Die Messung erfolgte bei RT. Die
Berechnung der Enzymaktivitit erfolgte unter Beriicksichtigung des
Extinktionkoeffizienten des Substrates: €j7m = 10.500 M'cm™. Die
Volumenaktivitdt wurde wie folgt errechnet:

U_LE 1 Vi

ml  min &xd V.

2.23.2 Enzymtest fiir die 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-
Dioxygenase

Im Rahmen der HisgHod-Reinigung (2.26) wurde die Aktivitit wie unter 2.23.1
mit dem Qdo-Substrat bestimmt. Die Aktivitdt mit diesem Substrat betrdgt nach
BAUER (1995) 20% bezogen auf die Aktivitit der Hod mit dem Substrat 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinaldin.

2.24 Zichtung von Expressionsklonen

Zur Anzucht der Klone E. coli M15[pREP4] wurde LB-Selektionsmedium (2.5)
mit Ampicillin und Kanamycin verwendet. Eine 100 ml Vorkultur wurde mit 1 ml
einer Ubernachtkultur beimpft. Wihrend der Inkubation bei 37°C wurde im
Abstand von 30 min die ODgyy gemessen. Bei einer ODggp zwischen 0,5 und 0,6
wurde die gesamte Vorkultur in die 700 ml Hauptkultur tberfithrt. Nach der
Zugabe von IPTG (2.4) wurde weitere 16 h bei 20°C auf einem Schiittler inkubiert
und anschlieBend geerntet (4°C, 5500 x g, 20 min). Die Zellen wurden entweder
sofort nach 2.25.1 weiterverarbeitet oder bei —80°C gelagert.

Erfolgte die Anzucht der Klone E. coli M15[pREP4] im kleinen Mafistab zur
Uberpriifung der Induktion, so wurden zuniichst aus einer 10 ml Ubernachtkultur
der in LB-Selektionsmedium (2.5) 0,5 ml in 10 ml frisches Medium tiberfiihrt. Bei
37°C wurde ca. 30 min inkubiert. Sobald die ODgg einen Wert von 0,5-0,7

erreicht hatte, wurde [IPTG-Stammlosung (2.4) bis zu einer Endkonzentration von
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1 mM im Medium zugegeben und die Zellen weitere 4-5 Stunden bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (1 min, 15.000 x g), das Pellet in 400 pl
Puffer A (2.4) resuspendiert und sofort nach 2.25.2 weiterverarbeitet.

2.25 ZellaufschlufB
2.25.1 Zellaufschlu mit Ultraschall

Zunéchst wurden X g Zellen in 5 x X ml Puffer A (2.4) suspendiert und in ein
AufschluBBgefdl3 tiberfithrt. Der Aufschlul durch Ultraschall erfolgte bei 0°C
(Stufe 7, 50% Intervalle, 15 min). Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert (4°C,
48000 x g, 40 min) und der Uberstand (Rohextrakt) weiterverarbeitet.

2.25.2 ZellaufschluB mit Lysozym

Die nach 2.24 im kleinen Malstab geziichteten und in Puffer A (2.4)
suspendierten Zellen wurden unter nativen Bedingungen aufgeschlossen. Dazu
wurde der Ansatz mit Lysozym in einer Endkonzentration von 1 mg/ml versetzt
und 30 min auf Eis inkubiert. Der Zellabfall wurde abzentrifugiert (4°C, 20000 x
g, 20 min), der Rohextrakt in ein neues Reaktionsgefdll pipettiert und mittels
Enzymtests (2.23) und SDS-PAGE untersucht.

2.26 Reinigung der HisgQdo, ihrer Varianten und der HisgHod aus E.
coli M15[pREP4] pQE-30::qdo bzw. —-pQE-30::hod

2.26.1 Metallchelat-Affinititschromatographie an Ni-NTA Superflow

Die Reinigung wurde in Anlehnung an MAX (1997) durchgefiihrt, jedoch im
Detail verbessert.

6 ml des Ni-NTA Superflow (50%ige Suspension in 20%igem Ethanol) wurden
mit 10 mM Imidazol in Puffer A (2.4) dquilibriert und zum Rohextrakt (2.25.1)
pipettiert. Das Gemisch wurde {iber Nacht bei 4°C langsam rotiert. Das Ni-NTA
Superflow wurde in eine Econo-Siule gepackt und diese an das Biologic-System

angeschlossen.
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Um ungebundene Fremdproteine von der Sdule zu entfernen, wurde diese
zundchst mit 10 mM Imidazol in Puffer A gespiilt (FluBrate: 0,5 ml/min), bis die
Ajgo £ 0,1 war. Schwach gebundene Proteine wurden mit 3 Bettvolumina 20 mM
Imidazol und 2 Bettvolumina 50 mM Imidazol (jeweils in Puffer A) mit einer
FluBrate von 0,5 ml/min von der Séule gespiilt. Das Fusionsprotein wurde
anschlieBend mit einem linear aufsteigenden Gradienten von 50 mM bis 300 mM
Imidazol in Puffer A iiber 32 ml eluiert und in Fraktionen zu 1 ml gesammelt.

Die Fraktionen mit Enzymaktivitit (2.23) wurden vereinigt und mittels
Ultrafiltration (2.20) eingeengt. Das Protein wurde aliquotiert und entweder sofort
in weiteren Versuchen eingesetzt oder bei —80°C eingefroren.

2.26.2 Anionenaustauschchromatographie an UNO Q

Fiir Kristallisationsversuche wurden HisgHod und HisgQdo in einem zweiten
Schritt iiber eine Anionenaustauschchromatographie gereinigt. Dazu wurde der
eingeengte Pool aus 2.26.1 auf eine mit Puffer A (2.4) dquilibrierte Séule
aufgetragen. Die Siule wurde mit 1 Bettvolumen 0,1 M KCl in Puffer A gespiilt,
um schwach gebundene Proteine zu entfernen. Mit einem linear aufsteigenden
Gradienten von 0,1 bis 0,4 M KCI in Puffer A iiber 4 Bettvolumina wurde das
Protein desorbiert und in Fraktionen zu 0,5 ml gesammelt. Die FluBrate betrug fiir
alle Schritte 1 ml/min. Fraktionen mit Enzymaktivitdt (2.23) wurden vereinigt,
nach 2.20 mit Puffer A gespiilt, eingeengt und in Aliquots bei —80°C eingefroren.

2.27 Reinigung der Qdo und Hod aus E. coli M15[pREP4] pQE-
50::qdo bzw. —pQE-50::hod

Die Reinigung der Enzyme Qdo und Hod aus den Klonen E. coli M15[pREP4]
pQE-50 erfolgte mit den unten beschriebenen Reinigungsschritten mit Hilfe des
Biologic System. Wihrend die Abfolge der Chromatographien fiir beide Enzyme
gleich war, wurde die Durchfiihrung variiert.

2.27.1 Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel

Der Rohextrakt wurde auf eine mit Puffer A (2.4) dquilibrierte Econo-Séule (1 x
10 cm) mit DEAE-Sephacel (5 ml Bettvolumen) aufgetragen. Zunachst wurde sie
mit Puffer A gespiilt (I ml/min), bis die Absorption bei 280 nm < 0,1 war. Der
Spiilvorgang wurde mit 0,1 M KCI in Puffer A wiederholt (1 ml/min). Mit einem
linear aufsteigenden Gradienten von 0-0,4 M (Qdo) bzw. 0,1-0,4 M (Hod) KCl in
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Puffer A iiber 50 ml mit einer FluBrate von 1 ml/min wurde das jeweilige Enzym
eluiert und in Fraktionen zu 2 ml gesammelt. Die aktiven Fraktionen wurden

vereinigt, durch Ultrafiltration (2.20) eingeengt und mit Puffer A gespiilt.

2.27.2 Adsorptionschromatographie an Hydroxyapatit

Eine mit Hydroxyapatit gepackte Econo-Séule (1 x 10 cm, 5 ml Bettvolumen)
wurde zundchst mit Puffer B (2.4) &quilibriert. Der Pool aus 2.27.1 wurde
aufgetragen und die Séule anschlieBend mit Puffer B gespiilt (1 ml/min), bis Ajgg
konstant war. Es folgte bei der Qdo-Reinigung ein Spiilschritt mit Puffer D (2.4)
und bei der Hod-Reinigung ein linear aufsteigender Kaliumphosphat-Gradient
(Pufter B bis Puffer C (2.4), 30 ml, 1 ml/min). Die Fraktionsgrofe betrug 1 ml.
Die Fraktionen mit Enzymaktivitit wurden eingeengt und mit Puffer A gespiilt
(2.4).

2.27.3 Anionenaustauschchromatographie an UNO Q

Der Pool aus der Hydroxyapatit-Chromatographie wurde auf eine mit Puffer A
(2.4) aquilibrierte Saule (6 ml Bettvolumen) aufgetragen. Die Durchfiihrung dieser
Chromatographie erfolgte wie unter 2.26.2 beschrieben mit den Gradienten 0,1-
0,4 M (Qdo) bzw. 0-0,4 M (Hod) KCl in Puffer A. Die aktiven Fraktionen wurden
vereinigt, mit Puffer A gewaschen (2.20) und auf 0,35 ml eingeengt.

2.27.4 Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17

Die mit Puffer A (2.4) dquilibrierte Sdule wurde mit dem Pool aus 2.27.3 beladen.
Bei einer Flufirate von 0,5 ml/min wurden die Proteine entsprechend ihrer Grof3e
getrennt und in Fraktionen zu 0,5 ml gesammelt. Der Pool der aktiven Fraktionen
wurde mittels Ultrafiltration (2.20) eingeengt und in Aliquots bei —80°C

eingefroren.

2.28 Untersuchungen zur Homogenitat der HissQdo
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Da alle zu kristallisierenden Proteine in einer homogenen Ldsung vorliegen
miissen, wurde die HissQdo auf eventuell vorhandene Verunreinigungen und

Aggregatbildung untersucht.
2.28.1 Stabilisierung der HisgQdo

Um die Qdo fiir die Kristallisation zu stabilisieren, wurde das Enzym in
verschiedenen Puffern und in Gegenwart verschiedener Additive gelagert.
Wichtigster Gesichtspunkt war dabei die Vermeidung der Aggregatbildung bei
hohen Enzymkonzentrationen.

Die Reduktionsmittel DTT und TCEP (Endkonzentration jeweils 1-10 mM) sowie
das Detergenz Octyl-f3-D-glucopyranosid (0,1-0,5% v/w) wurden sowohl separat
als auch in Kombination in Puffer A (2.4) eingesetzt. Die Proteinkonzentration
betrug 5 mg/ml. Das Protein wurde direkt nach der Additiv-Zugabe und nach
Lagerung bei -80°C, -20°C, 4°C und 25°C mittels nativer PAGE (2.21.2)
untersucht. Der Einflufl der Reduktionsmittel auf die Aktivitdt des Enzyms wurde
im Standardenzymtest (2.23.1) untersucht. In einem weiteren Versuch wurden der
Zellaufschluf (2.25.1) und die Reinigung der His¢Qdo (2.26) in Gegenwart von 1
mM DTT in allen Puffern durchgefiihrt. Der Pool nach jeder Sdule wurde
ebenfalls mittels nativer PAGE untersucht.

Die Verwendung der Good-Puffer HEPES, HEPPSO und POPSO (50 mM) wurde
ebenfalls untersucht. Die HissQdo wurde nach der Reinigung (2.26) eingeengt
(2.20) und in den Puffern aufgenommen (5 mg/ml). Die Enzymldsungen wurden
bei 4 bzw. 25°C aufbewahrt und in regelmifBigen Abstinden gelelektrophoretisch
untersucht.

Der Proteasehemmer-Mix Complete™ wurde nach Herstellerangaben in Puffer A
und in HEPES-Puffer gelost. HisgQdo wurde in den beiden Losungen
aufgenommen (10 mg/ml) und wie oben beschrieben gelagert und ausgewertet.

2.28.2 Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Untersuchung der His¢Qdo diente der Uberpriifung
der Reinheit und der Feststellung der Molekularmasse und erfolgte mittels
MALDI-TOF. Die His¢Qdo wurde dazu in einer Konzentration von 0,1 mg/ml in
0,03 M Ammoniumcarbonat-Puffer pH 8,1 mit 1 mM DTT und 0,5% Octyl-3-D-
glucopyranosid gelost. Als Tragermatrix diente ein Gemisch der Substanzen 3,5-

Dimethoxy-4-hydroxyzimtséure, Trifluoressigsédure und Acetonitril.
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2.28.3 Dynamic Light Scattering

Die zufillige Aggregatbildung eines Proteins kann ein Storfaktor bei der
Kristallisation sein (FERRE-D'AMARE & BURLEY, 1994). Mit der Methode des
Dynamic Light Scattering wurde bei der His¢Qdo iiber die Bestimmung der

Molekularmasse das Auftreten von Protein-Aggregaten untersucht.

2.29 Enzym-Kinetik

Zur naheren Charakterisierung der His¢Qdo und ihrer Varianten (2.17) wurden
kinetische Untersuchungen der Enzyme mit dem Ziel durchgefiihrt, néhere
Erkenntnisse iiber die Beteiligung bestimmter Aminosiduren am aktiven Zentrum

zu bekommen.
2.29.1 Bestimmung von K, und kcat

Die Michaelis-Konstante (K,,) gibt die Substratkonzentration [S] an, bei der ein
Enzym die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht (DIXON & WEBB,
1979). Dabei gilt die Michaelis-Menten-Gleichung

S . e .
Vo = vm‘”‘—m] mit vy = Anfangsgeschwindigkeit, vy,x = maximale
K, *+[S]

Reaktionsgeschwindigkeit.

Zur Ermittlung des K-Wertes und v, wurde der Standard-Enzymtest (2.23)
herangezogen und leicht verdndert. Die Stammldsung des Substrats wurde 1:10
mit Ethanol verdinnt (I mM) und im Testansatz wurde die Substrat-
Konzentration zwischen 3 und 50 pM variiert. Als Enzymmenge wurden 30 bzw.
50 mU gewahlt. Die Messungen erfolgten bei RT und es wurden jeweils Vierfach-
Messungen durchgefiihrt. Die Werte wurde in Form eines Lineweaver-Burk-
Diagrammes (LINEWEAVER & BURK, 1934) ausgewertet und die
Schnittpunkte der Geraden mit den Achsen durch lineare Regression bestimmt.

Die Wechselzahl kg, ist identisch mit der Geschwindigkeitskonstante &, (Abb. 6)
und 146t sich direkt aus der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit und der

eingesetzten Enzymmenge ermitteln:



MATERIAL UND METHODEN

Vo =k, [& mit e = eingesetzte Enzymmenge in mol.

2.29.2 Detektion ionisierbarer Gruppen

Die katalytische Effizienz eines Enzyms beruht auf der Fihigkeit einer
Komplexbildung mit dem Substrat (Michaelis-Menten-Komplex). Diese
Komplexe konnen Wechselwirkungen zwischen freien ionisierbaren
Aminoséureseitenketten des Enzyms mit dem Substratmolekiil beinhalten. Die
Aktivitdt eines Enzyms ist pH-abhingig. Dieser Effekt kann unter anderem auf die
pH-Abhéngigkeit des Dissoziationsgrades einer fiir die Katalyse essentiellen
ionisierbaren Gruppe im aktiven Zentrum zuriickzufiihren sein. In der Abb. 6 ist
der Grundmechanismus mit zwei fiir die Katalyse essentiellen Aminoséureresten
dargestellt. Nur ein Dissoziationszustand des Proteins (HE") kann die Umsetzung

des Substrates katalysieren.

H,E H,EA
KE1 KEA‘1
k, k,
A+ HE HEA- > HE-+ P
K
Kez Keao
E> EA>

Abb. 6: Verlauf einer enzymkatalysierten Reaktion mit zwei dissoziierbaren Gruppen. Katalytisch
aktiv ist nur die einfach protonierte Form des Proteins HE".

Im folgenden wird zur Veranschaulichung ein Beispiel angefiihrt, in dem zwei
ionisierbare Gruppen (z.B. Aspartat und Histidin) im aktiven Zentrum eine fiir die
Katalyse essentielle Rolle spielen.

Zur Berechnung des Ky-Wertes wird der Mechanismus zunéchst in einen pH-
abhingigen und einen pH—unabhéngigen Teil getrennt. Der pH-unabhingige Teil
K.’ entspricht dem gewdhnlichen Michaelis-Menten-Mechanismus und beinhaltet

die von der H'-Konzentration unbeeinflufiten Konstanten k;, k. und k». Fiir die
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Umsetzung des Substrates beim pH-Optimum gilt die Michaelis-Menten-

Gleichung
p= kea _ V'a (1)
k_l +k2 +q Km'+a
1
mit v = Reaktionsgeschwindigkeit, @ = Substratkonzentration, ey =

Enzymkonzentration, V> und K, als pH-unabhingige Parameter. Um den Einfluf3
des pH-Wertes auf die Reaktionsgeschwindigkeit und den K,-Wert zum Ausdruck
zu bringen, mufl die Gleichung (1) mit den pH-abhingigen
Dissoziationskonstanten, bei denen zwischen den Konstanten des freien Enzyms
(Kg1 und Kgp) und des Enzym-Substrat-Komplexes (Kga; und Kga») unterschieden

werden muf, erweitert werden. Daraus ergibt sich

VV
V= 2)
h +1+KEA2
EAl h
und
VV
14 K,'
K h L K, O
mo 4+ E£2
KEI

mit 4 = H'-Konzentration. Das Verhalten von V bei Verinderungen des pH-
Wertes zeigt dabei die Ionisierung des Enzym-Substrat-Komplexes und das
Verhalten von V/K;, die lonisierung des freien Enzyms an. Aus den Gleichungen
(2) und (3) 148t sich der pH-abhéngige K,,-Wert berechnen:

Trégt man den negativen dekadischen Logarithmus von K, (pKy,) gegen den pH-
Wert auf, so kann man die vier pH-abhingigen Dissoziationskonstanten Kg;, Kg»,
Kga1 und Kgar bestimmen. Der Graph néhert sich einer Reihe von geradlinigen

Abschnitten mit einer Steigung von +1, 0 oder —1. Ein Anstieg der Steigung
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entspricht dabei einem pKa-Wert eines essentiellen Aminosiurerestes des freien
Enzyms, (pKg; oder pKg»), und eine Abnahme der Steigung entspricht einem pKa-
Wert des Enzym-Substrat-Komplexes (pKga; oder pKgao)-

Die Detektion ionisierbarer Gruppen der HissQdo erfolgte iiber die Bestimmung
des Ky,-Wertes (2.29.1) bei verschiedenen pH-Werten. Als Universalpuffer wurde
Britton-Robinson-Puffer (2.4) verwendet. Der negative dekadische Logarithmus
des K,-Wertes, der pK,-Wert, wurde dann nach DIXON & WEBB (1979) gegen
den pH-Wert aufgetragen. Dem aus einem Wendepunkt ermittelten pKs-Wert

wurde dann wenn moglich eine Aminosdure zugeordnet.

2.30 Chemische Derivatisierung der HisgQdo

Die gezielte chemische Modifizierung einzelner Aminosédurereste kann Hinweise
auf die fiir die Enzymfunktion essentiellen Aminoséuren geben. Dazu wird das
Protein mit den entsprechenden Reagenzien unter milden Bedingungen (wéssrige
Losungen im Neutralbereich) inkubiert. Die Verdnderung der Enzymaktivitit wird
registriert.

Die Substanzen lodacetamid (1 M in Puffer A; modifiziert Sulfhydryl-Gruppen),
PMSF (0,1 M in Ethanol; modifiziert —Hydroxyl-Gruppen) und
Diethylpyrocarbonat (0,3 M in Ethanol; modifiziert bevorzugt Iminogruppen)
wurden auf ihren Einflul} auf die Aktivitdt der Qdo untersucht. Grundlage war der
Standardenzymtest (2.23). Pro 1 ml-Ansatz wurden 0,08 U Enzym mit den
Inhibitoren in Endkonzentrationen von 0,1-10 mM inkubiert. Nach 2, 5 und 10
min wurde die Reaktion durch Zugabe von Substrat gestartet und die Aktivitdt
bestimmt. Wiéhrend der Inkubation mit Diethylpyrocarbonat wurden
Lichtabsorptionsspektren im Wellenldngenbereich von 200-400 nm aufgenommen
(MILES, 1977). Als Referenz diente dabei ein Ansatz mit 0,08 U Enzym, 10 pl
Ethanol und Puffer A.

Die Reaktion des Diethylpyrocarbonat mit Histidin ist im Gegensatz zur Reaktion
mit Tryptophan und Arginin reversibel und kann durch Inkubation mit
Hydroxylamin aufgehoben werden. Nach der Zugabe von bis zu 50 mM
Hydroxylamin zum Reaktionsansatz mit Qdo und Diethylpyrocarbonat wurde die
Enzymreaktion durch Substratzugabe gestartet und die Absorptionsédnderung bei
337 nm verfolgt.

2.31 ,,Chemical Rescue*
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LEHOUX & MITRA (1999) zeigten fiir die (S)-Mandelat-Dehydrogenase, daf3 die
Aktivitdt der vollstindig inaktiven Proteinvarianten H274G und H274A dieses
Enzyms durch die Zugabe von Imidazol teilweise wiederhergestellt werden
konnte.

In einem Standard-Enzymtest (2.23) wurden 60 pg der nach 2.26 gereinigten
Enzymvariante His¢Qdo-H244A (2.17) eingesetzt. Die Enzymaktivitit wurde in
Gegenwart von 10-500 mM Imidazol bestimmt.

2.32 Effektoren und Spin-Traps

Der Einsatz von verschiedenen Effektoren und Spin-Traps sollte Hinweise darauf
geben, ob die enzymkatalysierte Umsetzung von 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin

durch die Qdo ein radikalischer Prozess ist.

2.32.1 EinfluBR von Effektoren auf die enzymatische Reaktion

Um den EinfluB von Effektoren und Spin-Traps auf die Reaktion der Qdo zu
untersuchen, wurde die Enzymaktivitét in Gegenwart eines Effektors im Standard-
Enzymtest (2.23) gemessen. Dazu wurden Qdo (1,3 uM) und Effektor bzw. Spin-
Trap (2.4) in verschiedenen Konzentrationen in einer Quarzkiivette gemischt und
der Ansatz 10 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde mit Substrat (100 uM)
gestartet. Als Referenz diente der Standard-Enzymtest mit 1,3 uM Qdo und 100
uM Substrat im Ansatz. In Kontrollversuchen mit Effektor und Substrat bzw. Qdo

wurde ebenfalls die Absorptionséinderung bei 337 nm gemessen.

2.32.2 Reduktion von Elektronenakzeptoren

Die Entstehung von O,"" in einer moglichen Nebenreaktionen wurde durch die
Reduktion von Elektronenakzeptoren untersucht. Dazu wurden INT (100 pM),
NBT (100 uM) oder Cytochrom ¢ (10 puM) (2.4) mit Qdo (1uM) oder Substrat
(0,5 mM) in Puffer A (2.4) in eine Quarzkiivette pipettiert und die Verdnderung
der Extinktion bei dem entsprechenden Absorptionsmaximum (Cytochrom ¢ 550
nm, INT 503 nm, NBT 560 nm) iiber 5 min gemessen. Wurde eine Reduktion

festgestellt, so wurden in einem neuen Ansatz vor der Zugabe des Radikalfangers



MATERIAL UND METHODEN

600 U SOD zugegeben, um die durch O, verursachte Reduktion zu verhindern.
Die Versuche wurden sowohl aerob als auch anaerob unter Helium-Begasung bei
RT durchgefiihrt.

In Kontrollversuchen wurde die mogliche Reduktion von Cytochrom ¢ (10 uM)
durch Substrat (0,5 mM) bzw. durch Qdo (1 uM) untersucht (20 min Inkubation
bei RT).

2.33 Basenkatalysierte Umsetzung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins
2.33.1 Basenkatalyse mit verschiedenen Katalysatoren

Die chemische Umsetzung des Substrates der Qdo zu N-Formylanthranilsdure
durch eine Basenkatalyse nach NISHINAGA et al. (1979) wurde mit
verschiedenen Basen als Katalysator untersucht.

Die basischen Substanzen Bu'OK in DMF, NaOH in H;Ogeion. und Imidazol in
DMF und H;Ogeion. Wurden als Katalysatoren eingesetzt. Zundchst wurde das
Substrat in dem entsprechenden LOsungsmittel in einem 2 ml-Reaktionsgefil3
geldst. Die Basen wurden in den molaren Verhiltnissen 5:1 (Bu'OK:Substrat),
10:1 (NaOH:Substrat) und 6:1 bzw. 12:1 (Imidazol:Substrat) mit dem Substrat
gemischt und die Ansétze 0,5-24 h bei RT inkubiert. Zum Nachweis der CO-
Bildung wurde in den Deckel des ReaktionsgefiBles ein in
Palladiumdichloridlosung (1:500 in HyOgeon) getrinktes Filterpapier gelegt
(ARENDT & DORMER, 1972). Das PdCl, wird zu metallischem Pd reduziert
und ein schwarz bis silbrig gldnzender Niederschlag ist zu beobachten. Alle
Ansitze wurden sowohl aerob als auch anaerob (N;-Atmosphére) durchgefiihrt.
Nach Ablauf der Inkubation wurden die Ansédtze mit 3 Tropfen Eisessig
neutralisiert und mit 3%iger wissriger NH4CI-Losung 1:2 verdiinnt. Danach
wurden sie mit Petrolether 60/80 (Petrolether mit einem Siedebereich von 60-
80°C) ausgeschiittelt und der Etherextrakt diinnschichtchromatographisch mit den
Laufmitteln 1 und 2 (2.4) auf Anthranilséure untersucht.

2.33.2 Basenkatalyse in Gegenwart von Inhibitoren
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Durch die Zugabe verschiedener Radikalfinger und Spin-Traps zur
basenkatalysierten Umsetzung des Qdo-Substrats wurde untersucht, ob die
Reaktion durch diese Substanzen verhindert werden kann.

Als Katalysatoren wurden in diesem Versuch Bu'OK und NaOH unter den
gleichen Bedingungen wie unter 2.33.1 verwendet. Die Effektoren D-Mannit und
4-POBN wurden in folgenden molaren Effektor:Substrat-Verhéltnissen eingesetzt:
D-Mannit 5:1, 4-POBN 10:1. Von der NtB-Stammlosung (2.4) wurden 100 pl
zum Ansatz pipettiert. Mit der Zugabe der Base wurde die Reaktion gestartet. Der
Versuchsablauf erfolgte nach 2.33.1.

2.34 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Mit Hilfe der ESR-Spektroskopie werden paramagnetische Eigenschaften von
Atomen und Molekiilen im Magnetfeld sichtbar gemacht. Durch ihren Spin
erhalten Elektronen in einem von auBlen angelegten Magnetfeld verschiedene
Energiezustinde, deren Differenz von der GroBe des Feldes abhéngt. Die
Absorption von elektromagnetischer Strahlung durch die Elektronen wird
gemessen. Diese Methode eignet sich zur Identifizierung von freien Radikalen und
zur Bestimmung paramagnetischer metallischer Co-Faktoren von Proteinen. Um
weitere Erkenntnisse i{iber den Reaktionsmechanismus der Qdo zu erlangen,
wurde die Katalyse des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin mit dieser Methode

untersucht.
2.34.1 Statische Spektren

Bei der Aufnahme statischer Spektren findet eine Messung unter anisotropen
Bedingungen statt. Das heifit, daB alle physikalischen und chemischen Krifte
unterschiedlicher Wirkung in unterschiedliche Richtungen zeigen. Dies ist unter
anderem in amorphen Kristallen der Fall, die sich beim Einfrieren einer wiBrigen
Probe bilden.

Die Qdo wurde zunéchst aerob ohne und mit Substrat unter fliissigem Stickstoff
bei 77 K untersucht. Dazu wurden 40 nmol Enzym in Puffer A (2.4) in ein ESR-
Probenr6hrchen gefiillt und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Ansétze mit Qdo
(40 nmol) und Substrat (500 bis 3000 nmol) wurden sofort nach dem Start der
Reaktion ebenfalls tiefgefroren. Um aus kurzlebigen Radikalen langlebigere

Radikale zu machen, wurde die Reaktion in Gegenwart von Spin-Traps
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untersucht: Die Qdo (40 nmol) wurde in einem ESR-Probenréhrchen bei RT mit
20-40 pmol 4-POBN bzw. 100 pl NtB-Losung (2.4) 10 min inkubiert. Nach der
Substratzugabe (2 pmol) wurde fiir weitere 30 min bei RT inkubiert und die Probe
danach tiefgefroren.

Die Ansatzgrofie betrug bei jeder Messung 200 pl und wurde durch Verdnderung
der Puffermenge eingestellt. Zur Kontrolle wurden Spektren vom Puffer, Substrat,
4-POBN und NtB aufgezeichnet.

2.34.2 Dynamische Spektren

Im Gegensatz zu den statischen Spektren wird bei dieser Methode unter isotropen
Bedingungen gemessen: Alle physikalischen und chemischen Krifte wirken in
verschiedenen Richtungen gleich.

Die Messung dynamischer Spektren erfolgte in einer ESR-Flachzelle bei RT. Die
AnsatzgrofBe betrug 200 pl und wurde iiber die Zugabe von Puffer A eingestellt.
70 nmol Qdo wurden mit 100 pl NtB-Losung 15 min bei RT inkubiert. Nach der
Zugabe von 5 pmol Substrat wurde die Probe in eine Flachzelle pipettiert und ein
Spektrum aufgezeichnet. AuBerdem wurden Spektren folgender Ansitze
gemessen: Puffer A mit NtB-Losung und Ethanol; Enzym mit NtB-Ldsung;
Substrat mit NtB-Losung; Substrat in Puffer A.

2.35 Untersuchung zur Substratbindung

Unter anaeroben reduzierenden Bedingungen wurde untersucht, ob ein kovalent
gebundenes Enzym-Substrat-Intermediat nachgewiesen werden kann. Alle Puffer
und Losungen wurden vorher mit Formiergas (90% N, 10% H;) begast und mit
den GefaBlen in ein Anaerobenzelt geschleust, das ebenfalls mit Formiergas gefiillt
war. In Eppendorf-Gefifien wurden 0,5 ml-Reaktionsansétze mit 5 nmol Qdo, 10
bzw. 30 nmol Substrat und Puffer A (2.4) pipettiert. Nach 15 min Inkubation
wurde der Ansatz in einen Zentrifugenfilter mit einer AusschluBgréfe von 10 kDa
iiberfithrt und im Anaerobenzelt 15 min bei 11000 x g zentrifugiert. Das Filtrat
wurde spektrophotometrisch bei 337 nm auf vorhandenes Substrat untersucht. In
weiteren Ansétzen wurden zum Reaktionsgemisch mit Qdo und Substrat nach der
Inkubation 10 ul 4 M Guanidin-HCI-Lésung pipettiert, um das Enzym zu
denaturieren. Nach weiteren 15 min Inkubation wurde das Reaktionsgemisch
filtriert und As37 des Filtrats bestimmit.

Die Substratkonzentration in den Filtraten wurde iiber eine Standardkurve

ermittelt. Dazu wurden Substratmengen zwischen 5 und 50 nmol in 0,5 ml-
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Ansitzen in Puffer A unter anaeroben Bedingungen mit den Konzentratoren
filtriert. As3; wurde bestimmt und mittels Extinktionkoeffizient des Substrates
(2.23) und dem Lambert-Beerschen Gesetz wurde die Substratkonzentration
bestimmt.

Zur Kontrolle wurde das Enzym im Filter in Puffer A riickgelst und auf Aktivitét

unter aeroben Bedingungen untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1 Reinigung der HissgQdo und HisgHod aus E. coli M15[pREP4] pQE-
30::qdo bzw. —-pQE-30::hod

3.1.1 Metallchelat-Affinitatschromatographie an Ni-NTA Superflow

Nach dem Zellaufschlufl nach 2.25.2 wurde die HissQdo bzw. His¢Hod iiber Nacht
an das Sdulenmaterial gebunden (2.26). Bei der Chromatographie wurden die Prote-
ine wihrend des Imidazolgradienten zunéchst bei einer Imidazol-Konzentration von
160 mM eluiert (ein Beispiel ist in Abb. 7 dargestellt). Bei einem Anreicherungsfak-
tor von 4,5 fiir die Qdo und 4,2 fiir die Hod lagen die spezifischen Aktivititen bei
10,3 U/mg (Qdo) und 2,5 U/mg (Hod; 2.23.2)

Im Laufe der Zeit verdnderte sich das Adsorptionsverhalten der HissQdo und der
His¢Hod und sie wurden bereits bei einer Imidazol-Konzentration von 50-70 mM
eluiert. Diese Verschiebung fiihrte zu einer leichten Zunahme der Verunreinigung im
Enzympool, jedoch blieben Anreicherungsfaktor und spezifische Aktivitit der
Enzyme nahezu unbeeinfluflt.
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Abb. 7: Metallchelat-Affinitdtschromatographie an Ni-NTA-Superflow Matrix (HissQdo).
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3.1.2 Anionenaustauschchromatographie an UNO Q

Der Pool aus 3.1.1 wurde auf die Sdule aufgetragen und die Chromatographie nach
2.26.2 durchgefiihrt. Die HissQdo und die HisgHod wurden bei einer KCIl-Konzentra-
tion von 0,22-0,25 M eluiert. In Abb. 8 ist beispielhaft das Chromatogramm einer
His¢Qdo-Reinigung dargestellt. Die spezifische Aktivitdt der Qdo betrug 13,7 U/mg
bei einem Anreicherungsfaktor von 6,0. Fiir die HisgHod lagen die Werte bei 3,8
U/mg (spezifische Aktivitdt mit dem Substrat der Qdo) und 6,3 (Anreicherungsfak-
tor).
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Abb. 8: Anionenaustauschchromatographie an UNO Q (His¢Qdo).

3.1.3 Zusammenfassung der Reinigungen

Die Tab. 2 zeigt die Zusammenfassung der Reinigungen der Hisg-Enzyme. Der
Anreicherungsfaktor (HisgQdo: 6,0; HisgHod: 6,3) und die Ausbeute (His¢Qdo:
23,5%; HisgHod: 26%) waren fiir die Enzyme anndhernd gleich. Die mit 3,8 U/mg
recht niedrige spezifische Aktivitit der HissgHod ist auf das im Enzymtest (2.23.2)
verwendete Substratanalogon zuriickzufithren. Mit einer SDS-PAGE wurde die
elektrophoretische Reinheit der 2,4-Dioxygenasen HissQdo und HissgHod nachgewie-
sen (Daten nicht aufgefiihrt).
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Tab. 2: Zusammenfassung der Reinigungen der HissQdo und der HisgHod.

Gesamt- | Gesamt- | Spezifische | Ausbeute | Anreicherung
Reinigungsschritt | protein | aktivitit | Aktivitit
(mg) (V) (U/mg) (%) (x-fach)

Rohextrakt 151 348 2,3 100 1
HissQdo | Ni-NTA-Superflow 16,2 167 10,3 48 4,5

UNO Q 6 82,2 13,7 23,5 6

Rohextrakt 116 77 0,6 100 1
His¢Hod | Ni-NTA-Superflow 14,4 36 2,5 47,7 4.2

UNO Q 5,3 20 3.8 26 6,3

3.2 Untersuchungen zur Homogenitat der HissgQdo

3.2.1 Native PAGE

Die Untersuchung der nach SDS-PAGE (2.21.1) reinen HissQdo mittels nativer
PAGE (2.21.2) zeigte ein sehr gleichméBiges Bandenmuster (Abb. 9), welches schon
direkt nach der Reinigung zu beobachten war. Alle Banden waren von gleicher Inten-
sitdt und die Anordnung &hnelte einer Leiter. Da dieser Effekt auf eine Oligomerisie-
rung der HisgQdo hinweist und in Bezug auf die Kristallisation von Nachteil sein
konnte, wurde das Enzym mit verschiedenen Additiven versetzt (2.28.1), um die Ho-
mogenitét zu verbessern.

In Gegenwart von 1 mM DTT bzw. TCEP konnte bereits ein deutlicher Riickgang
der Bandenzahl festgestellt werden. Eine Konzentrationserhohung der Reduktions-
mittel auf 10 mM fiihrte zu keiner weiteren Verdnderung des Erscheinungsbildes.
Dabei wurde eine sehr deutliche Bande im unteren Bereich des Gels und wenige
feine Banden im oberen Bereich beobachtet. Die untere lief im Vergleich zur nied-
rigsten Bande im Bandenmuster der His¢Qdo ohne Additiv etwas tiefer. Unter-
schiedliche Lagertemperaturen hatten keinen Einflufl auf die Wirkung der Redukti-
onsmittel.

Wurde das Detergenz Octyl-B-D-glucopyranosid in einer Konzentration von 0,1%
(w/v) zugegeben, so fiihrte es weder alleine noch in Kombination mit DTT zu einer
zusétzlichen Reduktion der Bandenzahl. Eine Erh6hung der Octyl-3-D-glucopyrano-
sid-Konzentration auf 0,5% (w/v) flihrte in den meisten Féllen schon nach eintdgiger
Lagerung zur Prézipitation des Enzyms.

Im Enzymtest nach 2.23.1 wurde festgestellt, dal DTT und TCEP in Konzentrationen
bis 10 mM keinen Einflu} auf die Aktivitit der His¢Qdo hatten. Ein Aktivitétstest in
Gegenwart von Octyl-B-D-glucopyranosid wurde nicht durchgefiihrt, da das
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Detergenz keine Verbesserung der Enzymhomogenitit hervorrief und daher nicht
weiter eingesetzt wurde.
Um die Qdo schon wihrend des Zellaufschlusses (2.25.1) und der Proteinreinigung
(2.26) zu stabilisieren, wurden diese Schritte in Gegenwart von 1 mM DTT in allen
verwendeten Puffern durchgefiihrt. Dabei wurde das Enzym von beiden Siulen
frither eluiert als in 3.1 gezeigt. Die native PAGE zeigte anschliefend sowohl nach
der Affinitdtschromatographie als auch nach der Anionenaustauschchromatographie
dasselbe Bandenmuster wie nach der Reinigung ohne DTT. Durch die Zugabe des
Reduktionsmittels nach der Reinigung konnte also ein deutlicherer Einflul auf die
Homogenitit der His¢Qdo genommen werden.
Die Lagerung der His¢Qdo in Good-Puffern hatte keine Wirkung auf ihre Homoge-
nitdt. Auch die Gegenwart des Proteasehemmer-Mix verdnderte das Bandenmuster
auf der nativen PAGE nicht.

al a2 a3 a4 bl b2 b3 b4 b5

A
P @
'S
- - !
3 ,r-"".
. . g
¥
"':;a '_| '
——s1 L

Abb.9: Native PAGE der His¢Qdo. Bahn al: His¢Qdo in 20 mM Tris; Bahn a2: HissQdo in 50 mM
HEPES; Bahn a3: His¢Qdo in 50 mM HEPPSO; Bahn a4: HisQdo in 50 mM POPSO; Bahn bl:
His¢Qdo ohne Additiv; Bahn b2: HisQdo mit 1 mM DTT; Bahn b3: HisQdo mit | mM TCEP; Bahn
b4: HissQdo mit 0,1% (w/v) Octyl-B-D-glucopyranosid; Bahn b5: HisgQdo mit I mM DTT und 0,1%
(w/v) Octyl-B-D-glucopyranosid.
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3.2.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Wie unter 2.22 beschrieben, wurde die His¢Qdo einer isoelektrischen Fokussierung
unterzogen. Dazu wurde HissQdo bzw. Qdo (aus E. coli M15[pREP4] pQES50::gdo;
siche 2.16) ohne Additiv, mit 6 mM DTT und mit DTT + 0,5% Octyl-B-D-glucopyra-
nosid auf das Gel aufgetragen.

Wie in der Abb. 10 zu erkennen ist, fokussierte die HissQdo sowohl ohne als auch
mit DTT in vielen Banden im Bereich von pH 5,5 bis 6,0. In Gegenwart von DTT
und Octyl-B-D-glucopyranosid reduzierte sich die Anzahl der Banden auf zwei mit
den pl-Werten 5,9 und 5,5. Der nach 2.18 bestimmte theoretische pl des Enzyms lag
bei 5,8.

Die IEF der Qdo zeigte ein dhnliches Erscheinungsbild wie die His¢Qdo, allerdings
in Folge des fehlenden His-tag in einem anderen pH-Bereich: Ohne und mit DTT war
die Anzahl der Banden im Bereich von pH 5,0 bis 5,5 sehr hoch. Eine weitere Bande
fokussierte mit dem pl 4,8. Der Zusatz von DTT und Octyl-B-D-glucopyranosid
fithrte auch hier zur Reduzierung der Banden. Die Qdo fokussierte in drei Banden mit
pI-Werten von 4,8, 5,0 und 5,1. Der theoretische plI der Qdo liegt bei 5,4.
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IpH 10
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Abb. 10: IEF der HissQdo sowie der Qdo ohne Additiv sowie mit DTT bzw. mit DTT und Octyl-B-D-
glucopyranosid. Der angelegte Gradient ist pH 3-10. Bahnen 1 und 8: Standard (pl
8,0/4,5/7,1/7,0/6,5/6,0/5,1/4,5); Bahn 2: HissQdo ohne Additiv; Bahn 3: HissQdo mit 6 mM DTT;
Bahn 4: HissQdo mit 6 mM DTT und 0,5% Octyl-B-D-glucopyranosid; Bahn 5: Qdo ohne Additiv;
Bahn 6: Qdo mit 6 mM DTT; Bahn 7: Wildtyp-Qdo mit 6 mM DTT und 0,5% Octyl-pB-D-glucopyra-

nosid.
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3.2.3 Massenspektrometrie

Mit Hilfe der Massenspektrometrie nach 2.28.2 wurde eine HissQdo-Losung auf
Verunreinigungen untersucht und gleichzeitig die Molekularmasse des Enzyms be-
stimmt. Die Molekularmasse ergibt sich aus dem Masse-Ladungs-Verhiltnis (m/z).
Bei der MALDI-TOF-Untersuchung der HissQdo wurden vier Peaks aufgezeichnet
(Abb. 11. Wihrend der Peak bei m/z = 31762 dem reinen Enzym entspricht, sind die
anderen drei auf Artefakte der MALDI-TOF zuriickzufiihren. Bei m/z = 31978 ist
wahrscheinlich ein Addukt aus HisgQdo und Tragermatrix zu sehen. Doppelt gela-
dene Ionen sind verantwortlich fiir die beiden Peaks bei m/z = 15878 und m/z =
15988. Weitere Protein-Peaks sind nicht zu erkennen und deuten darauf hin, dal3 in
der Losung der HisgQdo keine Verunreinigungen vorhanden sind.
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Abb. 11: MALDI-TOF-Untersuchung der His¢Qdo.
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3.2.4 Dynamic Light Scattering

Die erste Untersuchung der HissQdo mittels Dynamic Light Scattering (2.28.3) deu-
tete darauf hin, dafl das Enzym zu 100% als Dimer vorliegt, da die durchschnittliche
Molekularmasse bei ca. 58,2 kDa ( 13%) lag.

Nach der Filtration der Probe mit einem 0,02 pm Filter, in dem grofle Molekiile
zuriickgehalten werden, wurde diese erneut untersucht. Die Messung ergab diesmal,
daB 99% der Molekiile im Filtrat eine Masse von ca. 34,2 kDa ( 0,5%) und nur 1%
eine hohere Masse besitzen. Das bedeutet, dall die His¢Qdo in ihrer normalen Form
als Monomer vorliegt und Aggregate erst bei der Lagerung des Proteins entstehen.
Die sehr hohe und auf Dimere hinweisende Molekularmasse als Ergebnis der ersten
Messung ist auf die Aggregatbildung der HissQdo zuriickzufiihren, welche die

Messung deutlich beeintriachtigen kann.

3.3 Herstellung der Expressionsklone E. coli M15[pREP4] pQE-50::qdo
und —pQE-50::hod

Um eine Beeinflussung der Homogenitéit und damit auch der Kristallisation des Pro-
teins durch den His¢-tag zu vermeiden, wurden die Gene hod und gdo zur Uberex-
pression in den Expressionsvektor pQE-50 (2.8.1) kloniert.

3.3.1 PCR-Amplifikation der Gene qdo und hod

Zur Amplifizierung der Gene gdo (795 bp) und hod (831 bp) dienten die beiden re-
kombinanten Plasmide pQE-30::gdo und pQE-30::hod, die zur Uberexpression der
Hisg-tag-Enzyme verwendet wurden, als Template. Die DNA wurde nach 2.9.3
isoliert: Aus 100 ml E. coli M15 Kultur mit dem entsprechenden Vektor wurden 40
ng Plasmid-DNA mit einem Ey60/Eg0 von 1,7 (2.10) gewonnen.

Die PCR wurde nach 2.16.1 mit den unter 2.16.1.1 angegebenen Primern durchge-
fiihrt. Die Kontrolle der Amplifikation der Gene erfolgte mit einem Teil des ungerei-

nigten PCR-Ansatzes mittels Agarosegelelektrophorese (2.12).
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Abb. 12: PCR-Amplifikate der Gene gdo (Bahnen 2-4) und /od (Bahnen 5-7). Bahnen 1 und 8: Stan-
dard (10/8/6/5/4/3/2,5/2/1,5/1/0,8/0,6/0,4/0,2 kb). Negativdarstellung eines Ethidiumbromid-gefarbten
Gels.

Wie die Abb.12 zeigt, war die Amplifikation der Gene bis auf einen Ansatz erfolg-
reich. Die PCR-Produkte hatten nach 2.10 eine geschitzte Grofe von 830 bp (gdo-
Amplifikat) bzw. 875 (hod-Amplifikat) und entsprechen damit annidhernd den er-
warteten GroBen (gdo: 823 bp; hod: 861 bp). Alle PCR-Ansédtze wurden nach 2.16.2
iiber eine préparative Agarosegelelektrophorese gereinigt. Die Ausbeute betrug je
Ansatz ca. 10 ug DNA.

3.3.2 Praparation des Vektors pQE-50 und der Gene gdo und hod

Zur Vorbereitung der Klonierung in den Vektor pQE-50 wurde sowohl die Vektor-
DNA als auch das PCR-Produkt mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sall
restringiert (2.11). Dies ermdglichte eine gerichtete Insertion der Gene in den Vektor.
Nach der Restriktion wurde die DNA mittels Gelextraktion (2.16.2) gereinigt und in
H>04cion. €luiert.

3.3.3 Klonierung der Gene gdo und hod in den Vektor pQE-50

Die Ligation der restringierten PCR-Amplifikate und der Vektor-DNA (siehe oben)
erfolgte nach 2.16.3. Elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF’-Zellen (2.13) wur-



ERGEBNISSE

den anschlieBend mit 2 pl des Ligationsansatzes transformiert (2.14). Nach der
Inkubation auf LB-Selektionsmedium (2.15) mit Ampicillin wurden 39 Kolonien se-
lektiert und auf frische Agarplatten tiberimpft.

3.3.4 Identifizierung der Klone

Mittels alkalischer Lyse (2.9.1) wurde aus je acht Transformanten der Klonierung
von gdo bzw. hod die Plasmid-DNA isoliert und mit Hilfe von Restriktionsanalysen
(2.11), PCR (2.16.1.2) und Agarosegelelektrophorese (2.12) auf eine erfolgreiche
Klonierung hin untersucht.

Die Restriktion mit Xbal zeigte, dal die aus je zwei Transformanten isolierten Plas-
mide mit 4,2 kb die erwartete Grofe fiir ein DNA-Fragment aus pQE-50 und Insert
(gdo bzw. hod) besallen. Durch eine Doppelrestriktion mit BamHI und Sa/l konnten
sowohl das gdo-Gen als auch das hod-Gen ausgeschnitten werden und auf dem Aga-
rosegel waren Vektor- (3,4 kb) und Insertbanden (0,8 kb) zu sehen. In Abb. 13 sind
die Ergebnisse der Restriktionsanalyse fiir einen E. coli pQE-50::qdo- und einen E.
coli pQE-50::hod-Klon dargestellt.

Abb. 13: Restriktionsanalyse der Plasmide pQE-50::gdo (Bahnen 2-4) und pQE-50::i0d (Bahnen 6-
8). Bahnen 1 und 5: Standard (10/8/6/5/4/3/2,5/2/1,5/1/0,8/0,6/0,4/0,2 kb). Bahnen 2 und 6:
unverdautes Plasmid; Bahnen 3 und 7: Xbal-Verdau; Bahnen 4 und 8: Doppelverdau mit BamHI und
Sall. Negativdarstellung eines Ethidiumbromid-gefirbten Gels.
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Die Plasmidpréparate, aus denen sich durch eine Doppelrestriktion mit BamHI und
Sall das Insert ausschneiden liel3, dienten als Template fiir eine PCR nach 2.16.1 und
die Produkte wurden mittels Agarosegel kontrolliert. Die PCR-Produkte entsprachen
in ihrer Grof3e den amplifizierten Genen aus 3.3.1 (Daten nicht gezeigt).

3.4 Reinigung der Qdo aus E. coli M15[pREP4] pQE-50::qdo
3.4.1 Gewinnung von Rohextrakten

3 g Zellen wurden nach 2.25.1 mit Ultraschall aufgeschlossen und die unloslichen
Zellbestandteile abzentrifugiert. Die spezifische Aktivitit der Qdo im Rohextrakt
betrug 3,6 U/mg.

3.4.2 Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel

Die Anionenaustauschchromatographie wurde nach 2.27.1 durchgefiihrt. Innerhalb
des linearen Gradienten wurde die Qdo bei KCl-Konzentrationen von 0,2-0,3 M elu-
iert (Abb. 14). Die spezifische Aktivitit betrug 5,7 U/mg bei einer 1,6-fachen
Anreicherung.
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Abb. 14: Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel (Qdo).
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3.4.3 Adsorptionschromatographie an Hydroxyapatit

Die Qdo adsorbierte im Gegensatz zu den Fremdproteinen nicht an Hydroxyapatit
(2.27.2) und wurde sofort beim Spiilen mit Puffer B eluiert (Abb. 15). Nach diesem
Reinigungsschritt betrug die spezifische Aktivitit 6,2 U/mg und es wurde eine An-
reicherung um den Faktor 1,7 erzielt.
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Abb. 15: Adsorptionschromatographie an Hydroxyapatit (Qdo).
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3.4.4 Anionenaustauschchromatographie an UNO Q

Bei der nach 2.27.3 durchgefiihrten Anionenaustauschchromatographie an dem star-
ken Ionentauscher UNO Q wurde die Qdo durch KCI-Konzentrationen zwischen
0,24-0,28 M desorbiert (Abb. 16). Danach lag die spezifische Aktivitit der Qdo bei
7,6 U/mg. Der Anreicherungsfaktor betrug 7,6.
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Abb. 16: Anionenaustauschchromatographie an UNO Q (Qdo).
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3.4.5 Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17

Im letzten Schritt der Reinigung wurde eine Gelfiltration nach 2.27.4 durchgefiihrt.
Ein charakteristisches Elutionsdiagramm ist in Abb. 17 dargestellt. Durch die
Auftrennung der konzentrierten Proteinlosung nach der MolekiilgroBe stieg die spe-
zifische Aktivitdt der Qdo auf einen Wert von 11,8 U/mg. Der Anreicherungsfaktor
betrug am Ende der Reinigung 3,3.
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Abb. 17: Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17 (Qdo)
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3.4.6 Zusammenfassung der Reinigung

Die Ergebnisse einer typischen Reinigung der Qdo aus E. coli M15[pREP4] pQE-
50::gdo sind in Tab. 3 zusammen gefalit. Aus 3 g Zellmaterial (Na3gewicht) wurden
4,5 mg reine Qdo mit einer spezifischen Aktivitidt von 11,8 U/mg isoliert. Das ent-
spricht einer Ausbeute von 8,3%.

Tab. 3: Zusammenfassung der Reinigung der Qdo aus E. coli M15 pREP4 pQE-50::qdo.

Gesamt- Gesamt- Spezifische | Ausbeute | Anreicherung
Reinigungsschritt | protein aktivitit Aktivitit
(mg) ) (U/mg) (%) (x-fach)

Rohextrakt 178 644 3,6 100 1
DEAE-Sephacel 46 264 5,7 41 1,6
Hydroxyapatit 32 199 6,2 31 1,7

UNO Q 11 84 7,6 13 2,1
Gelfiltration 4,5 53 11,8 8,3 3.3

Die elektrophoretische Reinheit der Qdo wurde mittels einer SDS-PAGE nachgewie-
sen (Daten nicht gezeigt).

3.5 Reinigung der Hod aus E. coli M15[pREP4] pQE-50::hod

Da das Substrat der Hod (1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin) nicht zur Verfiigung stand,
wurde die Aktivitit des Enzyms mit dem Substrat der Qdo (1H-3-Hydroxy-4-oxochi-
nolin bestimmt (2.23.2).

3.5.1 Gewinnung von Rohextrakten
Nach dem Ultraschallaufschlu3 (2.25.1) von 3 g Zellen und dem Abzentrifugieren

der unldslichen Zellbestandteile betrug die spezifische Aktivitdit der Hod im
Rohextrakt 1,9 U/mg.
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3.5.2 Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel

Bei der nach 2.27.1 durchgefiihrten Anionenaustauschchromatographie wurde die

Hod innerhalb des linear aufsteigenden Gradienten ab einer Konzentration von 0,18
M KCI eluiert (Abb. 18). Bei einer 1,2-fachen Anreicherung betrug die spezifische

Aktivitét 2,2 U/mg.

2,0

A280

| T 1
o+

15 20 25

w » (&} (o)} ~
[lw/N] yenamewizug

N

RN

Fraktionen
— A280

—— KCI-Konzentration
Enzymaktivitat

Abb. 18: Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel (Hod).
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3.5.3 Adsorptionschromatographie an Hydroxyapatit

Die Adsorptionschromatographie wurde nach 2.27.2 durchgefiihrt. Dabei wurde die
Hod an Hydroxyapatit gebunden und durch einen ansteigenden Kaliumphosphatgra-
dienten bei Konzentrationen zwischen 70 und 90 mM Kaliumphosphat desorbiert
(Abb. 19). Sowohl die spezifische Aktivitit (2,2 U/mg) als auch der
Anreicherungsfaktor (1,2) blieben gegeniiber der DEAE-Saule unveréndert.
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Abb. 19: Adsorptionchromatographie an Hydroxylapatit (Hod).
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3.5.4 Anionenaustauschchromatographie an UNO Q

Wihrend der Anionenaustauschchromatographie nach 2.27.3 wurde die Hod bei
KCl-Konzentrationen zwischen 0,23 und 0,27 M innerhalb des linear ansteigenden
Gradienten von der Sdule gespiilt (Abb. 20). Bei einem Anreicherungsfaktor von 2,8
betrug die spezifische Aktivitit der 2,4-Dioxygenase 5,3 U/mg.
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Abb. 20: Anionenaustauschchromatographie an UNO Q (Hod).
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3.5.5 Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17

In der Abb. 21 ist ein Elutionsdiagramm der Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17 nach
2.27.4 zu sehen. Die spezifische Aktivitit stieg bei diesem abschlieenden
Reinigungsschritt auf 8,2 U/mg und der Anreicherungsfaktor auf 4,3 an.
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Abb. 21: Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17 (Hod).
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3.5.6 Zusammenfassung der Reinigung

In der Tab. 4 sind die Ergebnisse einer Reinigung der Hod aufgefiihrt. Ausgehend
von 3 g Zellen wurden 2,8 mg reine Hod mit einer Ausbeute von 8,3% isoliert.

Tab. 4: Zusammenfassung der Reinigung der Hod aus E. coli M15 pREP4 pQE-50::A0d.

Gesamt- Gesamt- Spezifische | Ausbeute | Anreicherung
Reinigungsschritt | protein aktivitit Aktivitit
(mg) ) (U/mg) (%) (x-fach)

Rohextrakt 144 279 1,9 100 1
DEAE-Sephacel 40 88 2,2 31,5 1,2
Hydroxyapatit 17 37 2,2 13,3 1,2

UNO Q 5,7 30 53 10,8 2,8
Gelfiltration 2,8 23 8,2 8,3 43

Die elektrophoretische Reinheit der Hod wurde mittels einer SDS-PAGE nachgewie-
sen (Daten nicht gezeigt).

3.6 Aminosauresequenz-Analyse der Qdo

Um Hinweise auf die Struktur und Funktionsweise der Qdo zu bekommen, wurde die
Aminosduresequenz der 2,4-Dioxygenase (EMBL-Zugangsnummer Y14779.2) mit
Hilfe von multiplen Sequenz-Alignments untersucht. Zunichst wurde mit dem Pro-
gramm BLAST (2.18) eine Datenbankrecherche durchgefiihrt und binédre Alignments
erstellt. Basierend auf den erhaltenen Ergebnissen wurde anschlieBend der multiple
Aminosduresequenzvergleich der Qdo mit dem Programm CLUSTAL W (2.18)
ausgefiihrt.

Fir die  Sekundirstrukturvorhersage nach  2.18  wurden  bestimmte

Aminosiuresequenzen aus dem multiplen Alignment ausgesucht.
3.6.1 Multiple Aminosaure-Sequenzvergleiche der 2,4-Dioxygenasen
Die Datenbanksuche mit anschlieBendem Sequenzvergleich ergab, dal3 auBBer zur Hod

keine weiteren Homologien zu bekannten Oxygenasen bestehen. Die Identitdt
zwischen den beiden Enzymen liegt bei 37%. Dagegen ist die Ahnlichkeit zu einer
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Vielzahl von Enzymen mit o/f3-Hydrolasefaltung mit Identititen zwischen 23% bei
der Atropinesterase (Tpes) aus P. putida (HESSING, 1983) und 15% bei der 2-
Hydroxymuconséuresemialdehyd-Hydrolase (XylF) aus P. putida (DIAZ & TIMMIS,
1995) auffallig.

Das multiple Alignment (Abb. 22) zeigt, dal im Bereich des N-Terminus und im
zentralen Bereich der Proteine nur eine sehr geringe Ahnlichkeit vorhanden ist.
Deutliche Homologien gibt es zwischen diesen Sequenzbereichen (Position 41-160
des Alignments) und am C-Terminus. Hier befinden sich sowohl bei der Qdo als
auch bei der Hod Ahnlichkeiten zu Konsensussequenzen der o/B-Hydrolasen, in de-
nen die Aminosduren der katalytischen Triade dieser Enzyme lokalisiert sind. Nach
OLLIS (1992) besitzen alle Enzyme vom Faltungstyp der o/3-Hydrolasen eine kata-

lytische Triade mit der Zusammensetzung nukleophile AS-saure AS-Histidin.

3.6.2 Sekundarstrukturvorhersage der 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-
Dioxygenase

Zur Uberpriifung der Qualitit der Sekundérstrukturvorhersage fiir die Qdo nach 2.18
wurde auch eine Sekundirstrukturvorhersage fiir die Haloalkan-Dehalogenase
(DhlA) aus Xanthobacter autotrophicus GJ10 (JANSSEN et al., 1989) durchgefiihrt
und mit der von VERSCHUEREN et al. (1993) durch Rontgenstrukturanalyse aufge-
klarten Sekundérstruktur der DhlA verglichen.

Die Sekundérstrukturvorhersage fiir die DhlA stimmt in Bezug auf die Lage der a-
Helices und [-Faltblétter mit der tatsdchlichen Struktur des Enzyms weitestgehend
iiberein (Abb. 22). Nur im Bereich des N-Terminus gibt es Unterschiede in der An-
zahl der Faltblattstrukturen und am C-Terminus fehlen in der Vorhersage eine Helix
und ein Faltblatt. Vergleicht man nun die Vorhersage fiir die Qdo mit der DhlA, so
befinden sich auch hier die Strukturelemente an fast identischen Positionen. Auf den
kurzen N-Terminus mit wenigen [3-Faltblittern folgt ein Bereich in dem sich a-Heli-
ces und [B-Faltbldtter abwechseln. Der zentrale Bereich, in dem die Homologien zwi-
schen den Enzymen sehr gering sind, ist gekennzeichnet durch eine Abfolge von a-
Helices: 5 bei der Qdo und 6 bei der DhlA. Danach folgt wiederum ein Bereich, in
dem sich a-Helices und (B-Faltblatter abwechseln. Den Abschluf3 bildet eine a-Helix.
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Abb. 22: Multiples Aminosequenz-Alignment der Qdo und der Hod mit Enzymen der o/f3-Hydrolase-
Superfamilie; Sekundérstrukturelemente der Qdo und der DhlA. Erlauterungen: Qdo: 1H-3-Hydroxy-
4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase aus Pseudomonas putida 33/1 (EMBL-Zugangsnummer Y14779.2);
Hod: 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase aus Arthrobacter ilicis Rii6la (EMBL-
Zugangsnummer Y 14778); Tpes: Atropinesterase aus Pseudomonas putida (E.C. 3.1.1.10); CpoL:
Chlorperoxidase aus Streptomyces lividans TK64 (SWISSPROT-Zugangsnummer P49323); BpoA2:
Bromperoxidase aus Streptomyces aureofaciens ATCC 10762 (SWISSPROT-Zugangsnummer
P29715); XylF: 2-Hydroxymuconsiduresemialdehyd-Hydrolase aus Pseudomonas putida; DhlA:
Haloalkan-Dehalogenase aus Xanthobacter autotrophicus GJ10 (E.C. 3.8.1.5). Literaturhinweise
befinden sich im Text. Die Aminosduren der vermeintlichen bzw. bestétigten Triade sind durch
sternformige Symbole und Fettdruck gekennzeichnet. Konservierte Sequenzmotive um das Nukleophil
und das Histidin der Triade sind eingerahmt. Die Pfeile und Sterne markieren die durch ortsspezifische
Mutagenese  ausgetauschten  Aminosduren. Unter dem Alignment befinden sich die
Sekundirstrukturvorhersagen fiir die Qdo und die DhlA (Reihe 1 und 2) und die nach
VERSCHUEREN et al. (1993) aufgeklarte Struktur der DhlA mit der Numerierung der a-Helices:

Graue Balken kennzeichnen die [3-Faltblatter, weile Balken kennzeichnen die a-Helices.

3.6.3 Sekundarstrukturvorhersage der HisgQdo-Varianten

Um den Einfluf der durchgefiihrten Aminosdureaustausche auf die Sekundérstruktur
der His¢Qdo zu iiberpriifen, wurde fiir sdmtliche Proteinvarianten eine Sekundér-
strukturvorhersage durchgefiihrt. Eine Verédnderung der Sekundérstrukturvorhersage
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im Vergleich zur HissQdo konnte in keinem Fall festgestellt werden, so daf} die
Erwartung einer Strukturdnderung des Enzyms aufgrund der Mutation gering war.
3.7 Ortsspezifische Mutagenese des qdo-Gens

3.7.1 Mutagenese

Der Austausch von Aminosduren in der His¢Qdo mittels PCR wurde nach 2.17
durchgefiihrt. Nach dem Verdau der parentalen DNA mit Dpnl wurden die mutierten
pQE-30::gdo-Plasmide in superkompetente E. coli XL1-Blue Zellen transformiert
(2.17.3) und auf Ampicillin-haltigen LB-Platten (2.5) ausplattiert.

Von jeder Mutation wurden 5 Klone untersucht. Nach Restriktion der isolierten
Plasmide (2.9.2) mit Xbal (2.11) konnte auf dem Agarosegel (2.12) fiir jede Probe
eine Bande bei 4,5 kb identifiziert werden. Da bei der Klonierung des Gens gdo in
den Vektor pQE-30 von MAX (1997) ein Insert eingebaut wurde, das um 200 bp
langer war als das eigentliche Gen, entspricht die Plasmidgréfe von 4,5 kb dem
Plasmid pQE-30::gdo. Alle Klone enthielten also dieses Plasmid. Die Sequenzierung
der Plasmide bei der Firma SeqLab ergab, da3 alle Mutationen erfolgreich waren. Zur
spiteren Uberexpression der mutanten Proteine wurden die Plasmide in elektrokom-
petente E. coli M15 [pREP4] transformiert (2.14) und nach 2.15 auf LB-Platten mit
Ampicillin und Kanamycin selektioniert.

3.7.2 Uberexpression und Reinigung der mutanten HisgQdo-Proteine

Zellziichtung und Zellaufschluf3 der Mutanten erfolgten wie fiir das HissQdo-Protein
beschrieben. Bei der Reinigung mittels Metallchelat-Affinitditschromatographie an
Ni-NTA Superflow (2.26.1) konnten fast alle Proteinvarianten unter den gleichen
Bedingungen bei einer Imidazolkonzentration von 160 mM vom S&ulenmaterial
eluiert werden. lhre elektrophoretische Reinheit wurde durch SDS-PAGE (2.21.1)
iiberpriift und ist in Abb. 23 dargestellt. Lediglich die Proteinvarianten HiscQdo-
H96F, HissQdo-S213A und HisgQdo-S95A+C98A lieen sich nicht reinigen. Mit
Hilfe einer SDS-PAGE, bei der die Rohextrakte der drei Qdo-Varianten aufgetragen
wurden, konnte in allen Proben nur eine schwache Bande bei ca. 31 kDa identifiziert
werden (Abb. 24). Diese Bande konnte der HissQdo oder einem wirtseigenen Protein
entsprechen. Die korrekte Expression der drei mutanten Proteine konnte allerdings
nicht bestitigt werden.
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Abb. 23: SDS-PAGE der rekombinanten HissQdo und ihrer Varianten. Bahnen 1: Standard
(66,2/55/42,77/40/31 kDa); Bahn 2: HissQdo; Bahn 3: HisQdoS28A; Bahn 4: HissQdoC31A; Bahn 5:
HisgQdoS93A; Bahn 6: HissQdoT94A; Bahn 7: HisQdoS95A; Bahn 8: HissQdoS95C; Bahn 9:
HissQdoC98A; Bahn 10: HissQdoD120A; Bahn 11: HisgQdoQ214A; Bahn 12: HissQdoS217A; Bahn
13: HissQdoD219A; Bahn 14: HisQdoH244A; Bahn 15: HissQdoS93A+S95A; Bahn 16:
HisQdoT94A+S95A.

Abb. 24: SDS-PAGE der Rohextrakte von E. coli pQE-30::gdo und einiger Mutanten. Bahn 1: Stan-
dard (200/116,25/97,4/66,2/45/31 kDa); Bahn 2: E. coli pQE-30::qdo; Bahn 3: E. coli pQE-30::qdo
H96F; Bahn 4: E. coli pQE-30::qdo S213A; Bahn 5: E. coli pQE-30::gdo S95A+S98A.
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3.7.3 Bestimmung von K, und Kkt

Nach der Reinigung der HissQdo und ihrer Varianten erfolgte deren kinetische Un-
tersuchung nach 2.29.1. Im Vordergrund stand dabei das Ziel, Hinweise auf kataly-
tisch essentielle Aminosiurereste zu bekommen. Zur besseren Ubersicht sind die
bestimmten Werte fiir Kp, ko und keo/ Ky Werte in der Tab. 5 aufgefiihrt.

Tab. 5: Kinetische Parameter verschiedener Qdo-Varianten: Qdo aus P. putida 33/1, HissQdo und
HisgQdo-Varianten.

Enzym-Varianten Hn-Wert kc:t kiat/Kn;
(uM) ) (s"puM™)
Qdo aus P.p. 33/1 19 16,9 0,89
HissQdo 20 22,1 1,1
HissQdoS28A 24 9,6 0,4
His¢QdoC31A 9 9,9 1,1
HissQdoS93A 23 3,9 0,17
HissQdoT94A 16 0,6 0,04
HissQdoS95A 95 1,6 0,02
HissQdoS95C 61 0,01 1,6%10™
HissQdoH96F im Rohextrakt nicht nachweisbar
HissQdoC98A 22 2,4 0,12
HissQdoD120A 35 12,9 0,37
HissQdoS213A 1m Rohextrakt nicht nachweisbar
HissQdoQ214A 15 0,5 0,03
HisgQdoS217A 17 2,9 0,17
HissQdoD219A 50 3,9 0,08
HissQdoH244A n.d. n.d. n.d.
HissQdoS93A+S95A 18 0,1 7,4%107
HissQdoT94A+S95A 38 0,4 9,7%107
HissQdoS95A+CI98A im Rohextrakt nicht nachweisbar
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Bei dem Vergleich der Qdo-Varianten féllt zunédchst auf, dafl die His¢Qdo bei fast
identischem Kp-Wert (20 pM) eine leicht hohere Wechselzahl (22,1 s™) hat als die
Wildtyp-Qdo (19 uM, 16,9 s™).

Bei den durch Mutagenese erzeugten Proteinvarianten der HisgQdo liegen die K-
Werte zwischen 15 uM bei HiscQdoQ214A und 38 uM bei HissQdoT94A+S95A.
Ausnahmen sind die Varianten HissQdoS95A (95 uM), His¢QdoS95C (61 uM) und
HisQdoD219A (50 uM), deren Werte bis zu viermal so hoch sind wie bei der
His¢Qdo. Die einzige HissQdo-Variante mit einem deutlich niedrigeren K,,-Wert ist
HissQdoC31A mit 9 uM.

Bei allen Proteinvarianten der His¢Qdo liegen die Wechselzahlen deutlich unter dem
kear des unverdnderten Enzyms. Wihrend die Wechselzahlen fiir HissQdoD120A
(12,9 s™), HissQdoC31A (9,9 s™') und HissQdoS28A (9,6 s™) ungefihr 50% des Aus-
gangswertes betragen, liegen die Werte fiir die anderen Varianten nur noch zwischen
0,05 und 17%. Die kleinsten Wechselzahlen wurden fiir die Proteinvarianten
HissQdoS95C (0,01 s™), HisgQdoS93A+S95A (0,1 s), HissQdoT94A+S95A (0,4 s
" und HisQdoQ214A (0,5 s™) errechnet.

Die niedrigsten Werte fiir den Quotienten k../K;, ergaben sich fiir die Proteinvarian-
ten HisgQdoS95C, HisQdoS93A+S95A und HissQdoT94A+S95A. Sie betrugen nur
ca 0,9% des Wertes der HisgQdo.

Nur in einem Fall fiihrte der Austausch einer Aminosdure zum volligen Verlust der
Aktivitét: Bei der His¢Qdo-Variante H244A konnte spektrophotometrisch keine Um-
setzung von 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin festgestellt werden.

3.8 Chemical Rescue der Proteinvariante HissgQdoH244A

Die Gegenwart von hohen Imidazolkonzentrationen sollte versucht werden, eine Re-
aktivierung der Proteinvariante HiscQdo H244A zu bewirken (2.31). Doch auch nach
der Zugabe von bis zu 500 mM Imidazol zu 60 pg Enzym, der ca. 10-fach hoheren
Menge als im Enzymtest mit der nichtmutierten HissQdo, konnte keine Umsetzung
des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins beobachtet werden. Das Enzym HissQdo H244A
blieb inaktiv.

3.9 Chemische Derivatisierungen der HisgQdo

Der Einflu8 verschiedener Modifizierungssubstanzen auf die Aktivitit der HissQdo
wurde nach 2.30 untersucht. Die Daten sind in Abb. 25 graphisch dargestellt.

Die Inkubation der HissQdo mit den drei Reagenzien fiihrte in allen Féllen zu einer
deutlichen Abnahme der Aktivitdt. In Gegenwart des Sulfhydryl-Gruppen-blockie-
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renden Agenz lodacetamid (10 mM) betrug die Restaktivitdt nach 10 min lediglich
15% des Wertes fiir das nicht-modifizierte Enzym. Die Inkubation mit 10 mM PMSF
senkte die Enzymaktivitdt nach 10 min um 67%.

Einen vollstindigen Verlust der Aktivitdt hatte die Inkubation der Qdo mit 5 mM
Diethylpyrocarbonat, welches zur Derivatisierung der Histidinreste eingesetzt wurde,
zur Folge. Bereits nach zwei Minuten konnte keine Umsetzung des 1H-3-Hydroxy-4-
oxochinolin nachgewiesen werden. Durch die Zunahme der Absorption bei 242 nm
wurde die Reaktion des Diethylpyrocarbonat mit dem Enzym bestitigt. Die anschlie-
Bende Zugabe von 50 mM Hydroxylamin fiihrte zu einer Reaktivierung der HissQdo:
Die Aktivitat lag danach bei mehr als 40% der Ausgangsaktivitit nicht-modifizierter

Qdo.
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Abb. 25: EinfluB verschiedener Modifizierungssubstanzen auf die Aktivitét der HisqQdo in Abhdngig-
keit von der Zeit.

3.10 Detektion ionisierbarer Gruppen der HisgQdo

Die Bestimmung der K,-Werte der His¢Qdo fiir das Substrat 1H-3-Hydroxy-4-oxo-
chinolin bei verschiedenen pH-Werten nach 2.29.2 zeigte eine deutliche
Verschlechterung der Affinitdt des Enzyms bei einer Absenkung des pH-Wertes ab
pH 6,5. Bei pH-Werten 4,5 und 10,0 konnte keine Aktivitit des Enzyms mehr
festgestellt werden. Das € des Qdo-Substrates 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin ist im
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untersuchten Bereich pH-unabhidngig und hat daher keine Auswirkung auf die
Messung.

Tragt man die errechneten pK,-Werte gegen den pH-Wert auf, so kann man nach
2.29.2 den pKs-Wert einer ionisierbaren Gruppe der HissQdo ermitteln. Die Abb. 26
zeigt, dall die 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase eine ionisierbare
Gruppe mit einem pKg-Wert von 6,0 fiir den Enzym-Substrat-Komplex und 6,8 fiir
das freie Enzym besitzt. Diese Werte liegen im Bereich des pK-Wertes fiir den Imi-
dazol-Rest des Histidin.
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Abb. 26: EinfluBl des pH-Wertes auf den pKm-Wert der 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxyge-
nase.

3.11 Enzyme zum Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies, Effektoren und
Spin-Traps

3.11.1 EinfluB von Effektoren und Spin-Traps auf die enzymatische
Reaktion

Wie unter 2.32.1 beschrieben, wurde der EinfluB3 verschiedener Radikalfanger auf die
enzymkatalysierte Umsetzung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins untersucht. In Tab.
6 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Die Anwesenheit von Cytochrom ¢, Superoxid-Dismutase, Katalase und DMPO hatte
keinerlei Beeintrachtigung der relativen Aktivitdt der HissQdo zur Folge: Auch nach
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der Zugabe der Substanzen betrug sie 100%. Die Gegenwart der Inhibitoren D-
Mannit, 4-POBN und NtB hingegen bewirkte eine deutliche Minderung der Enzym-
aktivitdt. Die Substanzen mufliten dazu jedoch in Konzentrationen eingesetzt werden,
die deutlich tiber der Enzymkonzentration (1,3 uM) lagen.

Tab. 6: EinfluB} verschiedener Effektoren und Spin-Traps auf die Aktivitét der HissQdo. "DMPO: 5,5-
Dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid; °4-POBN: 0-(4-Pyridyl-1-oxid)-N-tert-butylnitron; “NtB: 2-Methyl-2-
nitrosopropan (oder: Nitroso-fert-butan); ‘Gesittigte Lésung in H,O

Wirkstoff Konzentration im | Relative Aktivitit der
Ansatz His¢Qdo in %
Ohne - 100
D-Mannit 5mM 93
50 mM 54
100 mM 26
Cytochrom ¢ 50 uM 100
Superoxid-Dismutase 200 units 100
Katalase 600 units 100
DMPO* 100 mM 100
4-POBN” 10 mM 43
20 mM 22
50 mM 8
NtB® 10 p1 99
50 pl 68
100 pl 24

In Kontrollversuchen, die nach 2.32.1 durchgefiihrt wurden, wurde ein mdglicher
Einfluf auf die Absorptionsdnderung bei 337 nm untersucht, der nicht auf die enzy-
matische Reaktion der Qdo mit dem Substrat zuriickzufiihren ist, jedoch durch eine
Uberlagerung die Messung beeintrichtigen konnte. In keinem der Ansitze mit Ef-
fektor und His¢Qdo bzw. Effektor und Substrat wurde eine Verdnderung der Ab-
sorption bei 337 nm festgestellt. Daher kann eine Uberlagerung von

Extinktionsédnderungen ausgeschlossen werden.

3.11.2 Reduktion von Radikalfangern
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In den Untersuchungen nach 2.32.2 konnte lediglich eine Reduktion des Cytochrom ¢
beobachtet werden (Tab. 7). Eine geringe Reduktion des Cytochrom ¢ fand in Ge-
genwart des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin sowohl unter aeroben als auch unter anae-
roben Bedingungen statt (dEsso/min 0,012 und 0,019). Eine Zugabe von 600 U
Superoxid-Dismutase zum Ansatz mit Cytochrom ¢ und Substrat verhinderte die
Reduktion nicht (dEss¢/min 0,017). Wurde nach der Inkubation des Cytochrom ¢ mit
Substrat Qdo zugegeben, so wurde auch in diesem Fall die Reduktion nicht
beeinflufit und der Wert fiir dEsso/min blieb konstant bei 0,011. Bei der Inkubation
der Wirkstoffe mit HisQdo wurde keine Verdnderung der Asso beobachtet (acrob
und anaerob).

Da auch die Radikalfinger NBT und INT in keinem der Ansétze reduziert wurden,

konnte kein Nachweis fiir die Entstehung von O~ erbracht werden.

Tab. 7: Reduktion verschiedener Radikalfanger in Gegenwart der Qdo-katalysierten Reaktion bzw.
des Enzyms oder des Substrates."dE/min: Die Reduktion der Radikalfinger wurde bei folgenden
Wellenléngen spektralphotometrisch gemessen: Cytochrom ¢ bei 550 nm, NBT bei 560 nm, INT bei
503 nm; "Blindwert: Als Blindwert wurde die Reduktion der Radikalfinger in 20 mM Tris-Puffer, pH
7,8 gemessen; ©: Das Substrat wurde zundchst 50 min mit dem Radikalfinger inkubiert und

anschlieBend wurde die Reaktion durch die Zugabe des Enzyms gestartet.

Absorptionsinderung (dE/min*) durch die
Ansatz Reduktion von
10 pM 100 pM 100 pM

Cytochrom c NBT INT
Blindwertb, aerob - - -
His¢Qdo, aerob - - -
Substrat, aerob 0,012 - -

Substrz:lte :-Oll;lcisﬁQdo, 0.011 b, b

Substrat + SOD, aerob 0,017 n.b. n.b.
Blindwert, anaerob - - -
HissQdo, anaerob - - -
Substrat, anaerob 0,019 - -
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3.12 Basenkatalysierte Umsetzung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins

Das Substrat der Qdo, 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin, wurde unter stark alkalischen
Bedingungen (2.33.1) in Gegenwart der Katalysatoren Bu'OK bzw. NaOH mit
Luftsauerstoff umgesetzt (Tab. 8). Da N-Formylanthranilsdure, das eigentliche Reak-
tionsprodukt der Basenkatalyse, in basischem Milieu zu Anthranilat und Formiat
hydrolysiert, wurde als Endprodukt der Reaktion neben Kohlenmonoxid lediglich
Anthranilat nachgewiesen. Mit Bu'OK als Katalysator lief die Reaktion sehr schnell
ab und bereits nach 30 min (NaOH: 24 h) wurden die Reaktionsprodukte aufgezeigt.

Unter anoxischen Bedingungen wurde keine Reaktion des 1H-3-Hydroxy-4-oxochi-
nolin festgestellt. Ebenfalls keine Umsetzung des Substrates fand in Gegenwart von

Imidazol als Katalysator statt (Daten nicht gezeigt).

Tab. 8: Basenkatalysierte Umsetzung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins in Gegenwart der Basen
Bu'OK und NaOH: Auswirkung verschiedener Radikalfinger auf die chemische Reaktion. *: Bei der
Verwendung von Bu'OK diente DMF als Lésungsmittel und das molare Verhiltnis von Base zu Sub-
strat betrug 5:1; °: Bei der Verwendung von NaOH diente H,O als Losungsmittel und das molare Ver-
héltnis von Base zu Substrat betrug 10:1. +: Nachweis von Anthranilat und Kohlenmonoxid; -: Weder
Anthranilat noch Kohlenmonoxid wurden nachgewiesen.

Nachweis der Reaktionsprodukte
Katalysator Effektor Anthranilat und Kohlenmonoxid
nach
0,5h 24 h
Bu'OK" - + N
D-Mannit + b
NtB + n.b.
4-POBN + nb.
NaOH" ] ] N
D-Mannit - n
NtB - +
4-POBN - n

Die basenkatalysierte Spaltung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins wurde nach 2.33.2
zusitzlich in Gegenwart von Inhibitoren untersucht, die einen deutlichen Einflu3 auf
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die enzymkatalysierte Umsetzung des Substrats hatten. Wie die Tab. 8 zeigt, wurde
die Reaktion weder durch den Radikalfinger D-Mannit noch durch die beiden Spin-
Traps NtB und 4-POBN gehemmt und es konnten die Produkte Anthranilat und
Kohlenmonoxid nachgewiesen werden. Eine Verlangsamung des Umsetzungsprozes-
ses konnte mit dieser Methode nicht festgestellt werden.

3.13 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

3.13.1 Statische Spektren

Die statischen ESR-Analysen (2.34.1) der nativen His¢Qdo zeigten keine Signale und
ergaben damit keinen Hinweis auf einen metallischen Co-Faktor. Auch in Gegenwart
von 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin und Spin-Traps (NtB bzw. 4-POBN) unter aeroben
Bedingungen konnten keine ESR-Signale aufgezeichnet werden, die eine Zuordnung
zu einem wahrend der Reaktion entstehenden organischen Radikal zulief3en.

3.13.2 Dynamische Spektren

Die Aufzeichnung dynamischer ESR-Spektren (2.34.2) zeigte bei den Ansdtzen mit
His¢Qdo, Substrat und NtB sowie mit Substrat und NtB unter aecroben Bedingungen
drei deutliche Signale bei 3433, 3450 und 3467 Gauss (Abb. 27). Dabei waren die
Peaks in Abwesenheit von HissQdo groBler. Dieses Triplett entspricht den Signalen
eines NO--Radikals und deutet somit auf die Stabilisierung entstandener Radikale
durch den Spin-Trap NtB hin. Die Untersuchung der Ansidtze HiscQdo/NtB bzw.
Ethanol/Puffer/NtB zeigten keine Signale.

Die Entstehung von ist nach dieser ESR-Analyse auf eine Reaktion des 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinolins zuriickzufiihren und sind kein Produkt der enzymatischen
Katalyse.
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Abb. 27: Dynamisches ESR-Spektrum des Qdo-Substrates 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin in
Gegenwart des Spin-Traps NtB bei RT.

3.14 Untersuchung zur Substratbindung

Wie die Tab. 9 zeigt, konnte im nach 2.35 durchgefiihrten Versuch unter anaeroben
Bedingungen keine kovalente Bindung des Substrates an die His¢Qdo nachgewiesen
werden. Auch ohne die Denaturierung des Enzyms wurde das eingesetzte 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinolin vollstindig im Filtrat wiedergefunden. Die Standardabwei-
chungen der Messergebnisse waren mit Werten zwischen 7 und 0,6% sehr gering. In
einem Kontrollversuch unter aeroben Bedingungen konnte nachgewiesen werden,
daB3 die im Versuch eingesetzte His¢Qdo noch aktiv war.
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Tab. 9: Untersuchungen zur Bindung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin an die Qdo unter anoxischen

Bedingungen.
Substratmenge im Filtrat
Inkubationsansatz | ( Standardabweichung)
in nmol
10 0,58 nmol Substrat 10 0,7
30 0,29 nmol Substrat 30 0,7
10 0,39 nmol Substrat
. 10 0,29
5 nmol HisgQdo
30 0,39 nmol Substrat
) 30 0,19
5 nmol His¢Qdo
10 0,29 nmol Substrat
5 nmol HisgQdo 10 0,39
80 mM Gu-HCI
30 0,19 nmol Substrat
5 nmol His¢Qdo 30 0,29
80 mM Gu-HCl
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4. Diskussion

4.1 Reinigung und Homogenitat der Proteine His¢gQdo und HisgHod

4.1.1 Reinigung der rekombinanten Proteine His¢gQdo und HisgHod

Die Reinigung der rekombinanten Enzyme HiscHod, His¢Qdo und ihrer Varianten
erfolgte mit Hilfe des fusionierten Hexa-Histidin-tags am N-Terminus der Proteine
mittels Metallchelat-Affinitdtschromatographie nach SCHMITT et al. (1993) und
CHEN & HALI (1994). Die Reinigung wurde in Anlehnung an MAX (1997) unter
optimierten Bedingungen mit Tris-Puffer durchgefiihrt. Wahrend zu Beginn dieser
Arbeit die Elution wie von MAX (1997) beschrieben erfolgte, dnderte sich im Laufe
der Zeit das Adsorptionsverhalten der HissQdo und der HissgHod und sie wurden be-
reits bei sehr viel geringeren Imidazol-Konzentration eluiert, was eine leicht erhohte
Verunreinigung des angereicherten Proteins zur Folge hatte. Dies fiihrte zu der Ver-
mutung, dal zum einen der His-tag nur unvollstidndig synthetisiert wird und die Affi-
nitdt zu den Nickel-Ionen der Chromatographie-Matrix geringer geworden ist. Zum
anderen kénnte durch die starke Uberexpression der Enzyme eine zu geringe Anzahl
an Chaperonen in der Zelle verdnderte Tertidrstrukturen zur Folge haben, die den
His-tag unzugénglich machen. Die Sequenzierung des hod-Gens zeigte jedoch, daf3
der fiir den His-tag codierende Sequenzbereich auf dem Plasmid pQE30::40d voll-
standig erhalten ist und daher eine nur teilweise Expression der sechs Histidinreste
unwahrscheinlich werden 148t. Eine fehlerhafte Faltung der Proteine aufgrund der
hohen Uberexpression hitte sich in der Aktivitit der Enzyme und im Elutionsprofil
bemerkbar machen miissen. Trotz des verdnderten Elutionsverhaltens blieb jedoch
die spezifische Aktivitidt unverdndert. Da es unwahrscheinlich erscheint, dal jedes
Enzymmolekiil wihrend der Uberexpression eine falsche Faltung erhilt, kénnte man
die Elution des Proteins mit der korrekten Faltung und daher einen zweiten Peak bei
einer hoheren Imidazol-Konzentration erwarten. Aber auch dies war nicht der Fall.
Der Verlust des Inserts oder seine teilweise Beschddigung wihrend der Kultivierung
eines Expressionsklones auf Agarplatten iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg ist
kein seltenes Phdnomen. Um dieses fiir den Expressionsklon der 2,4-Dioxygenase
auszuschlieBen, wurden eingefrorene Zellen des Stammes E. coli M15 [pREP4]
pQE30::qdo auf LB-Medium kultiviert und die exprimierte HissQdo ebenfalls mittels
Metallchelat-Affinitdtschromatographie gereinigt. Auch in diesem Fall wurde das
Enzym bei der gleichen Imidazolkonzentration eluiert wie das Protein aus den auf
Agar-Platten kultivierten Zellen.

Eine Erkldrung fiir die Elution der Fusionsproteine bei niedrigen Imidazol-Konzent-
rationen konnte nicht gefunden werden. Um fiir einen hohen Reinheitsgrad des Pro-
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teins zu sorgen, der vor allem fiir die Kristallisationsversuche der HissQdo und der
HiscHod notwendig ist, erfolgte nach der Metallchelat-Affinitétschromatographie ein
weiterer Reinigungsschritt mittels eines starken Anionenaustauschers. Dadurch
konnte sowohl der Anreicherungsfaktor als auch die spezifische Aktivitit beider En-
zyme leicht verbessert werden.

4.1.2 Homogenitat der Fusionsproteine

Neben dem bereits erwidhnten hohen Reinheitsgrad des zu kristallisierenden Proteins
mul} die Probe auch ein hohes MaB3 an Homogenitét aufweisen, da auch die Gegen-
wart verschiedener Oligomere eines Molekiils in einer Losung die Bildung eines ho-
mogenen Kristalls beeinflussen kann (PERUTZ, 1992). Ein weiterer wichtiger As-
pekt ist die Loslichkeit des Proteins. Wéhrend geringe Salzkonzentrationen die Kris-
tallbildung unter Umstéinden fordern konnen, fithren hohe lonenstirken zu einer
Konkurrenz um die Wassermolekiile und damit zu einer schlechteren Loslichkeit.

Die SDS-PAGE der HisgQdo vermittelte zundchst den Eindruck, dafl die Proteinlo-
sung nach der Reinigung homogen ist und keine Verunreinigungen durch Fremdpro-
teine aufweist. Eine native PAGE dagegen zeigt eine groe Anzahl an Banden mit
einer anndhernd gleichen Intensitdt und sehr regelmiBigen Abstinden. Die Gegen-
wart von Proteaseinhibitoren und die Lagerung des Enzyms in verschiedenen Good-
Puffern konnte dieses Erscheinungsbild nicht verhindern. Da jedoch durch die Zu-
gabe eines Reduktionsmittels (DTT oder TCEP) die Anzahl der Banden auf ein Mi-
nimum reduziert werden konnte, ist die Entstehung dieses Bandenmusters sehr wahr-
scheinlich auf die Oligomerbildung aufgrund einer Oxidation zuriickzufiihren. Die
1 H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase besitzt insgesamt 6 Cysteinreste und
148t daher die Bildung von Disulfidbriicken zwischen Enzymmolekiilen moglich er-
scheinen.

Die Analyse der Qdo mittels Massenspektrometrie ergab abweichende Ergebnisse.
Die MALDI-TOF zeigte zunédchst, dal die untersuchte Proteinlosung keine Verun-
reinigungen enthélt und die Qdo als Monomer vorliegt. Dagegen konnte mit dem
Dynamic Lightscattering die Bildung von Oligomeren nachgewiesen werden, welche
durch eine Filtration entfernt werden konnten.

Einen weiteren Nachweis der Inhomogenitit der Qdo lieferte die isoelektrische Fo-
kussierung. Die Elektrophorese zeigte zunichst sehr viele Banden im Bereich zwi-
schen den pH-Werten 5,5 und 6,0. Auch in diesem Fall konnte die Zahl der Banden
durch die Zugabe von DTT und Octyl-B-D-glucopyranosid auf zwei reduziert werden
(pI' 5,5 und pI* 6,0).

GARFIN (1990) beschreibt das Auftreten mehrerer Banden wéhrend der IEF einer
reinen Proteinprobe als nicht ungewo6hnlich. Ursachen dafiir konnen molekulare In-
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teraktionen und damit einhergehende Konformationsinderungen wihrend der
Elektrophorese und die isoelektrische Heterogenitit des Enzyms sein. Die molekula-
ren Interaktionen beziehen sich nach CANN (1979) auf Wechselwirkungen mit den
Tragerampholyten des pH-Gradienten. Diese Komplexbildung fiihrt zur Verdnderung
des Makromolekiils und somit zu einer Verdnderung des pl. Die isoelektrische
Heterogenitdt eines Enzyms kann auch aufgrund einer Deaminierung der
Amidfunktion der Aminosduren Asparagin und Glutamin auftreten. Im Fall der
rekombinanten  Phenylalanin-Hydroxylase des Menschen (SOLSTAD &
FLATMARK, 2000) fiihrt diese Deaminierung zur Bildung mehrerer Banden
unterschiedlicher Intensitdt auf einem IEF-Gel. Das Bandenmuster ist in diesem Fall
allerdings abhdngig von der Induktionsdauer des Expressionsklones mit IPTG und
1aBt sich nicht wie bei der Qdo durch Zugabe eines Reduktionsmittels reduzieren.

Die Kristallisation der rekombinanten 2,4-Dioxygenasen HissQdo und HisgHod
konnte bisher nicht erfolgreich durchgefiihrt werden (H.-J. HECHT und R. STEI-
NER: personliche Mitteilungen). Griinde dafiir konnten die deutlich erkennbare Oli-
gomerbildung durch Oxidationsvorgdnge und die mogliche Heterogenitidt der Qdo
sein, die durch die IEF sichtbar wird. Nach WIEGAND (1990) ist die SDS-PAGE-
Homogenitit des Proteins die minimale Anforderung fiir eine Kristallisation. Storun-
gen wie die Oxidation oder Reduktion, Konformationsdanderungen des Makromole-
kiils und auch die Effekte der Mikroheterogenitdt konnen die Kristallbildung negativ

beeinflussen.

4.2 Klonierung der Gene gdo und hod in den Vektor pQE-50

Zur Aufklarung der Struktur und des Katalysemechanismus der 2,4-Dioxygenasen ist
die Kristallisation der Proteine von enormer Bedeutung. Wihrend der Uberexpres-
sion des gdo-Gens wurde an den N-Terminus des Proteins ein sechs Histidinreste
umfassender tag fusioniert, um eine schnellere und weniger verlustreiche Reinigung
zu erzielen. Obwohl in der Literatur kein Hinweis auf die Beeinflussung der Kristall-
bildung durch einen His-tag existiert, scheiterten bisher alle unternommenen Versu-
che der Kristallisation des Fusionsproteins, so da3 eine Stérung der Kristallisation
durch den His-tag nicht ausgeschlossen werden kann.

Fiir die Uberexpression der Gene gdo und hod ohne His-tag wurde das gleiche Ex-
pressionssystem der Firma QIAGEN verwendet wie bisher. Der Vektor pQE-50 ent-
spricht im wesentlichen dem Vektor pQE-30, besitzt jedoch keine fiir einen His-tag
codierende Sequenz. Nach der Amplifikation der Gene aus den Vektoren pQE-
30::qdo bzw. pQE-30::hod mittels PCR und der Ligation mit dem Plasmid pQE-50
iiber die Schnittstellen BamHI und Sall wurden E. coli M15[pREP4]-Zellen mit den
Expressions-Vektoren pQE-50::gdo und pQE-50::hod transformiert. Die Restrikti-
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onsanalyse der ausgesuchten Klone E. coli M15[pREP4] pQE-50::gdo und E. coli
MI15[pREP4] pQE-50::hod ergab, daB3 die entsprechenden Inserts der Plasmide die
erwarteten Groflen besallen und auch in richtiger Richtung inseriert wurden. AulBer-
dem konnten mit Hilfe einer PCR-Analyse die Gene gdo und hod amplifiziert wer-
den.

4.3 Reinigung der Enzyme Qdo und Hod aus den Klonen E. coli
M15[pREP4] pQE-50::qdo und —pQE-50::hod

Nach der Uberexpression der Gene gdo und hod in den Klonen konnte die Reinigung
der Proteine nicht mehr mit Hilfe der Metallchelat-Affinitdtschromatographie statt-
finden. Sie erfolgte fiir die beiden Enzyme Qdo und Hod in Anlehnung an die Hod-
Reinigung aus Arthrobacter ilicis Rii6la nach BAUER (1995) in einem vier chro-
matographische Schritte umfassenden Verfahren. Durch Anionenaustauschchroma-
tographie an DEAE-Sephacel, Adsorptionschromatographie an Hydroxyapatit, Ani-
onenaustauschchromatographie an UNO Q und Gelfiltration an Bio-Prep 1000/17
konnten beide Proteine bis zur Homogenitidt auf Ebene der SDS-PAGE gereinigt
werden.

Im Vergleich zur Reinigung der Histag-Enzyme lag die Ausbeute aufgrund der zu-
satzlichen Reinigungsschritte mit je 8,3% deutlich darunter (23,5% fiir HissQdo und
26% fiir HisgHod). Die spezifische Aktivitdt der Hod war mit 8,2 U/mg fiir das Sub-
strat der Qdo mehr als doppelt so hoch wie die spezifische Aktivitdt der HissHod,
wihrend die Werte fiir Qdo und His¢Qdo anndhernd gleich waren (11,8 U/mg bzw.
13,7 U/mg).

Der signifikanteste Unterschied zwischen den Reinigungen der Enzyme 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinolin- und 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase ist das
abweichende Adsorptionsverhalten an Hydroxyapatit. Wahrend die Qdo unter den
gewidhlten Bedingungen nicht an das Chromatographiematerial adsorbierte, wurde
die Hod durch einen Kaliumphosphatgradienten von der Saule eluiert. Die gleichen
Effekte wurden auch bei den Reinigungen der jeweiligen Enzyme aus Pseudomonas
putida 33/1 (MAX, 1992) und Arthrobacter ilicis Rii61a (BAUER, 1995) beobachtet.
Erste Untersuchungen der gereinigten Enzyme mittels nativer PAGE zeigten fiir die
Qdo das gleiche Bandenmuster, das auch schon fiir die HissQdo beobachtet wurde.
Auch in diesem Fall konnte die Anzahl der Banden durch die Zugabe von DTT ver-
ringert werden. Eine IEF in Gegenwart von DTT und Octyl-B-D-Glucopyranosid
fiihrte zur Bildung von drei Banden mit pl-Werten von 4,8, 5,0 und 5,1. Die native
PAGE der Hod zeigte drei Banden unterschiedlicher Intensitdt. Dabei handelt es sich
nach einer MALDI-TOF-Analyse um zwei Formen des Monomers und ein Dimer
(Ursula Frerichs-Deeken, personliche Mitteilung).
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4.4 Aminosauresequenzanalyse und Reaktionsmechanismus der 2,4-
Dioxygenasen

4.4.1 Aminosauresequenzanalyse

4.4.1.1 Sequenzvergleich der 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-
Dioxygenase mit a/B-Hydrolasen

Die Analyse der Aminosduresequenz der 2,4-Dioxygenase 1H-3-Hydroxy-4-oxochi-
nolin-2,4-Dioxygenase (Qdo) aus Pseudomonas putida 33/1 zeigte wie schon von
MAX (1999) beschrieben, dal die groSite Homologie zur 1H-3-Hydroxy-4-oxochi-
naldin-2,4-Dioxygenase (Hod) aus Arthrobacter ilicis Rii6la besteht. Die beiden
bakteriellen Dioxygenasen besitzen eine Identitiit von 37% und eine Ahnlichkeit von
50%. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dafl beide Enzyme die oxygenolytische
Ringspaltung fast identischer Substrate katalysieren (Abb. 3) und sie sich auch in
ihren biochemischen Eigenschaften sehr dhnlich sind (BAUER, 1996), ist die Iden-
titdt sehr gering.

Die Homologien zu anderen Proteinen sind duferst gering (Abb. 22). Eine Identitit
von 18% der Aminosdurereste zeigte die Atropinesterase (Tpes) aus Pseudomonas
putida, welche die hydrolytische Spaltung von Atropin zu Tropin und Tropasédure
katalysiert und als Modellenzym fiir die Serin-Esterasen gilt (HESSING, 1983).
Identititen zwischen 12% und 15% gab es zwischen der Qdo und weiteren Hydrola-
sen, z.B. der Haloalkan-Dehalogenase (DhlA) aus Xanthobacter autotrophicus GJ10
(JANSSEN et al., 1989), der 2-Hydroxymuconsaure-semialdehyd-Hydrolase (XylF)
aus Pseudomonas putida (DIAZ & TIMMIS, 1995) und der Epoxidhydrolase (EchA)
aus Agrobacterium radiobacter AD1 (RINK et al., 1997). Die Cofaktor-freien Halo-
peroxidasen CpoL aus Streptomyces lividans TK64 (BANTLEON et al., 1994), CpoP
aus Pseudomonas pyrrocinia (WOLFFRAMM et al., 1993) und BpoA2 aus Strepto-
myces aureofaciens ATCC10762 (PFEIFER et al., 1992) wiesen ebenfalls Homolo-
gien von ca. 15% auf. Neueste Datenbankrecherchen ergaben, dal es keine Hinweise
auf Ahnlichkeiten zu bisher bekannten Dioxygenasen gibt.

Das Gesamtalignment der Qdo mit den nach der Sequenzanalyse dhnlichsten Primér-
strukturen (Abb. 22) macht deutlich, da3 die Homologien zwischen diesen Proteinen
auf wenige Bereiche beschrinkt sind. Am N-Terminus sowie im zentralen Segment
der Enzyme finden sich keine Ubereinstimmungen in der Abfolge der Aminosiuren.
Lediglich in einem ca. 120 AS umfassenden Bereich zwischen dem N-Terminus und
dem mittleren Segment und am C-Terminus sind Sequenzhomologien zu erkennen.
Mit Hilfe der Kristallographie und anschlieender Rontgenstrukturanalyse wurde die
rdumliche Struktur von drei zum Sequenzvergleich herangezogenen Enzymen aufge-
klart. Danach gehoren die Proteine DhlA (FRANKEN et al., 1991; VERSCHUEREN
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et al., 1993b), BpoA2 (HECHT et al., 1994) und EchA (NARDINI et al., 1999) zur
Superfamilie der Enzyme mit a/f3-Hydrolasefaltung (4.4.1.3). Fiir alle anderen hier
aufgefiihrten Enzyme wird nach eingehender Sequenzanalyse und iiber verschiedene
multiple Alignments ebenfalls postuliert, dal auch sie die o/f-Hydrolasefaltung be-
sitzen (ARAND et al., 1994; ARAND et al., 1996; DIAZ & TIMMIS, 1995; HECHT
et al., 1994; KROOSHOF et al., 1997).

Die Superfamilie der Enzyme mit o/f3-Hydrolasefaltung wurde von OLLIS et al.
(1992) aus zunichst 5 Enzymen gebildet, die nur geringe Gemeinsamkeiten aufwie-
sen. Neben der gleichen Tertidrstruktur besitzen alle Enzyme dieser Familie eine
katalytische Triade. Trotz signifikanter Varianzen sind die Aminosduren der Triade
in der Primérstruktur in der Abfolge nukleophile AS—saure AS—Histidin konserviert,
und auch die Topologie der katalytisch essentiellen Aminosduren stimmt iiberein
(NARDINI & DIJKSTRA, 1999b). Die Enzyme der Superfamilie katalysieren die
Umsetzung verschiedenster Substrate. Bis heute ist durch Rontgenstrukturanalyse der
Nachweis fiir insgesamt 50 Enzyme erbracht worden, daf} sie zur Enzymfamilie mit
o/B-Hydrolasefaltung gehoren, und die Zahl nimmt stetig zu (HEIKINHEIMO et al.,
1999). Zu der Familie gehoren Proteasen, Lipasen, Esterasen, Dehalogenasen, Pero-
xidasen und Epoxid-Hydrolasen.

4.4.1.2 Konservierte Sequenzmotive der 2,4-Dioxygenasen und der o/3-
Hydrolasen

Innerhalb der Primérstrukturen der Enzyme mit o/f3-Hydrolasefaltung gibt es einige
konservierte Bereiche. Diese Motive finden sich zum Teil nur gering veréndert in
allen Aminosduresequenzen der Mitglieder der Superfamilie wieder und gelten daher
als charakteristisch. Um diese Konsensussequenzen mit der Priméarstruktur der Qdo
zu vergleichen, zeigt die Abb. 28 kurze Ausschnitte eines multiplen Sequenz-
alignments.

Das auffilligste Motiv in den Aminoséduresequenzen der Enzyme mit o/3-Hydrolase-
faltung ist der Bereich um den nukleophilen Rest der katalytischen Triade. Das Motiv
lautet Sm-X-Nu-X-Sm-Sm, wobei Sm (small) fiir eine kleine und X fiir eine be-
liebige Aminosédure steht. Dieser hochkonservierte Bereich findet sich in allen Se-
quenzen im Alignment wieder und bildet den sogenannten nukleophilen Ellbogen
(OLLIS et al., 1992). Durch diesen scharfen Knick, der durch extreme Werte fiir die
Drehwinkel ¥ und | des Nukleophils entsteht (NARDINI et al., 1999), ist die Er-
reichbarkeit des nukleophilen Restes fiir das Substrat sehr grof3. Von den Aminosiu-
ren Nu-2 und Nu+2 mull mindestens eine, in der Regel aber beide aus sterischen
Griinden klein sein, da sie nahe zusammen liegen konnen (OLLIS et al., 1992). Daher
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dient in den meisten Féllen das Glycin (z.B. XylF und CpoL), teilweise aber auch ein
Valin als kleine Aminosiure (z.B. DhlA).

Nach NARDINI & DIJKSTRA (1999b) kann die Position des (vermeintlichen)
Nukleophils der Triade ein Serin, ein Aspartat oder ein Cystein einnehmen. Bei vie-
len Hydrolasen, z.B. XylF (DiAZ & TIMMIS, 1995), und bei allen Cofaktor-freien
Haloperoxidasen, z.B. BpoA2 (PELLETIER et al., 1995) ist es ein Serin (Abb. 28).
Die Enzyme DhIA (PRIES et al., 1994), EchA (RINK et al., 1997) und die 16sliche
Epoxid-Hydrolase aus der Rattenleber (rsEH) (ARAND et al., 1996) besitzen dage-
gen ein Aspartat als nukleophile Aminoséure. Bei den beiden 2,4-Dioxygenasen Qdo
und Hod befindet sich an vergleichbarer Position ein Serin. Die Umgebungen des
S95 der Qdo und des S101 der Hod &hneln dem Konsensusmotiv der Enzyme mit
o/B-Hydrolasefaltung. Lediglich die Position Nu-2 ist bei beiden Dioxygenasen nicht
von einer kleinen Aminosiure, sondern ebenfalls von einem Serin besetzt.

Bei den Enzymen mit o/fB-Hydrolasefaltung ist die dem nukleophilen Triadenrest
folgende Aminosdure an der Positionierung des Substrates wihrend der Katalyse
beteiligt (NARDINI & DIJKSTRA, 1999b). Wihrend es bei vielen Enzymen dieser
Familie entweder eine aromatische Aminosdure (Phenylalanin oder Tryptophan) oder
ein Methionin ist, besitzen die Qdo und die Hod als einzige Enzyme ein Histidin.

Das katalytisch essentielle Histidin ist die einzige Aminoséure der Triade, die in allen
Hydrolasen und Cofaktor-freien Haloperoxidasen konserviert ist. Der Nachweis der
Funktion als Base in der katalytischen Reaktion wurde fiir das Histidin der Triade
bereits fiir die Enzyme BpoA2 (PELLETIER et al., 1995), DhlA (PRIES et al., 1995),
EchA (NARDINI et al., 1999), rsEH (ARAND et al., 1996) und XylF (DIAZ &
TIMMIS, 1995) erbracht. Ein konserviertes Sequenzmotiv fiir die Umgebung des
Histidin 14Bt sich nicht in allen Primérstrukturen erkennen. Die Hydrolasen der Su-
perfamilie besitzen allerdings mit der Sequenz G-(X)-H-Ar-X-Q-X-E mit Ar fiir eine
aromatische Aminosédure einen kurzen konservierten Bereich. Obwohl bei den Co-
faktor-freien Haloperoxidasen dieses kurze Motiv nicht zu erkennen ist, wurde bei
der Datenbankrecherche automatisch das (potentiell) katalytisch essentielle Histidin
mit denen der Hydrolasen angeordnet. Im Alignment mit den Enzymen mit o/f3-
Hydrolasefaltung (Abb. 28) finden sich bei den 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod als
dquivalente Histidinreste das H244 (Qdo) und H251 (Hod). Nach dem potentiellen
Histidin der Triade folgt bei beiden Enzymen die aromatische Aminosiure in Form
eines Phenylalanin. Ein Glycin befindet sich sowohl bei der Qdo als auch bei der Hod
jedoch an Position H-3 und ein Glutamat am Ende des Konsensusmotivs besitzt nur
die Qdo.

Die katalytisch essentielle saure Aminosdure der Triade befindet sich in keinem
echten konservierten Motiv in der Primirstruktur wieder. Nach DIAZ & TIMMIS
(1995) befindet sich der saure Rest der Triade, der von einem Aspartat oder Glutamat
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(NARDINI & DIJKSTRA, 1999b) gestellt wird, ca. 27 Aminosduren NH,-terminal
vom Histidin der Triade. Aus dem Alignment (Abb. 28) kann fiir einige Hydrolasen
das Motiv H/(X)-G-X-X-D-X-X-X-(X)-P abgeleitet werden. In einigen Amino-
sduresequenzen befindet sich direkt vor dem katalytisch essentiellen Aspartat ein
weiteres Aspartat, dessen Funktion aber unbekannt ist. Die abgeleitete Konsensusse-
quenz findet sich in den Primérstrukturen von Qdo und Hod nicht wieder und gibt
daher keinen Hinweis auf die Position der mdglichen katalytisch essentiellen sauren
Aminosédure. Im Abstand von 25 Resten NH,-terminal vom Histidin befindet sich das
D219 bei der Qdo, wihrend in diesem Bereich bei der Hod drei Glutamatreste vor-
handen sind (E224, E226, E228). Die Anwendung unterschiedlicher Algorithmen
filhrte auch zu unterschiedlichen Alignments (Abb. 22 und Abb. 28). Bei allen Se-
quenzvergleichen mit BLAST wurde bei Qdo und Hod ein Glutamin an die dquiva-
lente Position der sauren Aminosaure der Enzyme mit o/3-Hydrolasefaltung gesetzt.
Auch fiir die Tpes wird an dieser Position kein Glutamat oder Aspartat sondern ein
Asparagin angeordnet, dessen Funktion im Katalysemechanismus bisher jedoch nicht
bestimmt ist.

Neben den Konsensussequenzen der katalytisch essentiellen Aminosduren gibt es in
der Superfamilie der a/f3-Hydrolase-gefalteten Enzyme noch einige weitere Motive.
40-50 Aminosduren N-terminal vom Nukleophil beginnt das Motiv R-V-I-A-P-D,
welches nach FRANKEN et al. (1991) ein B-Faltblatt in der Tertidrstruktur der DhlA
bildet. Dieser Sequenzbereich ist in den meisten Primérstrukturen der Enzyme dieser
Superfamilie und auch in den Sequenzen der Qdo und der Hod zu finden. Direkt nach
diesem Motiv folgt im Abstand von 34 Aminosiuren zum nukleophilen Rest (DIAZ
& TIMMIS, 1995) die Konsensussequenz G-X-G-X-S(-Xy/4-P), die ebenfalls in fast
allen Hydrolasen und Cofaktor-freien Haloperoxidasen sowie in der Hod vorhanden
ist. Die Primarstruktur der Qdo weist diesen Bereich nicht auf. Im Abstand von 8-9
Aminosdureresten N-terminal zum nukleophilen Rest taucht bei vielen Enzymen
dieser Superfamilie die Sequenz D/E-A-L-G/D(/E)-L(/) auf. In den Sequenzen von
Qdo, Hod und auch Tpes ist dieser Bereich sehr unterschiedlich gestaltet. Das Motiv
P-E-R-V ist 13-15 Aminosduren C-terminal vom Nukleophil in den meisten der in
den Alignments aufgefiihrten Sequenzen lokalisiert.

Aufgrund des Vorhandenseins der Konsensussequenzen der Enzymfamilie der o/f3-
Hydrolasefaltung und der typischen Reihenfolge der potentiellen Triadenreste Serin
(als Nukleophil) und Histidin konnten die beiden 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod
dieser Superfamilie zugeordnet werden. Trotz der insgesamt geringen Sequenz-ho-
mologien, welche die Enzyme dieser Familie aufweisen (OLLIS et al., 1992), besit-
zen die katalytisch essentiellen Triadenreste eine dhnliche Topologie und rdumliche
Position. Dies konnte auch auf die Qdo und Hod zutreffen.
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Qdo HVI CPDWRGHDAKQTDSGD- - - - - FDSQTLAQDLLAFI DAKGI RDFQM- VSTSHGCW- VNI DVCEQL G- - AARLPKTI VI D 120
Hod RVI VPNWRGHGL SPCEVPD- - - - - FGYQEQVKDALEI LDQLG- VETFLPVSHSHGGW- VLVELLEQAG- P- ERAPRGI | MD 126
Tpes RYLALDLRGHGGTSI PKCC- - - - - YYVSDFAEDVSDF| DKMGLHN- TTVI GHSMGS- - MTAGVLASI H- P- DKVSRLVLI S 134
BphD RVI LKDSPGFNKSDAVVMDE- - - - QRGL VNARAVKGL MDAL Gl - DRAHLVGNSMGGATALNF- - Al EY- P- DRI GKLI L MG 136
TodF RVI APDMVGFGFTQRPHGI H- - - - YGVESWAHLAGI LDALEL - DRVDLVGNSFGGALSLAF- - Al RF- P- HRVRRLVLMG 129
Xyl F RVI APDML GFGYSERPADGK- - - - YSQARWEHAI GVLDALGI - QQADI VGNSFGGGLALAL- - Al RH- P- ERVRRLVLMG 131
Dmp D RVI APDML GFGYSERPADAQ- - - - YNRDVWDHAVGVLDALEI - EQADLVGNSFGGGI ALAL- - Al RH- P- ERVRRLVLMG 131
Lip3 HLI | PDLLGFGNSSKPMT- AD- - - YRADAQATRL HEL MQAKGL ASNTHVGGNSMGGAI SVA- YAAKY- - PKEI K- SLWLVD 166
BpoA2 RVI TYDRRGFGQSSQPTTG- - - - - YDYDTFAADLNTVLETLDL QDAV- LVGFSMGTG- EVARYVS- SYGT- ARl AKVAFLA 124
CpolL RVI AHDRRGHGRSDQPSTG- - - - - HDMDTYAADVAALTEALDLRGAV- HI GHSTGGG- EVARYVA- RAEP- GRVAKAVLVS 122
CpoP RVI AHDRRGHGRSAQVSDG- - - - - HDMDHYAADAFAVVEALDLRNAV- HI GHSTGGG- EVARYVANDGQPAGRVAKAVLVS 124
Dhl A RVI APDFFGFGKSDKP- - - VDEEDYTFEFHRNFLLALI ERLDLRN-1 Tl VVQDWGGFLGLTLPMA- - - DP- SRFKRLI | MN 148
LinB RLI ACDLI GMGDSDKLDPS- GPERYAYAEHRDYL DALWEALDL GDRVVLVVHDWGSAL GFDW- - ARRH- R- ERVQGI AYME 132
DhaA RCI APDL|I GMGKSDKP- - - - DLD- YFFDDHVRYLDAF| EALGLEE- VVLVI HDWGSAL GFHW- - AKR- NP- ERVKGI ACME 130
DehH1 - VVCADLRGYGDSDKPKCLPDRSNYSFRTFAHDQL CVMRHL GF- ERFHLVGHDRGGRTGHRM- - ALDH- P- EAVLSLTVMD 129
EchA DVI VPDLRGFGDSEKP- DLNDL SKYSLDKAADDQAALLDALGI EKAY- VVGHDFAAI - VL- HKFI RKYS- - DRVI KAAI FD 131
rskEH RVLAI DMKGYGDSSSPP- - - El EEYAMELLCEEMVTFLNKLGI PQAV- FI GHDWAGV- LV- WWMAL FH- P- ERVRAVASLN 357
1

PL NCI CVDWKGGSRTGYTQASQNI RI VGAEVAYFVEFLQSAFGYSPSNVHVI GHSL G- A- HAA- GEAGRRT- NGTI GRI TGLD 176

()
+ *

Qdo KPEI CHI YSQP- LSQDYRQL QL DFAAGHSWFHPRHI PG- RT- HFPSLENPVAVAQAI REFLQA 264
Hod TRPI RHI FSQP- TEPEYEKI NSDFAEQHPWFSYAKL GG- PT- HFPAlI DVPDRAAVHI REFATAI RQGQ 276
Tpes KTLI LWGNQNQ- - - PMTESMQNDI RAALPKAKFI QYNG- FG- HSMFWEDPEMVAKDL NEF LK 272
BphD KTFI TWGRDDR- FVP- LDHGLKLLWNI DD- ARLHVVFSKCG- HWAQWEHADEFNRL Al DFLRQA 286
TodF ETLI LHGRDDR- VI P- LETSLRLNQLI EP- SQLHVVFGRCG- HWQI EQNRGFI RLVNDFLAAED 276
Xyl F ETLVI HGRDDR- I | P- LQASLT- LAQW PNAQLHVVFGQCG- HWI QI EHAERFARLVENFLAEADALH- S 282
Dmp D ETLVI HGREDQ- I | P- LQTSLT- LADW ARAQLHVVFGQCG- HWI QI EHAARFASLVGDFLAEADAAAI S 283
Lip3 PTLVVWGDKDQVI KPETTELI KE- - -1 1 PQAQ- VI MMNDVG- HVPMVEAVKDTANDYKAFRDGL KK 315
BpoA2 PALI LHGTGDR- TLP- | ENTARVFHKAEPSAEYVEVEGAP- - HGLLWTHAEEVNTALLAFLAK 278
CpolL PVLVAHGTDDQ- VVPYADAAP- KSAELLANATLKSYEGLP- - HGMLSTHPEVLNPDLLAFVKS 275
CpoP PTLVLHGEDDQ- | VPI ADAAL- KSI KLLQNGTLKTYPGYS- - HGMLTVNADVLNADLLAFVQA 278
Dhl A QTFMAI GMKDKLL GPDVMYPMKALI NGCPEPL- - El - ADAG- HFVQEFGEQVAREAL KHFAETE 310
LinB KLFI N- AEPGALTTGRMRDFCRT- - - W PNQT- - El - TVAGAHF| QEDSPDEI GAAlI AAFVRRLRPA 295
DhaA KLLFW- GTPGVLI PPAEAARLAESLPNC- KTV- - DI - G- PGLHYLQEDNPDLI GSEI ARWLPAL 293
DehH1 PTLVFYGSKGQM- - GQLFDI PAEWAKRCNNTT- - NASL- PGGHFFVDQFPAETSEI LLKFLARNG 294
EchA PVTMI WGL GD- TCVPYAPLI EFVPKYYSNYTMET- | E- DCG- HFLMVEKP- - - - EI Al DRI KTAFR 294
rskEH PALMVTAEKD- - | VLRPEMSKN- MENW PFLKRGHI E- DCG- HWT QI EKPAEVNQI LI KWLKTEI QNPSVTSKI 554

Abb. 28: Multiple Sequenzalignments von Peptidsegmenten im Bereich der Reste der potentiellen
katalytischen Triade der Qdo, Hod, verschiedener Hydrolasen und Cofaktor-freier Haloperoxidasen.
Erléuterungen: Abkiirzungen sieche auch Abb. 22, Literaturhinweise im Text; BphD: 2-Hydroxy-6-oxo-
6-phenylhexa-2,4-dienoat-Hydrolase aus Pseudomonas putida KF715 (EC 3.7.1.8); TodF: 2-Hydroxy-
6-oxohepta-2,4-dienoat-Hydrolase aus Pseudomonas putida F1; DmpD: 2-
Hydroxymuconsiuresemialdehyd-Hydrolase aus Pseudomonas sp. CF600 (SWISSPROT-Zugangsnr.
P23106); Lip3: Lipase 3 aus Moraxella sp. Stamm TA 144 (EMBL-Zugangsnr. X53869.1); Cpo-P:
Chlorperoxidase aus Pseudomonas pyrrocinia (SWISSPROT-Zugangsnr. P25026); LinB: 1,3,4,6-
Tetrachlor-1,4-cyclohexadien-Halidohydrolase aus Sphingomonas paucimobilis; DhaA: 1-Chloralkan-
Dehalogenase aus Rhodococcus rhodochrous NCIMB 13064; DehH1: Haloacetat-Dehalogenase aus
Moraxella sp. Stamm B (EC 3.8.1.3); EchA: Epoxid-Hydrolase aus Agrobacterium radiobacter AD1
(EMBL-Zugangsnr. Y12804.1); rsEH: 16sliche Epoxid-Hydrolase aus der Rattenleber; hPL: Pankreas-
Lipase des Menschen. Die moglichen Triadenreste sind unterstrichen und mit einem Stern markiert,
das katalytische Aspartat der hPL ist mit einem Pfeil hervorgehoben und Aminosiuren, die in mehr als
der Hélfte der angeordneten Sequenzen vorkommen sind fett gedruckt. Die Strukturen der
unterstrichenen Enzyme sind aufgeklart.

4.4.1.3 Struktur der a/B-Hydrolasen
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Die gemeinsame Struktur der o/f-Hydrolasen besteht im Kern aus 8 iiberwiegend
parallel angeordneten [3-Faltblattern, die auf beiden Seiten von a-Helices eingerahmt
werden (OLLIS et al., 1992). Die Topologie der zentralen [3-Faltblétter nach RI-
CHARDSON (1981) lautet +1, +2, -1x, +2x, (+1x); und hat eine linksgidngige
superhelikale Windung, bei der das erste und letzte Faltblatt im Winkel von bis zu
90° zueinander stehen (NARDINI & DIJKSTRA, 1999b). Das Faltblatt (32 ist antipa-
rallel angeordnet. Die [3-Faltblatter sind durch die a-Helices 0 A-aF miteinander ver-
bunden. Dabei befinden sich die Helices A und oF auf einer und die Helices aB bis
OE auf der anderen Seite der Faltblitter (HEIKINHEIMO et al., 1999). Nach OLLIS
et al. (1992) und NARDINI & DIJKSTRA (1999b) bietet dieser Faltungstyp ein sta-
biles Grundgeriist fiir das aktive Zentrum.

Die Struktur der o/f-Hydrolasefaltung toleriert sehr grof3e Insertionen nach den Falt-
blattern 33, 4, 36 und 7, wodurch es innerhalb der Superfamilie zu extremen Va-
rianzen in der GroBe des Proteins kommen kann: Die Cutinase aus Fusarium solani
hat eine Liange von 197 Aminosduren (LONGHI et al., 1997), und die Acetylcholi-
nesterase der Maus umfalit 582 Aminoséduren. Die fiir die Substratbindung zustdndige
Domine wird iiberwiegend wie bei der DhlA (PRIES et al., 1994b) aus diesen In-
sertionen gebildet und liegt als sog. Cap-Doméne auf dem aktiven Zentrum. Sie kann
allerdings auch als individuelle Doméne vorliegen, wie z.B. am C-Terminus bei den
Pankreaslipasen (EGLOFF et al., 1995).

Bisher sind 52 unterschiedliche Enzyme kristallisiert worden und ihre Zugehorigkeit
zur Familie der Enzyme mit o/f-Hydrolasefaltung bestitigt worden. In der Daten-
bank der Proteine mit o/f3-Hydrolasefaltung ESTHER (COUSIN et al., 1998;
http://www.ensam.inra.fr/cholinesterase) befindet sich eine vollstindige Auflistung

und Beschreibung der Enzyme dieser Superfamilie. Auch andere Datenbanken haben
die Beschreibung der Struktur dieses Faltungstyps von OLLIS et al. (1992) {iber-
nommen: SCOP (MURZIN et al., 1995; http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop/),
CATH (ORENGO, 1997; http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath/).

Um die Aussagekraft der Sekundarstrukturvorhersage fiir die 1H-3-Hydroxy-4-oxo-

chinolin-2,4-Dioxygenase zu unterstiitzen, wurde ebenfalls eine Sekundéirstruktur-
vorhersage fiir die DhlA gemacht und diese mit der von FRANKEN et al. (1991)
aufgeklirten Struktur verglichen (Abb. 22). Obwohl es geringe Unterschiede in der
Anzahl und Position einzelner Strukturelemente gab, stimmte die Vorhersage fiir
bestimmte Bereiche und die Abfolge der Strukturelemente im wesentlichen iiberein.
Ein Vergleich der Vorhersage flir die Qdo mit der bekannten Struktur der DhlA zeigt,
daBB bei der 2,4-Dioxygenase die Faltblattstrukturen im Alignment an den ent-
sprechenden Positionen liegen wie bei der Haloalkan-Dehalogenase. Differenzen gibt
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es vor allem im N-terminalen Bereich, in dem die Primérstruktur der Qdo allerdings
kiirzer ist als die der DhlA. In der Néhe des C-Terminus fehlt in der Vorhersage ein
B-Faltblatt direkt vor dem Loop, in dem sich bei den Enzymen mit o/f3-
Hydrolasefaltung das katalytisch essentielle Histidin der Triade befindet. In diesen
beiden Bereichen der Primérstruktur treten allerdings auch zwischen der Sekundir-
strukturvorhersage fiir die DhlA und deren wirklicher Sekundarstruktur Differenzen
auf: Auch hier fehlen in der berechneten Struktur die Faltblitter 31 und 32 am N-
Terminus und das Faltblatt 310 direkt vor dem Histidin am C-Terminus.

Die sechs Helices der Kernstruktur der Superfamilie dA-aF finden sich in der vor-
hergesagten Struktur der Qdo wieder und die Lage in der Primérstruktur entspricht
den Positionen in der DhIA. Das zentrale Segment besteht bei der Haloalkan-Deha-
logenase aus fiinf Helices, die eine flir die Substratbindung verantwortliche Cap-
Doméne bilden. Die vermeintlichen vier Helices der Qdo in diesem Sequenzbereich
konnten ebenfalls eine solche Doméne bilden und fiir die Substratspezifitit verant-
wortlich sein.

Nach der Vorlage des typischen topologischen Diagramms der o/f3-Hydrolasefaltung
148t sich ein solches auch fiir die Qdo aus der Sekundarstrukturvorhersage ableiten.
Ausgehend von der Struktur nach OLLIS et al. (1992) beginnt die Tertidrstruktur der
Qdo mit dem antiparallelen Faltblatt 32. Das Nukleophil der katalytischen Triade, bei
der Qdo das S95, liegt auf dem nukleophilen Ellbogen nach dem Faltblatt 35 und
zwischen 36 und der Helix aC befindet sich eine Insertion aus vier Helices, die eine
Cap-Domine bilden konnte. Der saure Aminosdurerest der Triade ist in vielen En-
zymen nach dem [(3-Faltblatt 7 angeordnet. Nach NARDINI (1999b) befindet sich
dieser Rest jedoch nicht grundsétzlich an dieser Position. Das katalytische Histidin
liegt in der Regel zwischen B8 und aF. Die Sekundarstrukturvorhersagen fiir die
DhIA haben gezeigt, daf keine genaue Vorhersage der Struktur moglich ist. Nach der
Sekundérstrukturberechnung befindet sich das mutmaBliche Histidin der Qdo vor der
Helix oF. Und obwohl das Faltblattes 38 in dieser Vorhersage fehlt ist anzunehmen,
das es in der tatsdchlichen Struktur vorhanden ist.

1999 haben HEIKINHEIMO et al. vier Bedingungen als minimale Voraussetzungen
fiir die Zugehorigkeit eines Enzyms zur Superfamilie der a/f3-Hydrolasen definiert,
von denen drei erfiillt werden miissen: Die Reihenfolge der katalytische Triade lautet
Nukleophil-Sdure—Histidin mit dem nukleophilen Rest nach 35, das Nukleophil be-
findet sich in einem nukleophilen Ellbogen mit der Sequenz Sm—X-Nu—X—Sm, die
typische Struktur der o/f3-Hydrolasen beginnt nach dem Faltblatt 33 und besitzt min-
destens 5 Faltblitter, ein Loop nach 7 ermoglicht den Seitenketten der Triadenreste
die Bildung von Wasserstoffbriicken. Die Aminosduresequenzanalyse der Qdo deutet
darauf hin, daB3 die Qdo eine katalytische Triade in der Reihenfolge S95 als Nukle-
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ophil, ein saurer Rest, der noch nicht definiert ist und das H244 besitzen konnte. Die
Struktur in der typischen Abfolge der Strukturelemente ab (33 mit fiinf Faltbléttern
deutet sich nach der Sekundérstrukturvorhersage ebenfalls an, obwohl das (38 fehlt.
Ob der Loop nach dem Faltblatt 37 die Anforderungen erfiillt, kann aufgrund der
bisher vorliegenden Ergebnisse nicht bestimmt werden. Trotzdem kann vermutet
werden, daf} die sich Qdo in die Superfamilie der Enzyme mit o/f3-Hydrolasefaltung

einordnen 1aft.

4.4.2 Ortsspezifische Mutagenese des qdo-Gens: Besitzt die Qdo eine
katalytische Triade?

Die Analyse der Aminosduresequenz deutet darauf hin, daf3 die 2,4-Dioxygenase Qdo
zur Familie der o/3-Hydrolasen gehort und moglicherweise auch eine katalytische
Triade besitzt. Die Aminosduren, die liber die Sequenzalignments als potentielle
Kandidaten fiir diese Triade in Frage kommen, wurden mit Hilfe der ortsspezifischen
Mutagenese ausgetauscht und die Kinetik der verschieden HissQdo-Varianten
untersucht. Wenn trotz der Mutation die Faltung des Proteins korrekt ist, so kann ein
Aktivitdtsverlust als Konsequenz des Austausches einer katalytisch essentiellen
Aminosdure gedeutet werden. Die korrekte Faltung der Enzymvarianten wurde vor-
ausgesetzt, wenn diese das gleiche Verhalten bei der Proteinreinigung und der Gele-
lektrophorese zeigten wie die rekombinante Qdo. Zusitzlich wurde fiir jeden Aus-

tausch eine Sekundérstrukturvorhersage durchgefiihrt.

4.4.2.1 Nukleophiler Ellbogen und nukleophiler Rest der vermeintlichen
katalytischen Triade

Aufgrund der Sekundirstrukturvorhersage der Qdo und des Sequenzalignments liegt
die Vermutung nahe, dall S95 das Nukleophil der Triade sein konnte. Der Austausch
dieser Aminosdure gegen das nichtionisierbare Alanin hatte zwar einen deutlichen
Riickgang der Aktivitdt zur Folge, allerdings wiirde durch das Entfernen des kataly-
tisch essentiellen nukleophilen Restes im aktiven Zentrum der vollige Verlust der
Aktivitdt erwartet werden (z.B. DIAZ & TIMMIS, 1992; PATHAK et al., 1991). Das
Nukleophil der Hydrolasen mit einer katalytischen Triade kann ein Serin, ein
Aspartat oder ein Cystein sein. Da das Cystein ein stidrkeres Nukleophil darstellt als
das Serin, wurde die Proteinvariante HissQdoS95C hergestellt. Auch bei dieser Vari-
ante war die Aktivitdt drastisch reduziert mit einer Wechselzahl, die ca. 2200-fach
kleiner war als die der rekombinanten His¢Qdo.

Auch bei den Serin-Proteasen Trypsin (HIGAKI et al., 1989; YOKOSAWA et al.,
1977) und Subtilisin (NEET et al., 1966; POLGAR et al., 1966) sowie bei der
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Acetylcholinesterase (GIBNEY et al., 1990) und Xyl F (DIAZ & TIMMIS, 1995)
blieb die Enzymaktivitit durch den Austausch des aktiven Serin gegen ein Cystein
nur in geringem Mafe erhalten. Dagegen bewiesen WITKOWSKI et al. (1992, 1995)
bei der Serin-Hydrolase Thioesterase Il aus der Brustdriise der Ratte, da3 der Aus-
tausch des katalytisch essentiellen Serin durch ein Cystein nicht generell einen Akti-
vitdtsverlust bewirken muf3: Die Proteinvariante S101C hatte eine Restaktivitit von
90% im Vergleich zum Wild-Typ.

Ein Grund fiir die geringe Aktivitét einiger Enzyme nach dem Austausch des Serin
gegen Cystein liegt sicherlich in der sterischen Behinderung im aktiven Zentrum
durch die Thiolgruppe. Berticksichtigt man nun noch, dal nach CHEAH et al. (1993)
die Cystein-Hydrolasen einen Glutamatrest zur Aktivierung des Cystein bendtigen
und dieses Glutamat im Zuge der Evolution nicht verloren gegangen ist, erklért sich
die unterschiedliche Aktivitit der Enzyme nach einem Austausch des katalytischen
Serin gegen ein Cystein. Nach BRENNER (1988) haben sich die Serin-Hydrolasen
aus den Cystein-Hydrolasen entwickelt. Unterstiitzt wird diese Hypothese von DIAZ
& TIMMIS (1995), der die Neigung zum Serin als Nukleophil mit dem evolutioniren
Shift der Enzyme zu groBerer Genauigkeit des Katalysemechanismus begriindet.
Tatsdchlich deutet die Analyse der Nukleinsduresequenz der Thioesterase II darauf
hin, daf} dieser Shift moglich war. Die Thioesterase Il verwendet beide Typen des
Serin-Codos, TCN (N= U,C,A oder G) und AGY (Y=T oder C). Durch den
Austausch nur einer Base kann das Codon AGY aus dem Cystein-Codon TGY
entstanden sein und damit auch die Serin-Hydrolase.

Die Qdo verwendet nur TCN als Codon fiir das Serin. Eine Entwicklung aus einer
Cystein-Hydrolase und damit auch das Vorkommen eines entsprechenden Glutamat-
restes ist daher eher unwahrscheinlich.

In der ndheren Umgebung des S95 befinden sich in der Primirstruktur weitere Ami-
noséurereste, die bei entsprechender Ausrichtung im aktiven Zentrum die Funktion
des Nukleophils S95 iibernehmen oder auch den eigentlichen nukleophilen Rest dar-
stellen konnten. Das Serin an Position 93, welches in der Sekundérstrukturvorhersage
direkt hinter einem [-Faltblatt liegt, oder das C98 als potentielle Kandidaten, wurden
gegen Alanin ausgetauscht. Wihrend der K,-Wert der His¢QdoS93A und
His¢QdoC98A im Bereich der rekombinanten Qdo lag, war der k., bei beiden Pro-
teinvarianten niedriger als bei der S95A-Variante des Enzyms. Das Threonin ist bis-
her als Aminosdurerest einer katalytischen Triade nicht bekannt, besitzt jedoch eine
Hydroxylgruppe in der Seitenkette. Allerdings zeigte auch die Proteinvariante
His¢QdoT94A noch Restaktivitit (die Wechselzahl lag im Bereich der
His¢QdoS95A) und scheidet als Nukleophil der Triade aus.

Wenn nach dem Austausch der nukleophilen Aminosdure eine der benachbarten
Seitenketten diese Funktion iibernimmt, so sollte der Austausch der entsprechenden
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Aminosduren in einer Qdo-Variante zu einem vollstandigen Verlust der Aktivitat
fuhren. Wihrend die Enzymvarianten His¢QdoS93A+S95A und
HissQdoT94A+S95A Enzymaktivitit zeigten, die sich bei Wechselzahlen von 0,1 s
bzw. 0.4 s' im Bereich des HissQdoT94A bewegten, konnte die Qdo-Variante
S95A+CI98A im Rohextrakt wahrscheinlich aufgrund der Bildung von unléslichen
Proteinaggregaten durch unkorrekte Faltung nicht nachgewiesen werden.

Die Enge des Motivs Faltblatt-Turn-Helix im nukleophilen Ellbogen der o/f3-
Hydrolasen sorgt dafiir, da3 das Nukleophil der Triade extreme und energetisch
ungiinstige Drehwinkel 2, und | einnehmen muB (NARDINI et al., 1999), damit die
katalytisch essentielle Seitenkette moglichst weit in das aktive Zentrum ragt und
somit fiir das Substrat erreichbar ist. Den benachbarten Aminosiureresten, die
ihrerseits zur Stabilitdt dieser Struktur beitragen, werden starke sterische
Beschrankungen auferlegt. Wie schon beschrieben, dient die Seitenkette der
Aminosédure direkt nach dem Nukleophil der Positionierung des Substrates wahrend
der Katalyse. Eine Ubernahme der Funktion der nukleophilen Seitenkette durch eine
benachbarte Aminosdure ist nur denkbar, wenn infolge einer Strukturverdnderung des
nukleophilen Ellbogens, z.B. nach einer ortsspezifischen Mutation, dieser Rest eine
identische Position im aktiven Zentrum einnimmt. Da die Mutationen der Qdo in
diesem Bereich nicht zu einem vollstindigen Aktivitdtsverlust fiihrten, scheint das
Enzym keinen katalytisch essentiellen nukleophilen Rest in diesem Bereich zu
besitzen.

Es besteht die Moglichkeit, dal das Nukleophil der Qdo durch einen Shift innerhalb
der Primérstruktur eine andere Position eingenommen hat. In der rdumlichen Lage
der potentiellen sauren Aminosdure der Triade befinden sich im Alignment zwei
Serinreste, das S213 und das S217. Die Proteinvariante HisQdoS217A zeigte jedoch
eine signifikante Restaktivitit. Ebenso wie das Enzym HissQdoS95A+C98A konnte
auch die Variante HissQdoS213 im Rohextrakt nicht nachgewiesen werden.

Viele Enzyme mit o/f3-Hydrolasefaltung besitzen ein sogenanntes Oxyanion-Hole, in
dem die Stickstoffatome zweier Peptidbindungen zur Stabilisierung der negativen
Ladung eines Ubergangsstadiums withrend der Katalyse zustindig sind (NARDINI &
DIJKSTRA, 1999b). Eine der beteiligten Aminosduren ist die dem Nukleophil fol-
gende und die zweite liegt zwischen dem Faltblatt 33 und der Helix aA. Da diese
Bindungen nahe dem aktiven Zentrum liegen, konnte bei der Qdo ein Shift des
Nukleophils der Triade an die Position der ersten Oxyanion-Hole-Aminoséure erfolgt
sein. Nach dem Alignment (Abb. 22) konnten die Reste S28 und C31 diese Lage
einnehmen. Die Qdo-Varianten HisQdoS28A und HissQdoC31A waren aber deut-
lich aktiv und konnen daher keine essentielle Rolle im Katalysemechanismus spielen.
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Durch den Austausch des H96 gegen ein Phenylalanin sollte iiberpriift werden, ob
dieser Rest eine Rolle bei der Positionierung des Substrates hat. Die Proteinvariante
konnte jedoch nach der Expression im Rohextrakt nicht nachgewiesen werden.

4.4.2.2 Saure Aminosaure der hypothetischen katalytischenTriade

Die Identifizierung des sauren Restes der Triade ist sehr schwierig, da es fiir diese
keinen hoch konservierten Bereich gibt. Nach DIAZ & TIMMIS (1995) ist der Ab-
stand von ca. 27 Aminosduren zwischen dem katalytischen Histidin und der in N-
terminaler Richtung gelegenen sauren Aminosédure charakteristisch. Das D219 der
Qdo-Sequenz liegt 25 Reste N-terminal vom H244 und wird im Alignment in Abb.
22 an der Position des katalytischen Aspartats der a/f3-Hydrolasen angeordnet. Aller-
dings sagt die Sekundirstrukturvorhersage fiir diesen Sequenzbereich eine a-Helix
voraus. Die Qdo-Variante HissQdoD219A zeigte fiir eine an der Katalyse beteiligte
Aminosdure mit einem kg, von 3,9 s eine zu hohe Restaktivitit. Die Beteiligung des
D219 als essentielles Mitglied an der Katalyse ist deshalb eher unwahrscheinlich.
Nach OLLIS et al. (1992) nimmt der saure Triadenrest eine Position direkt nach dem
Faltblatt 37 ein. Aber nicht nur die 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod sondern auch die
Sequenzen der Enzyme LinB, DhaA und DehH1 weisen im Alignment nach BLAST
(Abb. 28) in diesem Bereich weder ein Aspartat noch ein Glutamat auf. Das
Alignment mit der Sequenz der hPL (Abb. 28) zeigt jedoch Ubereinstimmungen mit
dem katalytisch essentiellen D176 dieses Enzyms. Dieses Aspartat befindet sich im
Loop nach dem Faltblatt 36 der Pankreaslipase (SCHRAG et al., 1992), die sonst
kaum signifikante Homologien mit den angeordneten Sequenzen aufweist. Der saure
Triadenrest der Enzyme LinB, DhaA und DehH1 konnte ebenfalls hinter dem [3-
Faltblatt 6 lokalisiert sein, (KROOSHOF et al., 1997). Die analoge Position bei der
DhIA ist das N148, welches eine Wasserstoffbriicke zum Nukleophil D124 bildet
(VERSCHUEREN et al., 1993). Nach dem gleichzeitigen Austausch der eigentlichen
sauren Triadenaminosdure D260 gegen Asparagin und des N148 gegen Glutamat
bzw. Aspartat in den Enzymvarianten DhIA-D260N+N148D und DhIA-
D260N+N148E konnten KROOSHOF et al. (1997) tatsdchlich eine geringe aber sig-
nifikante Aktivitidt nachweisen, wihrend die Varianten DhIA-D260N, -N148D und -
N148E inaktiv waren.

Da im Alignment das D120 der Qdo die analoge Position zum D176 der hPL ein-
nimmt, liegt die Vermutung nahe, dal} dieses Aspartat katalytisch essentiell ist. Der
Austausch gegen Alanin fiihrte hingegen nicht zu einem drastischen Aktivitéitsver-
lust, so dall auch dieses Aspartat kein Bestandteil einer katalytischen Triade sein
kann.
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Die binédren Vergleiche mit BLAST (Abb. 28) ordneten die Sequenzen im Alignment
im Bereich des sauren Triadenmitgliedes etwas anders an als im Gesamtalignment
(Abb. 22), so dal} bei der Qdo und bei der Hod ein Glutaminrest an der dquivalenten
Position des sauren Restes liegt. Die Atropinesterase besitzt an gleicher Stelle ein
Asparagin. Wéhrend das Asparagin in keiner bekannten Triade einer a/f3-Hydrolase
vorhanden ist und die Funktion des N225 der Tpes noch nicht bekannt ist, hat die
Cystein-Protease Papain eine katalytische Triade mit der Reihenfolge Cys—His—Asn
(OLLIS et al., 1992). Das Asparagin dieser Protease, deren Cystein nicht in einem
nukleophilen Ellbogen angeordnet ist, unterstiitzt in diesem Enzym die Bildung eines
Cys/His -Ionenpaares. Um den EinfluB des Q214 der Qdo zu untersuchen, wurde
dieses gegen Alanin ausgetauscht. Bei einer sehr niedrigen Wechselzahl (kee = 0,5 s
" verbesserte sich die Affinitit zum Substrat leicht.

4.4.2.3 Histidin der hypothetischen katalytischenTriade

Der Austausch des H244 gegen Alanin fiihrte zu einem volligen Aktivititsverlust. Da
sich das Protein bei der Reinigung und der SDS-PAGE wie die rekombinante Qdo
verhielt, ist die Inaktivitidt sehr wahrscheinlich allein auf den Austausch zuriickzu-
fiihren. Das Histidin an Position 244 der Qdo-Primérstruktur hat daher eine essen-
tielle Bedeutung fiir den Katalysemechanismus.

Von der vermeintlichen Triade der Qdo konnte mit Hilfe der Mutagenese-Experi-
mente lediglich das H244 als katalytisch essentielle Aminosédure identifiziert werden.
Signifikante Anderungen der Aktivitit in Form der Wechselzahl bei gleichbleiben-
dem K,-Wert konnten vor allem bei den Varianten HissQdoS93A, His¢QdoQ214A,
His¢QdoS93A+S95A und HissQdoT94A+S95A festgestellt werden. Obwohl diese
Aminosdurereste nicht zur vermeintlichen Triade gehoren, so konnen sich nach HI-
GAKI (1989) im und um das aktive Zentrum positioniert sein und entweder fiir des-
sen Geometrie oder das Umfeld der katalytisch essentiellen Aminosduren zustindig

sein.

4.4.3 Biochemische Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus

Die Derivatisierung der frei zugédnglichen Histidinreste der HisgQdo mit Diethylpyro-
carbonat wurde durch die Zunahme der Absorption bei 242 nm nachgewiesen und
filhrte zu einer vollstindigen Inaktivierung des Enzyms. Nach MILES (1977) ist
diese Inaktivierung jedoch nur dann auf die Modifikation der Histidinreste
zuriickzufiihren, wenn diese durch Hydroxylamin wieder aufgehoben werden kann,
da auch Tryptophan- und Argininreste irreversibel durch Diethylpyrocarbonat
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derivatisiert werden. Durch die Zugabe von Hydroxylamin konnte die Aktivitdt der
HissQdo zu 50% wiederhergestellt werden.

Trotz des Hise-tag der rekombinanten Qdo ist die Wahrscheinlichkeit der Beteiligung
eines Histidinrestes am Katalysemechanismus sehr groB, da der His-tag keinen
EinfluB3 auf die Aktivitit des Enzyms im Vergleich zur Qdo zeigt. BAUER (1995)
konnte fiir die Hod ebenfalls die Inaktivierung des Enzyms in Gegenwart des
Diethylpyrocarbonat feststellen, jedoch gelang die Reaktivierung des Enzyms mit
Hydroxylamin nicht und somit war kein Riickschluf3 auf die Beteiligung eines Histi-
din am Katalysemechanismus moglich.

Einen weiteren Beweis fiir die Beteiligung eines Histidinrestes an der Katalyse ergab
die Detektion ionisierbarer Gruppen. Schon BLOCK (1992) untersuchte die pH-Ab-
héngigkeit der 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase und ermittelte ein pH-
Optimum von 8,0. Der Einflu des pH-Wertes auf die Affinitit des Enzyms zum
Substrat gibt Aufschluf3 dariiber, welche ionisierbaren Gruppen an der Katalyse be-
teiligt sind. Fiir die Qdo wurde eine ionisierbare Gruppe mit einem pKa-Wert von 6,0
fiir den Enzym-Substrat-Komplex ermittelt. Dieser Wert liegt im Bereich des pKa-
Wertes der Aminosédure Histidin (pKa 6,1).

LEHOUX & MITRA (1999) bewiesen fiir die (S)-Mandelat-Dehydrogenase aus
Pseudomonas putida, dall die Aktivitit der durch den Austausch des essentiellen
Histidin durch Punktmutation vollstédndig inaktiven Proteinvariante zum Teil hervor-
gerufen werden konnte. In Gegenwart von Imidazol wurde eine deutliche Aktivitit
des Enzyms festgestellt. Bei der Qdo-Variante HiscQdoH244A konnte keine Reakti-
vierung durch die Anwesenheit von Imidazol initiiert werden. Dies kann beispiels-
weise sterische Griinde haben.

In Gegenwart der Substanzen lodacetamid und PMSF wurde eine Abnahme der
HiseQdo-Aktivitdt festgestellt. Da die relativ hohe Konzentration von 10 mM aber zu
keiner vollstdndigen Inaktivierung fiihrte, ist die Beteiligung eines Cystein oder Serin
an der Katalyse fraglich. Auch die Derivatisierung von Cysteinresten durch lodace-
tamid bei der Hod fiihrte lediglich zu einem 50%igen Verlust der Aktivitdt (BAUER,
1995).

4.4.4 Versuch zur Substratbindung

Ausgehend von der Hypothese, dafl die Qdo ebenso wie die Enzyme mit a/f3-Hydro-
lasefaltung eine Triade besitzt, deren Reste eine dhnliche Funktion {ibernehmen,
sollte die Substratbindung analog erfolgen. Bei der hydrolytischen Reaktion der o/[3-
Hydrolasen greift das Nukleophil das elektropositive Kohlenstoffatom des Substrates
(z.B. ein Carbonyl-Kohlenstoff in einer Esterhydrolyse) an und bildet ein kovalent
gebundenenes Enzym-Substrat-Intermediat (PRIES et al., 1994; VERSCHUEREN et
al., 1993). Ubertriigt man diesen Mechanismus auf die Katalyse der Qdo, so kénnte
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das Nukleophil (S95) in seiner aktivierten, durch das Triadenhistidin deprotonierten
Form einen nukleophilen Angriff auf das elektropositive Carbonyl-C-Atom C4 des
1 H-3-Hydroxy-4-oxochinolins vornehmen und eine Esterbindung bilden.

Die Bildung eines kovalent gebundenen Enzym-Substrat-Intermediates unter anaero-
ben Bedingungen konnte nicht nachgewiesen werden. Nach der Inkubation des En-
zyms mit dem Substrat und anschlieender Ultrafiltration wurde alles eingesetzte
Substrat im Filtrat wiedergefunden. Diese Ergebnisse flihren zu der Hypothese, daf3
eine kovalente Substratbindung in Abwesenheit des Sauerstoffs nicht stattfindet.
Ausgeschlossen werden kann diese Bindung jedoch nicht vollstindig, denn entschei-
dend kann die Anlagerung/Bindung des O, vor dem nukleophilen Angriff auf das
organische Substrat sein.

4.4.5 Katalysemechanismus der 2,4-Dioxygenasen: lonischer oder
radikalischer Mechanismus?

Die Untersuchung des Reaktionsmechanismus der beiden 2,4-Dioxygenasen Qdo und
Hod beinhaltet die Frage, ob ein ionischer oder ein radikalischer Mechanismus
vorliegt. Im Gegensatz zu den meisten Dioxygenasen besitzen weder die Qdo noch
die Hod einen organischen oder metallischen Cofaktor (BAUER et al., 1996). Damit
der molekulare Sauerstoff aber in das organische Substrat eingebaut werden kann,
mul} eins der beiden Substrate aktiviert werden, und dies geschieht in der Regel mit
Hilfe eines Cofaktors.

Der Grundzustand des molekularen Sauerstoffs ist der Triplett-Zustand, in dem die
beiden ungepaarten Elektronen iiber einen gleichgerichteten Spin verfiigen. Gegen-
iiber stabilen organischen Verbindungen im Singulett-Zustand (alle Elektronen sind
gepaart), ist der Triplett-Sauerstoff reaktionstrige und die Reaktion dieser Substan-
zen wire mit einem hohen Energieaufwand verbunden. Nach der Spinerhaltungsregel
ist auBerdem die Reaktion eines Tripletts mit einem Singulett zu einem Singulett-
Produkt verboten.

Um diese Spinerhaltungsregel zu umgehen und die zu {iberwindende Energiebarriere
moglichst gering werden zu lassen, verwenden Oxygenasen im allgemeinen einen
Cofaktor. Dieser Cofaktor, der entweder metallisch oder organisch ist, bietet dem
Enzym zwei Mdglichkeiten. Zum einen kann ein Ubergangsmetallion, welches wie
der Sauerstoff ebenfalls ungepaarte Elektronen besitzt, einen Komplex mit dem Sau-
erstoff im Grundzustand bilden. Danach befindet sich der Sauerstoff zwar nicht im
angeregten Singulett-Zustand mit zwei ungepaarten Elektronen mit gegenldaufigem
Spin, besitzt allerdings nach der Aufnahme eines Elektrons vom Metallions nur noch
ein ungepaartes Elektron und kann eine Reaktion mit organischen Verbindungen im
Singulett-Zustand eingehen.

Die zweite Moglichkeit betrachtet den Triplett-Sauerstoff in seiner Funktion als Bi-
radikal. Bei diesem freien Radikal-Mechanismus reagiert der Sauerstoff mit einem



DISKUSSION

organischen Cofaktor als sog. Resonanz-stabilisiertes Radikal (HAMILTON, 1974;
KEEVIL & MASON, 1978) und wird auf diese Weise aktiviert.

Um bei der Katalyse als Zwischenprodukt entstehende Radikale nachzuweisen wurde
die Qdo-katalysierte Spaltung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin zundchst in
Gegenwart verschiedener Enzyme und Effektoren beobachtet. Lediglich der ‘OH-
Radikalfdnger D-Mannit fiihrte dabei in einem hohen Konzentrationsiiberschufl
gegeniiber dem Enzym zu einem Aktivitdtsverlust von 74%, wihrend Cytochrom c,
Superoxid-Dismutase und Katalase keinen Effekt auf die Aktivitit hatten. Die
Reduktion von Cytochrom ¢, INT und NBT wihrend der enzymbkatalysierten
Reaktion konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. Allerdings ist die Erreichbarkeit
von kurzlebigen Radikalen, die im aktiven Zentrum entstehen, fiir groBe Molekiile
wie zum Beispiel die Proteine Superoxid-Dismutase und Katalase eher gering. Die
Freisetzung von fiir die Reaktion essentiellen Superoxid-Radikalen vom Enzym ist
unwahrscheinlich, wie die nicht vorhandene Reduktion von Elektronenakzeptoren
zeigt.

Die Anwesenheit der Spin-Traps NtB und 4-POBN, die eine sehr geringe Molekiil-
grofle besitzen und die Wahrscheinlichkeit der Entdeckung von Radikalen in einer
enzymkatalysierten Reaktion erhdhen, flihrte, wie schon das D-Mannit, in hohen
Konzentrationen zu einer deutlichen Beeinflussung der Aktivitat. Mit Hilfe dieser
Spin-Traps, die mit freien Radikalen reagieren und diese zu langlebigeren umformen,
wurde die Ringspaltung des organischen Substrates der Qdo im Beisein von NtB
bzw. 4-POBN untersucht. Doch die Ergebnisse aus dem Inhibitionsversuch konnten
mit dieser Methode nicht dahingehend bestitigt werden, dafl die teilweise
Inaktivierung der Qdo auf das Entfernen von Radikalen durch die Spin-Traps
zuriickzufiihren ist. Die Zugabe von NtB fiihrte zwar dazu, daf3 bei der Spektroskopie
die typischen Signale fiir ein NO'-Radikal (Triplett-Peak) als Nachweis einer
Reaktion des Spin-Traps aufgezeichnet wurden. Jedoch konnten die gleichen Signale
mit einer sogar leicht erhdhten Intensitit im Kontrollansatz mit NtB und 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinolin unter oxischen Bedingungen beobachtet werden. Dies 1403t
den Schlul zu, daB3 zwar ecine radikalische Reaktion zwischen Sauerstoff und
organischem Substrat der Qdo vermutet werden kann, diese aber aufgrund der
geringen Intensitdten der Signale keinen Einfluf3 auf die Katalyse haben kénnen.

Die Beeinflussung der Enzymaktivitit durch die Radikalfdnger D-Mannit, NtB und
4-POBN sind wahrscheinlich auf die hohe Konzentration dieser Stoffe und die damit
verbundene Blockierung des aktiven Zentrums und auf unspezifische Reaktionen der
drei Substanzen zuriickzufiihren. Die Entstehung von Radikalen wéhrend der Kata-
lyse scheint zwar aufgrund der bisherigen Ergebnisse unwahrscheinlich zu sein, kann
aber dennoch nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Die Erreichbarkeit der sehr
kurzlebigen Radikale ist gering, wenn diese am Ort des Entstehens, also im aktiven
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Zentrum, sofort wieder fiir die weitere Reaktion bendtigt werden und nicht freigesetzt
werden.

BAUER (1995) schlug als Reaktionsmechanismus fiir die beiden 2,4-Dioxygenasen
Qdo und Hod einen ionischen Reaktionsmechanismus in Anlehnung an die Basen-
katalyse nach NISHINAGA et al. (1977, 1979) vor (1.2). Es gelang der Nachwesis,
daB die Umsetzung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin und des 1H-3-Hydroxy-4-oxo-
chinaldin unter stark basischen Bedingungen zu den selben Produkten fiihrte wie die
enzymkatalysierte Reaktion. In dieser Arbeit wurde die Inhibition der Basenkatalyse
durch die Inhibitoren untersucht, die einen Einflufl auf die enzymkatalysierte Reak-
tion hatten. Doch bei der rein chemischen Umsetzung in Gegenwart hoher pH-Werte
konnte keine Inhibition der Reaktion festgestellt werden. Dies ist ein weiterer Hin-
weis darauf, daB3 bei der Reaktion, wie sie auch im Enzym ablaufen konnte, keine
Radikale freigesetzt werden. Der hohe pH-Wert konnte allerdings auch die Funktion
der Inhibitoren beeinfluf3t haben.

4.4.6 Sauerstoffaktivierung an reduzierten Flavinen

Ein Beispiel fiir einen radikalischen Mechanismus, bei dem Triplett-Sauerstoff mit
einem organischen Substrat reagiert, ist die Reaktion von reduziertem Flavin mit
Sauerstoff. Obwohl die direkte Reaktion zwischen dem Triplett-Sauerstoff und dem
Singulett-Kohlenstoff verboten ist (Spinerhaltungsregel), geschieht diese mit freiem
reduziertem Flavin und Sauerstoff in weniger als einer Sekunde (PALFEY et al.,
1995). Die Reaktion geschieht sowohl autokatalytisch als auch in vielen Flavoenzy-
men. Zur Aktivierung des Sauerstoffs libertrdgt das reduzierte Flavin-Anion ein
Elektron auf O, und bildet ein Flavin-Semichinon-Superoxid Radikalpaar. Dieses
Radikalpaar kollabiert nach der Spin-Umkehrung in das Flavin C(4a)-Hydroperoxid
(Hydroperoxyanion) (KEMAL et al., 1977; BRUICE et al. ,1984):

H+
FIH(T]) + 0(11) — [FIH:110,+] — [FH'1] 0,'] — FIH-OOH

Dieser Ein-Elektron-Transfer bei der Reaktion des freien Flavinanions mit O, scheint
auch bei den von Flavoproteinen katalysierten Reaktionen der einleitende Schritt zur
Aktivierung des Sauerstoffs zu sein (MASSEY, 1994). Auch in Pterin-abhidngigen
Hydroxylasen reagiert das reduzierte Pterin mit O, &hnlich dem Flavin und bildet ein
C(4a)-Hydroperoxid, welches anschlieBend das Substrat hydroxyliert (EBERLEIN et
al., 1984).
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Das Zwischenprodukt Flavin C(4a)-Hydroperoxid (-Hydroperoxy-Anion) dient in
vielen Enzymen in der weiteren Reaktion als Nukleophil. Ein Beispiel ist die Cyclo-
hexanon-Monooxygenase, die eine Baeyer-Villinger Spaltung des Ketons seines
Substrates katalysiert (CUMMINGS RYERSON et al., 1982). Ein zweites Beispiel
ist die bakterielle Luciferase. Dieses Enzym ist eine Flavinhydroxylase, die im Ge-
gensatz zu allen anderen Flavinhydroxylasen FMNH; als Cosubstrat verwendet und
die Reaktion mit Sauerstoff und langkettigen aliphatischen Aldehyden zu FMN, H,O,
Carbonsdure und Licht katalysiert. Beide Enzyme, die Cyclohexanon-Monooxyge-
nase und die bakterielle Luciferase, fiihren zunichst einen nukleophilen Angriff auf
das Keton bzw. auf das Aldehyd durch und bilden die Zwischenprodukte Flavin
C(4a)-Peroxyhemiketal bzw. —acetal (Abb. 29). In diesen beiden Reaktionen wird das
Substrat (Keton oder Aldehyd) in einer intermolekularen Reaktion oxidiert.

Neben reduziertem Flavin und Pterin konnen auch Pyrazinonderivate mit O, zu
Hydroperoxiden reagieren. Die Oxidation von Coelenterazin (3,7-Dihydro-2-benzyl-
6-(p-hydroxyphenyl)-8-benzylimidazol-[1,2-a]-pyrazin-3-one), einem Imidazolopyra-
zinon-Luciferin, geschieht nach GOTO (1968) und HART et al. (1978) tiber die Bil-
dung eines C2-Hydroperoxid (Hydroperoxy-Anion) als Intermediat, welches einen
intramolekularen nukleophilen Angriff auf den C3-Carbonyl-Kohlenstoff durchfiihrt.
Dabei entsteht das viergliedrige zyklische Peroxid Dioxetanon als ndchstes Zwi-
schenprodukt, welches in CO, und Acylamino-Pyrazin zerfillt.

In den bakteriellen Luciferasen wurde ein Histidin, das H44, als katalytische Base
identifiziert (XIN et al., 1991; HUANG et al., 1997). Dieses Histidin {ibernimmt bei
der Luciferase aus Vibrio harveyi eine essentielle Rolle bei der Aldehyd-Oxidation,
jedoch nicht bei der Bildung des FMNH-C(4a)-Hydroperoxid-Intermediates. Dieses
katalytische Histidin konnte dafiir zustdndig sein, ein Proton vom FMNH-Peroxyhe-
miacetal-Zwischenprodukt zu entfernen (HUANG et al., 1997).

Vergleicht man diesen Mechanismus mit dem hypothetischen Mechanismus der dio-

xygenolytischen Ringspaltung der Substrate nach BAUER (1995), so stellt man
einige Parallelen fest (Abb. 29). Auch die enzymkatalysierte Reaktion der Qdo
konnte iiber ein gebundenes Radikalpaar ein C2-Hydroperoxyanion (oder Hydrope-
roxid) bilden. Dieses konnte als Nukleophil ebenso wie bei der Oxidation von Coe
lenterazin einen intramolekularen nukleophilen Angriff durchfiihren, in diesem Fall
auf den C4 Carbonyl-Kohlenstoff. Dabei wiirde ein zyklisches C2-C4 Endoperoxid
(Endoperoxy-Anion) entstehen. Das H244 der Qdo, welches als katalytisch essen-
tielle Aminosdure des Enzyms in dieser Arbeit identifiziert wurde, kdnnte die Reak
tion durch die Deprotonierung der Hydroxylgruppe am C3-Atom des Substrates ein-
leiten.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse spricht vieles fiir die Hypothese, dal3 der
Reaktionsmechanismus der 2,4-Dioxygenasen &hnlich der Sauerstoff-Aktivierung
wihrend der Katalyse vieler Flavoenzyme ablduft. Wie bei der Reaktion des redu-
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zierten Flavin (-Anions) mit molekularem Sauerstoff konnte auch bei einer einfachen
Basenkatalyse der Enzyme Qdo und Hod der Ein-Elektronen-Transfer vom redu-
zierten organischen Substrat auf den Sauerstoff fiir dessen Aktivierung sorgen. Dabei
konnte das H244 als Base dienen und ein Proton vom Substrat abspalten, die anderen
potentiellen Triadenreste kdnnten zur Stabilisierung des Substrates im aktiven Zent
rum verantwortlich sein. Das Auftreten freier Radikale konnte bisher weder bei der
Basenkatalyse noch bei der enzymkatalysierten Form festgestellt werden. Allerdings
ist der Nachweis eines gebundenen Radikalpaares wihrend der Reaktion ebenfalls
aufgrund der geringen Lebensdauer unwahrscheinlich.

Die Ergebnisse der Sequenzanalyse sprechen aufgrund der Homologien zu den o/f3-
Hydrolasen fiir das Vorhandensein einer katalytischen Triade. SCHRAG et al. (1992)
vermutete allerdings, dall man aus den allgemein geringen Sequenzhomologien zwi-
schen den Mitgliedern dieser Enzymsuperfamilie die Entwicklung von Proteinen
ableiten kann, die ihre katalytische Hydrolasefunktion verloren haben. Fiir die 2,4-
Dioxygenasen Qdo und Hod kann daher die Zugehorigkeit zur Superfamilie der
Enzyme mit o/B-Hydrolasefaltung mit einem Histidin als einzige katalytisch

essentieller Aminoséure postuliert werden.
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Abb. 29: Katalysemechanismus der bakteriellen Luciferase (I-IV) und hypothetischer Mechanismus
der Qdo-katalysierten dioxygenolytischen Ringspaltung des 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolins. (I):
FMNH’; (II): Radikalpaar; (III): Flavin-Hydroperoxid; (IV): Peroxihemiacetal; (V): 1H-3-Hydroxy-4-

oxochinolin; (VI): Radikalpaar;
(Endoperoxyanion).
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4.5 Ausblick

Auf biochemischer Ebene versprechen kinetische Untersuchungen weitere Erkennt-
nisse iiber den Katalysemechanismus der 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod. Autbau-
end auf Ergebnissen der steady-state-Kinetik kann iiber die Methoden der schnellen
Kinetik eine genauere Analyse einer enzymkatalysierten Reaktion stattfinden. Da das
Prinzip der schnellen Kinetik auf einer kontinuierlichen Mischung von Substrat und
Enzym beruht, kdnnen mit diesen Experimenten besonders schnelle Reaktionen ver-
folgt werden: Wéhrend die steady-state-Kinetik die Analyse von Reaktionsablédufen
im Bereich von Minuten zulidf3t, ist mit den Methoden der schnellen Kinetik die Be-
obachtung einer Reaktion im Bereich von Nanosekunden mdglich.

Grundlegend fiir eine endgiiltige Aufkldrung des Katalysemechanismus der 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase aus Pseudomonas putida 33/1 und der 1H-
3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase aus Arthrobacter ilicis Rii6la ist die
Kristallisation des Enzyms. Nur iiber eine Rontgenstrukturanalyse der Proteinkris-
talle, die einen Einblick in die rdumliche Struktur eines Makromolekiils gewaihrt,
kann die Zusammensetzung des aktiven Zentrums und auf diesem Wege der Mecha-
nismus der Substratumsetzung geklirt werden.

Nachdem die Analyse der Primirstruktur erste Hinweise lieferte, wird eine Rontgen-
strukturanalyse auch den Nachweis erbringen, ob die 2,4-Dioxygenasen tatsidchlich
zur Familie der Enzyme mit o/f3-Hydrolasefaltung gehdren. Im Hinblick auf den Re-
aktionsmechanismus ist dabei die Klarung der Existenz einer Triade von Bedeutung.
Allerdings wire es auch denkbar, da3 die Enzyme Qdo und Hod lediglich strukturell
in dieser Familie einzuordnen sind.
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5 Zusammenfassung

Die bakteriellen 2,4-Dioxygenasen 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin-2,4-Dioxygenase
(Qdo) aus Pseudomonas putida 33/1 und 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxy-
genase (Hod) aus Arthrobacter ilicis Rii61a katalysieren die oxygenolytische Ring-
spaltung des N-Heterozyklus ihrer Substrate 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin und 1H-3-
Hydroxy-4-oxochinaldin. Dabei entstehen die Produkte N-Formylanthranilsdure bzw.
N-Acetylanthranilsdure und Kohlenmonoxid. Im Gegensatz zu anderen Oxygenasen,
die entweder einen metallischen oder organischen Cofaktor zur Aktivierung des
molekularen Sauerstoffs besitzen, bewiesen biochemische und spektroskopische Un-
tersuchungen, dall sowohl die Qdo als auch die Hod cofaktor-freie Dioxygenasen
sind.

Die Analyse der Aminosduresequenzen der beiden 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod
ergab, dall es keine Homologien zu bisher bekannten Oxygenasen gibt. Dagegen
zeigten Aminosduresequenzvergleiche mit verschiedenen Enzymen der Superfamilie
mit o/B-Hydrolasefaltung geringe aber signifikante Sequenzhomologien und der
Vergleich der Sekundérstrukturvorhersage der Qdo mit der bekannten Struktur der
Haloalkan-Dehalogenase (DhlA) aus Xanthobacter autotrophicus wies deutliche
Ubereinstimmungen auf. Die Ergebnisse der Aminosiuresequenzanalyse der beiden
Enzyme Qdo und Hod lassen vermuten, daf3 sie zur Strukturfamilie der a/p-Hydrola-
sen gehoren.

Aus den Aminosduresequenzvergleichen konnten fiir die Qdo und die Hod
hypothetische katalytische Triaden postuliert werden, die ein charakteristisches
Merkmal der Enzyme mit o/f-Hydrolasefaltung darstellen. Die katalytische Triade
setzt sich aus einer nukleophilen Aminoséure, einer sauren Aminosiure und einem
Histidin zusammen. Mit Hilfe chemischer Derivatisierungen und ortsspezifischer
Mutagenese konnte fiir dieQdo jedoch lediglich das Histidin an Position 244 als
katalytisch essentielle Aminoséure identifiziert werden.

In weiteren Untersuchungen zum Katalysemechanismus konnte eine kovalente Bin-
dung des Substrates 1H-3-Hydroxy-4-oxochinolin ebenso wenig nachgewiesen wer-
den wie die Entstehung von Radikalen wéhrend der enzymkatalysierten Reaktion.
Aufgrund der basenkatalysierten chemischen Spaltung der organischen Substrate der
2,4-Dioxygenasen sowie aufgrund des Fehlens eines Cofaktors wird ein
Katalysemechanismus postuliert, bei dem die Reaktion der Substrate mit
molekularem Sauerstoff mit der Luciferase-katalysierten Reaktion des reduzierten
FMN mit O, vergleichbar ist. Das H244 dient dabei als Base und deprotoniert das
Substrat, welches dann {iiber die Entstehung eines Radikalpaares mit dem
molekularen Sauerstoff ein Hydroperoxid bilden kann. Bei diesem Mechanismus
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wird der Sauerstoff direkt von dem Substrat der 2,4-Dioxygenasen aktiviert und es
wird kein zusdtzlicher Cofaktor bendtigt.

Die Kiristallisierung der Enzyme Qdo und Hod scheiterte bisher wahrscheinlich
aufgrund der Inhomogenitit der dafiir verwendeten Fusionsproteine HissQdo und
HisgHod. Die Oxidation der Enzyme und die damit verbundene Oligomerbildung in
Folge der Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen den Molekiilen konnte durch
die Zugabe von Reduktionsmitteln zwar deutlich reduziert werden. Eine vollstindige
Unterdriickung dieses Effektes wurde allerdings nicht bewirkt. Die Fokussierung der
HissQdo in mehreren Banden wihrend einer IEF belegt die Mikroheterogenitit des
Proteins, welche vermutlich die Kristallisation negativ beeinflufit.

Um eine mogliche Storung der Kristallbildung durch den Hisg-tag der Fusionspro-
teine auszuschlieBen, wurden die Gene gdo und hod in den Expressionsvektor pQE-
50 kloniert. Danach konnte die Wildtyp-Form der 2,4-Dioxygenasen Qdo und Hod
tiberexprimiert werden. Mittels einer vier Chromatographieschritte umfassenden
Reinigung wurden die Enzyme bis zur elektrophoretischen Homogenitdt gereinigt.
Erste Untersuchungen mit einer nativen PAGE und einer IEF deuten allerdings auch
hier auf Probleme bei der Homogenitét hin.
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