Klonierung und Charakterisierung von funf
Adenylatcyclasen aus Stigmatella aurantiaca
und Mycobakterium tuberculosis

Dissertation

der Fakultat fur Chemie und Pharmazie
der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen

zur Erlangung des Grades eines Doktors
der Naturwissenschaften

2004

vorgelegt von
Arne Hammer



Tag der mundlichen Prufung: 2. Februar 2004
Dekan: Prof. Dr. H. Probst
1. Berichterstatter: Prof. Dr. J.E. Schultz

2. Berichterstatter: Prof. Dr. L. Heide



Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde zwischen Mai 1999 und Juli 2003 am
pharmazeutischen Institut der Eberhard-Karls-Universitat in Tubingen unter Anleitung
von Prof. Dr. J.E. Schultz erstellt.

Prof. Dr. Joachim E. Schultz danke ich fur die Uberlassung der Themen, die
erstklassigen Arbeitsbedingungen in seinem Labor und die vielseitige Unterstutzung,

die er mir zukommen lief3.

Prof. Dr. Lutz Heide danke ich fur die Anfertigung des Zweitgutachtens.

Prof. Dr. G. Drews und Prof. Dr. M.A. Wahl danke ich fir die Ubernahme der

Nebenfachprifungen.

Anita Schultz danke ich fur die vielen Klonierungsratschlage, die mir so manches mal

halfen.

Herzlich danken mochte ich unseren technischen Assistentinnen |. Mayer, G.
Kleefeld-Honer und besonders U. Kurz, ohne deren standige Bemuhungen ein

Funktionieren des Labors nicht mdglich ware.

Ich danke meinen Kollegen fur die gute Arbeitsatmosphare und die stete
Hilfsbereitschaft.

Besonders danken mdchte ich meinen Eltern, die mir in allen Lebenslagen zur Seite

standen und mir alles ermoglichten.






Inhaltsverzeichnis

1

2

3

Einleitung ... ———— 1
1.1 Klasse Il Adenylatcyclasen.............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 2
1.2 Stigmatella aurantiaca..............cccooeeeiiiiiiii 3
1.3 Mycobakterium tuberculosis............ccccovviiiiiiiiiiiiiii 5

Material.......ooo oo 9
2.1 Enzyme, Kits und Chemikalien.............ccooiviiiiiiiiiiie e 9
2.2  Gerate und Materialien.............ooooiiiiiiiiiiiie e 10
2.3  Verwendete Plasmide ..........coooeiiiiiiiiiiiieeeeee et 13
2.4 Primer (Oligonucleotide)............ouuuiiiiiiieieeecce e 14

2.4.1 Stigmatella aurantiaca:..................cooeeeeuiiiiie e 14

2.4.2  Mycobakterium tUbErcUIOSIS: ................ccuueeuuueiieiee e, 15
2.5 Pufferund LOSUNGEN ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 17

2.5.1 ... fur molekularbiologische Methoden...............ccccovvviiiiiiiiciieee, 17

2511 Losungen zum Auftrennen, Reinigen und Lagern von DNA......... 17
251.2 Ldsungen zur Modifikation und Transfektion von DNA ................ 18
252 ... fur proteinchemische Methoden ..., 18
2.5.2.1 fur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)............... 18
2522 Westernblotting .........oovvvviiiiiiiiiiiiiiiii 19
2523 Puffer fir die Ni?*-NTA ReINIGUNG ........cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 19
2524 Puffer fur die Kristallisierung: ............cccccooiiiiiiis 19
2525 Puffer fur die Antikérperproduktion und —reinigung...................... 20

253 Losungen fur den Adenylat- und Guanylat-Assay .........ccccccvveveeeeeennn. 20

PV =Yo 1= o i U = oo | | P 20

Methoden ... e 21
3.1 Gentechnologische Methoden..............ccoooiiiiiiiii e, 21

3.1.1 Minipraparation (MinIPrep) ... 21

3.1.2  Auftrennung von DNA Uber Agarosegele..........cccccvvviiiiiiieeiieieinnnnnnnn. 21

3.1.3  Konzentration von DNA und Reinigung aus Agarosegelen................. 21

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren ...............ccceevvvvvinnnen. 21

3.1.5  Polymerasekettenreaktion (PCR).........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 21

3.1.6  Restriktionsverdau VON DNA ... 22

3.1.7  Glatten (blunten) von uberhangenden DNA-Enden............ccccceeenneenen. 22

3.1.8  5-DNA Phosphorylierung von PCR Produkten .................cceevvvvvivnnnnn. 23

3.1.9  5-DNA Dephosphorylierung von Vektoren ...........ccccccoin. 23

3.1.10  Ligation VON DNA ... 23

3.1.11  Sequenzierung von DNA...... ..o 24
3.2  Mikrobiologische Methoden..............oiiiiiiiiiiii e, 25

3.2.1 Herstellung kompetenter E. coli — Zellen..........ccccccovvviiiiiiiiiiiiiiiinnn. 25

3.2.2 Transformation kompetenter E. coli —Zellen............c.ccooovveeeiieeneee. 25

3.2.3  Herstellung von Dauerkulturen.............ccccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 26

3.24  Blau-Weill-SCreen .......ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
3.3  Proteinchemische Methoden..............coooiiiiiiii e 26

3.3.1 ProteineXPreSSION .......ccuuiiiiiiiiii e 26

3.3.2  ZellnomMOgenat ..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 27

3.3.3 ProteinreiNiQUNG ..... oo 27

3.3.4  Membranpraparation (mit Solubilisierung) ..........cccccccvviiiiiiiiiinnnnnnn. 27

3.3.5 BioRad (Bradford) Mikro — Proteinbestimmung..................cceeevvennnnnn. 28

3.3.6  MiICroBC — ASS@Y.....ccetiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 28

3.3.7  Antikdrperproduktion gegen Rv3645..........cccooeeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 28

3.3.8  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)............ccc.......... 29

3.3.9  WesStern-BIot ......... 30



Inhaltsverzeichnis

3.3.10  KristalliSIEruNg......ccouuuiiiieie e 31
3.4  Adenylatcyclase Enzymtest (AC-ASSAY) ....ccooveeeiiiiiiiiieee, 32
3.5 computergestutzte Untersuchungen...........ccooooviiiiiiiiiiiiiiieeee e, 33
3.6 Klonierungsarbeiten ... 34

3.6.1 Stigmatella aurantiaca...................cccooeuuiiiiiiiieieieee e 34

3.6.1.1 HOIOBNZYIME ... 35
3.6.1.2 VerkUrZUNGEN......uuiiiiiiii et e e e e 36
3.6.1.3 weitere KONStruKte ..........eeiiiii i 37

3.6.2  Mycobakterium tuUbErcuUlOSIS................coeeeeeeueeeeeeeiiee e 40
3.6.2.1 HOIOBNZYIME ... 40
3.6.2.2 Holoenzymmutationen ..o, 44
3.6.2.3 katalytische Zentren......... ... 49
3.6.2.4 katalytische Zentren mit HAMP Domane ............cccooovvvviiiiiieeeennnn. 50

4  Ergebnisse..... 51
4.1  Stigmatella aurantiaCa..............cooeiiiiiiiiii e 51

4.1.1 CYaB HOIOBNZYM ... 51

4.1.2  cyaB VerkUrZUNGEN .........uuuiiii it e e 54

4.1.3  cyaB8 CharakteriSierung..............ccccuuuummmmimiiiiiiiiiiie 55

4.1.31 KINELIK .. 55
4.1.3.2 Temperaturoptimum ... ... 57
4.1.3.3 PH-OPtimMUML..coee e 58
4134 Cofaktoren ... 58
4.1.3.5 Proteinabha@ngigkeit ...........ooooriiiiiiiiii 59
4.1.3.6 ZeitabhangigKeit...........ooooiiiiiiiiiiiiii 60
4.1.3.7 Stabilitat ... 60
4.1.3.8 Substratspezifitat ..........cooo o 61

4.1.4  Andere Konstrukte von cyaB8.............ccooooiiiiiiiiiiiii e 62
4.2  Mycobakterium tuberculosis ... 65

4.2.1 [ (0] (oT=T0 4 /1 1= XSSP 66

4.2.2 RV3645 MUtationen .........ooomiiiie e 73

4.2.3  Verbundene HOIOBNZYME.........cooiiiiiiiiiiii e 74

4.2.4  Charakterisierung von Rv1319cKat .............euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 77

4.2.4.1 Aktivitatstberblick aller vier katalytischen Zentren....................... 77
4242 Proteinabh@ngigkeit ... 79
4.2.4.3 PH OPtimMUM ... e 80
4244 KINELIK .. nnnnnnnnnne 80
4.2.4.5 Temperaturoptimum............oooiiiii e 82
4246 ZeitabhangigKeit...........ooovviiiiiiiiiiiii 82
4247 Stabilitat ... 83
4.2.4.8 Cofaktoren ... 83
4249 Substratspezifitat .............ooeeiiiiiii 84
4.2.5 Einfluld der HAMP-Domanen............oooouiuiiiiiiiieeieeece e 84
4251 Wildtyp HAMP-DOMANE .......cooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 86
4252 Austausch der HAMP-DOMaNnen .........ccoooeviiiieiiiiiiiieee e 92
4.2.5.3 Mutationen der HAMP DOMANE ...........uuummmmmmmmimiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiinenns 95
426  KriStalliSIErUNG .......uuueiiiiiiiiiiiiii e 101

5  DiSKUSSION ..cciieeeciiiii i s e 102
5.1 Stigmatella aurantiaCa...........cooooeeiiieieiiee 102

51.1 [ (0] (oT=T 0 4/ 1 1 1= TSP PP 102

5.1.2  VerkKUrZUNGEN.......coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 103

5.1.3  Charakterisierung von cyaB8 .............cooiiiiiiiiiiie e 103



Inhaltsverzeichnis

N o

8

5.1.4 andere KONSIIUKLE ...........ii i 104
5.2  Mycobakterium tuberculoSiS .........ooooiiiiii i 105
5.2.1 HOIOENZYME ... 105
5.2.2  Charakterisierung des katalytischen Zentrums von Rv1319c ........... 106
5.2.3 Besonderheit von Rv1319ckat ..., 107
524 EinflulR der HAMP-DOMANEe...........covviiiiiiiii e, 111
5.2.5 Mechanismen der HAMP Wechselwirkungen? ...........c.cccooovvvvivinnnne. 113
5.2.6  Modellvorschlage fur die mycobakteriellen ACn...........coovvvvviiiinnnnnn. 120
ZusammeNfasSUNG.......cccccc 121
ANNANG ... 122
7.1 Berechnung der AKLIVItAt ..........oooimimiiii e 122
7.2 Berechnungen der kinetischen Parameter Ky und Vimax..oveeeeeeeiineneeenennnes 122
7.2.1 ... nach Hanes-Woolfe: ..., 122
7.2.2 ... fur allosterische Proteine nach Lineweaver-Burk.......................... 122
7.3  Berechnung der Standardabweichungen ................cccccoviviiiiiiiiiiieeeeceeee, 123
7.4  Katalytische Effizienz ... 123
7.5  ACCeSSION NUMDETS ...ccooeiiiieeeeeeeeeee e 124
7.5.1 Stigmatella aurantiaca..................ccoooeeeuiiiiiii i 124
7.5.2 Mycobacterium tuberculoSIS...........ccuuiiiiiiiiiii e, 124
7.6  InternetadreSSEN ... 124
LiteraturverzeiChnis ... 125






Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

AA(n)
AC(n)

AccNum

amp
Ax
BLAST
BSA
CHAPS
cyaB

EMBL
ExPASy
IPTG
kan
MCS
MP
NCBI
NIH
NLM
paraAC
SD

SDS
SDS-PAGE
SEM
SMART

TM(e)
X-Gal

wit

Aminosaure(n) (engl.: amino acid)

Adenylatcyclase(n)

Accession Nummer; Zugangs-/ I[dentitdtsnummer mit der eine Gen-/
Proteinsequenz in einer virtuellen Datenbank eindeutig zugeordnet
werden kann (Datenbanken u.a.: SWISSPROT', GENEBANK?)
Ampicillin

Absorbtion bei der Wellenlange x nm

Basic Local Alignment Search Tool

(bovines) Rinderserumalbumin

3-[ (3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propansulfonsaure
Adenylatcyclase ,AC2“ von Stigmatella aurantiaca (AccNum.: Protein:
SWISSPROT: P40138; DNA Sequenz: AJ223795)

European Molecular Biology Laboratory (in Heidelberg)

Expert Protein Analysis System

Isopropylthiogalactosid

Kanamycin

Multiple Cloning Site

Membranpraparation

National Center for Biotechnology Information (USA)

National Institutes of Health (USA)

National Library of Medicine (USA)

Adenylatcyclase aus Paramecium

Standardabweichung (Standard Deviation)
Sodiumdodecylsulfat (ein Detergenz)
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Standardfehler des Mittelwertes (Standard Error of the Mean)
Simple Modular Architecture Research Tool, ein vom EMBL
bereitgestelltes online Bioinformatik Programm
Transmembrandurchgang (-gange)
5-Bromo-4-chlor-3-indoyl-B-D-Galactopyranosid

Wildtyp (auch als Vorsilbe)



VI



Einleitung

1 Einleitung

Von den Einzellern Uber komplexe Zellverbande bis zu den hochentwickelten Tieren
waren die Bakterienzellen die ersten, die mit ihrer Umwelt und untereinander
kommunizierten. Schon die Aufnahme von Nahrstoffen und Mineralien und die
Abgabe von Stoffwechselendprodukten, zu denen nach der Entwicklung der
Photosynthese auch der Sauerstoff gehorte, stellte die erste Kommunikation dar. Die
Bakterien entwickelten dafir Rezeptoren, Kanadle und Effektoren, um die
Informationen bewerten und darauf reagieren zu konnen. Evolutionar frih folgte dann
eine  Kommunikation und Kooperation der Bakterien, dem ein interzellularer
Informationsaustausch zugrunde lag, wie z.B. beim Myxobacterium Stigmatella
aurantiaca, das gemeinschaftlich andere Bakterien jagt und so das Uberleben aller
sichert. Mycobakterium tuberculosis dringt hingegen in einen hochentwickelten Wirt
ein, umgeht dessen Abwehr, und beeinfluRt zum eigenen Uberleben den
Zellstoffwechsel. Dazu mussen u.a. externe Signale durch die Zellmembran geleitet

und in intrazellulare Signale (second messenger) umgewandelt werden.

Ein solches Enzym dieser Signalkette stellt die Adenylatcyclase (AC) dar. Sie
wandelt auf ein Signal hin ATP in den second messenger cyclisches-3’,5'-
Adenosinmonophosphat (cAMP) um. Zur Informationsbewertung enthalt sie
regulatorische Domanen, die die Enzymaktivitat steuern. Dabei ist die AC nicht nur

regional, sondern gegebenenfalls auch temporal® verteilt.

Die Enzyme der AC kénnen in mindestens vier verschiedene Klassen unterteilt
werden®.

Zur Klasse | werden alle am Primarmetabolismus beteiligten ACn der
Enterobacteriaceae gerechnet.

Klasse Il enthalt die toxischen ACn aus Bordatella pertussis und Bacillus anthracis,
die teilweise direkt in der Wirtszelle aktiv werden.

Klasse lll ist die vielseitigste und soll im Anschluf® besprochen werden.

In Klasse |V befindet sich bis jetzt als einzige die AC aus Aeromonas hydrophila, die

mit einem pH-Optimum von 9,5 und Temperaturoptimum von 65 °C hervorsticht®.
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Als weitere Klassen werden in der Literatur zur Zeit noch die Klasse V, bestehend
aus der AC aus Prevotella ruminicola®, und Klasse VI, in die die AC der

Rhizobiaceae allein eingegliedert werden soll”, diskutiert.

1.1 Klasse lll Adenylatcyclasen

Adenylatcyclasen der Klasse lll Uberspannen die beiden Reiche der Prokaryonten
(wie Stigmatella aurantiaca und Mycobakterium tuberculosis) und der Eukaryonten.
Sie ist die vielseitigste aller Klassen, was sich in bemerkenswerten Unterschieden
der Enzyme widerspiegelt.

In Saugetieren (Mammalia) findet man meist ACn mit Transmembranbereichen,
wahrend in Bakterien die I0slichen Formen uberwiegen. Geregelt werden die
Mammalia-ACn dabei durch G-Proteine, die die empfangenen Signale an die
Cyclase weitergeben®. Auch Idsliche ACn wurden gefunden, die zwar gehauft in den
Testes exprimiert werden, aber in allen Geweben vertreten sind®°.

Aufgebaut ist die membrangebundene Mammalia-AC aus zwei intrazellularen
katalytischen Schleifen (C1 und C2), die zusammen die fur die Katalyse wichtigen
und unter allen ACn konservierten Aminosauren (AAn) zur Verfugung stellen, und die
jeweils an 6 vorangehenden Transmembrandurchgangen (TM) hangen. Damit ergibt
sich ein Aufbau von 6TM-C1-6TM-C2, bei dem sich die beiden Schleifen
intramolekular zum katalytischen Zentrum zusammenlagern koénnen'". Fiir die
Katalyse benétigt die AC als Cofaktor zwei Mg®* oder Mn?* lonen""®.

Bakterielle ACn haben hingegen meist nur eine katalytische Schleife, die alle
katalytischen AAn enthalt und die sich aus sterischen Griunden zu Homodimeren
antiparallel zusammenfinden mussen. Die beiden entstehenden katalytischen
Zentren konnen sich gegenseitig beeinflussen.

Die Klasse Ill wird neuerdings in vier verschiedene Unterklassen (llla-d) unterteilt'’.
Die nicht zu den Mammalia gehorenden Vertreter dieser Klasse zeigen alle eine
Homodimerstruktur. Das Hauptmerkmal der Unterklasse lllb, zu der die in dieser
Arbeit untersuchten ACn zuzuordnen sind, ist ein Aminosaureaustausch in den
kanonischen AAn des katalytischen Zentrums. Das substratbindende Aspartat ist hier
gegen ein Threonin (Abb. 1-1), manchmal auch ein Serin, ausgetauscht. Das D bzw.

T beteiligt sich an der Bindung des Purinrestes.
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T473
N o4 \f
D411 j
K407
D367 R435

Abb. 1-1. Katalytisches Zentrum, schematisch.

Schematische Darstellung des katalytischen Zentrums von Rv3645 (angeglichen nach™ und'®;
Numerierung fiir Rv3645). Die Farbkodierung zeigt die Zugehorigkeit der Aminosaurereste zu
den beiden Monomeren. T473 (violett) wird im Text (s. 4.2.2) besprochen. Diinne Linien
reprasentieren intermolekulare Wechselwirkungen.

1.2 Stigmatella aurantiaca
Zur Zeit meines Eintreffens im Labor von Prof. Schultz beschaftigte sich Dr. Kristina

Hambach mit einer Adenylatcyclase aus Paramecium. Die Expression einer aktiven

Form diese Proteins erwies sich jedoch als unméglich'®.

Um den Grund daflir zu finden, wurden bakterielle Cyclasen mit ahnlichen
katalytischen Zentren gesucht, die zum Bau von Chimaren geeignet waren. Unter
den in Frage kommenden Cyclasen befanden sich u.a. die beiden ACn cyaA und
cyaB von Stigmatella aurantiaca'®. Diese Cyclasen besitzen dhnliche katalytische
Zentren wie die Paramecium-AC (Abb. 1-2), obwohl sie evolutionar zwei
verschiedenen Reichen angehoren (s.o.). Diese Ahnlichkeit bezog sich auch auf den

D/T Austausch, der bei Paramecium einen D/S Austausch darstellt.

In dieser Arbeit wurde cyaB (mit D293T) untersucht. cyaB und die im Anschluf}
besprochenen ACn von Mycobakterium tuberculosis (ebenfalls mit D/T Austausch)
werden in die Gruppe lllb (s.0.) eingeordnet. Hier stellte sich die Frage, ob dieser
Austausch die Aktivitat beeinfluft.
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N
cyaB 160 : [EERSNEVTVILISAIBNSINEIGT.AINSIND PEQNAYG ONYLGRIBSDAVLTC L
paraAC 534 : € WATIYGIHCIBERSINIED AT - QKDL FWINBAE TIYHSMVDRY Q)

\l/ATP \l/Mg

cyaB 210 : [BI¥F GL GAPVHRTDDALRAIROQ - AAKMMMITANMVE - - - - - - - - - - -
paraAC 583 : I FIRLWYKINDSQWYEDGNEMKWSNLTFINQIRADCALTAFMKIYA
cyaB 248

e QAIMNAANIHNFGRPINY - - - IREINE T eNINSeT. GSMETEY
paraAC 633 : KI PKILIRNIJHARSORIBPGY FleRHT[eWGIE SEFMIDA
\l/ATP \l/ATP \l/kat
cyaB 293 : TCHGD CALAGPGE- - GERTRIZLVEHREMPHJ - EDI®PP
: SYIRSPN] S EEATKQYGV ISSELHEYFEINEVKKMTROMDKWYT

\l/ATP

paraAC 683
cyaB 340 : INEKOOIRYPINRIYT — - — - — - = = — — == =~~~ =~ — - — - - -
paraAC 733 : |S€SV GIR3TIEMEADDLPPSKQDYPQEEKQQVMYEKKQIFLOQLESGD

Abb. 1-2. Alignmentausschnitt zwischen cyaB und paraAC.

Ausschnitt aus dem Alignment zwischen cyaB (Stigmatella aurantiaca) und der AC aus
Paramecium (paraAC). Invers sind die identischen und @hnlichen AAn (nach: Blosum 62). Die
fiir die Substraterkennung und Katalyse wichtigen AAn sind markiert (kat = Katalyse). Der D/T
bzw. D/S Austausch ist hellgrau unterlegt (s. Text).

cyaB besteht nach SMART nur aus zwei Domanen, einer Receiver- (AAn 6-120) und
der darauffolgenden AC-Domane (AAn 128-335). Transmembrandurchgange wurden
nicht vorhergesagt. Die Receiverdomane konnte die enzymatische Aktivitat

regulieren.

Stigmatella aurantiaca ist ein ubiquitar im Boden lebendes Myxobacterium mit
Sozialverhalten. Die einzelnen Zellen bewegen sich durch Gleitbewegungen aktiv im
Schwarm, wozu sie einen leichten Feuchtigkeitsfilm auf einer Oberflache bendtigen.
Richtungsorientiert gleiten sie auf die Beute (meist Hefen oder andere Bakterien) zu
und sezernieren gemeinsam Verdauungsenzyme. Bei Nahrungsmangel bildet die
Gemeinschaft bis zu 0,1 mm hohe gestielte Fruchtkdrperchen, was ihre Fahigkeit zur
Aufgabentrennung eindrucksvoll darstellt. Lassen die Umweltbedingungen das
Wachstum wieder zu, schwarmen sie als Gruppe aus, da sie nur gemeinsam
genlgend Verdauungsenzyme produzieren kénnen, um das Uberleben aller zu

sichern®®-%4,
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1.3 Mycobakterium tuberculosis
Die Suche nach weiteren Adenylatcyclasen in Krankheitserregern flhrte unsere

Arbeitsgruppe zum Pathogen Mycobakterium tuberculosis, in dessen Genom 15 ACn
identifiziert wurden.

Vier von ihnen, Rv1318c, Rv1319c¢, Rv1320c und Rv3645, zeigen den gleichen D/T
Austausch, wie schon bei cyaB beobachtet, so dal} sie zur weiteren Verfolgung

dieser Mutation in dieser Arbeit ausgewahlt wurden.

Die Bezeichnungen dieser ACn richtet sich nach der Lage der Gene im
Gesamtgenom des Erregers. Bei Rv1318c handelt es sich also um das 1318te Gen
des virulenten (v) Stammes H37Rv, das complementar (c) zum codierenden Strang
abgelesen wird.

Als Startpunkt, Rv0001, der vom Sanger Zentrum durchnumerierten und

prognostizierten Gene, dient ,dnaA“, das ,chromosomal replication initiator protein“®*

27

Die hier betrachteten ACn aus M. tuberculosis haben nach SMART Analyse alle
denselben strukturellen Aufbau. N-terminal befinden sich nach einem cytosolischen
Bereich von ca. 40-50 AAn 6 Transmembrandurchgange. Daran schliel3en sich C-
terminal die sogenannte HAMP- und dahinter die eigentliche AC-Domane an (Abb.
1-3).

Die HAMP-Domane hat ihren Namen nach den Anfangsbuchstaben der
Proteinfamilien, in denen sie als Strukturbestandteil identifiziert wurde. Bei diesen
handelt es sich um: Histidinkinasen, Adenylatcyclasen, Methyl-akzeptierende
chemotaktische Proteine und Phosphatasen. Sie tritt als einzelne Domane oder
gehauft mit bis zu funf Repeats auf. Dabei ist sie meistens C-terminal von
Transmembrandurchgangen anzutreffen. Sie besteht aus zwei amphipathischen o-

Helices, die durch einen Linker verbunden sind?.

Das SMART-Programm sagte fur die Dbetrachteten Enzyme nur 5
Transmembrandurchgange und die HAMP-Domane vorher. Grund war der
unmittelbare Ubergang ohne erkennbaren Linker, der die Bestimmung einer

eindeutigen Grenze zwischen TM6 und der HAMP verhinderte. So wurde die 6. TM
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nur als wahrscheinlich aufgrund Uberlappung angegeben. Es war aber schon vorher
bekannt, da® diese Cyclasen 6 Transmembrandurchgange und einen flielenden

Ubergang in die HAMP-Doméne enthalten®.

Eine diskutierte Funktion der HAMP-Domane hangt unmittelbar mit diesem
ungewohnlichen Ubergang zusammen. Danach soll es sich um eine
Regulatordomane handeln, die durch Anlagerung eines Effektors an die
extrazellulare Schleife eine durch den letzten Transmembrandurchgang vermittelte
Konformationsanderung erfahrt. Die zweite amphipathische Helix nahert sich
dadurch der ersten und bewirkt eine sterische Anderung der ihr nachfolgenden
katalytischen Zentren®.

Eine zweite Theorie schreibt den einzeln auftretenden HAMP-Domanen die
Dimerisierung zweier Proteine zu. Hierbei kann auch eine Hemmung der eigenen
enzymatischen Funktion im singularen Zustand vorausgehen, durch die eine

spontane Signalerzeugung ohne Effektor verhindert wird®.

extra u_u_u_u_u N_/
Z(S]IEN=[IENS
intra 1 1 [

Abb. 1-3. Strukturiibersicht der bearbeiteten mycobakteriellen ACn.

Gemeinsame Struktur der ACn Rv1318c, Rv1319¢c, Rv1320c und Rv3645. Die HAMP-Doméne
schliet sich libergangslos an den 6. Transmembrandurchgang an. Sie besteht aus den beiden
verbundenen amphipathischen Helices AH | + AH II.



Einleitung

Mycobakterium tuberculosis, der Erreger der Tuberkulose, ist ein hochinfektidser
Krankheitserreger. Er lebt parasitisch in den Phagosomen der Makrophagen, in die
er durch Anlagerung an Phagocytoserezeptoren eindringt. Zu seinem Schutz hindert
er die Vakuolen, in denen er uberdauert, durch einen noch nicht vollstandig
aufgeklarten Mechanismus daran, sauer und hydolytisch zu werden, wodurch auch
eine Immunantwort des Korpers vereitelt wird. Ebenso sind die ATPasen dort
reduziert'.

Mycobakterium tuberculosis a3t sich in einen archaischen und mehrere moderne
Stamme unterteilen. Letztere enthalten die endemischen Stamme der Bejing-,
Haarlem- und Afrika-Tuberculose. Nach neuen Untersuchungen trennte sich die
Entwicklungslinie von M. bovis frih von M. tuberculosis. Dafur spricht das kleinere
Genom von M. bovis und dal die gemeinsamen Vorfahren humanpathogen waren.
M. tuberculosis infiziert nur Menschen, wahrend M. bovis nur verschiedene tierische
Wirte befallt. Die frGhen endemischen Formen von M. tuberculosis waren
afrikanischer oder indischer Abstammung, wahrend die modernen Mutanten sich
epidemisch (iber die ganze Erde verbreiteten®.

Morphologisch sind Tuberculosebakterien 0,4 x 3-4 um schlanke lange saurefeste
unbewegliche grampositive Stabchen, die keine Sporen bilden. Allerdings sind die
nach Gram gefarbten Bakterien aufgrund der lipidreichen Zellwand nur schwer oder
gar nicht zu erkennen. Als saurefest werden sie bezeichnet, da sie sich auch mit
HCI-Alkohol nur schlecht entfarben lassen, sobald sie mit drastischen Methoden (bei
der Ziehl-Neelsen-Farbung erscheinen sie rot) erfolgreich gefarbt wurden. In der
Kultur wachsen Kolonien von M. tuberculosis innerhalb von 3 bis 8 Wochen als
trockene, gelblich gefarbte, blumenkohlartige Kulturen. Ihre Generationszeit betragt
12-18 Stunden. Sie sind obligate Aerobier und 5-10 % CO in der Atmosphare
fordern das Wachstum. Im Aufbau der Zellwand bedingen die Glycolipide und
Wachse seine hohe Resistenz gegen Noxen und die damit verbundene Virulenz.
Zugleich verhindern sie aber auch das schnelle Eindringen von Nahrstoffen, was das
langsame Wachstum bedingen mag. Der Mensch besitzt gegen die durch die Luft
ubertragenen Bazillen eine natirliche genetisch determinierte Resistenz, ist aber
nach erfolgreicher Infektion nur durch langwierige Medikamentation heilbar®. In
letzter Zeit treten gehauft nosokomiale multiresistente Stamme auf. Aulerdem

verbreitet sich die Krankheit durch die weltweite Mobilitat schnell.



Einleitung

Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war es, das charakteristische Verhalten der Cyclasen mit D nach T
Austausch im katalytischen Zentrum zu untersuchen. Dazu wurden sowohl cyaB aus
S. aurantiaca, als auch die vier Cyclasen Rv1318c, Rv1319c, Rv1320c und Rv3645
aus M. tuberculosis herangezogen.

Die mycobakteriellen ACn enthielten eine HAMP-Domane. Da die Austauschbarkeit
der D/T Mutation zeitgleich auch durch Dr. Kanacher an einer cyanobakteriellen AC
untersucht wurde®*, konzentrierte sich die Aufmerksamkeit dieser Arbeit gegen Ende
auf die HAMP-Domane. Deren Studium sollte zu einem besseren Verstandnis ihrer
Interaktion sowohl mit dem katalytischen Zentrum als auch mit den
Transmembrandurchgangen im Hinblick auf ihre propagierte Regulatorfunktion

dienen.



Material

2 Material

2.1 Enzyme, Kits und Chemikalien

AGS, Heidelberg: Restriktionsendonucleasen mit 10x Reaktionspuffer

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg: ECL Plus Western Blot Detection
System, Hyperfilm ECL, Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle
sequencing kit with 7-deaza-dGTP, Thermo Sequenase Primer Cycle
Sequencing Kit

AppliChem, Darmstadt: Acrylamid 4K-L6sung 30 %

Appligene Oncor, Heidelberg: Tag-DNA-Polymerase mit 10x Reaktionspuffer

BIO-RAD, Miinchen: BIO-RAD PROTEIN ASSAY-Reagenz, Coomassie Brilliant-
Blue G-250

BioGenes, Berlin: Herstellung und Reinigung des Antikdrpers gegen
Rv3645HAMPKkat

Biozym Diagnostik, Hess.-Oldendorf: Sequagel™ XR, Sequagel™ Complete
Buffer Reagent, Chill-Out 14 Liquid Wax von MJ Research

Canberra PACKARD, Taunusstein: Ultima Gold XR Szintillator

Dianova, Hamburg: Sekundarer Ziege-anti-Kaninchen-lgG-Fc-Antikdrper und
sekundarer Ziege-anti-Maus-lgG-Fc-Antikdrper, beide  konjugiert — mit
Meerrettichperoxidase

Difco Laboratories, Detroid (USA): Agar

Fluka, Buchs (Schweiz): Natriumdodecylsulfat (SDS), Formamid

Hampton Research, Laguna Niguel (USA): ,Crystal Screen“ Puffer
(Kristallisationspuffer)

ICN, Eschwege: Radionucleotide: [a-**P]-ATP, [a-**P]-GTP, [2,8-*H]-cAMP, [8->H]-
cGMP, Ethidiumbromid Tabletten

Macherey-Nagel, Duren: Nucleotrap Kit

Melitta Haushaltsprodukte, Minden: Toppits-Frischhaltefolie

Merck, Darmstadt: Aluminiumoxid 90 (aktiv, neutral), Ethanol, Methanol, 2-
Mercaptoethanol, DMSO, Glycerol 87 %, Essigsaure 100 %, und alle nicht
aufgeflihrten Chemikalien in p.a. Qualitat

Messer-Griesheim: flissiger Stickstoff

MWG-Biotech, Ebersberg: Oligonucleotide (PCR-Primer und fluoreszenzmarkierte

Sequenzierprimer mit 5’-IRD 800-Markierung)



Material

New England Biolabs, Schwalbach/Taunus: Restriktionsendonucleasen mit 10x
Reaktionspuffern, T4-Polynucleotidkinase mit 10x Reaktionspuffer, BSA fur
Molekularbiologie (10mg/ml)

Novagen, Darmstadt: E. coli BL21(DE3)[pREP4]

peqlab, Biotechnologie, GMBH Erlangen: Proteinstandards, peqGOLD-Agarose

Promega, Madison (USA): Wizard Plus Plasmid Purification Kit (Minipreps und
Maxipreps), Pfu-DNA-Polymerase mit 10x Reaktionspuffer

QIAGEN, Hilden: Ni?*-NTA Agarose, monoklonaler Antikdrper anti-RGS(His)a,
pQE30-Expressionsvektor, pPREP4

Roche Diagnostics, Mannheim: Restriktionsendonucleasen mit 10x
Reaktionspuffern, Alkalische Phosphatase, Klenow-Polymerase, Rapid DNA
Ligation Kit, dNTPs, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, ATP, cAMP

Roth, Karlsruhe: Glycin, Ampicillin, Kanamycin, Brillant Blau R250

SIGMA, Deissenhofen: APS, Glycerol 99%+, Tris, EDTA, X-Gal, IPTG, Dowex
50WX4-400, Ponceau S, Tween 20, TEMED, LB-Agar Fertigpulver, Harnstoff,
Guanidiniumchlorid, Dithiothreitol, Kanamycin, Bromphenolblau, Xylencyanol,
a-Monothioglycerol, DMSO

Stratagene, Heidelberg: Plasmid pBluescript 1l SK-, E. coli XL1Blue MRF-
Bakterienzellen

Uptima, von interchim, Montiugcon Cedex (Frankreich): MicroBC Assay: protein

quantitation kit

2.2 Gerate und Materialien

American National Can (USA): Parafilm

Beckman, Miinchen: Ultrazentrifuge Optima L-60, Rotor Ti50.2

Becton Dickinson (USA): Falcon Blue Max konische Polypropylenrohrchen [15 ml
(Jr.), 50 ml], 10 ml Luer-Lock Spritzen (steril)

Bender & Hobein AG, Ulm: Vortex Genie2

Biometra, Gottingen: TRIO-Thermoblock Thermocycler [fir grof’e (0,5 ml) und
kleine (0,2 ml) PCR-Cups], mit beheizbaren Deckeln

BIO-RAD, Miinchen: Blotapparatur Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Branson, Danbury (USA): Ultraschallsonde Sonifier B-12, Ultraschallbad Bransonic
12

Buhler, Edmund Laborgeratebau, Tubingen: Schuttler KL2
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Eppendorf, Hamburg: Tischzentrifugen: Zentrifuge 3200, Centrifuge 5410,
Centrifuge 5414, Kuhlzentrifuge Centrifuge 5402; Thermoschuttler 5436,
BioPhotometer, Pipette Varipette 4810 (0,2-10 pl), Pipette Reference (0,1-2,5
ml), Multipette

Feather (Japan): Skalpellklingen Surgical Blades No.23 for No.4 Handle, Griff fur
chirurgische Klinge Surgical Blade Handle No.4

GATC, Konstanz: DNAstar™ Lasergene Software

Gesellschaft fur Labortechnik GFL, Burgwedel: Wasserbad Typ GFL1083

Gilson (Frankreich): Laborpipetten pipetman (bis jeweils 20, 200, 1000 und 5000 pl)

Greiner Labortechnik: Cellstar Gewebekulturschalen 35 mm, Kulturrohrchen 10 ml

Hampton Research, Laguna Niguel (USA): 24 Well Platten, gefettet (fur ,Hanging-
Drop“ Methode), Rechteckige Deckglaschen, silanisiert (beides fur die
Kristallisierung)

Heidolph: MR2002 Laborruhrer

Heraeus Sepatech, Osterode: Megafuge 1.0R (BS4402/A), Varifuge 3.0

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt: EM pipetus Pipettierhilfe

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco (USA): GelgielRapparatur Dual Gel
Caster Mighty Small SE245, Gellaufkammer Mighty Small SE250/SE260

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen: Vakuumzentrifuge Typ BA-VC-300H

Infors HAT, Basel: Induktionsgetriebene Schuttler TR-1

Kodak, New Haven (USA): Rontgenfiim BioMax MR

Kontron-Hermle, Gosheim: Centrikon H401 und ZK401, Rotoren A6.14 (SS34) und
A8.24

KSG Sterilisatoren GmbH, Olching: Hochdruckdampfsterilisator KSG 40-2-1

LTF Labortechnik, Wasserburg: Videoprinter Mitsubishi Video Copy Processor P91
mit Sony CCD Video Camera Modul XC-ST500E, Thermopapier K65HM,
Software BioCapt Version 99.01s

LKB Wallach/Bromma (Schweden): Liquid Scintillator Counter Rackbeta 120,
Power Supply 2197

Macherey-Nagel, Diiren: Blotmembran porablot PVDF (2 uM Porenweite)

Memmert, Schwabach: Kiuhlbrutschrank BK80

Metrohm, Herisau (Schweiz): pH Meter 512

Mettler-Toledo GmbH, GieRen: InLab 423 pH-Elektrode
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Millipore, Eschborn: Reinwasseranlage Milli-Q UF Plus, Proteinkonzentratoren
Centriplus YM-100

MWG, Ebersberg: Li-COR dna sequencer model 4000, BaselmagelR Version 4.0
Software

Pall Life Sciences, Ann Arbour (USA): Proteinkonzentratoren Nanosep 10K Blue

Promega, Madison (USA): Vac-Man (Vakuumanschlusse fur Plasmidpraparation);
Wizard Minicolumns (auch zur Proteinreinigung mit Ni**-NTA-Agarose
verwendet)

Roche Diagnostics, Mannheim: Reflotron Applicator, Quick Spin Colums Sephadex
G 50, fine

Roland Vetter, Ammerbruch: Reaktionsgefal3e nach Eppendorf mit 0,2, 0,5 und 1,5
ml Volumen, sterile Plastikpipetten mit 10 und 25 ml Volumen

Sartorius, Gottingen: Tischwaage BP 2100 S, Analysenwaage handy, Sterilfilter 0,2
pum

Schleicher & Schuell, Dassel: Whatmanpaper 3MM

Serva, Heidelberg: TES, Visking Dialyseschlauch 8/32 (d 6mm) und 27/32 (@
21mm)

Werkstatt Pharmazie, Tubingen: Flachbettgelelektrophoresekammern

Wolf, Geislingen: Tischautoklav Sanoclav

WTB binder, Ulm: Warmeschranke

Zeiss, Oberkochen: Spektralphotometer PM2 DL
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2.3 Verwendete Plasmide

pBluescript SK-:

Dieser Vektor eignet sich aufgrund seiner gro3en Kopienzahl sehr gut fur
Klonierungsaufgaben. Die Lange und die grole Anzahl an singularen
Restriktionsstellen der Multiple Cloning Site (MCS) ermdoglichte eine grof3e Anzahl
von Klonierungsoptionen (Abb. 2-1). Er wurde vor allem in E. coli XL-1 Blue Zellen

propagiert.

ETT
[+ %]
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_ = |
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Xmn | 2645 Nae | 330 p@f an --
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Puu1 500 PRE32 -G
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Pvul 24
v | 2 16\

BssH 11 619

Konigsz ¥ 5395-3% pQE-31,
. E-32
® p
pBluescript® Il SK (+/-) |&]_ ¢.c\ 756 b 3.4kb
2961 bp BssH Il 792 3
™~ Pvull 977 _S"*Wﬂ- = ;-
AfIII 1153
sl
|Bsrl |Sac\ mSacll
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGET
' - 70 sal
AACATTTTGCTGCCGGTCACTCGCGCGCATTATGCTGAGTGATATCCCGCTTAACCTCGAGGTGGCGCCA pnl
macCl
sall
Eagl maCl stl GoRV cal spl
INoH f(bal Spel |Bamle(Sma\ rEcoRl r Hindlll  Clal rIHmcII Smal
"[;”"[{V[;”TLT-’«[;L-‘«ltT-'«bTBLJLTLW[”lh‘[f—v’”—'ﬁ‘uln'-ﬂ’”uﬂ-'«’”-'«lifv’T-‘«’l”G;TJ«L”G’”G sall S'.JMI
B e et ; 4 140 lul ccl indlll
CCGCCGECCAGATCTTGATCACCTAGBEGECCCEACGTCCTTAAGCTATAGTTCGAATAGCTATGGCAGC |BamHI INS[:)I |Sacl IHincll IPStI FIUI
Rsal GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTT
r(hol r\pal IKpnI ' R + + + + + + + + 48
ACCTCGAGGGGGEGECCCEGTACCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGETTAATTGCGCGCTTGGCGTAAT CCTAGGCGTACGCTCGAGCCATGGGGCCCAGCTGGACGTCGGTTCGAA
+ t t + 210
TGEAGCTCCCCCCCGGECCATGRETCEAAAACAAGGGAAATCACTCCCAATTAACGCGCGAACCGCATTA

CATGGTCATAGCTGTTTCC
> 200

GTACCAGTATCGACAAAGE

Abb. 2-1. Ubersicht der Plasmide pBluescript SK- (links) und pQE30 (-32) (rechts), darunter die
jeweilige MCS mit einigen singuldren Schnittstellen.

pBluescript SK,,—“ und ,,+“ unterscheiden sich in der Orientierung des f1 Origin und der MCS.
PQE 31 und 32 enthalten am Beginn der MCS (Multiple Cloning Site) zwei bzw. eine zusatzliche
Base, um Klonierungen fiir alle drei Leserahmen zu erméglichen.

Die Abb. von pBluescript SK- wurde dem Stratagene Katalog entnommen, die von pQE30 dem
Handbuch: The QlAexpressionist™ von QIAGEN in der Ausgabe vom Juli 1998.
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pQE30:

Zusammen mit dem pREP4-Plasmid des E. coli BL21(DE3)[pREP4] Stammes
eignete sich dieser Vektor besonders gut zur Expression. Der Phage-T5-promoter
und die synthetische Ribosomenbindungsstelle ermdéglichen eine hohe Ableserate.
pREP4 unterdrickt die Expression durch Repressorbildung gegen den Promotor
solange, bis die Expression durch IPTG gestartet wurde. Allerdings war eine
Hintergrundexpression nicht ganz auszuschlie3en (Abb. 2-1).

2.4 Primer (Oligonucleotide)

Die Primernamen ergeben sich aus den Gennamen, der Schnittstelle bzw. den N-
terminalen Aminosauren (AAn) fur die Primer der katalytischen Zentren und den
Klrzeln s fur ,sense-“ bzw. ,as“ fur ,antisense-“ Orientierung. Mutationen bzw.
(Schnittstellen-) Anhange sind durch Grof3buchstaben gekennzeichnet, Schnittstellen

unterstrichen.

2.4.1 Stigmatella aurantiaca:

Tab. 2-1. Primer fiir Stigmatella aurantiaca:

Name Sequenz Schnittstelle
Holoenzym
CyaB-Start-s AAA GAT ATC AAt gct cca ggg cca cca | EcoRV
cc
CyaB-Stop-as AAA GAT ATC tca caa cac gcg gta gag | EcoRV
CyaB-Start-V-s GGT ACC atg gta aag ctt gac tcg Kpnl
CyaB-Start-M2-s GGT ACC atg agt tcc tcc age ccc ¢ Kpnl
CyaB-Stop-as GTC GAC tca caa cac gcg gta gag Sall
Verktirzungen
CyaB-FAR-s gc GGA TCC ttc gecg cgc tac acg tcc BamHlI
CyaB-DTV-s ag GGA TCC gac acg gtg gtg ctc acc | BamHlI
CyaB-GEK-s tg GGA TCC ggc gag aag cgc gag gtg | BamHI
CyaB-VTV-s ag GGA TCC gtg acg gtg ctc ttc gcg BamHI
CyaB-as gcc tca caa cac gcg gta gag
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Name

Sequenz

Schnittstelle

weitere Konstrukte

Stig-ParaE-TPR-as

CTG TIT CGA AGG CGG CAG GTC
GTC GGC CTC CAT CTC cac gcg gta

gag cgg

Sful

Stig-ParaM-TPR-as

CTC TTT CGA AGG CGG CAG GTC
GTC GGC CTC CAT caa cac gcg gta

gag cgg

Sful

Stig-Ana-TPR-as

ATC TAG AGG AGT ACT GCG ATC
GCT caa cac gcg gta gag cgg

Xbal

CyaB-8-AP-s

ttc acC ggT ttg gcc gag agc ctc ccc gag
cag gtg gtg ggt

PinAl

CyaB-8-AP-as

caa Acc Ggt gaa gtt gcg gat gtc cgc

PinAl

2.4.2 Mycobakterium tuberculosis:

Tab. 2-2. Primer fiir Mycobakterium tuberculosis:

Name

Sequenz

Schnittstelle

Verklirzungen/Holoenzyme

Rv1318c-s

gcg cgc caa ccg gtc gca ccc gac

Rv1318c-GEE-s

C ggc gaa gaa cgc cac gtc gcc

Rv1318c-Mfel-as gct ggt cac caa ttg cgt cga gcc Mfel
Rv1318c-Kpnl-s ttc ggg gtg gta ccg ggc tat gtc Kpnl
Rv1318c-Kpnl-as gac ata gcc cgg tac cac ccc gaa Kpnl
Rv1318c-as gat ggg gtc gtc gtg ggt tcg ggc

Rv1319c-s att tac cgt ggg gcg cat ccg aca

Rv1319¢c-GED-s C ggc gaa gac cgc cac gcc gce
Rv1319c-BspMl-as cac gtg ggc ggc agg ttg gtt gtc BspMI
Rv1319c-EcoRV-s att ctg tgg gat atc ggc ggg gcg EcoRV
Rv1319c-EcoRV-as cgc ccc gee gat atc cca cag aat EcoRV

Rv1319c-as

ttg gcg cgc tcg tgt tgt ttg ccc

Rv1320c-s

cgc gca acg acg ttg ttc ctt aga

Rv1320c-GEE-s

C ggc gaa gag cgc cat gtc gcc
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Name Sequenz Schnittstelle
Rv1320c-Mfel-as gct ggt gac caa ttg agt tga acc Mfel
Rv1320c-Sacll-s ttg ttt atc ccg cqgq ttc ctg tit Sacll
Rv1320c-Sacll-as aaa cag gaa ccg cgg gat aaa caa Sacll
Rv1320c-as ctt ttt cgc cgg cat ggt ggc gtc
Rv3645-s atc agc gtt cgt ttc gcg aca att
Rv3645-GQE-s ¢ ggt cag gaa cgc gac gtc gcg
Rv3645-Sty-as cgc ggc gtc gec ttg gaa cit gtt Styl
Rv3645-PinAl-s’ gat ctg cca ccg gtc aac cta ctg PinAl
Rv3645-PinAl-as’ cag tag gtt gac cgg tgg cag atc PinAl
Rv3645-as gcc ggc gaa gaa ggc agc caa gcg
Rv1318c-Start-s AA AGA TCT atg tcg gcc aag aag agc | Bglll
Rv1319c-Start-s AA GGA TCC atg ccg gcg aaa aag acc | BamHlI
Rv1320c-Start-s AA GGA TCC atg cca tcc gag aag gcc | BamHlI
Rv 3645-Start-s AA AGA TCT atg gat gcc gag gcg ttc Balll
Rv3645-T473D-s gcc cgc ttc gaA tac GAc gtc atc ggc Sful
Rv3645-T473D-as gcc gat gac gTC gta Ttc gaa gcg ggce Sful
Rv3645-T473A-s gcc cgc ttc gaA tac Gece gtc atc gee Sful
Rv3645-T473A-as gcc gat gac ggC gta Ttc gaa gcg ggc Sful
HAMP Doméne
Rv1319¢c-HAMP-s GGA TCC ctg acg gcg gcg ccg gtg BamHlI
Rv1319cHAMPBglll-s cgc gtg cgA gaT ctt ttc ggc cge Balll
Rv1319cHAMPBglll-as gcg gce gaa aag Atc Tcg cac gecg Bglll
Rv1319c-Hindlll-as TTT AAG CTT GGC tta ggt ggg cac ggc | Hindlll
Rv3645-HAMP-s GGA TCC tcg atc gcc gac ccg tta BamHI
Rv3645-HAMPBglll-s cgg ttg cgA_gaT Ctg ttc ggt cgc Bglll
Rv3645-HAMPBqglll-as gcg acc gaa caG Atc Tcg caa ccg Balll
Rv3645-Hindlll-as TTT AAG CTT CGA cta gcc gcg tac ttc | Hindlll
Rv3645mutHAMP-s AAA GGA TCC tcg ACC gcc gac ccg BamHlI
AAT cgc cag ttg cgc tgg gcg cta agc
gag TCG cag
Rv3645mutHAMP-as gaa caG Atc Tcg caa ccg ctg ccg ctc Bglll

" Im Laborjournal auch als Rv3645-Agel-s/-as bezeichnet.
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Name

Sequenz

Schnittstelle

gga cag ctc gcg ATT cat gtc gtt gGa

gcc ggce ttg ATT cag
Rv1319cmutHAMP-s AAA GGA TCC ctg acg gcg gcg ccg BamHlI
AAT cga gtg gtg cgc gct gcg ctc aag cgt
TCG gag
Rv1319cmutHAMP-as gaa aag Atc Tcg cac gcg ttc geg ctc geg | Balll
cag gcc gtt ATT cat cgc gtt gGa acc acg
ctg ATT ctc
Rv1319cmutHAMPHolo-s |tcc ctg acC gcg gcg ccg AAT Sacll
Rv1319cmutHAMPHolo-as | cgg cgc cgc Ggt cag cca agc aag Sacll
Rv3645mutHAMPHolo-s | gga tcc gtc GAc acc ctg ttg gtg gcc atg | Sall
tcg AAC gcc gac ccg AAT
Rv3645mutHAMPHolo-as |cca cag ggt gTC gac gga tcc gat Sall
verbundene ACn
Rv1319c¢/18c-Sacl-s aca cga gcT cgc caa ccg gtc gca ccc Sacl
gac tct tcg aca aac Cag tct gac
Rv1319c¢/18c-Sacl-as cgg ttg gcg Agc tcg tgt tgt ttg ccc gge Sacl
ttG ggt ggg
Rv1320c¢/19c-Sacl-s tac cgt ggA gcT cat ccg aca gat Cag gct | Sacl
gac
Rv1320c/19c-Sacl-as gtc agc ctG atc tgt cgg atg Agc Tcc acg | Sacl

gta

2.5 Puffer und Lésungen

2.51

... flir molekularbiologische Methoden

2.5.1.1 Losungen zum Auftrennen, Reinigen und Lagern von DNA

BX Probenpuffer (fir Agarosegele):

1x  TAE Puffer
5 % Glycerol
0,5 % Xylencyanol

1,34 M Tris

TBE Puffer (10x; fur Li-Cor):

440 mM Borsaure
25 mM Na,EDTA

0,5 % Bromphenolblau
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TAE Puffer: TE Puffer:
40 mM Tris/Acetat, pH 8,0 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
1 mM Na,EDTA 1 mM Na,EDTA

2.5.1.2 Losungen zur Modifikation und Transfektion von DNA

10x CM: dNTPs:
100 mM CaCl; 20 mM je dNTP
100 mM MgCl,
10x Dephosphorylierungspuffer: 10x Klenowpuffer:
500 mM Tris/HCI, pH8,5 200 mM Tris/HCI, pH 7,9
1 mM NaEDTA 60 mM MgCl;
10 mM Dithiothreitol

5 ug/ul BSA

2.5.2 ... fur proteinchemische Methoden

2.5.2.1 fur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Trenngelpuffer: Sammelgelpuffer:
1,5 M Tris/HCI pH 8,8 500 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,4 % SDS
Laufpuffer 4x Probenpuffer
25 mM Tris 130 mM Tris/HCI, pH 6,8
192 mM Glycin 10 % SDS
0,1 % SDS 2 % Lithiumdodecylsulfat

10 % [B-Mercaptoethanol
20 % Gilycerol
0,03 % Bromphenolblau

Coomassie Farbelosung Entfarber
0,2 % Brilliant Blue G250 10 % Essigsaure
40 % Methanol 30 % Ethanol
1 % Essigsaure ad 100 % Wasser

ad 100 % Wasser
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2.5.2.2 Westernblotting

TBS Puffer (tris buffered saline)

20 mM Tris/HCI, pH 7,6
~0,8 % NaCl

Towbin-Blot-Puffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

2.5.2.3 Puffer fiir die Ni**-NTA Reinigung

Lysispuffer P2:

50 mM Tris/HCI; pH 8
2,5 mM Thioglycerol
50 mM NaCl

Waschpuffer:

P3:
50 mM Tris/HCI; pH 8
2,5 mM Thioglycerol
2 mM MgCl;
400 mM NaCl
5 mM Imidazol

P5:
50 mM Tris/HCI; pH 8
2,5 mM Thioglycerol
2 mM MgCl,
10 mM NacCl
15 mM Imidazol

2.5.2.4 Puffer fur die Kristallisierung:

Dialysepuffer :

10 mM Tris/HCI pH 8
2,5 mM Thioglycerol
2 mM MgCl;

M-TBS (-T)

5 % Milchpulver (fettfrei)
0,1 % Tween 20 (fur einen
geringeren Hintergrund)
in TBS Puffer

TBS-T

0,1 % Tween 20
in TBS Puffer

P4:
50 mM Tris/HCI; pH 8
2,5 mM Thioglycerol
2 mM MgCl;
400 mM NacC |
15 mM Imidazol

Elutionspuffer P6:
50 mM Tris/HCI; pH 8
2,5 mM Thioglycerol
2 mM MgCl,
10 mM NacCl
150 mM Imidazol
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2.5.2.5 Puffer fur die Antikorperproduktion und —-reinigung

HEPES-Puffer:

50 mM HEPES/NaOH, pH 7,4

2,5 mM Thioglycerol
3 mM MgCl,
10 mM NaCl

PBS (phosphate buffered saline):

8 g/L NaCl
0,2 g/L KCI
0,14 g/L NayHPO4
2,4 g/L KHyPO4
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

2.5.3 Ldsungen fir den Adenylat- und Guanylat-Assay

Membransuspensionspuffer

50 mM Tris/HCI, pH 7,5
2,5 mM Thioglycerol
250 mM NaCl

20 % Glycerol

10x Start fur AC Assay

750 uM ATP
inkl. ~4x10° Bg/ml [0-*?P]-ATP

1,5x AC Stoppuffer
3 mM cAMP
1,5 % SDS
2x AC Cocktail
43,5 % Glycerol

100 mM Tris/HCI pH 7,5 bzw. 8,1

4 mM cAMP

(inkl. ~300 Bg/ml [2'8"-*H]-cAMP

4 mM MnCl,
oder 20 mM MgCl;

10x Start fir GC Assay

750 M GTP
inkl. ~4x10° Bg/ml [0->?P]-GTP

1,5x GC Stoppuffer
2 % SDS

2x GC Cocktail

43,5 % Glycerol
100 mM Tris/HCI pH 7,5
4 mM cGMP
(inkl. ~300 Bg/ml [2’8’-3H]-cGMP
4 mM MnCl,
oder 20 mM MgCl;

bei Zellhomogenaten oder Membranpraparationen zusatzlich im Cocktail:

0,45 mg/2 ml Kreatinkinase
6 mM Kreatinphosphat

2.5.4 Medien fur E. coli

LB Medium
20 g/l LB Broth

LB Plattenagar
35 g/l LB Broth

20

0,45 mg/2 ml Kreatinkinase
6 mM Kreatinphosphat

LB Medium oder Plattenagar mit Antibiotika

100 pg/ml Ampicillin

und/oder 50 pug/ml Kanamycin
und/oder 10 pg/ml Tetracyclin
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3 Methoden

3.1 Gentechnologische Methoden

3.1.1 Minipraparation (Miniprep)

E. coli aus 5 ml Uber Nacht gewachsener Kulturen wurden durch Zentrifugation
(~14.000 g, 10 sec) gesammelt. Die Plasmide wurden nach den Anweisungen des
verwendeten ,Wizard Plus SV Plasmid Purification Kits“ aus dem Zellniederschlag

isoliert. Anschlief3end erfolgte die Elution der Plasmide mit 100 pl sterilem Wasser.

3.1.2 Auftrennung von DNA uber Agarosegele

Die Auftrennung der DNA nach ihrer Grofle erfolgte Uber eine horizontale
Elektrophorese (mit 80-105 V) durch ein Agarosegel, mit einer Konzentration von 1-2
% je nach GroRe der zu trennenden DNA Fragmente. Dabei fand TAE als
Elektrolysepuffer Verwendung. pBluescript SK-, Mspl / Sspl geschnitten, und EcoRV
/ Hindlll geschnittene A-DNA dienten als Marker. Nach dem Lauf wurde das Gel fur
0,5-2 min in einem Ethidiumbromidbad (0,01 mg/ml) gefarbt und zur
Hintergrundentfarbung noch weitere 10 min laufen gelassen. Ein Videoprinter

dokumentierte das Ergebnis mit UV-Licht von 302 nm.

3.1.3 Konzentration von DNA und Reinigung aus Agarosegelen

Aus dem Agarosegel wurde die gewiunschte Bande mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die DNA wurde nach den Anweisungen des verwendeten
,2Nucleotrap“-Kits gereinigt. Die Elution erfolgte mit 30 pl sterilem Wasser.

Eine zweite Prozedur desselben Kits lie eine Konzentration der DNA mit

gleichzeitiger Reinigung aus Reaktionsansatzen zu.

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Ein Vergleich der erhaltenen DNA-Banden mit der Markerbande entsprechender

Grolde lield auf ihre Konzentration schlief3en.

3.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit spezifischen synthetisch hergestellten Primern durchgefihrt. Die
(Primeranlagerungs-) Annealingtemperatur wurde anhand der ersten 18 durchgangig

bindenden Basen nach folgender Formel berechnet:
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2x (A+T) + 4x (G+C) = Ty

Der wegen der verwendeten Pfu-DNA-Polymerase auf Eis angesetzte

Reaktionsansatz von 50 pul enthielt:

1-10 ng Plasmid DNA
0,5 uM Primer
200 uM dNTPs
1,5U Pfu-DNA-Polymerase
'/10 Gesamtvolumen 10x Pfu-PCR-Puffer
5% DMSO

Typisches Reaktionstemperaturprofil einer PCR:

Phase Temperatur Dauer Cyclen
erste Denaturierung 95 °C 5 min
Denaturierung 95 °C 1 min
Annealing Ta[°C] 1 min C 30x
Verlangerung (2min/1kb) 72 °C 2 min

Auffallung 72 °C 5 min

Die PCR Produkte wurden aus ihrem Reaktionsansatz konzentriert, phosphoryliert
und Uber ein Agarosegel getrennt und nach Reinigung in den pBluescript SK-
kloniert. Wurde mit der Tag-DNA-Polymerase gearbeitet, mufdte das Produkt zuerst

geblunted werden.

3.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Ein beispielhafter Kontrollverdauansatz enthielt 3 pl (100-1000 ng) Plasmid-DNA und
0,2-0,5 pl (1-2 U) pro Restriktionsenzym in 10 pl Gesamtvolumen mit der
entsprechenden Menge an Reaktionspuffer. Zusatz von BSA (5 ug/10 ul) stabilisierte
die Enzyme. Die Restriktionsenzyme und deren Puffer wurden nach

Herstellerangaben verwendet. Die Reaktionszeit betrug 45-60 min.

3.1.7 Glatten (blunten) von uberhangenden DNA-Enden

Mit Hilfe des ,Klenow“-Fragments der DNA Polymerase | wurden 5’-Uberhénge des

Doppelstranges aufgefiillt und 3’-Uberhdnge abverdaut. Der Reaktionsansatz wurde
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entsprechend den Herstellerangaben angesetzt. Dabei wurden pro 10 pl 1 ul 10x
Klenowpuffer mit BSA, 0,8 U Klenowenzym, 7,5 ul (100-1000 ng) DNA und nach 10
min Reaktionszeit bei 37 °C 1 yl 1mM dNTPs (je 1 mM G-/A-/T- und CTP) zugesetzt.

3.1.8 5°-DNA Phosphorylierung von PCR Produkten

Zur Ligation von PCR Produkten mul3ten diese am 5-Ende mit der T4-
Polynucleotidkinase phosphoryliert werden. 15 ul (100-1000 ng) DNA oder
Klenowansatz wurden mit 10 U Enzym, 2 pl 10 mM ATP und 1,5 pl 10x
Reaktionspuffer versetzt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert.

3.1.9 5°-DNA Dephosphorylierung von Vektoren

Damit die Religation der geschnittenen Vektoren verhindert wird, wurden diese nach
oder wahrend des Restriktionsverdaues mit alkalischer Phosphatase (AP)
dephosphoryliert. Dazu wurde der Restriktionsansatz auf 20 pl inklusive
entsprechender Menge an AP-Puffer und 1 U AP verdinnt. Die Inkubation erfolgte
bei 37 °C fur 1 h.

War der Restriktionspuffer basisch genug (pH =8), so genlgte es, dem Ansatz nur

die AP zuzugeben.

3.1.10 Ligation von DNA
Fir die Ligation wurde das gewlinschte molare Ligationsverhaltnis von PCR/DNA-

Fragment (Insert) zu Vektor (Ublicherweise 3:1 bis 5:1, hier 1:1) per Abschatzung der
Bandenstarke im Agarosegel ermittelt (Ublicherweise gegen die Markerbanden).

Da in gleichhellen Banden kleinerer Fragmente mehr Molektle vorliegen, mul3 nur
ein dementsprechender Bruchteil (Verhaltnisfaktor) verwendet werden. Dieser wird
aus den Grofienunterschieden der Fragmente berechnet.

FUr eine optimale Ligation sollten 50 ng Vektor eingesetzt werden.

Beispiel:
GroBe abgeschatzte errechnete Verhaltnisfaktor eingesetzt:
[bp] Menge im Konz. (nach (hier fur 1:1)  ng damit pl
Gel [ng] Nucleotrap)
[ng/pl]
Insert ~ 200 210 7 15 33905
Vektor ~3000 1000 33,3 ' 50> 1,5
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Fur die Ligation wurde der ,Rapid-DNA-Ligation Kit“ verwendet. Die Ligation wurde
nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Das in der Kit-Anleitung geforderte Volumen
von 8 pl fur die gesamte eingesetzte DNA (50-100 ng) wurde durch Zusatz von
sterilem Wasser oder Konzentrierung in der Speedvac erreicht. Die Ligationsdauer
betrug meist 20 min, bei komplizierten Ligationen (Tripelligationen) auch langer. 10 ul
des fertig ligierten Ansatzes wurden dann mit 100 pl gerade auftauender
kompetenter Zellen vorsichtig vermischt.

3.1.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung wurde mit dem ,Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing
Kit“ nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Ein typischer Reaktionsansatz enthielt 10 pl (~500 ng) Plasmid, 1,5 pl T7- oder Ts-
Primer [2 uM] (fur pBluescript SK-) bzw. 2 ul [4 uM] U- oder R-Primer (fur pQE) und
0,5 pl DMSO. Mit sterilem Wasser wurde auf 13 ul aufgefullt. Davon wurden 3 pl mit
je 2 ul vorgelegtem G-/A-/T- oder C-Reagenz durch Pipettieren vermischt. Die
Uberschichtung mit 1 Tropfen ,Chill out Wax* verhinderte das Verdampfen (war aber

bei geschlossenem Heizdeckel des Thermocyclers nicht unbedingt notwendig).

Die Sequenzierreaktion verlief nach folgendem Programm:

Phase Temperatur Dauer Cyclen
erste Denaturierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 20 sec
Annealing Ta[°C] 20 sec  30x
Verlangerung (2min/1kb) 70 °C 20 sec

Die Annealingtemperatur betrug fur die T3-/T7-Primer 56 °C und fir die U-/R-Primer
54 °C. Der Ansatz wurde mit 6 ul Stoppuffer denaturiert. Jeweils 1-1,3 ul wurden auf
das 6 %ige Polyacrylamidgel aufgetragen und Uber Nacht bei 50 °C mit 50 W

Leistung (max. 1500 V, max. 37 mA; nach Herstellerangaben) sequenziert.
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3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Herstellung kompetenter E. coli — Zellen

Wenn E. coli nach spezieller Behandlung Plasmide aufnehmen, sie werden

kompetent. Die genaue Ursache fur dieses Phanomen ist weitgehend unbekannt.

Mit 200 pl Vorkultur/100 ml frischem Medium angeimpfte E. coli wurden bei 37 °C bis
auf eine Agoo von 0,3 bis 0,4 gezlchtet. Nach Abkuhlung auf 4 °C (ca. 10 min auf
Eiswasser) wurden die Zellen bei ~1000 g fur 15 min abzentrifugiert (alles bei 4
°C/Eis). Die vorsichtige Resuspendierung erfolgte mit 50 ml 100 yM kalter CaCl,-
Losung. Nach 20 min Einwirkzeit wurde wie oben zentrifugiert. Der erhaltene
Zellkuchen wurde in 10 ml CaCl, mit 20 % Glycerol resuspendiert und >2 h (max. 4-6
h) auf Eis inkubiert. 100 ul Aliquots wurden bei —80 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

3.2.2 Transformation kompetenter E. coli — Zellen

Die kompetenten E. coli Zellen werden durch Aufnahme resistenzvermittelnder
Plasmide, die auch die zu vervielfaltigende oder zu exprimierende DNA enthalten, in

den Zustand versetzt, in antibiotikahaltigem Medium zu wachsen.

Hierzu gab man 10 pl des Ligationsansatzes (evil. mit 10 pyl 10x CM-Puffer und
Wasser zu 100yl vermischt) zu den kompetenten Zellen. Nach 20 min auf Eis, 45 sec
42 °C Hitzeschock und weiteren 10 min auf Eis wurden 500 ul LB Medium
zugegeben und 30 min (bis max. 120 min) bei 37 °C inkubiert. 250 uyl wurden dann
auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausgestrichen, der Rest in eine 5 ml
Flussigkultur (ebenfalls mit Antibiotika) gegeben. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht
bei 37 °C.

Fir eine Schnelltransformation mit intaktem Plasmid gentigt es, 0,5 pl Plamidlésung
auf 100 pl kompetente Zellen zu geben, oder die kompetenten Zellen in die ehemals
plasmidenthaltenden Epicups zu uberfuhren. Nach 5-15 min Inkubation auf Eis

wurden 10 ul auf antibiotikahaltigen LB-Platten ausgestrichen und wie oben inkubiert.
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3.2.3 Herstellung von Dauerkulturen

Kulturen mit wichtigen Konstrukten wurden als Glyceroldauerkultur bei —80 °C

gelagert, um kurzfristig an Plasmid- oder Proteinpraparationen gelangen zu kénnen.

Die Zellen von 2x 1,5 ml Kultur wurden durch Zentrifugation (10 sec bei 14.000 g)
gesammelt und in 750 pl frischem LB-Medium resuspendiert. Sofort nach Zugabe

von 250 ul Glycerol werden die Dauerkulturen bei —80 °C eingefroren.

3.2.4 Blau-WeiB-Screen
Die MCS des pBluescript SK- liegt innerhalb des lacZ Genes, das fur die

Komplementierung der B-Galactosidase der E. coli bendtigt wird. Ein einkloniertes
DNA Fragment zerstort das lacZ Gen, das Protein kann nicht gebildet werden und
die Umsetzung von X-Gal zu einem blauen Farbstoff bei gleichzeitiger Induktion mit
IPTG wird unterbunden. Nur Zellen mit intakter leerer Vektor-MCS bilden blaue
Kolonien auf LB-Agarplatten. Weile Zellkolonien enthalten das gewlnschte DNA

Fragment.

FUr den Test trug man auf eine vorgetrocknete LB-Agarplatte je 40 ul 100 mM IPTG
und 2 % X-Gal auf und lie® sie trocknen. Darauf wurden dann die transformierten
Zellen ausgestrichen. Nach Inkubation Uber Nacht bei 37 °C werden die weil’en

Kolonien gepickt.
3.3 Proteinchemische Methoden

3.3.1 Proteinexpression

LB-Vorkulturen wurden mit E. coli BL21(DE3)[pREP4] Dauerkulturen des
gewunschten Konstrukts angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C angezogen. Je 200 ml
Expressionskulturen desselben Mediums impfte man mit je 10 ml Vorkultur an und
lie® bei 30 °C bis Asoo = 0,5 anwachsen. Nach Induktion mit 30 (-1000) uM IPTG
wurde bei RT (wenn einstellbar: 21,5 °C) Uber drei Stunden exprimiert.

Die Ernte erfolgte Uber eine funfzehnmindtige Zentrifugation bei ~4000 g. Die Zellen
wurden mit 10 ml kaltem Zellwaschpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,0 mit 1 mM EDTA)
resuspendiert und in 50 ml Falcons Uberflhrt. Diese wurden bei ~2000 g fir 20 min
zentrifugiert. Nach vorsichtigem Abgiefen des klaren Uberstandes wurden die Zellen

bei —80 °C eingefroren und zur weiteren Verwendung gelagert.
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3.3.2 Zellhomogenat

Frische oder aufgetaute Zellen wurden in 1 ml 50 mM Tris/HCI, pH 7,5 resuspendiert.
Zur Lyse wurden die Zellen 3 mal 10 sec bei 4 °C mit Ultraschall, Stufe 4-5
behandelt. Sollte noch zwischen Uberstand und Niederschlag unterschieden werden,
schloR sich eine Zentrifugation bei 14.000 g fiir 20 min bei 4 °C an. Der Uberstand

wurde vorsichtig abpipettiert.

3.3.3 Proteinreinigung

Die Zellen wurden in 25 ml Puffer P2 auf Eis (wie die ganze Reinigung) suspendiert.
Durch zweimaliges Durchdrucken durch die French Press mit 1000 psi (= 60 atm)
wurden sie aufgeschlossen (einmal genugt ebenfalls). An 30 min Zentrifugation bei
31.000 g schloR sich die Aufreinigung des Uberstandes an. Dieser wurde mit 250
mM NaCl und 200 pl Ni**-NTA pro 200 ml Kultur (max. 500 pl bei GroRansatzen)
versetzt und 30-60 min auf Eis im liegenden 50 ml Falcontube geschuttelt. Waschen
erfolgte mit je 3 ml Puffer P3, P4 und P5 indem das jeweilige Volumen langsam
durch Miniprep-Saulen mit Hilfe von 10 ml Spritzen gedrtickt wurde. Die Elution
erfolgte ebenso, aber diesmal sehr langsam (1 Tropfen/ 20 sec) mit 200-600 pl
Puffer P6. Anschliellend lagerten die Konstrukte der mycobakteriellen ACn mit 20 %
Glycerol bei —20 °C, die von cyaB8 dagegen bei 4 °C im Kuhlschrank.

Der Wechsel von Ultraschall zur French Press brachte einen dreifachen

Ertragsgewinn (von ~2 ug/ul Protein auf 5-6 pg/ul).

3.3.4 Membranpraparation (mit Solubilisierung)

Die gesamte Praparation wurde bei 4 °C durchgefuhrt. Nach dem Aufschluf® durch
die French-Press schlo3 sich eine Zentrifugation bei 3000 g fir 30 min an. Der
Uberstand wurde bei 100.000 g fiir 1 h zentrifugiert. Der Niederschlag wurde in 1 ml

Membransuspensionspuffer resuspendiert und davon 20 pl in den Test eingesetzt.

Sollte eine Solubilisierung stattfinden, wurden 25 ml Suspension mit der
entsprechenden Menge an Detergenzlésung versetzt und fir 1 h im 50 ml Falcon auf
Eis liegend geschuttelt. Danach schlof sich eine zweite Ultrazentrifugation (wie

oben) an. Nach Zugabe von 400 pl Ni®-NTA zum Uberstand wurde {iber Nacht auf
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Eis gebunden. Die anschlielliende Reinigung verlief wie bei 3.3.3 allerdings mit je 6
ml Puffer. Eluiert wurde mit 800 ul Puffer P6.

Fir die ausschliel3liche Messung des Detergenzeinflusses wurde nach 1 h Schutteln
mit Detergenz bei ca. 48.000 g fir 30 min zentrifugiert und Uberstand und
Niederschlag enzymatisch vermessen.

Die AC-Assays wurden mit regenerierendem System durchgefuhrt.

3.3.5 BioRad (Bradford) Mikro — Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung eignet sich besonders flur I6sliche Proteine (1-100 ug/ml).
Dabei bildet der Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G250 mit basischen und

aromatischen AAn Komplexe, die bei Asgs photometrisch vermessen werden.

Die Proteinbestimmung wurde nach ,BioRad“-Herstellerangaben durchgefuhrt. 5 pl
Probe wurde mit Wasser zu 800 pl aufgeftllt, 200 ul BioRad Reagenz zugefugt und
gevortext. Nach 5 min wurde gemessen. Als Standard wurde BSA in den Mengen
von 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15 und 20 ug eingesetzt.

3.3.6 MicroBC — Assay
Der MicroBC Assay (fur 1-100 pg/ml) ist sequenzunabhangig und eignet sich deshalb

fur detergenzhaltige L6sungen und Membranprotein. Er beruht auf der Reduktion des
Cu?* zu Cu* durch die Peptidbindungen des Proteinriickgrades. Die Bicinchoninsaure
(BCA) komplexiert das entstandene Cu® mit sehr hoher Spezifitat und bildet einen
purpurfarbenen Komplex, der bei Asg; vermessen wird. Die Reaktion beschleunigt

sich bei erhdhter Temperatur.

Die Ausfihrung wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt, die Ansatze zur
Materialersparnis aber auf das halbe Volumen reduziert. Als Standard wurde BSA

eingesetzt.

3.3.7 Antikorperproduktion gegen Rv3645

Die Antikoérperproduktion wurde von der Firma BioGenes, Berlin, durchgeflhrt. Das
bendtigte Protein (Rv3645HAMPKkat) wurde gereinigt und bei 4 °C gegen HEPES-
Puffer Uber Nacht dialysiert. Das Protein war nicht vollstandig 16slich.
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3.3.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der Apparaturen von Hoefer (s.0.) und nach deren Angaben wurden die
SDS-PAGE Gele gegossen. Die Gelzusammensetzung variierte je nach bendtigter

Geldichte, die sich wiederum nach der erwarteten ProteingrofRe richtete.

Trenngel, pH 8,8 (fiir 2 Gele!)

erwartete
. 36-94 16-68 14-56 12-43
Proteingrofe [kDa]
Trenngeldichte 7,5 % 10 % 12,5 % 15 %
Trenngelpuffer, pH 8,8 3ml 3ml 3ml 3ml
Wasser 6 ml 5ml 4 ml 3 ml
Acrylamid/Bisacrylamid
3 ml 4 ml 5ml 6 ml
(37,5:1)
TEMED 10 pl
APS 10 % 80 ul

Die Zusammensetzung des Sammelgels blieb stets gleich:

Sammelgel pH 6,8 (fiir 2 Gele!):

Sammelgelpuffer, pH 6,8 1 mi

Wasser 2,4 ml

Acrylamid/Bisacrylamid 0,6 ml
(37,5:1)

TEMED 10 pl

APS 10 % 40 pl

Die l6slichen Proteinproben wurden mit unterschiedlichen Mengen 4x SDS
Probenpuffer versetzt. Membranproteine wurden 1:1 mit dem Probenpuffer versetzt
und = 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 14.000 g fur 5 min wurde das

aufzutragende Volumen vorsichtig vom Uberstand abpipettiert.

Als Proteinmarker wurde der Standard von peqlLab verwendet. Vorher war folgendes
selbsthergestelltes Proteingemisch im Einsatz:
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BSA 66/68 kDa
Ovalbumin 45 kDa
GAPDH 36 kDa
Carboanhydrase 29 kDa
Chymotrypsinogen A 25 kDa
Trypsininhibitor 20 kDa
Cytochrom C 12,5 kDa

Die Gele wurden bei 20 mA/Gel und 200 V laufen gelassen. Wenn keine weitere
Verwendung fur einen Western-Blot vorgesehen war, wurden die Gele
unterschiedlich lang (auch Uber Nacht) mit Coomassie Farbelésung gefarbt und

anschliefend entfarbt.

3.3.9 Western-Blot

War die Proteinmenge zu gering um durch Farbungen nachgewiesen zu werden oder
sollte eine spezifische Antikdrperreaktion durchgefiihrt werden, so war der
elektrische Transfer (Blot) des Proteins vom Gel auf eine Membran vonnoten. Hierfur

wurde die , Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell“ verwendet.

Eine PVDF-Membran wurde durch kurzes Einlegen nacheinander in Methanol,
Wasser und fur 20 min in Blotpuffer vorbereitet. Das Gel selbst, sowie die 6 3MM
Whatmanpaper pro Gel wurden ebenfalls 10-20 min in Blotpuffer eingelegt. Alle

Lagen hatten die gleiche Grdlie, damit kein Nebenstrom flieken konnte.

Aufbauend auf der Anode (+) wurden drei Whatmanpaper aufeinander gelegt. Darauf
wurde erst die Membran, dann das Gel plaziert. Den Sandwichaufbau vollendeten
drei weitere Lagen Whatmanpaper und die Kathode (-). Die Blotzeit betrug meist 3 h
bei 25 V und 5 mA/cm?.

Nach Beendigung des Blots wurde das Gel gefarbt, um zurtckgebliebene Proteine
zu identifizieren. Die Membran wurde kurz (1-2 min) in Ponceau S geschuttelt und
vorsichtig mit mdglichst wenig Wasser entfarbt, da die Farbung rasch schwand.
Wenn erkennbar, konnten die Markerbanden mit einem Bleistift oder durch
Punktation markiert werden. Die anschlieRende Prozedur erfolgte bei RT und

leichtem Schwenken auf einem Schuttler mit einem jeweiligen Volumen von 25 ml.
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1h Hintergrundblockierung mit M-TBS

2x 2min mit TBS-T waschen

Inkubation mit primarem AK fir 1 h

2x kurz, 1x 15 min und 2x 5 min waschen TBS-T

Inkubation mit sekundarem AK fir 1 h

o a0 K~ N =

2x kurz, 1x 15 min, 2x 5 min waschen mit TBS-T

Danach wurde die Signaldetektion nach den Anweisungen des verwendeten ,ECL
Plus Western Blot Detection System” durchgefuhrt. Die nach der lichtinduzierenden
Reaktion feuchte Membran wurde auf einer dinnen Kunststoffplatte in
Frischhaltefolie eingewickelt. Danach erfolgte die Belichtung des ,ECL Hyperfiims® je
nach Intensitat des emittierten Lichts zwischen 2 sec und 10 min und die Entwicklung
des Films.

Als primarer Antikérper fand flir den HexaHis-Tag (der N-terminal an allen Proteinen
vorhanden war) der anti-RGS(His)s Antikorper (Maus), fur die HAMPkat-Domane der
anti-Rv3645HAMPkat-Antikorper (Kaninchen) Verwendung. Beide wurden 1:2000 mit
M-TBS verdunnt. Der zweite Antikérper (1:5000 verdinnt) war jeweils ein Ziege
gegen Maus bzw. Ziege gegen Kaninchen Antikorper, beide gegen den Fc-Teil des

primaren Antikorpers gerichtet und an Meerettichperoxidase gekoppelt.

3.3.10 Kristallisierung
Gereinigtes Protein (ca. 600 ul) wurde bei 4 °C fur 1-2 h oder u. N. gegen 500 ml

Dialysepuffer  dialysiert. Die Proteinkonzentrierung erfolgte Uber eine
Konzentrationssaule fur Eppendorfgefalle (Ausschlufdgroe: 10 kDa) in der
Zentrifuge bei 4 °C und max. 10.000 g (,soft start

& StOp“) fur Jewe”S 2-1 5 min b|S zur Deckg|éschen

gewlnschten Konzentration. Die Lagerung / (silanisiert)

erfolgte mit 10 % Glycerol bei —20 °C. Ny hiingender

Je 1 pl Kristallisationspuffer (,Crystal Screen®) Tropfen (~2 i)

und Protein wurden mittig auf einem silanisierten \— Vertiefung einer
.. . . 24-Well Platte

Deckglaschen zu einem Tropfen gemischt. (Rand gefettet)

Dieses verschlo umgedreht eine Vertiefung
Pufferreservoir

einer 24-Well Platte mit 500 pl gleichen (500 pl)
Kristallisationspuffers (Abb. 3-1).

Abb. 3-1. Methode: ,,Hiangender Tropfen®.
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3.4 Adenylatcyclase Enzymtest (AC-Assay)

Die Enzymtests auf Adenylatcyclase- und Guanylatcyclaseaktivitat entsprechen sich
weitgehend. Unterschiede bestehen nur in der Art der verwendeten Substrate und
internen Standards, sowie in der Flllmenge der Saulen mit der jeweiligen Matrix bzw.
den daraus resultierenden Anwendungsvolumina. Hier wird beispielhaft der fast

ausschlieRlich durchgefiihrte AC-Assay beschrieben. Grundlage des Assays ist:>°.

Far den Test wurden das Protein (mit Wasser ad 40 pl), zusammen mit dem AC-
Cocktail (50 pl), der alle fir den Test erforderlichen Substanzen inklusive des
internen Standards [2’,8’—3H]-CAMP fur die Saulenausbeute aber kein ATP enthielt,
auf Eis vorgelegt (zusammen 90 pl). Die Reaktion wurde mit 10 yl AC-Startlésung in
Gang gesetzt und fur meist 10 min bei 30 oder 37 °C inkubiert. Durch die Reaktion
wurde das ATP (das einem Bruchteil an radioaktiv markiertem [0->?P]-ATP enthielt)
in 3’,5-cAMP umgesetzt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktion mit 150
Ml AC-Stoppuffer beendet und mit Wasser auf 1 ml aufgeflllt. Die Proben wurden
dann auf Dowexsaulen (geflullt mit 1,2 g Dowex 50WX4-400), die den cAMP-
Durchlauf verzogerten, aufgetragen. Nach Einsickern wurde mit 3 ml Wasser gespult.
Die Elution erfolgte mit 5 ml Wasser auf Aluminiumoxidsaulen (gefullt mit 1 g
Aluminiumoxid 90 aktiv, neutral), die das cAMP banden. Das cAMP wurde
unmittelbar mit 4 ml 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5 in die Szintillatorgefalte mit vorgelegten 4
ml Ultima Gold XR Szintillator eluiert.

Die Aktivitaten wurden berechnet nach Anhang 7.1.

Die Regeneration der Dowexsaulen erfolgte mit 1x 5 ml 2 M HCl und 1x 10 ml und 1x
5 ml Wasser bei den Dowexsaulen. Die Aluminiumoxidsaulen wurden mit 2x 5 ml 0,1
M Tris/HCI, pH 7,5 regeneriert.

Wenn nicht anders angegeben wurde flr cyaB-Konstrukte bei 30 °C, pH 7,5, bei
Konstrukten der ACn von M. tuberculosis bei 37 °C und pH 8,1 getestet. Um der
alkalischen Braunsteinbildung vorzubeugen, wurde der Cocktail erst unmittelbar vor
Testbeginn zugegeben und der Test rasch durchgefihrt. Als erfolgreich hat sich auch
die Zugabe des MnCl; in die AC-Startlésung bewahrt.

Die pH-Werte der Puffer wurden alle bei RT bestimmt und fur Tris/HCI auf die

jeweilige Temperatur berechnet (nach Sigma-Aldrich Katalog).
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Werte wurden dann verwendet, wenn der doppelte Blindwert Uberschritten war. Als
Negativkontrolle diente der leere Expressionsvektor pQE, die Positivkontrolle wurde
von einem aktiven bekannten Enzym oder Konstrukt gestellt. Dabei fand die
Expression und Reinigung der Negativprobe unter denselben Bedingungen statt. Im
Verlauf der Arbeit wird die Negativkontrolle als pQE bezeichnet. Wurden
Zellhomogenate oder Membransuspensionen getestet, so wurde zum
Reaktionsansatz als regenerierendes System Kreatinphosphat und Kreatinkinase
zugegeben.

Schwankungen in den gemessenen Aktivitaten konnten durch Uberalterten
Szintillator hervorgerufen worden sein. Der lichtempfindliche Szintillator wurde in
braunen Flaschen geliefert und war schon seit Jahren abgelaufen. Dieser Einfluf3

machte sich besonders bei hoheren Aktivitaten bemerkbar.

3.5 computergestiitzte Untersuchungen

Hier werden nur wichtige system- und gerateunabhangige Untersuchungsprogramme

aufgefuhrt. FUr die Internetadressen siehe Anhang 7.6.

Lokale Sequenzuntersuchungen wurden mit dem Softwarepaket ,DNA Star” von
Lasergene durchgefuhrt.

Als Datenbank fir Protein- und die zugehdérigen DNA-Sequenzen wurde sowohl die
SWISSPROT Datenbank’, als auch die des Sanger Zentrum (Projekt Mycobakterium
tuberculosis) verwendet. Die SWISS-PROT Accession Numbers der bearbeiteten
Enzyme sind in Anhang 7.5 angegeben.

Die Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des SMART-Programms®**" des EMBL
Heidelbergs analysiert. Hier befinden sich auch Links fur weitere Informationen und
Alignmentmadglichkeiten der ausgewahlten Domanen.

Sequenzvergleiche auf DNA und Proteinebene wurden mit dem BLAST-Search des
NCBI durchgefiihrt®®%.
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3.6 Klonierungsarbeiten

In diesem Kapitel werden die Klonierungen der Konstrukte dieser Arbeit besprochen.

Weitere Angaben zu den Konstrukten finden sich im Ergebnisteil.

Die Konstrukte wurden alle per PCR mit den entsprechenden Primern amplifiziert.
Nach Aufreinigung der PCR-Fragmente durch Entsalzung mit Nucleotrap mit oder
ohne vorherige Trennung Uber eine Agarose-Gelelektrophorese wurden die Enden
geglattet, phosphoryliert und in den EcoRV geschnittenen, dephosphorylierten
pBluescript SK- Vektor kloniert. Sie wurden in XL-1 Blue Zellen amplifiziert und die
Sequenz wurde durch Sequenzierung der Miniprep kontrolliert. Mit der ,richtigen®
Orientierung ist diejenige gemeint, bei der im pBluescript SK- die BamHI-Schnittstelle
am 5 Ende und die Hindlll-Schnittstelle am 3’ Ende des einklonierten Fragments
liegt.

Danach erfolgte ein Zusammenbau im pBluescript mit anderen Sequenzfragmenten
zum vollstandigen Gen. Dazu wurden die Einzelsequenzen per Restriktionsverdau
aus dem Vektor herausgeschnitten und in gewiunschter Kombination ligiert und
kloniert (Details s.u.).

Das Endprodukt wurde schlie3lich durch einen BamHI-HindllI-Verdau ausgeschnitten
und in pQE 30 umkloniert. In der Regel wurden die Sequenzen der fertigen
Konstrukte durch eine Sequenzierung kontrolliert.

Die Klonierung und Expression brachte es mit sich, dal alle Konstrukte N-terminal
mit MRGSHGS... (dem HIS-Tag) gefolgt von der eigentlichen Sequenz beginnen.

Das zweite GS stellt hierbei die BamHI Klonierungsschnittstelle dar.

3.6.1 Stigmatella aurantiaca

Alle Konstrukte dieser AC wurden vom Gen des Holoenzyms cyaB angefertigt, das
von O. Sismeiro (Institut Pasteur, Paris) dankenswerterweise zur Verfligung gestellt
wurde. Es lag kloniert in der Sacll Schnittstelle des pBluescript SK+ Vektors vor.

Es handelt sich um das Gen ,SCYAB*“ (NCBI Acc. No. AJ223795). Die codierende
Region wird mit 872-1930 bp angegeben. Die NCBI Acc. No. CAA11548 gehort zum
darin codierten Protein. Die bp Angaben der Klonierungen beziehen sich auf den
Codonstart der SCYAB (cyaB) (Abb. 4-2).
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3.6.1.1 Holoenzyme
cyaB

Das cyaB Holoenzym (4.1.1) wurde mit den Primern CyaB-Start-s und CyaB-stop-as
(beide mit EcoRV) amplifiziert. Das erhaltene Produkt entsprach der erwarteten
GroRe von 1059 bp. Fur die Umklonierung wurde das Fragment mit EcoRV
herausgeschnitten und in den BamHI-Hindlll geschnittenen, geblunteten und
dephosphorylierten pQE30 kloniert. Die richtige Lage wurde durch Sequenzierung
bestatigt.

cyaBV1 und cyaBM7
Das Gen SCYAB (s.0.) wurde zur SequenziUberprifung durch drei
Restriktionsverdaue (Abb. 3-2) in Uberlappende Fragmente geschnitten. Diese
wurden zur Sequenzierung in die EcoRV-Schnittstelle des pBluescript kloniert. Nach
Sequenzierung zeigte die Ergebnisanalyse eine upstream verlangerte Sequenz mit
zwei weiteren maoglichen Starts (4.1.1). Diese verlangerten Holoenzyme wurden als
cyaBV1 und cyaBM?7 kloniert.

p-Blue-
0t SK+ Xhol7zs  BamHIggs Ncol2 Ncoligoz  Saclisas
sch“ | | | | | T Bluescript SK+
| ! ' ! ! L |
) Sto Xholgo
Saclg P BamHl.ag Verdau:
Saelboos ~erday.
481bp o 39%bp .o  483bp Ncol / Xhol
« 994 bp > 854 bp » 25 55, BamHI / Sacl
p 1848 bp > Sacl

Abb. 3-2. Sequenzstiickelung.

Fiir die Sequenzierung wurde das Gen in liberlappende Bereiche geschnitten. Die oberste Linie
stellt das Gen (starkere Linie) mit den verwendeten Schnittstellen dar (darunter die fiir den
Vektor). Das Gen ist in die urspriingliche Sacll-Schnittstelle des pBluescript SK+
(durchgestrichen, da nicht mehr existent) kloniert. Das Insert besetzt die Positionen 1-2004, so
daB die Schnittstellenpositionen entsprechend dem Insert numeriert sind (Indexzahlen). Zur
Ubersicht wurde das Stopcodon markiert.

Die verlangerten Holoenzyme wurden fur die Klonierung mit den Primern CyaB-Start-
V-s, CyaB-Start-M2-s (beide Kpnl) und CyaB-Stop-as (Sall) amplifiziert. Bei dieser

Amplifizierung mufiten die Bedingungen experimentell angepaldt werden. Fur beide

35



Methoden

Ansatze wurden statt 5 % DMSO 2,5 % Glycerol zugesetzt. cyaBM7 bendtigte fir die
PCR einen funfschleifigen Vorlauf mit einer Annealingtemperatur von 62 °C fir 2 min
und einer Elongationszeit von 3 min, gefolgt von den restlichen 25 Schleifen mit 2
min Elongationszeit. Bei cyaBV1 wurde wie oben verfahren, nur dal} hier die
Annealingtemperatur 56 °C betrug.

Die Umklonierung in den pQE30 erfolgte Uber die Schnittstellen Kpnl und Sall.

3.6.1.2 Verkiirzungen

Um das kleinste aktive Zentrum der cyaB zu finden, wurden vier N-terminale
Verkdrzungen hergestellt (4.1.2).

cyaB 6,7,8 und 9

FUr die Verkurzungen wurden folgende sense-Primer verwendet:

cyaBe6: CyaB-FAR-s (mit F137)
cyaB7: CyaB-DTV-s (mit D154)
cyaB8: CyaB-GEK-s (mit G160)
cyaB9: CyaB-VTV-s (mit V165)

Als antisense-Primer fand CyaB-as Verwendung.

Bei der Klonierung in den pBluescript SK- wurden die Konstrukte ausgewahlt, deren
Hindlll-Schnittstelle am 3’-Ende des Fragments lagen, damit die Umklonierung in den
pQE 30 dann mit dieser und der primer-internen BamHI-Schnittstelle durchgeflhrt
werden konnte (Abb. 3-3).

Stopiese
BamHI_5 Hindlll
408-1059 bp
cyaB6 AW
459-1059 bp pQE 30
cyaB7 I

BamHl.s 477-1059 bp

cyaB8
BamHl.5 492-1059 bp
cyaB9

Abb. 3-3. Klonierungsschema der Verkiirzungen im pQE 30.

Die starken Linien bezeichnen maRstabsgerecht die angegebene Lange der Konstrukte. Sie
wurden jeweils lber die gleichen Schnittstellen in den pQE 30 (diinne Linie) kloniert. Zur
Orientierung ist der Stop eingezeichnet.
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3.6.1.3 weitere Konstrukte

Um Hinweise auf Eigenschaften der paraAC bzw. deren Domanen zu finden,
wurden verschiedene Konstrukte von cyaB8 hergestellt (4.1.4). Bei cyaB8AP wurde
eine AA im katalytischen Zentrum entfernt. Chimaren mit den TPRs von Paramecium
und Anabaena wurden hergestellt (Konstrukte cyaB8E/MparaTPR und cyaB8-
anaTPR), und von PD. Dr. J. Linder wurde der N-terminale Bereich des katalytischen
Zentrums gegen den von cyaB und paraAC ausgetauscht (PAX, SAX und anaAC)
(4.1.4).

cyaB8AP
Das Konstrukt wurde in zwei Teilen amplifiziert, die Uber die durch die Primer CyaB-
8-AP-s/-as neu eingefuhrte PinAl-Schnittstelle zusammengefugt wurden. Als
Primerpaare wurden CyaB-GEK-s / CyaB-8-AP-as und CyaB-8-AP-s / CyaB-Stop-as
(Sall) verwendet (Abb. 3-5).

cyaB8E-paraTPR und cyaB8M-paraTPR
cyaB8 wurde mit den Primern CyaB-GEK-s und Stig-ParaE-TPR-as bzw. Stig-
ParaM-TPR-as amplifiziert. Der Paramecium TPR wurde als Klon ,Fragment e+f'%in
pQE30 kloniert von A. Schultz zur Verfigung gestellt. Nach Herausschneiden des
Fragments ,e“ Uber einen BamHI-Sful Verdau wurde in diese Schnittstellen die
cyaB8 einkloniert (Abb. 3-5).

cyaB8-AnaTPR
Das cyaB8-Fragment fur dieses Konstrukt wurde mit den Primern CyaB-GEK-s und
Stig-Ana-TPR-s amplifiziert. Der Anabaena-TPR, kloniert in die Xbal-BamHI
Schnittstellen des pBluescript SK-, wurde von PD Dr. J. Linder zur Verfugung
gestellt. cyaB8 wurde mit BamHI-Xbal, der TPR mit Xbal-Hindlll ausgeschnitten und
beide zusammen als Tripelligation in den BamHI-Hindlll geschnittenen pBluescript
SK- kloniert (Abb. 3-5).
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PAX, SAX und anaAC
Die Klonierung der Paramecium-Anabaena- (PAX) und der Stigmatella-Anabaena-
Chimare (SAX) (4.1.4) wurde von A. Schultz durchgefuhrt (Abb. 3-4). Das paraAC-
bzw. cyaB-Fragment wurde Uber die am 3’-Ende eingefuhrte Mscl-Schnittstelle mit
dem anaAC-Fragment uUber eine am dortigen 5-Ende eingefihrten Smal-

Schnittstelle zusammenkloniert, wodurch beide Schnittstellen zerstort wurden.

BamHI_5 Mse#Smaalca, 1970 St°p2580

PQE 30 paraAC: 183 bp Kpnl.4
cyaB :186 bp anaAC: 612 bp
PAX: MRGSH,GSGKRKW. ..  ...GDAFLLVWGAPLPLT. .. ...TIFTK.
SAX: MRGSH,GSGEKRE. ..  ...GPGLMAVWGAPLPLT. .. ...TIFTK.

Abb. 3-4. Klonierungsiiberblick fir PAX und SAX.

Unter der Darstellung fiir das Konstrukt (dicke Linie) im pQE 30 (diinne Linie) ist zur
Orientierung ein Proteinsequenzausschnitt angegeben. Die AAn des Vektors sind
unterstrichen (anaAC = cyaB1s57.350)- Schnittstellennumerierung fiir anaAC.
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cyaB8AP(in pBluescript SK-):

PinAl 57 Sall 591
BamHI , PinAl 57 Sall 591
>
EeoRV Hindlll +4
BamHlI 2 PinAl 57 BamHI 26
EcoRV g Sall 419
BamHlI -26
cyaB8E/MparaTPR (in pQE30):
BamHI » cyaBB Sful 615/614
BamHlI » Sful s15/614 Notl +350
—
He-Tag Sall 1367
BamHI > Sful 4+ Notl +350
He-Tag Fragmentf gy 367
cyaB8anaTPR (in pBluescript SK-):
BamHl , cyaB8 Xbal 609 Xbal 4o
Anabaenal  Hing|| 4
BamHI .37
BamHlI » Xbal 609
HindlIl 430
BamHI .37

Abb. 3-5. Klonierungsschemata von cyaB8AP, cyaB8-E/MparaTPR und cyaB8-anaTPR.

Die starkere Linie bezeichnet das jeweilige zu klonierende Fragment, wiahrend die diinne Linie
den Vektor darstellt. Schnittstellen der Fragmente sind liber dem Schema eingezeichnet, die
fir den Vektor darunter. Die Positionen beziehen sich auf das Holoenzym der
Datenbanksequenz, die (lbrigen Schnittstellen sind relativ zu ihr beziffert (nicht
mafRstabsgerecht).
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3.6.2 Mycobakterium tuberculosis

Die DNA von Mycobakterium tuberculosis H37Rv wurde von Prof. Boettger,
Medizinische Hochschule Hannover, zur Verfligung gestellt.
Viele Konstrukte wurden aus mehreren Fragmenten zusammengesetzt, die fur jede

Klonierung neu durchnumeriert werden.

3.6.2.1 Holoenzyme
Die Klonierung der Holoenzyme Rv1318c, Rv1319c, Rv1320c und Rv3645 (4.2.1)

erfolgte jeweils aus drei Fragmenten im pBluescript.

Da der antisense-Primer fir das jeweilige Fragment 3 ohne integrierte Schnittstelle
hinter dem Stopcodon lag, muf3te die HindlllI-Schnittstelle des pBluescript SK- am 3’-
Ende dieses Fragments liegen. Diese wurde dann zur Umklonierung in den pQE 30
verwendet.

Das Fragment 3 war zugleich auch das katalytische Zentrum der jeweiligen
mycobakteriellen AC (3.6.2.3 und 4.2.4.1).

Die sense-Primer des Fragments 1 von Rv1318c und Rv3645 enthalten eine Bglll-
Schnittstelle am 5’-Ende, da das jeweilige Gen BamHI-Schnittstellen in Fragment 1
und 2 enthalt. Bglll und BamHI sind kompatibel, werden aber beim Ligieren zerstort.

Die Konstrukte werden nachfolgend einzeln besprochen.

Rv1318c
Fir die PCR wurden die Primerpaare Rv1318c-Start-s und -Kpnl-as (Fragment 1),
Rv1318c-Kpnl-s und -Mfel-as (Fragment 2) und Rv1318c-GEE-s und Rv1318c-as
(Fragment 3) verwendet.
Die Fragmente 1 und 2 wurden mit einem Bglll-Kpnl bzw. Kpnl-Mfel Verdau aus dem
pBluescript ausgeschnitten. Mit einer Tripelligation (I) wurden sie dann vor Fragment
3 (im BamHI-Mfel geschnittenen und dephoshorylierten pBluescript SK-) kloniert
(Abb. 3-6). Durch die Ligation der Bglll- auf die BamHI-Schnittstelle wurden beide
zerstort. Deswegen wurde Fragment 1 durch die folgenden Schritte erneuert.
Ein Xbal-Kpnl Verdau (II) schnitt Fragment 1 und 2+3 (zusammenhangend) aus
pBluescript heraus. Fragment 1 wurde neu (mit intakter Bglll-Schnittstelle) mit Xbal-
Kpnl prapariert und in den ebenso geschnittenen pBluescript SK- kloniert (III).
Fragment 2+3 wurde in einem letzten Schritt wieder hinter Fragment 1 in die Kpnl-
Schnittstelle einkloniert (IV).
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Rv1319c

Die Fragmente fur diese Klonierung wurden durch die Primer Rv1319c-Start-s,
-EcoRV-as (Fragment 1), Rv1319c-EcoRV-s, -BspMl-as (Fragment 2) und Rv1319c-
GED-s und Rv1319c-as (Fragment 3) gewonnen.

Fragment 2 wurde im pBluescript belassen, da beide internen Schnittstellen (EcoRV
und BbrPl) blunt-cutter waren (die BspMI-Schnittstelle hatte versagt) (Abb. 3-7).
Fragment 3 wurde mit einem BbrPI-Hindlll-Verdau hinter Fragment 2 kloniert.
AnschlielRend wurde Fragment 1 Uber einen BamHI-EcoRV-Verdau vor Fragment 2
einkloniert.

Die mitgefihrte Sequenz zwischen den beiden BamHI-Schnittstellen des Vektors
(nicht eingezeichnet) und des Konstrukts wurde durch BamHI-Verdau und

anschlielender Religation eliminiert.

Rv1320c
Ermoglicht wurde die Amplifizierung durch die Primer Rv1320c-Start-s, -Sacll-as
(Fragment 1), Rv1320c-Sacll-s, -Mfel-as (Fragment 2) und Rv1320c-GEE-s und
Rv1320c-as (Fragment 3).
Fragment 3 wurde beim BamHI-Mfel-Verdau im pBluescript SK- belassen. Die
Fragmente 1 und 2 wurden mit einem BamHI-Sacll- bzw. Sacll-Mfel-Verdau

ausgeschnitten und Uber eine Tripelligation vor Fragment 3 kloniert (Abb. 3-8).

41



Methoden

Bg|||_5 Kpn|286 Mfe|1114 Hind|”+13
1 (286 bp) 3 (592 bp) pBlue
Kpnlage Mfelq114 Kpnl
2 (355 bp) +40

Mfelyq14 Hindlll,43
3 (592 bp)

2 (855 bp)

Xbal.47 IT 4Xbal + Kpnl Kpnl.so

Bgl”_s Kpn|286

Bluescript SK-
P P + 1 (286 bp)

(neu)

Xbal_47 Kpn|+40 Xbal_47

Kpnlzgs v Mfels11 Hindlll13

2+3 (1447 bp)
Kpnl.4o
Bg”l_5 Kpn|286

Xba|.17 Kpn|+40

IV

Rv1318c ,
Bg|||_5 Kpn|285 Mfe|1114 Hlnd”|+13

(BamHI146) (BamH|313) Kpn|+40

Abb. 3-6. Klonierungsschema von Rv1318c.

I Tripelligation der Fragmente 1 und 2 in pBluescript SK-, der Fragment 3 enthalt. II-IV
Ersetzen der zerstorten Bglll Schnittstelle. Die diinnen Linien stehen jeweils fiir den Vektor,

die dicken fiir die Fragmente. Die Positionen der Schnittstellen beziehen sich auf die
Konstruktsequenz.
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ECORV456 BbrP|1146
2 (705 bp)
BbrP|1146 Hind”|+13
(592 bp)
ECORV455 BbrP|1146 Hind”|+13
2 (705 bp) (592 bp)
BamHl_5 EcoRV4se
1 (456 bp)
BamHl 5 EcoRVsg BbrPly146 Hindlll,43

1 (456 bp) 2 (705 bp)

pBluescript SK-
oder pQE 30

Abb. 3-7. Klonierungsschema von Rv1319c.
Die diinnen Linien geben den Vektor, die dicken die zu klonierende Sequenz wieder.

BamHI_5 Sacllsq, Mfelq14 Hindlll,q3

1 (511 bp) 2 (630 bp)

pBluescript SK-
oder pQE 30

Abb. 3-8. Schnittstellen- und Fragmentverteilung von Rv1320c.
Zur Vereinfachung wird hier nur das fertige Produktschema gezeigt. Die diinne Linie
reprasentiert den Vektor, die dicke die klonierte Sequenz.
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Rv3645

Unter Verwendung der Primer Rv3645-Start-s, -PinAl-as (Fragment 1), Rv3645-
PinAl-s’, -Styl-as (Fragment 2) und Rv3645-GQE-s und Rv3645-as (Fragment 3)
wurden die einzelnen Fragmente amplifiziert.

Auch dieses Konstrukt war uber eine Tripelligation zuganglich. Da auch hier interne
BamHI-Schnittstellen enthalten waren, wurde Fragment 3 im pBluescript SK-
belassen. Fragment 1 wurde mit einem Xbal-PinAl-Verdau, Fragment 2 mit einem
PinAl-Styl-Verdau ausgeschnitten und in die Xbal-Styl-Schnittstelle vor Fragment 3
einkloniert (Abb. 3-9). Die Umsetzung in den pQE 30 fand Uber die Bglll-HindllI-

Schnittstellen statt.

1 (243 bp)

BglllsPinAlss Sty 1224 Hindlll, 13
2 (1005 bp)

(Bamngg)
(Xbal.17)

(BamH |305)

Abb. 3-9. Schnittstellen- und Fragmentverteilung von Rv3645.
Beschreibung wie bei Abb. 3-8.

3.6.2.2 Holoenzymmutationen

Zur Untersuchung des angesprochenen D/T Austausches im katalytischen Zentrum
wurden die Konstrukte Rv3645T473A/D kloniert (4.2.2). Der EinfluR der
hintereinandergehangten ACn wurde mit Rv1320c1319c¢ und Rv1319c1318c
untersucht (4.2.3). Mit den Konstrukten Rv1319c- und Rv3645mutHAMPHolo sollte
der Einflul der mutierten Domanen auf das Holoenzym beobachtet werden (4.2.5.3).

Rv3645T473A, Rv3645T473D
Zur Amplifizierung von Fragment 3 wurden die Primer Rv3645-GQE-s und
Rv3645T473D/A-as verwendet. Fur die Fragmente 44 und 4p wurde die gewunschte
Mutation durch die Primer Rv3645T473A-s bzw. Rv3645T473D-s eingefuhrt. Als
Gegenprimer diente Rv3645-as. Die Mutationsprimer fuhrten zugleich die singulare

Sful-Schnittstelle ein.

“Im Laborjournal auch mit Agel (Isoschizomer zu PinAl) bezeichnet.
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Die Konstruktion verlief Uber ein Zusammenklonieren der Fragmente 4, bzw. 4p
hinter Fragment 3 Uber die Sful- und Hindlll-Schnittstellen (I) (Abb. 3-10). Das
entstandene Produkt wurde Uber einen Styl-Hindlll-Verdau hinter die im pBluescript
verbliebenen Fragmente 1 und 2 kloniert (II).

Sfuli4g9

4

AD |
Sty|1224 (266 bp) H|nd|“+13

3 (343 bp)

i Hindlll, 43
Styli224 Sful1s09
3 (343b 4 -
( P) (Z%Dbp) H|ndIII+13

\ II
(\1 (243 bp) pBluescript SK-

. d E 30
BglilsPinAlpes Stylioze oder pQ
2 (1005 bp)
(BamHlgg) (BamHlgps) Hindlll.43
Bglll.sPinAlgs Styli224 Sfuliee
1 2 3 (343 bp) 4pp
(266 bp)
Hindlll, 43

Abb. 3-10. Klonierungsschema von Rv3645T473A und Rv3645T473D.

Nach Klonierung der auszutauschenden Fragmente, werden diese in die Gesamtsequenz
eingefiigt (diinne Linie = pBluescript; dicke Linie = Konstrukt).

Rv1320c1319c
Die Fragmente 2 und 3 wurden mit den Primern Rv1320c-Sacll-s und Rv1320c¢/19c¢c-
Sacl-as bzw. Rv1320c/19c¢c-Sacl-s und Rv1319c-EcoRV-as amplifiziert. Diese wurden
im pBluescript SK- Uber die Schnittstellen Sacll, Sacl und EcoRV zusammenkloniert
(I) (Abb. 3-11). Das Holoenzymkonstrukt Rv1319c (s.0.) im pBluescript SK- wurde

Sacll-EcoRV geschnitten, so dal} das obige Produkt vor Fragment 4 (den 3’-Rest von
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Rv1319c) kloniert werden konnte (II). AbschlieBend wurde das resultierende
Konstrukt 2+3+4 Uber einen Sacll-Hindlll-Verdau hinter Fragment 1 (5’-Anfang von
Rv1320c) in den pQE 30 kloniert (III).

Rv1319¢1318c
Die Amplifizierung wurde mit Hilfe der Primer Rv1319c-EcoRV-s und Rv1319c/18c-
Sacl-as fur Fragment 2 und Rv1319c¢/18c-Sacl-s und Rv1318c-Kpnl-as fur Fragment
3 durchgefuhrt. Die Fragmente 1 und 4 entsprachen den jeweils vorhandenen
Restsequenzen der Holoenzyme Rv1319c und Rv1318c. Die Klonierung verlief
entsprechend der von Rv1320c1319c¢ mit den in Abb. 3-12 aufgeflhrten
Schnittstellen. Unterschiedlich war, dafl3 schon in Schritt II in den pQE 30 kloniert
wurde und in Schritt III Fragment 1 mit seinem RGSHg-Tag vor Fragment 2+3+4

gesetzt wurde.

Rv3645mutHAMPHolo, Rv1319cmutHAMPHolo

Mit den Primern Rv3645-Start-s und Rv3645mutHAMPHolo-as wurde Fragment 1,
mit Rv3645mutHAMPHolo-s und Rv3645-Hindlll-as Fragment 2 amplifiziert (fur
Konstrukte von Rv1319c entsprechend). Die Konstrukte waren fir beide Uber eine
Tripelligation zuganglich, die fur Rv3645mutHAMPHolo gleich mit dem pQE 30
durchgefuhrt wurde (Abb. 3-13). Der Zusammenbau erfolgte Uber die silent
eingefugte Sall- bzw. Salll-Schnittstelle, die Integration in den Vektor uber die
Schnittstellen Bglll bzw. BamHI und Hindlll.
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SaC”511 Saclmgg Sacl1689 EcoRVaz172

2 3

I
SaC”511 SaC|1539 EcoRVaz172
2 3
II
SaCl|_25 ECORV456 Hind|”3328
4
pBluescript SK-
Saclls Saclgge EcoRVyi72 Hindlll3326
2 3 4
III
BamHI.s Sacllsq Hindlll(3328)
1
pQE
BamH|_5 SaC||511 SaCI1689 ECORV2172 Hind“|3323
1 2 3 4
_ N )
e VT
Rv1320c Rv1319c

Abb. 3-11. Klonierungsschema von Rv1320c1319c.

Bei dieser Klonierung wurden nur der 3’ Terminus von Rv1320c (mit herausmutiertem Stop)
und der 5’ Terminus von Rv1319c ausgetauscht und zusammenligiert. Die Numerierung bezieht
sich auf den fertigen Gesamtklon (diinne Linie: Vektor, dicke Linie: Konstrukt).
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ECORV456 Sacl1629 Sacl1629 Kpn|1974
2 3
I
EcoRV,se Sacliezg Kpnlig74
pBluescript SK- 2 3
EcoRlg
IT
Kpnlig7s4 Hindlll3308
BamHI.s ECORV 56 pQE 4
pQE 1
EcoRl.s7
ECOR|_57
III
ECcoRVse Sacliezg  Kpnligra Hindlll3328
2 3 4
ECORI_57
BamHI.5 EcoRV/ss Saclyesg Kpnlig74 Hindlll332¢

Rv1319¢c Rv1318c

Abb. 3-12. Klonierungsschema von Rv1319¢1318c.

Die Numerierung bezieht sich auf den Gesamtklon (diinne Linie: Vektor, dicke Linie:
Konstrukt).

48



Methoden

BamHLs (19mHn) Sacllg11 (1omHH) Sacllg11 (19mHH) )
Bglll.s asmHH) Sallgaz (smHH) Sallgaz (a5mHH) Hindlll.13
1 2
BamHI.s (19mhn) Sacllgi1 (19mHH) .
Bgllls (asmhr) Sallggz (45mHH) Hindlll.13
1 2

Abb. 3-13. Klonierungsschema Rv1319¢cmutHAMPHolo und Rv3645mutHAMPHolo.

Die Konstrukte unterscheiden sich nur in den Schnittstellen. 45mHH entspricht
Rv3645mutHAMPHolo, fur Rv1319c entsprechend (diinne Linie: Vektor, dicke Linie: Konstrukt).

3.6.2.3 katalytische Zentren

Rv1318ckat, Rv1319ckat, Rv1320ckat und Rv3645kat

Die katalytischen Zentren wurden auf die gleiche Art kloniert und werden deswegen
zusammen besprochen. Sie wurden als ganzes amplifiziert und kloniert.

Die fur die PCR verwendeten sense-Primer (Rv1318c-GEE-s, Rv1319c-GED-s,
Rv1320c-GEE-s und Rv3645-GQE-s) enthalten am 5’-Ende alle ein Cytosin (C), das
durch Ligation an das 3-Ende einer geblunteten BamHI-Schnittstelle diese
rekonstituiert (Abb. 3-14). In dieser Orientierung kann auch die am 3’-Ende des
Fragments liegende Hindlll des pBluescripts SK- zum Umklonieren in den pQE 30
verwendet werden. Die antisense-Primer sind jeweils Rv1318c-20c-as bzw. Rv3645-
as. Die katalytischen Zentren entsprechen dabei dem jeweiligen Fragment 3 von
3.6.1.1.

BamHI

5’-Vektor...GGATCC...Primer-3’
3’-Vektor...CCTAGG...Primer-5’

Abb. 3-14. Rekonstitution der BamHI Schnittstelle.

Der BamHI Restriktionsverdau hinterlaBt das kursiv markierte Ende seiner Erkennungssequenz
mit ,CTAG’ als 5-Uberhang (sticky-end). Durch das blunten des Uberhangs werden die
unterstrichenen Basen hinzugefiigt und eine unvollstindige Schnittstelle mit glattem (blunt)
Ende gebildet. Diese wird durch die Ligation des Cytosin (C) im Primer (sense; hier fett
dargestellt) wieder komplettiert.
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3.6.2.4 katalytische Zentren mit HAMP Domaéne

Rv1319cHAMPkat, Rv3645HAMPkat
Diese Konstrukte wurden mit Hilfe der Primer Rv1319c-HAMP-s und Rv1319c-as
bzw. Rv3645-HAMP-s und Rv3645-as als ganzes Konstrukt amplifiziert.
Rv1319cHAMPkat wurde am 3’-Ende uber die Sacl-Schnittstelle (des pBluescript
SK-) in den pQE 30 kloniert.

Rv1319cHAMP3645kat, Rv3645HAMP1319ckat
Fragment 1 wurde mit den Primern Rv1319cHAMP-s und Rv1319-HAMP-Bglll-as,
Fragment 2 mit Rv1319c-HAMP-Bglll-s und Rv1319c-Hindlll-as amplifiziert. Die
Primer fir Rv3645 heilRen entsprechend. Die Zusammenfiuhrung der Fragmente
erfolgte Uber die Einklonierung von Fragment 2 hinter 1 Gber eine Bglll-Schnittstelle
(Abb. 3-15). Fiur die Ubergange zum Vektor wurden die Schnittstellen BamHI und

Hindlll verwendet.

BamHl.s Balllags Balllags Hindlll.13

BamH|-5 Bg”lgge Hind|“+13
1 2

Abb. 3-15. Klonierungsschema fiir Rv1319cHAMP3645kat und Rv3645HAMP1319ckat.

Die Klonierung ist fiir beide Konstrukte gleich. Nach Gewinnung der Fragmente werden diese
zusammenkloniert (diinne Linie: Vektor, dicke Linie: Konstrukt).

Rv1319cmutHAMPkat, Rv3645mutHAMPkat
Die Primer fur Fragment 1 waren Rv1319cmutHAMP-s und Rv1319cmutHAMP-as
bzw. Rv3645mutHAMP-s und Rv3645mutHAMP-as.
Die Klonierung verlief entsprechend Rv1319cHAMP3645kat (s.0.).
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4 Ergebnisse

4.1 Stigmatella aurantiaca

4.1.1 cyaB Holoenzym

Das Holoenzym cyaB wurde mit dem prognostizierten Start ,VLQGHH...“ kloniert'®,
wobei V (GTG) gegen ein M (ATG) ausgetauscht wurde (vgl. Abb. 4-2).

Das SDS-PAGE-Gel zeigte im Uberstand eine verdickte Bande mit der erwarteten
Grolle von 41 kDa. Im Niederschlag fand sich keine entsprechende Bande. Die
gefundenen Aktivitaten der cyaB entsprachen denen des pQE. Das Protein war

demnach inaktiv.

s " kDa
— o2
= =
& i o s - 45
— - >
e S — - 35
=8
P
(S am—
- i Abb. 4-1. SDS-PAGE-Gel, 15 %.
. Die Expression von cyaB war im Uberstand als
zusiatzliche Bande gegen den pQE bei ca. 41
cyaB pQE  cyaB pQE kDa zu erkennen (Pfeil). Aufgetragen wurden
Uberstand Niederschlag je ca. 30 pug (cyaB) und 45 ug (pQE).

Spatere Verkurzungen (4.1.2) zeigten allerdings Aktivitdt. Um die Ursache dafur zu
finden, wurde die Nucleotidsequenz untersucht.

Durch drei Restriktionsverdaue (Ncol-Xhol, BamHI-Sacl und Sacl) wurden
verschieden lange Fragmente erhalten, deren Sequenz sich Uberlappte (Abb. 3-2).
Nach Sequenzierung wurden gegenuber der Datenbanksequenz drei Abweichungen
gefunden. Zwei Basen (G-545 und G-228) waren zusatzlich zur Genbanksequenz
eingebaut, eine Base (C-394) fehlte (Numerierung relativ zum cyaB Gen; negative
Bezifferung: Basen vor dem prognostizierten Start). Darlber hinaus gab es einen
Basenaustausch (C487G), der zum Aminosaureaustausch P163R (Abb. 4-2) fuhrte.

Die gefundenen Insertionen lagen vor dem prognostizierten Start, so dall die
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mdgliche N-terminal Region betroffen war, die Cyclasedomane selbst dagegen nicht.

Durch die Anderungen ergab sich ein um 426 bp bzw. 142 AAn verlangertes Protein.

In der N-terminalen Verlangerung befanden sich zwei mogliche Startpunkte. Da bei
Bakterien sowohl ,ATG’ als auch ,GTG’ fur ein fMet kodieren kdnnen, kommen hier
V-142 und M-136 als Start in Frage.

bp
G=545 AA
ACCCTGGGCCCCCCCAAGGGCCCTCAACCGGGGGLCCTGCCGGGTTGGCCCTCACTCTCGGCTCACCAGGA -495
T L G Pp P K G P Q P G A C R V G P H S R L T R -166
GTGGGCCCCCTGGGGTACGATTCACTCCATCTGGGCCCTTTCCGGAAGATCCGGGGGTTTCCTCCCG -425
s G p P GV R F T P S G P F P E D P G V S S R -142
M 36 rAC-349
EGTAAAGCTTGACTCGEAGTTCCTCCAGCCCCCTCTTCGGCGACCTTCTCCTCAAGCTGGGCATCGTC ~355
vV K L D S /| §$ 8§ 8§ 8§ p L F G DL L L K L G I VvV -119

ACGCCCAGTCAGGTCCAAGAGGCGCTCGCGCTGCAGCCCCGCACGEGGCAGCGTETGGECGAGGCACTCA -285
T P S Q V Q EA L A L Q PR TG QR V G E A L -96
G-228
TCTCCCTGGGCTACGTCACCCGGGCGCAGCTCCACGACGCGCTGAGCGAGGCGCTGGGGCTCAACCACGA -215
I S L ¢ Y V. TR AOQTLU HDA ATZLS ST EA ATLTGTL N H D -72

CAAGGGCCCCGCGCACCCGCCCCTGGGCGAACTGCTGGTGGGCCTGAAGTACATCACCCTGGGACAGCTC -145
K 6 P A HP P L G EL L V G L K Y I TUL G Q L -49

GAGGAGGCGCTCGCCTTCCAGCGCAAGGATGGGCGCAAGCTGGGCGAAATCCTGGTGGAGATGGGCCACT -75

EE A L A F Q R K DGURIK L G E I L V E M G H -26
GCACCTACCGGCAGATCTACGAGGCGTTAAGCCTCCAGGGCCGCATCACCGGGCGCCAGGAGGCCCCTCG -5
¢c T Yy R Q I ¥ EA L S L © G R I T GUR Q E A P R -2

1
CCAGEEECTCCAGGGCCACCACCGGGTGATGGTGGTGGATGACAGCCCGCTGGCCTGCGACTTCGTGAAG 65

Q L o GH H R VM V VDD S P L A C D F V K 22

-1 1
GAGGGGCTGGAGGCGCTGGGGCTGGGCTACGAGGTGATGTGCTTCCAGGATCCCTACGAGGCGCTGGAGC 135

E 6 L E AL GL GY E VM CVF Q D P Y E A L E 45

AGGTGGGCAAGGTGCAGCCGGCCATCGTGCTGTCGGACCTGGACATGCCGGGCATCGACGGGTTGGAGCT 205
Q v G K v P A I VL s DL DMUPGTI DG UL E L 69

GTGCTGGCGGCTGAAGGAGAGCCCTTCCCGGCAGGTGCCCGTCATCATCCTCACGGCCAATGACAGCGAG 275
¢c w R L K E S P S R Q V P Vv I I L T A N D S E 92

GCCGAGCGCGTGAAGGGCCTGCGCGCCGGCGCGGATGACTACGTGAACAAGTCGGCCTCCATGGCCGAGC 345
A E R V K G L R A G A DD Y V N K S A S M A E 115

TGTCGGCGCGCATCGAGAGCGTCATGCGCCGCACGAGCGAGACGGAGCGCATGCGCAAGCTGTTCGCGCG 415
L s A R I E SV MU RURT S E TEIRMMI® R KL F A R 139
cyaB6

CTACACGTCCGACGCGGTGGTGGAGGAGATTCTCAAGAGCCCGGACACGGTGGTGCTCACCGGCGAGAAG 485
y T s b AV VEE I L K S P DT VvV V L T G E K 162

cyaB7 cyaB8
C487G
CGCGAGGTGACGGTGCTCTTCGCGGACATCCGCAACTTCACGGGCTTGGCCGAGAGCCTCCCCCCCGAGL 555
R E vT VvV L F A DI RNV F T G L A E S L P P E 185

cyaB9
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AGGTGGTGGGTGTGCTGAACCAGGTGCTCGGGCGGCTGTCGGACGCGGTGCTCACCTGCGGGGGCACGCT 625
Q vv G VL N VL G RL S DAYV L T CG G T L 209

GGACAAGTTCCTCGGGGACGGGCTGATGGCGGTGTGGGGTGCGCCAGTGCACCGCACGGATGACGCGCTG 695
b K r L G D GL MAV W G A PV HR T D D A L 232

CGGGCGCTCCAGGCCGCGAAGATGATGATGACGGCCATGGTGGAGCTGCGCCAGGCCGCTCAGGCCGAGT 765
R AL Q A A K MMMTMAMV E LR Q A A Q A E 255

GGGCCGCCAACGAGCGGCTGGGCCGGCCGCTGGTGCTGGAGCTGGGCATCGGCATCAACTCGGGGCTGGC 835
W A A N E R L GR P L VL EL G I G I N S G L A 279

GGTGGCCGGCAACATCGGCGGCTCCATGCGCACCGAGTACACGTGCATTGGCGACGCGGTGAACGTGGCC 905
v A G NI G G S MR TEY T CTI G DAV N V A 302

GCGCGGCTGTGCGCCCTGGCGGGCCCGGGGGAAATCCTGGCGGGCGAGCGGACGCGGGAGCTCGTCTCGC 975
A R L C A L A G P G E I L AGER T RE L V S 325

ACCGGGAGATGCCTTTCGAGGACTTGCCTCCGGTGCGGCTCAAGGGCAAACAGCAGCCCGTGCCGCTCTA 1045
H R EM P VF E DL P P V R L K G K Q Q P V P L Y 349

CCGCGTGTTGTGA 1058
R Vv L . 352

Abb. 4-2. mit Vorseite: Sequenz der N-terminal verldngerten cyaB.

Die jeweils obere Reihe gibt die Nucleotidsequenz wieder, darunter die Aminosauresequenz.
Rechts davon stehen die Basen- bzw. Aminosaurezahlungen (fett). Hier ist zu beachten, daR
der Start (1) (invers) in Ubereinstimmung mit der Datenbanksequenz P40138 (SWISSPROT)
innerhalb der Sequenz beginnt, da die N-terminale Verlangerung in dieser Arbeit gefunden
wurde!

Die Nucleotidinsertionen bzw. —deletionen sind hellgrau unterlegt (C-394 war deletiert, G-545
und G-228 inseriert). Die zusiatzlichen Starts sind dunkelgrau und der Basen- bzw.
Aminosaureaustausch C487G = P163R hellgrau abgehoben. Die N-termini der verkiirzten
Konstrukte (4.1.2) sind fett und unterstrichen mit den jeweiligen Konstruktnamen darunter.

Die verlangerten Holoenzyme wurden als

cyaBV1 und cyaBM7 kloniert (3.6.1.1). Das 116
SDS-PAGE-Gel zeigt eine Expression der
verlangerten Enzyme bei 55 kDa (Abb. 4-3). ._.45
Der AC-Test des Uberstands ergab keine -g'é"'
Aktivitat fur cyaBV1 und cyaBM7.
i
4 -
. . 12,5
Abb. 4-3. SDS-PAGE-Gel (15 %) der Ubersténde. e
cyaBV1 und cyaBM?7 sind als etwas verdickte Banden M
auf Hohe der erwarteten GroRe von 55 kDa zu s
erkennen (Pfeil). ; kDa
: ; cyaBM7 Marker
Protein [ug]: ~45 ~35 ~35
Aktivitaten [pmol/(mg*min)]: 22 31 35
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4.1.2 cyaB Verkiirzungen

Da das Holoenzym keine Aktivitat zeigte, trat die Frage auf, ob die katalytische
Domane allein aktiv war. Dazu wurden vier N-terminal verklUrzte Konstrukte

hergestellt.

Die Konstrukte wurden als cyaB6 (ab 137FAR) , cyaB7 (ab 154DTV), cyaB8 (ab 160
GEK) und cyaB9 (ab 165VTV) kloniert. C-terminal endete ihre Sequenz immer mit
dem ublichen Stop (Abb. 4-2).

Nach Klonierung wurden die Konstrukte exprimiert und das Zellhomogenat in
Uberstand und Niederschlag getrennt. Im SDS-PAGE-Gel sind alle Proteine je nach
GrolRe gestaffelt sichtbar (Abb. 4-4). Die entsprechende Bande flir cyaB9 taucht im
Uberstand nicht auf, d.h. sie wurde wahrscheinlich nicht 16slich exprimiert, was auch

die geringe Gesamtproteinmenge wiedergibt.

a) pra— 4 b) .
£ — T ™ A P PTET e :
1211 116 m : - = — ===
an - T  — 45 —=
e MR = =
- -
) - — —. — — or i
— e — — — b =
-l 125
(12,5) kDa
Pugiin ;
kDa pQE cyaB6 Marker cyaB7 cyaB8 cyaB9
pQE  cyaB6 Marker cyaB7 cyaB8 cyaB9
25 kDa 23 22 21 25 kDa 23 22 21
25 276 500 336 7,5 [pmol/(mg*min)]

Abb. 4-4. SDS-PAGE-Gele (15 %) der Konstrukte cyaB6 bis 9 und pQE.

Das Gel zeigt die exprimierten Proteine a) in den Niederschligen und b) im Uberstand.
Aufgetragen wurden jeweils mit 5 pl (ca. 40 pg, Niederschldage) und 2ul (0,35 bis 4 pg,
Uberstand). Die Banden fiir cyaB6 bis 8 traten in beiden Gelen deutlich zutage (Pfeile). cyaB9
war nur im Niederschlag zu erkennen (Pfeil). Unterhalb der Gele sind die erwarteten GroRen
und die gemessenen Aktivitaten aufgefiihrt.

Die Aktivitaten der l6slichen Enzyme zeigen die hdchste Aktivitat fur cyaB7 (500),
gefolgt von cyaB8 (336) und cyaB6 (276 [pmol/(mg*min)]) (Abb. 4-4). cyaB9 hatte
nur die dreifache Leervektoraktivitat, was 2 % der Aktivitat von cyaB7 entspricht.

Bezogen auf die geringe I6sliche Proteinmenge weist dies auf eine mogliche hohe
Aktivitat hin.
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Die Reinigung von cyaB7 und cyaB8 brachte einen

deutlichen Aktivitdtszuwachs: cyaB7 21,5 nmol/(mg*min) i

und cyaB8 9,4 nmol/(mg*min). Das SDS-PAGE-Gel zeigte

45
eine gute Reinigbarkeit.
36
° 12,5
Abb. 4-5. SDS-PAGE-Gel (15 %) von cyaB7 und cyaB8. kDa

Unter dem Gel sind die aufgetragene Proteinmenge und die
gemessenen Aktivitaten angegeben. | cyaB7 cyaB8 ‘Marker

25ug 5ug
[nmol/((mg*min)]: 21,5 9,4

4.1.3 cyaB8 Charakterisierung

Obwonhl cyaB7 die aktivste Verkirzung war, wurde die weitere Charakterisierung mit
cyaB8 durchgefuhrt, da sie die kleinste 16sliche aktive Form der AC darstellte.
Sofern nichts anderes ausgefuhrt wird, wurden 2 ug = 0,9 uM gereinigtes Protein 10
min bei 30 °C mit 2 mM Mn?* und 100 uM ATP bei pH 7,5 vermessen. Die Reinheit
des Enzyms entsprach Abb. 4-5.

4.1.3.1 Kinetik

Die Kinetik wurde mehrmals bestimmt, wobei starke Schwankungen auftraten. Es
sind die Mittelwerte aller Messungen mit den Standardfehlern der Mittelwerte (SEM;
7.3) aufgetragen. Daraus wurden die kinetischen Parameter mit Hilfe der
Lineweaver-Burk Auftragung bestimmt: vmax = 19 nmol/(mg*min), Ky = 27 uM ATP.
Die katalytische Effizienz (7.4) betrug: kea/Kn =93 s'M™.
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Abb. 4-6. Michaelis-Menten Auftragung der kinetischen MeRwerte.
Datenpunkte +SEM (n=2-4). Der SEM des Wertes bei 1000 pM ist 0,15 (n=2).

0,55
0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

i

1/Aktivitat [min/pmol]

T d T d T d T d T d T d T d '
-0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
1/ATP [pM ]
Abb. 4-7. Lineweaver-Burk Auftragung der Kinetik von Abb. 4-6 mit Standardabweichungen.
Es wurden nur Werte ab 3 yM ATP beriicksichtigt (n=2-4).
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max-v)

vi(v

0,14

-

1 10 100
ATP [uM]

Abb. 4-8. Hill Plot von cyaBS8.
Korrelationskoeffizient: R = 0,98141.

Die Steigung der Ausgleichsgeraden nach Hill mit m = 0,82 zeigte fur cyaB8 eine

leichte negative Kooperativitat.

4.1.3.2 Temperaturoptimum

Die Aktivitat wurde von 5-80 °C vermessen, die Aktivierungsenergie wurde im

linearen Teil des Arrhenius-Diagramms mit Ea = 100 kd/mol bestimmt (Abb. 4-9).

Aktivitét [In (nmol/(mg*min))]

T T T

2,8 ' 3,0 ' 3:2 ' 3.4 3,6
1T [*10° K"
Abb. 4-9. Arrhenius Auftragung fiir die Temperaturmessung von cyaB8.

Das Plateau der maximalen Aktivitéat erstreckt sich von 45 — 60 °C. Die Linearisierung erfolgte
von 10 bis 45 °C.

57



Ergebnisse

4.1.3.3 pH-Optimum

Das pH Optimum wurde mit folgenden 50 mM Puffern vermessen:

Puffer pH Bereich
Acetat 40 - 55
MES 55 - 6,5
Tris / HCI 70 - 8,5
Glycin / NaOH 9,0 -10,0

Aktivitat wurde erst ab pH 6 gefunden (Abb. 4-10). Das pH Optimum lag bei pH 10 in
Glycin/NaOH-Puffer. Die Anfangsaktivitat lag hier schon ca. 3 mal hdher als im

vorhergehenden pH-Bereich. Ein Puffereffekt kann nicht ausgeschlossen werden.

300

m  Acetat/NaOH

250 1 ® MES
Tris/HCI

v Glycin/NaOH

200

150

100+

Aktivitat [nmol/(mg*min)]

50

10 11

o1 4
o
~
oo
©

pH

Abb. 4-10. Auftragung der Aktivitit gegen den pH.

4.1.3.4 Cofaktoren

Fir Mg®* und Mn?* wurde die Konzentrationsabhéngigkeit bestimmt (Mg?* bis 15
mM; Mn?* bis 5 mM). Der Nullwert wurde mit 1 mM EDTA gemessen. Die kleinste
Konzentration, bei der sich maximale Aktivitat zeigte, war 5 mM M92+ bzw. 0,3 mM
Mn?*(Abb. 4-11). Mit Mn®* als Cofaktor lieRen sich doppelt so hohe Aktivitaten wie
mit Mg?* erreichen. Die Ublich eingesetzten 2 mM Mn? lagen demnach im

Sattigungsbereich flr die gegebenen Bedingungen.
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Abb. 4-11. Darstellung der Aktivitat von cyaB8 gegen die Cofaktor-Konzentration.

a) Mg®* (n=2), b) Mn?*" (n=1), man beachte die unterschiedlichen MaRstibe.

4.1.3.5 Proteinabhangigkeit

Bestimmte man die Proteinabhangigkeit von cyaB in einem Bereich von 0 bis 2,5 uyM,
so zeigte sich, dal Uber 0,5 yM hinaus die Aktivitat abfiel (Abb. 4-12). Dies deutet
vielleicht auf die Bildung inaktiver Multimere hin. Frisch gereinigtes Protein zeigte
keinen Aktivitatsabfall, hatte demgegenlber aber nur 6 % Aktivitdt. Der maximale
ATP-Umsatz betrug 10 bzw. 16 %.

a b -
) 450 ) %
400+ 25
2:350- f
£ £ 20+
«L_EnSOO- S
= 250 SE—
g o 154
£ 200 E
£ 1504 = 104
Z 100 g
< 5
K
0+ T T T T T o+— """ T T
00 05 10 15 20 25 Protein[uM 00 05 10 15 20 25 30 35 40 Protein[uM
r T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 Protein [uq] 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Proteinug]

Abb. 4-12. Abhangigkeit der Aktivitit von der Proteinmenge.

a) nach 14 Tagen Lagerung bei —20 °C mit 20 % Glycerin (ATP 500 uM), b) frisch gereinigt, ohne
Glycerol (ATP 75 uM). Man beachte die unterschiedlichen MaRBstébe.
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4.1.3.6 Zeitabhingigkeit

Die Menge an gebildetem cAMP stieg bis 15 min linear an. Danach sank die
Substratkonzentration soweit, dal® nicht mehr alle katalytischen Zentren gesattigt und

die Bedingungen der Anfangsgeschwindigkeit nicht mehr erfullt waren.

3,04
2,54
2,0-
1,54 ]

1,0 1

nmol cAMP/mg Protein

0,51

00+ T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Zeit [min]

Abb. 4-13. Darstellung der Zeitabhangigkeit.
(ATP 100 puM, Protein 0,9 uM (2 pg), n=1)

4.1.3.7 Stabilitat

cyaB8 ist bei 4 °C mit 20% Glycerol stabil (Abb. 4-14).

Eine Lagerung bei —20 °C fuhrte zur Aktivitatsabnahme, vor allem, wenn der
Glycerolanteil von 20 auf 50 % erhoht wurde. Zwar sank auch hier die Aktivitat bei 20
% Glycerol nur von 18 auf 17 nmol/(mg*min) in 11 Tagen, aber schon die
Anfangsaktivitat lag niedriger als bei 4 °C. Zudem veranderte sich die
Proteinabhangigkeit nach zwei Wochen Lagerung (Abb. 4-12). Der Zusatz von 20 %
Glycerol scheint fur die Stabilitat unerlaldlich.

Noch tiefere Temperaturen (-80 °C) lieRen die Aktivitat auch bei 50 % Glycerol auf
knapp 50 % nach 11 Tage sinken. Ohne Glycerol sank die Aktivitat bei 4 °C in

demselben Zeitraum auf Null ab.
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Abb. 4-14. Auftragung der Lagerungsbedingungen.

Neben den Punkten sind die Glycerolkonzentrationen in % angegeben.

4.1.3.8 Substratspezifitat
Das Substrat der cyaB8 war ATP. In einem parallelen AC/GC-Test war die GC-

Aktivitat zu vernachlassigen (0,4 %). Als Positivkontrolle fir den GC-Test wurde die
Paramecium Guanylatcyclase®® (in HEK 293 Zellen exprimiert) verwendet. Diese war

als eingefrorene testfertige Probe im Labor vorhanden.

I GC-Aktivitat
1 AC-Aktivitat

spezif. Aktivitdt [nmol/(mg*min)]

. .
pQE leer CyaB 8

Abb. 4-15. Die AC/GC Aktivitidt von cyaBS8.

Die Aktivitat fiir GTP liegt bei 35 pmol/(mg*min), die fiir ATP bei 8,5 nmol/(mg*min). Die Werte
fiir den pQE lagen innerhalb der Blankwerte.
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4.1.4 Andere Konstrukte von cyaB8

Im Rahmen der Arbeitsgruppe wurden mit cyaB8 auch Versuche zum Verstandnis
anderer ACn durchgefiihrt. Insbesondere wurde der EinfluR des C-terminalen
Tetratrico Peptid Repeat (TPR) von Paramecium tetraurelia und Anabaena sp. PCC
7120 und die Langendifferenz im katalytischen Zentrum der Paramecium-AC
untersucht. Diese ACn wurden zeitgleich von Dr. K. Hambach (Paramecium) und Dr.

T. Kanacher (Anabaena) untersucht.

Der TPR ist ein wichtiges Sequenzmotiv fur Protein-Protein Interaktionen*'*?. In der
Paramecium-AC ist dieses Motiv verkirzt, weswegen hier von einem ,TPRL’-Rest

(Tetratrico Peptid Repeat Like) gesprochen wird'®43,

In einem Alignment der Paramecium-AC (paraAC) mit cyaB8 zeigte die paraAC
einen Langenunterschied von einer Aminosaure im N-

: . : . cyaB8 cyaB8 kDa
terminalen Bereich des katalytischen Zentrums zwischen AP
den beiden Mg**-bindenden Aspartaten (s. Abb. 4-19 und
Abb. 1-2). Daher wurde das Konstrukt cyaB8AP183
untersucht. Als Aminosaure wurde P183 in cyaB8 entfernt. 45
Das gereinigte Protein war mit 8 nmol/(mg*min) halb so 36

aktiv wie cyaB8 mit 19 nmol/(mg*min).

Abb. 4-16. SDS PAGE (12,5%). — —
Das Gel zeigt gereinigte Banden fiir cyaB8AP und cyaB8 . Darunter -20

sind die GroBen und Aktivititen angegeben.
nmol/(img*min): 8 19

Die Anabaena Cyclase CyaB1ses.s50 (@anaAC) bendtigte den TPRL fiir die Aktivitat*.
Da die Paramecium-AC ebenfalls einen TPRL besal}, aber nicht exprimiert werden
konnte, stellte sich die Frage nach der Notwendigkeit dieses Strukturelements.
cyaB8 ist ohne TPRL aktiv. Drei Chimaren wurden hergestellt. cyaB8EparaTPR und
cyaB8MparaTPR, die beide C-terminal den TPRL von Paramecium besalen (Start
der TPRL-Domane mit E745 bzw. M746 der paraAC). Diese Chimaren
beriicksichtigten die verschiedenen Ubergangsaminosauren, mit der die jeweilige

katalytische Domane abschlo3 (Abb. 4-17). cyaB8AnaTPR war die entsprechende
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Chimare mit dem TPRL der Anabaena AC, bei der keine Aminosaure ausgetauscht

wurde.
cyaBs8 : DLPPVRLKGKQQPVPLYRVM- - - - - - - - - - : 352
paraAC : QIDKVTVKGSVKPIGLFTVIIMEADDLPPSKQDYPQ : 760
anaAC : QLDKIRVKGKHQAVNIYELISDRSTPLDDNTQEFL : 796

TPRL-->
Abb. 4-17. Ubergang cyaB8 und den TPRs von Anabaena und Paramecium.

Ausschnitt aus einem Alignment zwischen cyaB, anaAC und paraAC. Der N-Terminus der TPR-
Domane ist grau hervorgehoben. cyaB8 besitzt am C-Terminus L als letzte AA, die paraAC aber
E am TPRL-Ubergang. Daher wurde bei cyaB8EparaTPR L352 (cyaB8) gegen E745 (paraAC)
ausgetauscht (invers).

Alle Konstrukte wurden exprimiert, fanden sich aber in der unloslichen Fraktion. Im
Uberstand war keine Aktivitdt. cyaB8MparaTPR zeigte eine Restaktivitat (8
pmol/(mg*min); = 4x pQE), die aber nur 15 % der Aktivitat von cyaB8 (54

[pmol/(mg*min)]) entsprach.

a) cyaB8 cyaB8 cyaB8 Marker b) cyaB8 cyaB8 cyaB8 Marker
Epara Mpara ana kDa Epara Mpara ana kDa
pQE cyaB8 TPRL TPRL TPR pQE cyaB8 TPRL TPRL TPR

f 3

sy
Aol ¥

it

gl

|

T R L
S I ‘

20 v
s —
12,5
125 e wap ,
kDa: 22 37 37 32 22 37 37 32
pmol/(mg*min): 2 54 4 8 2

Abb. 4-18. SDS-PAGE-Gele (12,5 %) der Chiméren.

a) Im Niederschlag sind alle drei TPR Konstrukte vertreten. b) Im Uberstand tritt dagegen nur
cyaB8 in Erscheinung. Darunter sind die gemessenen Aktivitidten angegeben.

Ebenfalls zur Uberpriifung eines maoglichen Lésungsansatzes fir eine Aktivierung der

paraAC wurde der N-terminale Bereich des katalytischen Zentrums der anaAC
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gegen den entsprechenden Teil der paraAC und der cyaB8 als Positivprobe
ausgetauscht. Hierbei handelte es sich vor allem um die Bindungsstellen fiir Mg?*
und eine fur ATP. Diese Untersuchung wurde durchgeflihrt und dankenswerter
Weise zur Verfligung gestellt von PD Dr. J. Linder.

Die Konstrukte wurden als Parameciumsss.sgs-Anabaena CyaB1g57.850 Chimer (PAX)
und Stigmatellaiso-221-Anabaena CyaB1gs7.859¢ Chimer (SAX) kloniert (Abb. 3-4 und
Abb. 4-19). Bei der Expression wurden nur SAX und anaAC I6slich exprimiert. PAX
blieb unldslich in den inclusion bodys. Im AC Test zeigte das SAX Konstrukt noch 3

% Restaktivitat gegentber anaAC, wahrend PAX keine Aktivitat iber pQE zeigte.

k v 'Yy
cyaB8 160 : EEKREVTVLIZAINSNNEIGLARSIREPEQNMVGVILNOVLGRLSDANLTCG
paraAC 534 : EKRKWAIYGICIARNNEIDAT] QKDEWYMLEVINNIAEIVHSMYDRYQ
T G

anaAC 595 : [@ERKEVTVLIZSIDESNGYENTL, AAENMVSLLNOYFETMVEANEFNYE

k k
cyaB8 207 : ETLDIWFL@BGLMANYN- - - -------------------—-————-—-—-—-—-
paraAC 580 : &S NI FLIgW--------------—- - - - ——————— - - ——— -
anaAC 642 : ETLDIFI LMAWFGAPLPLTENHAWQAVQSALDMRQRLKEFNQRR

Abb. 4-19. Ausschnitt aus dem Alignment von cyaB8, paraAC und Anabaena CyaB1.

Die ersten 61-62 AAn der Konstrukte PAX und SAX stammen von der paraAC bzw. cyaB. C-
terminal schlieBen alle mit dem Rest der anaAC (hellgrau unterlegt) ab. Man beachte den
Sequenzlangenunterschied.

Das in cyaB8AP183 entfernte Prolin und die entsprechende Sequenzliicke in der paraAC sind
dunkelgrau unterlegt (Pfeile). Identische AAn sind invers, an der Katalyse beteiligte AAn mit
»K“ gekennzeichnet.
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Uberstande Niederschlige

(kDa) pQE  PAX  SAX  anaAC pQE  PAX SAX anaAC

pmol/(mg*min): 17 17 187 8080

Abb. 4-20. SDS-PAGE-Gel (15 %) von Uberstandsfraktionen fiir die exprimierten Konstrukte
PAX, SAX und anaAC (auf Hohe des Doppelpfeils).

PAX war nur im Niederschlag. Unter dem Gel sind die gemessenen Aktivitaten angegeben (Gel
von PD Dr. J. Linder). Erwartete GroRe fiir alle drei Konstrukte: 30 kDa.

4.2 Mycobakterium tuberculosis

Als im Arbeitskreis die Untersuchung der Adenylatcyclasen von Mycobakterium
tuberculosis begann, ergab eine Datenbankrecherche vier mycobakterielle ACn,
deren aktive Zentren wie bei cyaB ein Threonin anstelle des kanonischen Aspartats
enthielten. Damit waren diese vier, Rv1318c, Rv1319c, Rv1320c und Rv3645,
ebenfalls der Klasse Illb zuzuordnen.

Die weiteren fir die Substratbindung und Katalyse wichtigen AAn sind identisch

(Abb. 4-21). cyaB besitzt im katalytischen Zentrum einen Einschub von 16 AAn.

v Mg
EWDRIZHE
EWDRIZHE
EWNHFRE

Rv1318c 353 : WelGBERH 7 A it e ey TEREP DY

Rv1319c 354 : MWe@aDINHA a2 IskR e hyoIfVDNOJEA HIY

Rv1320c 353 : MWelElamNH 7 \a%g ishn e -pyolv TERIZANEY T
ESIRINIETNAREGE
QVLGRMSERANLTCGE

Rv3645 354 : REEOEIND)\ /- \ARNLIBINESUNOIRANINR] PQEV Q
cyaB 300 : MTiex EuTVLFMDIRNFT IFAE S LIZPEOW
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iATP‘ng
Rv1318c 403 : LINSIEENASIFTINIEZNZNRT P CPEDKENRAENNARRAIDRIFVNE PE Cl@):
Rv1319c 404 : LE\JE3AEBN LAIFGAPIRLDRPED‘ALRAARRIRDR
Rv1320c 403 : LEASIOED
Rv3645 404 : FAeI0Ew
cyaB 350 : TimekesT @GN gierNsVHR TDDATL RENRONNMUMTANVELRQAAW)

Rv1318c 450 : -------------
Rv1319¢c 451 : -------------
Rv1320c 450 : -------------

Rv3645 451 : -------------
cyaB 400 : ANERLGRPLVLELEHSeRiNSET. ANl pfeC S MR TioNaNCigeD AN\ ivNIfE »

SiE€ RHWKIRNEHDO)SVR) 1=2VGL
SIECETIYTIMNEHEG)IS TR 15T - -

Rv1318c 487 : NSSRIEG

Rv1319c 488 : [WNSSH

Rv1320c 487 : MSSY|ZSRIAMASISOTIERGASENIMCARYSIFEE TYTIMNEHDO)Z TRIFT SIZVOQ
G

Rv3645 488 : MANLEDGHWARASATANSGRLD LCDyEE

cyaB 450 ——EGEIL‘GERTREL HRIX-MPIREDLPP

Abb. 4-21. Alignmentausschnitt der mycobakteriellen ACn mit cyaB.

Die Unterlegung der konservierten Aminosauren erfolgt in drei Graustufen (konserviert nach
Blosum 62 in 5 (invers), 4 (dunkelgrau) und 3 (hellgrau) Sequenzen). Die katalytisch wichtigen
AAn ({) sind in allen Cyclasen gleich. Der Pfeil (V) bezeichnet die Starts von cyaB8 und
Rv1318c-20ckat und Rv3645kat.

4.2.1 Holoenzyme

Die Holoenzyme Rv1318c, Rv1319c, Rv1320c und Rv3645 haben einen identischen
Aufbau (Abb. 4-22). Die Analyse der konservierten AAn ergab eine starke
Konservierung von Rv1318c-20c (262 % identische und =74 % ahnliche AAn) und
eine geringere Ahnlichkeit dieser ACn mit Rv3645 (<34 % identische und <52 %
ahnliche AAn) (Tab. 4-1).

% Rv1318c Rv1319¢c Rv1320c Rv3645
Rv1318c 69 64 34
Rv1319c 82 62 32
Rv1320c 75 74 32

Rv3645 52 51 50

Tab. 4-1. Identische (fett) und &ahnliche Konservierungen der AAn der Holoenzyme von
Rv1318c-20c und Rv3645.
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Rv1318c 1 : WSAK------ STAOITER HOEIGRLPETPA YGSWLLERVSESOR
Rv1319c 1 : P!K ------ TMEQ Q Je[eClelL PETPA YESWLLERVSESIES
Rv1320c 1 : MPSE------ TTRHIEPG GCRIAPETE . YESWLLERVSES|ZR
Rv3645 1 : UDAEAFVGFROVPAANYEGLUAWTAAL PRIEIH - - - INGVRINAY - - ---- - Ri
intra
Rv1318c 45 : REREIQ LAY TANI el ARG T TR - E RETIER
Rv1319c 45 : REW/HIK YERUIT NLGIVVHLLVVTP Y TINAIEW
Rv1320c 45 : MR SN VI GLIVENME T A oB FEISAH
Rv3645 41 : TPW----Pirgdsililosafien i FvilcFI#RYGLgPQDNIOLODLPPYNLL

extra —

TM1
Rv1318c 94 : EVIEGHVARATANEENARIROTYON - A - - - - - HoGHKEIREE - - ERRT

Rv1319c 94 : TIAL TRIYRASIHIYA - - - - - 252 AEOAD - -GENT
Rv1320c 94 : ClRF T RQTARE- N TISHD[E - - AISA
Rv3645 87 : MFVSTVUMLFLAEAV-\YNLKLIEMPVFRORRDNLMTIZPDIFAATISLARSRA

TM2

Rv1319c 137
Rv1320c 136
Rv3645 136

Rv1318c 136 : AW GHIBME GVETA
: I

T™3 T™M4

Rv1318c 186
Rv1319c 187
Rv1320c 186
Rv3645 186

Rv1318c 236 FM‘ e -INL RWIOIYAYNE VT, T TISIMWENT. VEGE T LMW T LAWELTAINPVRI
Rv1319c 237 : IATTENENVLIE-\WH ETOLASANAREES T THRE € VAL EREYA A A A IAVAR
Rv1320c 236 : METEGRIDDT - FWEIENDOFM I T\AREREN A P 1885 € 5 )0 Ny S TiAVAN
Rv3645 236 : VAADKEAELH PEALFNPISRUIAIFAAIRG T{€S\YS T Ty S TRDIZN
—_— extra (
TM6

Rv1318c 285
Rv1319c 286
Rv1320c 285
Rv3645 286

Rv1318c 335
Rv1319c 336
Rv1320c 335
Rv3645 336

Cyclase — Domane
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J/ATP \LMg
LLNKFFRIVVDEVDRHEIGHVNKFEGDAS LT FGAPNRIJSGPEDINAT AAAR|
LLNRFFHIVVNEVDRHHGLINKFEGDA LATFGAPNRLS]

LLNRFFVIVDEVNEHGLVNKFQGDAﬁLAVFGAPNRLPEDAALAEAR
LLNEF RV Y Vi VAR HEGIFVN K FQGDAR

Rv1318c 385
Rv1319c 386
Rv1320c 385
Rv3645 386

\LATP \LATP \Lkat

Rv1318c 435
Rv1319c 436
Rv1320c 435
Rv3645 436

Rv1318c 485 : E
Rv1319c 486 : TIRH T
Rv1320c 485 : [CIWENNSY)sSISAMINSSQOTIRRGH

Rv3645 486 : TIHNNT.EDGHYWNSATAWYSGIRAL.D

Rv1318c-20c Rv3645

Rv1318C 535 : GLi------------—~————————————- TKPRR
RVI319C = & ——mmmmmmmmm e e o e e
Rv1320c 535 : QQLQOMPAQSADIVGGALGDHQTHTIYRGAHPTD
Rv3645 536 : NLAAPEEVSSEVRG-------------------

Abb. 4-22. Alighment der Holoenzyme Rv1318c, Rv1319¢c, Rv1320c und Rv3645.

Die Unterlegung der Aminosauren umfaflt drei Stufen. Invers: identische oder nach Blosum 62
konservierte AAn. In zwei heller werdenden Grauabstufungen folgen die in drei bzw. zwei ACn
konservierten AAn. Mit ,intra“ und ,extra“ wurde die prognostizierte Lage der Schleifen
zwischen den Transmembrandomidnen angegeben. Der Start der klonierten katalytischen
Zentren ist mit einem Pfeil (V) markiert. Wichtige AAn sind markiert (|, kat = Katalyse).

Eine Aktivitatsuberprifung der vier membranstandigen Holoenzyme als
Membranpraparation ergab nur flr zwei eine Aktivitat iber pQE. Dabei war Rv3645
(958 pmol/(mg*min)) 25x aktiver als Rv1319c (39 pmol/(mg*min)) (Abb. 4-23). GTP

wird nicht umgesetzt. Im weiteren wurde mit Rv1319c und Rv3645 gearbeitet.
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1000
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mg*min)]

600

400 +

Aktivitat [pmol/(

200

T T T T T T T
pQE Rv1318c Rv1319c Rv1320c  Rv3645

Abb. 4-23. Aktivitatsiibersicht der vier Holoenzyme.
Die Membranpraparation ergab nur fiir Rv1319c und Rv3645 Aktivitat.

Der Nachweis der exprimierten Holoenzyme (je ca. 60 kDa) war nur durch einen
Western-Blot mdglich. Zudem waren die Banden oft nur schwach zu erkennen.
Exemplarisch sei hier ein Western-Blot vom Zellhomogenat abgebildet (Abb. 4-24).
Die Spur fur Rv1318c (1) zeigte zwei Banden bei 56 und 51 kDa, wahrend Rv1320c
(3) eine diskrete Bande bei 59 kDa ergab. Die Spur von Rv1319c (2) bestand aus
wenigstens 10 Banden zwischen 129 und 44 kDa. Hierbei handelte es sich
vermutlich um Abbauprodukte oder Multimere. Da alle drei Enzyme eine Bande um
60 kDa zeigten, wurde von einer erfolgreichen Expression ausgegangen (fur Rv3645

siehe Abb. 4-25).
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Abb. 4-24. Western-Blot der Holoenzyme Rv1318c,
Rv1319c und Rv1320c mit RGSH,-Antikorper (Bel.: 2 sec).

Spuren: 1: Rv1318c, 2: Rv1319c¢, 3: Rv1320c, 4: pQE

Fiir die eingezeichneten Punkte wurden folgende GroRen
116 berechnet:

kDa

1 (Rv1318c): 56, 51 kDa
- 66 2 (Rv1319c): 129, 119, 104, 79, 82, 75, 64, 60, 51, 44 kDa

3 (Rv1320c): 59 kDa
- 45 Probenvorbereitung:

Zellen von 40 ml Kultur wurde in 1 ml 50 mM Tris/HCI pH

7,5 suspendiert und 2 x 10 sec mit Ultraschall (Stufe 4)

bei 4 °C aufgeschlossen. 50 pl des Zellhomogenats

wurden mit der gleichen Menge SDS-Probenpuffer

versetzt und 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach 5 min

-25 Zentrifugation bei ~14.000 g bei RT wurden je 10 pl des
Uberstands aufgetragen.

-35

Selbst der Nachweis der aktivsten AC Rv3645 gelang nur per Western-Blot (Abb.
4-25). Bereits ohne Induktion erfolgte bei Rv3645 schon eine Hintergrundexpression.
Die angegebenen mittleren Helligkeiten der Banden lassen halbquantitativ auf eine
zusatzliche Expression von Rv3645 durch IPTG-Zusatz schliel3en.

PQE (”":;I’ ?314%) Marker — App. 4-25, Western-Blot einer
Expressionsreihe von Rv3645 mit anti-
1000 O 30 60 200 500 1000 RGSH,-Antikérper.

Rv3645 lauft auf erwarteter Hohe (52 kDa,
obere Bande bei 200 uM IPTG bei 85,7 kDa).
Unterhalb: mittlere Helligkeit der Banden
(gleiche Flache: 0,168; Grauskala, nach NIH-
ImageJ).

Probenvorbereitung:

Zellen von 1 ml des 20 ml
Expressionsansatzes wurde in 100 pyl SDS-
Probenpuffer suspendiert und mit 2 x 10 sec
mit Ultraschall (Stufe 4) bei 4 °C
aufgeschlossen. Nach 30 min bei 37 °C wurde
bei RT fur 5 min bei 14.000 g zentrifugiert.
Vom Uberstand wurden 2 pl aufgetragen.
Blot: 2 h, 25V, 260 mA.

126 115 108 112 98 87

Die Reinigung der Holoenzyme Rv3645 und Rv1319c aus der Membran (3.3.4, mit
Solubilisierung) wurde mehrfach  mit verschiedenen Detergenzien in
unterschiedlichen Konzentrationen versucht. Es war allerdings keine Aktivitat von
den Ni**-NTA-Saulen eluierbar. Deswegen wurde der Detergenzeinflul auf die
Membranpraparationen (MP) untersucht (Abb. 4-26 und Abb. 4-28).
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Die Detergenzien Polydocanol (0,6-3 %), Dodecylmaltosid (0,3 %) oder Triton X 100
(1-3 %) hemmten die Aktivitat der MP um etwa 90 % gegen die Aktivitat der MP ohne
Detergenz (Aktivitat = 100 %).

CHAPS fuhrte bei Rv3645 zu einer geringeren Aktivitatssenkung (um 53 % bei 0,5 %
CHAPS und 75 % bei 2 % CHAPS, Abb. 4-26). Nach Schutteln mit Detergenz und
Trennung in Uberstand und Niederschlag zeigte nur Rv3645 Aktivitat (Abb. 4-28).

Rv1319c wird weiter unten besprochen.

X R
A O LT
o o N n O 0 «— 0 1
- - <T o < M~ (a2 <] N ©
600 I Rv3645
| [C1Rv1319¢c
500 A
_’é‘ ]
£
*m400—
E
©°
E300—
= |
©
:2200—
T J
<
" I_\
0-
0 % 0,5 % 1,0 % 1,5 % 2,0 %

CHAPS

Abb. 4-26. EinfluB von CHAPS auf die AC-Aktivitaten der MP von Rv3645 und Rv1319c.

Auffillig ist der geringe Aktivititsverlust von Rv1319c (9-35 %). Uber dem Graphen sind die
Restaktivitiaten gegen 100 % der jeweiligen MP angegeben.

Das SDS-PAGE-Gel liel3 fur Rv3645 im Niederschlag fur Triton X 100 und CHAPS
sowie auch im CHAPS-Uberstand kraftigere Banden erahnen. Die Proteine liefen
hier auf einer Hohe von 68 kDa (Abb. 4-27, Pfeil). Der pQE hatte in diesem Bereich

keine verstarkten Banden. Bei Rv1319c lieRen sich kaum Proteinbanden erkennen.
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Triton-US M Triton-P  CHAPS-US CHAPS-P M
3 1 2 3 (kbDa) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 (kDa)

i -
T -
. 68 . " 68
= < 36
— 25
= '20 . 25

Abb. 4-27. SDS-PAGE-Gele von Rv1319c¢ und Rv3645 unter Triton X 100 und CHAPS EinfluR
(12,5 %).

1 =pQE; 2 = Rv1319c; 3 = Rv3645

FPH = French-Press Homogenat; MP = Membranpriparation; US = Uberstand; P =
Niederschlag; M = Marker.

Rv1319c¢c kam mit 63 pmol/(mg*min) nur auf etwa 10 % der Aktivitat von Rv3645 (592
pmol/(mg*min); Abb. 4-26). Rv1319c wird aber nur wenig von Detergenzien
gehemmt (91-65 % Restaktivitdat bei 0,5-2 % CHAPS). Der scheinbare
Aktivitatsanstieg von Rv1319c bei 2 % Triton X 100 bzw. CHAPS ist wahrscheinlich
ein Effekt der Proteinkonzentration der MP. Vergleicht man die Aktivitdten nach
Zugabe von 2 % CHAPS fur Rv3645 in Abb. 4-28 und Abb. 4-26, so waren sowohl
die Aktivitaten (150 bzw. 100 [pmol/(mg*min)]), als auch die prozentuale Hemmung
(75 % bzw. 83 %) fur die mit Detergenz versetzte MP gleich.
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Abb. 4-28. Membranpraparation mit Solubilisierungsversuch fiir Rv1319c und Rv3645.

Werte nach 1 h schiitteln mit Detergenz bei 4 °C, anschlieBender Zentrifugation bei 48.000 g fiir
30 min und Resuspension des Niederschlags in Membransuspensionspuffer (FPH = French-
Press-Homogenat, US = Uberstand, P = Niederschlag). Uber dem Graphen stehen die
Restaktivitdten in Prozent bezogen auf die angegebenen 100 % Werte.

4.2.2 Rv3645 Mutationen

Rv3645 besitzt, wie cyaB, ein T473 anstatt eines D in der katalytischen Tasche. Das
Threonin ist wahrscheinlich an der Ausrichtung des Adeninringes des ATP beteiligt
(Abb. 1-1), wie fiir cyaB1 aus Anabaena sp. PCC 7120 gezeigt wurde®. Zur
Uberprifung des Einflusses von T473 in Rv3645, wurden die Mutanten
Rv3645T473A und Rv3645T473D hergestellt.

Die Konstrukte zeigten geringere Aktivitaten als der Wildtyp. Die Mutation zum
kanonischen Aspartat ergab eine Restaktivitat von 20 % (65 pmol/(mg*min)),
wahrend die in der T473A-Mutante noch 60 % (177 pmol/(mg*min)) der
Wildtypaktivitat erhalten blieb.
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Abb. 4-29. Aktivitidten von Rv3645, Rv3645T473A und Rv3645T473D.

Aktivitaten der resuspendierten MP eines von zwei reprasentativen Versuchen (n=1); oben
Aktivitaten in Prozent bezogen auf den 100 % Wert (AC-Assay: T=37 °C, ATP= 75 yM, 50 mM
Tris/HCI, pH 8,1).

4.2.3 Verbundene Holoenzyme

In Mammalia-ACn liegen die beiden katalytischen Schleifen in einem einzigen
Protein vor. C1 ist zwischen den beiden Membranankern plaziert, C2 liegt C-terminal.
Im aktiven Protein bilden beide intramolekular ein katalytisches Zentrum. Evolutionar

ist dieser Aufbau wahrscheinlich durch Genverdopplung entstanden.

Im Genom des Stammes H37Rv von M. tuberculosis liegen die drei ACn Rv1318c-
20c unmittelbar hintereinander (Abb. 4-30). Der Leserahmen der drei Gene ist
durchgangig, und die codierenden Regionen sind nur durch ein bzw. zwei Stops
getrennt (Abb. 4-31). Diese Aufreihung erinnerte an die Domanenanordnung der
Mammalia-ACn und fuhrte zur Idee von Doppelkonstrukten.

Die beiderseits angrenzenden Gene waren durch Anderungen des Leserahmens

oder der Leserichtung abgegrenzt.
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Abb. 4-30. Anordnung der drei ACn Rv1318c-20c in der Nucleotidsequenz von H37Rv.

Abhéangig von der Leserichtung sind die Gene iiber bzw. unter dem Nucleotidlineal
eingezeichnet. Rv1318c, Rv1319¢c und Rv1320c folgen unmittelbar aufeinander.

Die Abbildung wurde der Website ,,TuberculList“ des Institute Pasteur, Frankreich, entnommen
und angepalt: (http://genolist.pasteur.fr/TuberculList/).

Zur Realisierung der Doppelkonstrukte wurden die Stopcodons durch
Basenaustausche zu Glutaminen mutiert. Statt TAG bzw. TAA wurde CAG bzw. CAA
= Glutamin (Q) eingefigt (Abb. 4-31). Die Linker zwischen den einzelnen ACn der
Doppelkonstrukte haben eine Lange von 4 AAn in Rv1320c1319c bzw. 18 AAn in
Rv1319c¢1318c.

Die Expression der Konstrukte wurde mit einem Western-Blot Uberpruft.
Rv1320c1319c zeigte eine Einzelbande von 97 kDa mit einer schwachen
Nebenbande bei ca. 116 kDa, wahrend Rv1319¢1318c zwei Banden bei 104 und 97
kDa wund eine schwachere Bande bei 129 kDa lieferte (berechnetes

Molekulargewicht: ca. 120 kDa).

a) Rv1320c1319c

CGTGGGGCGCATCCGACAGATTAGGCTGACGCCACCATGCCGGCGAAAAAGACCATGGCGCAACGCCTGG 1750
R G A H P TD . A DATMU?PA AI KU KTMAOQ R L

RV1320c —— Rv1319c

tag — cag
Stop—> Q
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b) Rv1319¢1318¢c
GGTCTTTGGGCGAGACGGTGACGCTGCGCGGACATGAGCAGCCGACTCGGCTGGCCGETGLCCCALCCTAAGC 1610
WSLGETVTLRGHEQPTRLAVPT..A
Rv1319c (taa — caa)
Stop —» Q

G o T T R A R Q P VAP DS S TN . S D A T

CGGGCAAACAACACGAGCGCGCCAACCGGTCGCACCCGACTCTTCGACAAACTAGTCTGACGCCACA@G 1680
/

“Linker” tag — cag Start
Stop—> Q Rv1318c

Abb. 4-31. mit Vorseite: Sequenzausschnitt des Ubergangs der Cyclasen Rv1320c und Rv1319¢
(a) und Rv1319c und Rv1318c (b). Die Stopcodons wurden durch Basenaustausche zu Q
mutiert.

1 2 Marker
kDa

—>»
-116
—>»
Abb. 4-32. Western-Blot von Rv1320¢1319¢c und Rv1319c1318c.

- 66 Belichtung 10 sec., um die schwache Bande fiir Rv1320c1319c
(Pfeil) zeigen zu kénnen. Fiir Rv1319¢1318c sind auf etwa der
gleichen Hohe zwei stirkere Banden zu sehen, eine weitere

-45 dariiber (Pfeile). Die uibrigen schwacheren Banden entstammen
der fiir die iibrigen Proben des Blots (Abb. 4-24) langen
Belichtungszeit; Probenvorbereitung siehe dort, erwartete

-35 GroRe ca. 120 kDa.
Fur die einzelnen Banden wurden folgende GroRen berechnet:
-25 1 Rv1320c1319c: 97 kDa

2 Rv1319¢1318c: 97, 104 und 129 kDa

Rv1319¢1318c hatte eine geringe Aktivitat (21 pmol/(mg*min)), was dem doppelten
pQE entsprach, Rv1320c1319c¢ war inaktiv.
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Rv1320c1319¢ Rv1319¢1318¢c

Abb. 4-33. Aktivitatsvergleich der MP der verbundenen ACn mit den Einzelcyclasen (einer von
zwei reprasentativen Versuchen, n=1).

4.2.4 Charakterisierung von Rv1319ckat

4.2.4.1 Aktivitatsiiberblick aller vier katalytischen Zentren

Die Aminosaurekonservierung der katalytischen Zentren der vier mycobakteriellen
ACn ist zwischen Rv1318c-20c groRer (64-69 % Identitat, 73-79 % Ahnlichkeit) als
gegen Rv3645 (46-52 % ldentitat, 61-69 % Ahnlichkeit; Tab. 4-2).

% Rv1318ckat Rv1319ckat Rv1320ckat Rv3645kat
Rv1318ckat 69 67 52
Rv1319ckat 79 64 48
Rv1320ckat 74 73 46

Rv3645kat 69 62 61

Tab. 4-2. Identische (fett) und dhnliche Konservierungen der AAn der katalytischen Zentren von
Rv1318c-20c und Rv3645.

Zur Untersuchung wurden von allen vier Holoenzymen die katalytischen Zentren
Rv1318ckat, @ Rv1319ckat, Rv1320ckat und Rv3645kat kloniert. Ilhre
Proteinsequenzen begannen N-terminal bei GE (Rv1318c-20c) bzw. GQ (Rv3645)
(Pfeil v in Abb. 4-22) und endeten mit dem unveranderten C-terminus. Damit wurde

die gleiche Startposition wie bei cyaB8 gewahlt (Abb. 4-21).
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Das SDS-PAGE-Gel zeigte eine Anreicherung der loslichen Proteine Rv1319ckat,
Rv1320ckat und Rv3645kat (Abb. 4-34). Rv1318ckat war erst auf einem Western-
Blot sichtbar.

T B 3 5 T 8 3 5
(8] [$) [S) o [&) Q [§] 4
S 2 8§ ¥ 8% S 2 8 ¥ 8g
x o o 14 = x x 4 xr =%
b)
§ oy
36
-25
-20
-
.'
- 20
R
12,5
-
22 20 25 21 kDa 22 20 25 21 kDa

Abb. 4-34. a) Western-Blot und b) SDS-PAGE-Gel (12,5 %) von Rv1318ckat, Rv1319ckat,
Rv1320ckat und Rv3645kat.

a) Western-Blot (mit anti-RGSH,;-Antikorper) zeigt eine Bande fiir Rv1318ckat (Pfeil).
Rv1320ckat und Rv3645kat zeigen beide Abbauprodukte. Einzig Rv1319ckat ergibt eine starke
Einzelbande.

b) Das SDS-PAGE-Gel weist eine Anreicherung der Enzyme nach. Rv3645kat lauft zu hoch,
zeigt im Western-Blot aber eine Bande der richtigen GroRe.

Rv1319ckat war aktiv (903 £ 109 [pmol/(mg*min)]), wahrend Rv1318ckat (121 £ 77
[pmol/(mg*min)]) und Rv3645kat (34 + 18 [pmol/(mg*min)]) wenig aktiv sind (10 pg
Protein im Test) (Abb. 4-35; Werte: Aktivitat + SEM mit 10 ug frisch gereinigtem
Protein, T = 30 °C, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5). Rv1320c war nicht aktiv.
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Abb. 4-35. Aktivitatsiiberblick fiir Rv1318ckat, Rv1319ckat, Rv1320ckat und Rv3645kat.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit deren Standardfehlern (SEM) aus 4 Messungen mit
gereinigtem Protein (75 pM ATP).

Rv1319ckat wurde zur Charakterisierung des katalytischen Zentrums benutzt.
Dieses konnte in groRer Menge exprimiert und gereinigt werden. Ubliche erzielte
Konzentrationen beliefen sich bei French-Press Aufschluld auf 5-6 ug/ul gereinigtes

Protein. Die Reinheit entsprach dabei jeweils der von Abb. 4-34.

4.2.4.2 Proteinabhangigkeit

Die Proteinabhangigkeit war linear bis 8 yM. Bei hoheren Konzentrationen flacht die

Aktivitatszunahme ab. Die Aktivitaten waren bei 37 °C insgesamt hoher als bei 30 °C.

1,1
b) 1,0-
— 09
= 7 c
*E 0,8
o 0,71
£
= 06
£
£ 051
=§ 04
:g 0,3
< 02]
14 01
0 ' ' ' ' : ' 00
0 1 2 3 4 Protein [uiM]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 Proteinfug]

Aktivitat [nmol/(mg*min

Trrrrr rr 1 r 1 r 1T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20Protein[uM

0
e
0 5 10 15 20 25 30 3H 40 Poteinfug]
Abb. 4-36. Proteinabhangigkeit von Rv1319ckat.

Die Kurven wurden mit 75 yM ATP a) bei 37 °C und pH 8,1 und b) bei 30 °C und pH 7,5
aufgezeichnet. Man beachte die unterschiedlichen MaRstéibe.
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4.2.4.3 pH Optimum

Die pH-Abhangigkeit wurde mit verschiedenen 50 mM Puffern bei 30 °C, 75 uyM ATP
fur 10 min gemessen. Die pH-Messung der Reaktionsansatze fand ohne Protein bei
RT statt. Da Tris/HCI temperaturempfindlich ist (-0,12 pH-Einheiten pro +5 °C),
wurden die Werte um —0,25 pH korrigiert. Das pH-Optimum von Rv1319ckat lag bei
pH 9,5 (Abb. 4-37).

1,0 5
m  Acetat/NaOH

® MES
Na,CO,/HCI v
v Glycin/NaOH
Tris/HCI v
4 TES/NaOH

0,8 1

Aktivitat [nmol/(mg*min)]

Abb. 4-37. EinfluB des pH auf die Aktivitidt von Rv1319ckat (4 bzw. 8 ug Protein).

4.2.4.4 Kinetik

FUr die Bestimmung der kinetischen Parameter wurden zwei von mehreren Tests
herangezogen. Im zweiten gezeigten Test wurde die Spanne von 0,5 bis 3 Ky-
Werten des ersten untersucht. Die unterschiedlichen Bedingungen zeigten einen
starken EinfluR. So kletterte vnax von 327 pmol/(mg*min) bei 30 °C und pH 7,5 um
das 30 fache auf 10 nmol/(mg*min) bei 37 °C und pH 8,1. Der Ky blieb mit 80 bzw.
50 pyM ATP konstant. Der Hill Plot bestatigte keine Kooperativitat der beiden
katalytischen Zentren (0,99 bzw. 1,08).
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Abb. 4-38. Vorseite: Kinetische Bestimmungen fiir Rv1319ckat.

Gezeigt sind (von oben) die Auftragung nach Michaelis-Menten, Hanes-Woolfe und Hill. Die
Enzymmenge betrug jeweils 4 pug.

Die Bestimmung nach Hanes-Woolfe wurde gewaihlt, da so die Schwankungen der gemessenen
Aktivititen verkleinert wurden; Berechnung der Ergebnisse: 7.2.1; Bestimmung bei 37 °C, pH 8,1:
Mittelwerte, n=2.

4.2.4.5 Temperaturoptimum

Die Temperaturabhangigkeit wurde von 5 bis 65 °C bestimmt. Die Enzymaktivitat war
glockenférmig mit einem Maximum bei 37 °C. Die Arrheniusauftragung ergab eine

Aktivierungsenergie von Ea = 28 kdJ/mol.

500+ -21,54

[ | 4
400 = 22,04
E ‘kE 1 .
E D 22,5 =
D 300 £
£ 3 ]
E E 23,01 -
S 200 5 1 -
5 S 2354
: S -
< 100+ £ 24,0
] | |
0 T T T T T T 1 24,5 1/ f—— T T T ' 1 T T 1
-~ (s2] n N~
0 10 20 30 40 50 60 70 ST S =5 & Z T & & 05
Temperatur [°C] 1/Temperatur [*10° K]

Abb. 4-39. Temperaturabhangigkeit der Aktivitat von Rv1319ckat.

Rechts: Auftragung nach Arrhenius (R = -0,91281), 75 uM ATP, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5. Einer von
zwei reprasentativen Assays.

4.2.4.6 Zeitabhangigkeit

Die Zeitabhangigkeit war linear bis 15 min. Da die Reaktionszeit sonst 10 min betrug,

lagen die Werte stets im linearen Bereich.
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Aktivitdt [nmol/mg]
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Abb. 4-40. Zeitabhdngigkeit von Rv1319ckat (R = 0,99715), n=1.

4.2.4.7 Stabilitat

Rv1319ckat war bei —20 °C mit 20 % Glycerol Uber 6 Monate gut lagerfahig (Abb.
4-41). Die Lagerung bei 4 °C mit 20 % Glycerol zeigte einen Anstieg der Aktivitat
uber 2 Monate. Diese Lagerbedingungen begunstigen mdglicherweise die Bildung

von Dimeren.
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1
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o
N
1

0,11

0 T T T
0 50 100 150 200 0 10 20 30 40 50 60 70

Tage Tage

Test bei: 37 °C, pH 8,1 Test bei: 30 °C, pH 7,5
Abb. 4-41. Stabilitat von Rv1319ckat.

a) Die —20 °C Lagerung wurde bei 37 °C, pH 8,1 getestet, b) die 4 °C Lagerung bei 30 °C und pH
7,5. Beide enthalten 20 % Glycerol.

4.2.4.8 Cofaktoren

Mit Mg® war Rv1319ckat inaktiv (0 bis15 mM). Mit Mn?* wurde mit 2 mM die
Sattigung erreicht (Abb. 4-42).
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Abb. 4-42. EinfluB von Mn*" auf Rv1319ckat (30 °C, pH 7,5, 4 uyg Enzym).

Die Aktivierung durch Carbonat, die diesem Cyclasensubtyp aufgrund des D/T-
Austausches eigentumlich ist, wurde flr die mycobakteriellen Adenylatcyclasen hier
nicht untersucht. In Kooperation mit Dr. Cann wurde jedoch fir cyaB und Rv1319c

eine solche Aktivierung gefunden®.

4.2.4.9 Substratspezifitat
Rv1319ckat zeigte Substratspezifitat fur ATP, GTP wurde nicht umgesetzt.

4.2.5 EinfluR der HAMP-Domanen

Neben dem katalytischen Zentrum besitzen die vier untersuchten mycobakteriellen
Cyclasen eine HAMP Domane.

Diese setzt sich aus zwei amphipathischen Helices (AH | und AH II) mit je 18 AAn
und einen sie verbindenden 15 AAn langen Linker zusammen (Abb. 4-43). Der
Ubergang sowohl von der TM6 und in die Cyclase-Domane ist flieRend. In
Anlehnung an die SMART-Ergebnisse wird der Bereich zwischen den Positionen
M278 und R328 (SMART: M278-R330; Bezifferungen fir Rv3645) festgelegt. Das
nach Williams und Stewart® hochkonservierte P283 riickt durch den um eine AA
verschobenen Start (nach SMART) von der 7. (Appleman und Stewart45) auf die 6.

Position in AH |, wahrend das ebendort als essentiell fir die Funktion der HAMP-
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Domane gefundene E310 vor AH Il hier bei der Einteilung berlcksichtigt wurde. Die
Lange der beiden Helices wurde angeglichen.

Die Aminosaurekonservierungen der HAMP-Domane sind, analog zu Tab. 4-1 und
Tab. 4-2, bei Rv1318c-20c (>80 % Identitat und Ahnlichkeit) gréRer als bei Rv3645
(>40 % ldentitat, >60 % Ahnlichkeit; Tab. 4-3, Abb. 4-43).

Zusammen mit spateren Ergebnissen (s.u.) weist dies auf eine Teilung der vier ACn
in zwei Gruppen unterschiedlicher Eigenschaften hin, von der je eine AC untersucht
wurde: Rv1319c, aufgrund ihres aktiven katalytischen Zentrums, und als einziges
Enzym der zweiten Gruppe Rv3645, das als Holoenzym die groRte Aktivitat zeigte.
Gestutzt wird diese Einteilung durch die Lage der Gene im Genom, die durch die

Namensgebung verdeutlicht wird.

Rv1318c 277 :
Rv1319c 278 :
Rv1320c 277 :
Rv3645 278 :

AH1 Linker AH2
Abb. 4-43. HAMP-Domanen von Rv1318c, Rv1319c, Rv1320c und Rv3645.

Der Alignmentausschnitt mit Konservierung. Die Doppelpfeile markieren die Unterteilung der
Domane; vmarkiert die im Text angesprochnen AAn P283 und E310.

% Rv1318cHAMP Rv1319cHAMP Rv1320cHAMP Rv3645HAMP
Rv1318cHAMP 86 82 44
Rv1319cHAMP 94 88 42
Rv1320cHAMP 88 88 42

Rv3645HAMP 60 60 64

Tab. 4-3. Identische (fett) und dhnliche Konservierungen der AAn der HAMP-Domane von
Rv1318c-20c und Rv3645.
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4.2.5.1 Wildtyp HAMP-Domane

Nachdem die Holoenzyme und katalytischen Zentren von Rv1319c und Rv3645
unterschiedliche Ergebnisse lieferten, wurde die mdgliche Regulation der
katalytischen Aktivitat durch die HAMP-Domane untersucht. Dazu wurden |0sliche
~,AAMPkat“-Konstrukte, bestehend aus HAMP-Domane und katalytischem Zentrum,
kloniert. Rv1319cHAMPkat und Rv3645HAMPkat begannen N-terminal jeweils bei

Aminosaure 278 und endeten mit dem unveranderten Stop (Abb. 4-52).

Die Reinigung der Konstrukte war fur Rv1319cHAMPkat mdglich und ergab fur
Rv3645HAMPKat eine Anreicherung des Proteins (Abb. 4-44).

1 2 Marker kDa
- 116
w06
- 45 Abb. 4-44. SDS-PAGE-Gel (15 %) fiir
& 35 Rv1319cHAMPkat und Rv3645HAMPkat.
:t R Aufgetragene Proben mit erwarteter
y - 25 molekularer Masse:
1: Rv1319cHAMPKkat 29 kDa
we 184 2: Rv3645HAMPkat 30 kDa
w144 Rv1319cHAMPkat lauft mit knapp 25 kDa

etwas zu niedrig.

Die Bestimmung der Proteinabhangigkeit wurde fur die Konzentrationsbereiche 0,25-
1,5 und 0,07-3,66 M Protein getrennt durchgefuhrt (jeweils a) und b) in Abb. 4-45).
Rv1319ckat zeigte ab 0,5 uM Protein eine lineare Aktivitatszunahme (vgl. Abb. 4-36),
Rv1319cHAMPkat war nicht proteinabhangig.

Rv3645HAMPkat zeigte bis 1,5 yM Protein einen Anstieg, der mit dem gleichen
Korrelationseffizienten von 0,97 sowohl als linear, als auch als sigmoidaler
Kurvenanstieg gedeutet werden konnte. Bei weiter steigender Proteinkonzentration
zeigten beide Konstrukte von Rv3645 eine sigmoide Kurve, bei der die Konzentration
fur die halbmaximale Aktivitdt von 1,7 yM Protein fur Rv3645kat auf 1,1 uM far
Rv3645HAMPkat linksverschoben war. Diese Linksverschiebung ergabe sich auch
bei einer linearen Steigung. Folglich scheint das aktive Zentrum von Rv3645 durch

die HAMP-Domane aktiviert, das von Rv1319c hingegen gehemmt zu werden.
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Abb. 4-45. Proteinabhangigkeit von Rv1319ckat und Rv1319cHAMPkat (oben) bzw. Rv3645kat
und Rv3645HAMPkat (unten; je: 75 uM ATP, 37 °C, pH 8,1; je n=1).

Bereiche: a) von 0,25-1,5 uM Protein, b) bis 4 uyM. Man beachte die unterschiedlichen MaRstabe,
die sich aus den unterschiedlichen Molekulargewichten ergeben.

Die Kinetiken der HAMP-Doméanen Konstrukte zeigten Unterschiede (Ubersicht: Abb.
4-46). Fur Rv1319cHAMPkat und Rv3645kat wurden die Ergebnisse durch die
Lineweaver-Burk Linearisierungen ermittelt. Fur Rv3645HAMPkat multe die
Lineweaver-Burk Linearisierung fur allosterische Proteine angewendet werden (Abb.
4-47), da die ubliche Linearisierung die y-Achse unterhalb des Nullwerts schnitt.

Deswegen wurde statt des Ky der Ky* ermittelt (7.2.2).
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Abb. 4-46. zur Ubersicht: Michaelis-Menten-Auftragung der katalytischen Zentren mit und ohne
HAMP-Domane von Rv1319c und Rv3645 (2 uM Protein, pH 8,1, 37 °C, n=1).
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Rv3645HAMPkat

mit Lineweaver-Burk Auftragung fir allosterische Proteine
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Abb. 4-47. mit Vorseite: Kinetiken von Rv1319cHAMPkat, Rv3645kat und Rv3645HAMPkat (2 pM
Protein, 37 °C, pH 8,1; n = 2).

Rv3645HAMPkat: Michaelis-Menten-Kurve zusammengesetzt aus zwei AC-Tests (10-150 pM ATP,
2,2 uM Protein und 300-1000 uM ATP, 2 pM Protein, je n=1); die Auswertung wurde fiir Werte ab
300 uM ATP durchgefiihrt, da sie den Michaelis-Menten-Bedingungen gehorchen.

Der Hill-Plot von Rv1319cHAMPkat und Rv3645HAMPkat zeigte einen
Kooperationswechsel der katalytischen Zentren (Abflachung der Kurven).
Rv1319ckat  war nicht kooperativ (4.2.4.4, Hill-Koeffizient: Quy = 1). Flr
Rv3645HAMPkat wurde mit Qu = 2 eine positive Kooperation gefunden.
Rv1319cHAMPkat und Rv3645kat hatten einen Qi von 0,8 bzw. 0,9 (Abb. 4-48).
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[ ] [ ]
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B
>§
< 264
1E-4 v//~— |
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Steigung = 0,80646;R = 0,99761
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Abb. 4-48. mit Vorseite: Auftragungen nach Hill von Rv1319cHAMPkat, Rv3645kat und
Rv3645HAMPkat (2 uM Protein, n = 2).

.
Konstrukt [nmoIXr'Tr‘lzlx*min)] [uMKRnTP] [pl\tl( ATP] [*1|(§'c?’ats;1] Tscﬂt(/llg'in Qi
Rv1319ckat 10 50 1,2 24 1,1

Rv1319cHAMPKat 5 780 0,9 12 08
Rv3645kat 23 3750 2,8 07 09

Rv3645HAMPkat 28 500 5,1 10 20

Tab. 4-4. Zusammenfassung der kinetischen Daten.

Fir Rv3645HAMPkat wurde der Ky*-Wert fiir die Berechnung der katalytischen Effizienz
(kcat/Km) herangezogen (7.2.2 und 7.4). Die Proteinkonzentration betrug jeweils 2 pM; Qy;; = Hill-
Koeffizient.

Die Ergebnisse deuten an, dall die HAMP-Domanen einen gegenteiligen Effekt
ausuben. Rv1319ckat wird durch seine HAMP-Domane gehemmt. vmax wird auf die
Halfte erniedrigt, Ky steigt 16-fach. Die katalytische Effizienz (kca/Km) sinkt um 95 %.
Bei Rv3645kat bleibt durch die HAMP-Domane vnax etwa gleich, Ky wird um das 7,5-
fache erniedrigt, die katalytische Effizienz um das 14-fache gesteigert. Der Hill-

Koeffizient steigt um 1,1.

Detergenzien flhrten bei den Holoenzymen zu Aktivitdtsanderungen (Abb. 4-28).

Dadurch stellte sich die Frage, ob es sich bei diesem Effekt ausschliel3lich um eine
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Denaturierung des Enzyms handelte, oder ob sich zusatzlich auch der Einflul3 der
HAMP-Domane geandert hatte.

Die vier ACn Rv1319ckat, Rv1319cHAMPkat, Rv3645kat und Rv3645HAMPKkat
wurden mit Triton X 100 bzw. CHAPS getestet. Triton X 100 hatte keinen Einflul? (O,
1 und 2 %). Fir CHAPS (0 bis 2 %) war Rv3645HAMPKkat (10 % Restaktivitat bei 1 %
CHAPS) anfalliger als Rv3645kat (60 % Restaktivitat, 1 % CHAPS; Abb. 4-49).

m  Rv3645kat
160 ° —#— Rv1319ckat
® Rv1319cHAMPkat 100 —A— Rv3645HAMpkat
140+
1204 80
< S
9 [
- & 60 =
2 8
X ©
< 7 40
©
201
A
~_
0 T T T T T T T T | 0 T T . . . 3= 4
0,0 0,5 1,0 15 2,0 0,0 0,5 1,0 15 2,0
CHAPS [%] CHAPS [%]

Abb. 4-49. EinfluR von CHAPS auf Rv1319ckat, Rv1319cHAMPkat, Rv3645kat und
Rv3645HAMPkat (37 °C und pH 8,1; n=1).

Die pH-Optima waren flir Rv3645HAMPkat pH 8,1 und fir Rv1319cHAMPkat pH 8,4
(Abb. 4-50).

|—=— Tris/HCL b) 1.6 —&— Tris’HC
—®— Glycin/NaOH ’ ] —&— Glycin/NaCH

14-

1,24
10- o
08
06- —

04 / \
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Abb. 4-50. pH-Abhangigkeit von a) Rv3645HAMPkat und b) Rv1319cHAMPkat.

Die Tris/HCI- und Glycin/NaOH-Werte fiir Rv3645HAMPkat wurden zweimal bei 37 °C gemessen.
Die Kurven mit den geringen Aktivititen stammen aus einer Reinigung ohne Waschen mit 400
mM NaCl. Die Werte fir Tris/HCI sind temperaturkorrigiert, die pH-Werte wurden bei RT
eingestellt.
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Das Temperaturoptimum von Rv3645HAMPkat betrug 37 °C. Der Arrhenius-Plot
ergab eine Aktivierungsenergie von Ex = 83 kJ/mol. Rv1319cHAMPkat war weniger
temperaturempfindlich (breitere Kurve), und hatte ein Maximum bei 40 °C. Die
Aktivierungsenergie betrug 36 kJ/mol (Abb. 4-51).
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Abb. 4-51. mit Vorseite: Temperaturabhéangigkeit der Aktivitat (oben) und deren zugehorige
Arrheniusauftragungen von Rv1319cHAMPkat und Rv3645HAMPkat.

4.2.5.2 Austausch der HAMP-Doménen

Da die HAMP-Domanen die Aktivitat ihres jeweiligen katalytischen Zentrums
gegenteilig beeinflullten, wurden diese zwischen Rv3645kat und Rv1319ckat
ausgetauscht. Die Spleil3stelle (Abb. 4-52, Markierung fur RvxHAMPykat) wurde in
den hochkonservierten Ubergangsbereich zwischen HAMP- und Kkatalytischer

Domane gelegt.
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HAMPkat
Rv1319c 237 : ATTNRIWVLE - HNRNETELAS ATERRSE: T il el il Vi AW F A
Rv3645 236 : GEAVAAD LHANPEALFNDERBUIA A ARG TESIYS TTIREIMS TIDIDR
RvxHAMPykat

v
Rv1319c 286 : ) NeDI VVFDGTELGELOQRGEFNEWMVNGLRERERVRDLF
Rv3645 286 : Q ALSIRVOIN MIYDMSELGLQMGF DIVAYR EIR SIHN@) NI IN
kat
v
Rv1319c 336 : [exziVe irvvaralssis P OINEeIDIN ; IARNARRPRYEISUROIR' DN QIZ AV HIAYK

Abb. 4-52. Alignmentausschnitt der HAMP- und katalytischen Domédne von Rv1319c und
Rv3645 mit den Starts der verschiedenen Konstrukte.

Pfeile liber den Sequenzen bezeichnen den N-terminus des klonierten katalytischen Zentrums
allein (kat), mit zusatzlicher HAMP-Doméane (HAMPkat) und die SpleifRstelle ihres Austauschs
(RvxHAMPykat mit x,y = Nr. der AC). Grauabstufungen analog zu Abb. 4-22.

Die Proteinabhangigkeit (0,05 bis 2 yM Protein), zeigte fir Rv1319cHAMP3645kat
einen linearen Anstieg der Aktivitat (Abb. 4-53). Die Aktivitat von
Rv3645HAMP1319ckat (0,25 bis 1,5 uyM Protein) ist nicht proteinabhangig. Die
Aktivitaten liegen wie bei den wtHAMP-Domanen im Bereich unter 1 nmol/(mg*min).
Rv3645HAMP1319ckat wurde deutlich sichtbar exprimiert, liel3 sich aber nur schlecht

reinigen.
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Zellhomogenate gereinigte Proteine

2 1 2 Marker
B ((BF)

QGS

'

"

£ 12,5

30 29 30 29 kDa

Abb. 4-53. mit Vorseite: Proteinabhidngigkeit (oben) und SDS-PAGE-Gele (15 %) der
gereinigten Proteine.

a) und 1 = Rv1319cHAMP3645kat, b) und 2 = Rv3645HAMP1319ckat (Pfeil), 3 = pQE

Die Proteine wurden mit nur einmal mit Puffer P5 gewaschen und mit 80 pl Elutionspuffer
eluiert. Die erwarteten GréRBen sind unter dem Gel genannt.

Die Michaelis-Menten Auftragung der MeRergebnisse von Rv1319cHAMP3645kat
war durch die ublichen Linearisierungen nicht sinnvoll auswertbar (Abb. 4-54). Sie

zeigten entweder eine negative Steigung bei steigender ATP-Konzentration (Hanes-

Woolfe) oder schnitten nach Lineweaver-Burk die y-Achse unterhalb des Nullwerts.
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Abb. 4-54. Michaelis-Menten Diagramm fiir Rv1319cHAMP3645kat und Rv3645HAMP1319ckat
(37°C, 6 ug Protein, pH 8,1; n=2).
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Die Michaelis-Menten Auftragung fir Rv3645HAMP1319ckat (Abb. 4-54) ergab nach
Linearisierung (Hanes-Woolfe) einen Ky von 130 yM ATP und eine vmax = 1,1
nmol/(mg*min) (Abb. 4-55). Der Hill-Koeffizient war 0,4.

a) _ 6004
= ]
o
S 500+
z ]
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(=]
g 4
5 3004
= 1
g 200
o ]
y
r T T T T T T T T T T T T g 0 § T i i i
100 0 100 200 300 400 500 40 60 8 200 400 600
ATP [uM] ATP [uM

Abb. 4-55. a) Hanes-Woolfe Auftragung und b) Hill-Plot fiir Rv3645HAMP1319ckat.
Ku = 130 uyM und vy,2x = 1,1 nmol/(mg*min) (R = 0,98921); Qu;; = 0,4 (R = 0,96207).

4.2.5.3 Mutationen der HAMP Domane

Eine Auftragung der a-Helices der HAMP-Domane als zweidimensionales Rad ergab
eine amphipathische Oberflache®. Diese Eigenschaft falte verschiedene Linker der
methyl-akzeptierenden chemotaktischen Proteine, die ansonsten nur eine geringe
Sequenzahnlichkeit aufwiesen, in der Gruppe der HAMP-Doméane zusammen. Die
hydrophobe Seite der amphipathischen Helix Il (AH Il), sowie das Prolin zu Beginn
der AH | waren hochkonserviert. Die hydrophobe Oberflache wurde von sich in
Siebenerschritten wiederholenden konservierten hydrophoben AAn gebildet.

Die Untersuchung von Einzelmutationen ergab u.a. eine essentiell funktionelle Rolle
fiir das Glutamat*® kurz vor der AH II. Die Entfernung mehrerer aufeinanderfolgender
AAn ergab fur AH | und AH Il unterschiedliche oft nicht mehr regulierbare

Enzymaktivitaten.

Das vorgeschlagene Modell des Artikels®® geht von einem extrazelluldren Signal aus,
das durch die vorausgehende Transmembranspanne auf die HAMP-Doméane
Ubertragen wird, die dann durch eine Konformationsanderung das Signal an die

ausfuhrende Domane (hier AC) weitergibt.
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Die zweidimensionale Radauftragung der HAMP-Domanen ergibt fir Rv1319¢ und
Rv3645 ebenfalls eindeutig amphipathische Helices (Abb. 4-56), die die
konservierten AAn Prolin (in AH 1) und Glutamin (unmittelbar vor AH Il) enthielten
(vgl. Fig. 1 in® fiir Rv1318c). Der hydrophobe Bereich umfaRte jeweils sechs AAn
(Abb. 4-56). Da die getesteten HAMP-Konstrukte I6slich waren, konnten deren
intramolekulare  Wechselwirkungen durch den hydrophoben Bereich vermittelt
wurden. Es wurden je drei der sechs hydrophoben AAn gegen hydrophile
ausgetauscht, um die hydrophobe Seite zu zerstoren. Dabei wurden die polaren AAn
bertcksichtigt, die hauptsachlich in der Domane von Rv1319c und Rv3645
vorkamen: N und S. Bei Rv1319c war die Position 280 schon mit einem Threonin
besetzt, so dal} diese Position in Rv3645 angeglichen wurde.

Da die Sequenz der HAMP-Domane zwischen Rv1318c-20c hochkonserviert ist, wird
nur Rv1319c betrachtet (vgl. Abb. 4-43und Tab. 4-3).
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Abb. 4-56. mit Vorseite: Radprojektionen der amphipathischen Helices fir Rv1319c¢ und

Rv3645.

weill = hydrophob, invers = hydrophil.
Oben bzw. unten: Unveranderte (oberhalb) und mutierte Aminosdaureanordnung von Rv1319c¢

Rt

o . 0

bzw. Rv3645. Die jeweils erste AA der Helix steht oben.

Mitte: Die Sequenz der HAMP Doménen fir Rv1319¢ und Rv3645 zeigt sowohl die
konservierten, als auch die ausgetauschten AAn dariiber bzw. darunter. Die AAn der

Projektionen
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Abb. 4-57. SDS-PAGE-Gel (12,5 %) von
18 ‘ ; Rv1319cmutHAMPKkat (1), Rv3645mutHAMPkat (2) und
- Rv3645HAMPkat (3).
kDa: 29 30 30 Erwartete GroRen stehen unter dem Gel.

Die Konstrukte lieRen sich 16slich exprimieren und anreichern (Abb. 4-57).

Die mutierte HAMP Domane steigerte in beiden Fallen die Aktivitat im Vergleich mit
der wtHAMP-Proteinen (Rv1319c: 2,5-fach, Rv3645HAMPkat: 4,5-fach).
Rv3645mutHAMPkat stellte damit fir diese AC das aktivste Konstrukt dar (Abb.
4-58).

m  Rv1319ckat 254
99 e Rv1319cHAMPKat
Rv1319cmutHAMPkat
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151

®  Rv3645kat
104 ® Rv3645HAMPkat
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Protein [uM]
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" PR " " "
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Protein [uM]

Abb. 4-58. Proteinabhidngigkeit der HAMP-Konstrukte und katalytischen Zentren von Rv1319c
und Rv3645 (n=2).

Links: Fiir Rv1319ckat zeigen sich lineare Kurven.

Rechts: Die sigmoiden Kurvenverldufe von Rv3645 (Abb. 4-45) sind hier linear, was sowohl am
MaRBstab, als auch an der langen Lagerung von 6 Monaten (-20 °C, 20 % Glycerol) liegen
kénnte.
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Der aktivierende Effekt der mutieten HAMP Doméne sollte noch mit den
Holoenzyme untersucht werden.

Dazu wurde die mutierte HAMP-Domane mit dem katalytischen Zentrum hinter der 6.
TM angefigt (vgl. Abb. 4-22). Dies flhrte zu den Konstrukten
Rv1319cmutHAMPHolo und Rv3645mutHAMPHolo.

1 2 3 4 Marker

(kDa)
116
L
. 45 Abb. 4-59. Western Blot von Rv1319cmut HAMPHolo
(1), Rv3645mutHAMPHolo (2), Rv1319c¢ (3) und
Rv3645 (4).
35

Primarer Antikorper: anti-Rv3645HAMPkat

Die erwartete GroBe betragt fiir alle ~60 kDa (Pfeil).
Aufgetragen wurden je 40 pg Gesamtprotein der
Membranpraparation.

Der Western-Blot der exprimierten Holoenzyme mit und ohne mutierter HAMP-
Domaéne zeigte nur fur Rv3645 Banden, die auf der erwarteten Hohe von ca. 60 kDa
liefen. Darlber hinaus waren noch einige Abbruchprodukte und fir Rv3645
modglicherweise ein Dimer zu erkennen. Die Spuren flir beide Rv1319c Konstrukte

wurden wieder vollstandig uberstrahilt.

Die Membranpraparation erbrachte fir Rv1319c und Rv1319cmutHAMPHolo die
gleiche Aktivitat von ca. 10 pmol/(mg*min).

Rv3645 wurde durch die mutierte HAMP-Domane inaktiviert. Die Aktivitat von
Rv3645 (53 pmol/(mg*min)) sank fur Rv3645mutHAMPkat um 98 % (0,9

pmol/(mg*min)).
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4.2.6 Kristallisierung

Da die HAMP Domane einen entscheidenden Einflud auf die Funktion des
katalytischen Zentrums von Rv3645 hatte, wurde das Konstrukt Rv3645HAMPkat zur
Kristallisation ausgewahlt. Nach der Reinigung wurde das Protein auf ca. 13 mg/ml
konzentriert. Die Kristallisation wurde mit verschiedenen ,Crystal Screen® (CS) | + Il
Puffern versucht. Dabei wurden nach 35 Tagen bei 16 °C und weiteren 18 Tagen
nach Umsetzung auf 12 °C kristallartige, sternférmig angeordnete, diunne, lange
Nadeln mit Puffer ,CS 19 (30 % Isopropanol, 0,1 M Tris/HCI pH 8,5, 0,2 M
Ammoniumacetat) erhalten.

Zur Optimierung wurde die Kristallisation mit variierenden Pufferbestandteilen (bei
pH 8,0) bei 12 bzw. 4 °C durchgeflhrt. Bis jetzt wurden aber nur dieselben
nadelférmigen Kristalle erhalten. Es wurde u.a. versucht, einige der Kristalle zu
resuspendieren und als Kristallisationskeime in neuen Ansatzen zu verwenden (Abb.

4-60). Die erhaltenen Kristalle sind noch zu klein fur eine Réntgenbeugung.

a) b)

Abb. 4-60. Nadelférmige Kristalle (Balken: ca. 0,05 mm).

a) Platte: I1X, Well: C1: 12 °C, 30 % Isopropanol, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,1, 0,1 M Ammoniumacetat,
Protein mit homogenisierten Impfkristallen (Durchmesser ca. 0,15 mm; ca. 2 Monate;
VergroBerung: 20 x 10).

b) Platte: IX, Well: A1: 12 °C, CS 19: 30 % Isopropanol, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,5, 0,2 M
Ammoniumacetat, Protein mit homogenisierten Impfkristallen (ca. 0,125 x 0,2 mm; ca. 2
Monate; VergroBerung: 20 x 10).
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5 Diskussion

Ein Ziel der Arbeit war, die Adenylatcyclase cyaB von Stigmatella aurantiaca zu
charakterisieren. Sie enthielt, wie die Paramecium-AC, eine Hydroxy-Aminosaure
(cyaB: T293, paraAC: S683) anstelle eines Aspartats im katalytischen Zentrum (Abb.
1-2). Als Modell zur Ursachenforschung fur die Inaktivitat der Paramecium-AC
sollten  verschiedene chimare Konstrukte dienen. Der EinfluR der
Langenkonservierung im katalytischen Zentrum wurde durch die Entfernung einer
Aminosaure Uuberprift. Die Auswirkungen des TPR wurden durch C-terminale
Addition dieser Domane sowohl von Paramecium als auch von Anabaena an cyaB
untersucht. SchlieRlich wurde von PD Dr. J. Linder ein Austausch des N-terminus der
katalytischen Domane untersucht (5.1.4). Als dies aber keine positiven Ergebnisse
lieferte, wurden nach der Charakterisierung des katalytischen Zentrums von cyaB
(5.1.3) vier mycobakteriellen Adenylatcyclasen, die ebenfalls den D nach T Ubergang
aufwiesen, untersucht (5.2). Hierbei wurde dem regulatorischen Einflu} der HAMP-

Domaéane besondere Aufmerksamkeit geschenkt (5.2.4f).

5.1 Stigmatella aurantiaca

5.1.1 Holoenzyme

A. Danchin beschrieb die Klonierung von cyaB'® und bestimmte den Start (Abb. 4-2,
VLQGHH...) uber  eine 11 Basen upstream liegende magliche
Ribosomenbindungsstelle. Er berichtete folgende Werte fiir zellfreie Extrakte: Mn** =
25 mM flr maximale Aktivitat, Ky = 110 yuM, Gesamtaktivitat bzw. ,vmax' = 320
pmol/(mg*min) und ein pH-Optimum von 6,5. 35 mM EDTA sorgten aber fur eine
Komplexierung fast aller Kationen, was wahrscheinlich den hohen Bedarf an Mn?*
erklart.

Gegenuber der Genbanksequenz fand ich einen AA Austausch (P163R),
wahrscheinlich ein Sequenzierfehler von Danchin (Abb. 4-2). Damit enthielt das
Protein des in dieser Arbeit vorliegenden Gens das konservierte R163, das die
untersuchten ACn von M. tuberculosis an derselben Position enthalten.
Untersuchungen der weiteren Umgebung vor dem Start ergaben 142 AAn upstream
jedoch zwei weitere mogliche Start-Tripletts fur V-142 und M-136. Sie wurden als

cyaBV1 und cyaBM?7 kloniert. Sowohl das Protein nach Danchin (cyaB), als auch die
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verlangerten Holoenzyme waren inaktiv (4.1.1). Die N-terminale Verlangerungen

ergaben anscheinend ebenso wie das Holoenzym keine korrekte Faltung.

5.1.2 Verkirzungen

Wegen des negativen Ergebnisses mit dem Holoenzym wurden die katalytischen
Zentren in verschiedenen Langenvarianten exprimiert. Von den vier Konstrukten war
cyaB9 (165-352 AA) das kleinste. Es war unldslich und inaktiv. Die im Vergleich zu
cyaB8 (160-352) entfernte Aminosauresequenz ,GEKRE“ scheint daher einen
Einflud auf die Faltung, Loslichkeit und Aktivitat zu haben. cyaB7 (154-352) war
doppelt so aktiv wie cyaB8. Die sechs AAn ,.DTVVLT" (cyaB7) vor ,GEKRE" (cyaB8)
ermdglichen vielleicht eine bessere Faltung oder fordern die Dimerisierung (Abb.
4-2). Weitere 17 AAn N-terminal bei cyaB6 (137-352) brachten keine hoéhere,
sondern eine verschlechterte Aktivitat (4.1.2).

5.1.3 Charakterisierung von cyaB8

Da sie das kurzeste noch aktive Konstrukt war, wurde die weitere Charakterisierung
mit cyaB8 durchgefuhrt. vimax (19 [nmol/(mg*min)]) und Ky (27 uM ATP) wichen stark
von frither berichteten Werten (Ky = 110 UM, ,Vmax* = 320 pmol/(mg*min)) ab'®, d.h.
hier ist das katalytische Zentrum 60-fach aktiver, bei einem um 75 % niedrigeren K.
Der Hill-Koeffizient von cyaB8 war hier 0,8 und weist auf eine mogliche leichte
negative Kooperation hin (4.1.3.1). Dieser Wert kann aber ebensowenig mit dem
Holoenzym von Danchin verglichen werden, wie die katalytische Effizienz von cyaB8
(93 s'M™).

Die optimale Temperatur war 45 °C, die Aktivierungsenergie 100 kd/mol (Abb. 4-9).
Diese Temperatur hat keinen Bezug zum natlrlichen Lebensraum der
Myxobakterien, die im Erdboden rund um die Welt beheimatet sind. Das gefundene
pH-Optimum von 10 (Abb. 4-10) unterscheidet sich stark vom Literaturwert'® (pH-
Optimum 6,5). Ahnliche pH-Optima wurden auch mit den katalytischen Zentren der
Plasmodium-AC* und der Anabaena-AC*® gefunden. Nur bei der Klasse IV AC von
Aeromonas hydrophila (AC2)° wurden ahnliche Werte fiir ein Holoenzym beobachtet
(Temperaturoptimum 65 °C, pH-Optimum 9,5).

Die Séattigungskonzentrationen der Cofaktoren von cyaB8 lagen bei Mg?* (5 mM)
rund 17 mal héher als fiir Mn?* (0,3 mM) (Abb. 4-11). Die dabei mit Mn?* erzielten
Aktivitaten waren doppelt so hoch wie bei Mg®*. Dies liegt mdglicherweise an der

starkeren Elektronegativitit und dem groReren lonenradius von Mn?*,
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Die Proteinabhangigkeit veranderte sich mit der Lagerzeit. Frisch gereinigtes Enzym
ohne Glycerolzusatz stieg hyperbol bis zu einer Proteinsattigung von 1,5 uyM an.
Nach zwei Wochen Lagerung bei 4 °C mit 20 % Glycerol zeigte cyaB8 eine 10-fach
hdhere Aktivitat, die beiderseits einer Konzentration von 0,5 yM stark abfiel (Abb.
4-12). Unterstltzt durch den anscheinend stabilisierenden Einflul des Glycerols
deutet dies auf eine Dimerisierung des Enzym wahrend der Lagerung und eine
Hemmung durch Multimerisierung bei hdheren Konzentrationen hin.

Die Zeitabhangigkeit war bis 15 min linear und stellte eine gute Basis fur die 10
minutigen Tests dar (Abb. 4-13). cyaB8 wies eine eindeutige Substratspezifitat fur
ATP auf (Abb. 4-15).

5.1.4 andere Konstrukte

Das katalytische Zentrum der Paramecium-AC zwischen den beiden Mg?*-bindenden
Aspartaten war um eine AA kirzer als das von cyaB (Abb. 4-19). Die Entfernung
eines Prolins in cyaB8AP183 zum Ausgleich der Langenvariation flhrte zu einer
Halbierung der Aktivitat (4.1.4). Die Sequenzlange scheint hier eine wichtige Rolle flur
die Orientierung der Aspartate zu spielen.

Die Addition der TPRs von Paramecium (cyaB8EparaTPR und cyaB8MparaTPR)
und Anabaena (cyaB8anaTPR) an cyaB8 fuhrte zur Unldslichkeit der
Expressionsprodukte. Aktivitat konnte unter diesen Umstanden nicht gemessen
werden (4.1.4).

Ein von PD Dr. J. Linder durchgefuhrter Austausch des N-terminus des katalytischen
Zentrums der Anabaena-ACsgs.gs9 fuhrte sowohl bei der Parameciumsszs-ses-
Anabaenagsr-gso-Chimare (PAX), als auch bei der Stigmatellaiso-221-Anabaenagsr-gso-
Chimare (SAX) zur Inaktivitdat (4.1.4). Die Paramecium-Anabaena-Chimare war

unloslich und daher einer biochemischen Charakterisierung unzuganglich.

Die Ergebnisse ergaben damit, dal} sich cyaB8 nicht als Modell eignete. Dies mag
auch an weiteren Langenunterschieden der katalytischen Zentren liegen, da das
katalytische Zentrum von cyaB (160-352) gegenuber dem der Paramecium-AC (534-
745) insgesamt um 19 AA kurzer ist (Abb. 1-2).
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5.2 Mycobakterium tuberculosis

Die aus dem hochinfektiosen Mycobakterium tuberculosis stammenden
membrangebundenen ACn Rv1318c, Rv1319c, Rv1320c und Rv3645 enthalten
denselben D nach T Austausch wie cyaB in der katalytischen Domane und wurden

deswegen untersucht (Abb. 4-21).

5.2.1 Holoenzyme

Die Expression der vier ACn wurde mit einem Western-Blot nachgewiesen. Rv1319c
war Uber einen weiten Bereich von 129 bis 44 kDa verschmiert, bei Rv1318c traten
zwei Banden auf. Nur Rv1320c und Rv3645 waren als diskrete Banden zu erkennen
(Abb. 4-24 und Abb. 4-25). Die erwarteten Banden bei 60 kDa waren in jedem Fall
erkennbar.

Nur Rv3645 war aktiv (rund 1 [nmol/(mg*min)]). Fur Rv1319c liel3 sich eine geringe
Aktivitat nachweisen (75 [pmol/(mg*min)]; Abb. 4-23). In den verschmierten Banden
von Rv1319c waren neben Abbauprodukten wahrscheinlich auch funktionsfahiges
Holoenzym und eventuelle Dimere enthalten. Ebenso ist es mdglich, dal} eine kleine
Fraktion der katalytischen Doméane fur die Restaktivitat verantwortlich war, die aber
aufgrund des durch Abbau fehlenden N-terminalen HexaHis-Tags des Holoenzyms
auf dem Western-Blot nicht erkennbar ware.

Die Auswirkung des T473D Austausches im Bereich der Adeninbindungsstelle wurde
mit den Konstrukten Rv3645T473D und Rv3645T473A untersucht. Rv3645T473A
war gut halb so aktiv wie der Wildtyp, Rv3645T473D zeigte nur noch '/s der Aktivitét
(Abb. 4-29). Die evolutionare Mutation zum Threonin entfernte die hier anscheinend
hemmende negative Ladung eines kanonischen Aspartats. Dadurch wurde eine
Regulation durch Carbonat ermoglicht, wie fur die katalytische Domane von Rv1319c
gezeigt*. Moglicherweise beteiligt sich aber auch das zwei AAn upstream liegende
Glutamat an der ATP-Bindung. Das ausgetauschte Aspartat wirde in beiden Fallen
die ATP-Bindung storen und die Beobachtung erklaren.

Die Anordnung der Cyclasen Rv1318c-20c im Genom gab Anlal® zur Annahme, sie
konnten als mammaliadhnliche AC dargestellt werden. Die sie trennenden Stops
wurden durch Punktmutationen entfernt (Stop nach Q, 4.2.3). Rv1319¢1318c war mit
der halben Aktivitat von Rv1319c als einzige der beiden Konstrukte aktiv. Die

korrekte Faltung zur aktiven AC schien durch die Hintereinanderklonierung nicht
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moglich zu sein. Ebenso konnte die Lange des Linkers eine Rolle spielen, da
Rv1319¢1318c (aktiv) eine Linkerlange von 18 AAn hatte, wahrend sie bei
Rv1320c1319c (inaktiv) nur 4 AAn betrug. Eine Linkerverlangerung konnte hier

ebenso flr eine mogliche héhere Aktivitat sorgen, wie eine Coexpression.

5.2.2 Charakterisierung des katalytischen Zentrums von Rv1319c

Die Charakterisierung des katalytischen Zentrums wurde mit Rv1319ckat
durchgefuhrt, da es als einziges konstant aktiv war (Abb. 4-35). Der Start entsprach
dem von cyaB8 (Abb. 4-21). Eine Verlangerung des katalytischen Zentrums
entsprechend cyaB7 wirde wahrscheinlich keine hoheren Aktivitaten fur Rv1319ckat
erbringen, da dieser Bereich gegen cyaB um 2 AAn kurzer und wenig konserviert ist
(Abb. 5-1). Ob eine N-terminale Verlangerung der wenig bzw. inaktiven
mycobakteriellen katalytischen Zentren, wie bei cyaB6 hemmend oder im Gegenteil
aktivierend wirkt, mufte Uberprift werden, da aufgrund der geringen Konservierung
gegenuber cyaB (und auch Rv3645) keine vergleichenden Vorhersagen mdglich

sind.

cyaB7 kat/cyaB8

Rv1318c 334
Rv1319c 335 :
Rv1320c 334 :
Rv3645 335 :
cyaB 137 :

Abb. 5-1. Alignmentausschnitt der mycobakteriellen ACn mit cyaB.

Eingezeichnet sind die Starts von cyaB6-8 (\/), sowie die der mycobakteriellen katalytischen
Zentren (v,kat). Konservierungen: in 5 (invers), 4 (dunkelgrau) bzw. 3 (hellgrau) Sequenzen.

Die Proteinabhangigkeit war linear steigend, und zeigte gegen 20 uM Protein eine
Sattigung (Abb. 4-36). Dies konnte ein Hinweis auf einen schnelleren Zerfall des
aktiven Enzymdimers als dessen Bildung sein. Bei genligend hoher
Proteinkonzentration (hier ab 16 uyM Protein) entstlinde ein steady-state Zustand. Ob
ATP die Dimerisierungsrate beeinfluf3t, mifite aber noch untersucht werden.

Das pH-Optimum von 9,5 lag sehr hoch, ist aber konsistent mit denen der
katalytischen Zentren von cyaB (4.1.3.3), der Anabaena-AC* und Plasmodium-AC*°.
Uber mdgliche Einfliisse auf die kanonischen AAn oder andere Reaktionspartner

laRt sich nur spekulieren.
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Das Temperaturoptimum lag bei 37 °C, der Idealtemperatur des menschlichen
Korpers, in dessen Makrophagen sich M. tuberculosis einnistet. Die
Aktivierungsenergie war mit Eax = 28 kd/mol sehr niedrig. Sie kann mdglicherweise
mit der Besonderheit von Rv1319ckat erklart werden (5.2.3).

Als Mal flr eine konzentrationsabhangige Beeinflussung des aktiven Zentrums lief3
die lineare Zeitabhangigkeit keinen Schlu® auf eine Aktivierung oder Hemmung
durch Edukte oder Produkte zu (Abb. 4-40). Einflusse hatten einen nichtlinearen
Verlauf zu Folge, wie die Aktivierung durch der GAF-Domane durch cAMP®.
Rv1319ckat zeigte nur mit Mn?* Aktivitat (Abb. 4-42). Hierfiir spielt wahrscheinlich die
starkere Elektronegativitat (1,6) gegeniiber der von Mg* (1,2) eine Rolle. Diese
erméglicht es dem Mn?** das ATP und die es oktaedrisch' koordinierenden
Aminosaurereste starker zu binden. Mg?* ist hierzu moglicherweise auch aufgrund
seines geringeren lonenradius nicht in der Lage.

Rv1319ckat ist substratspezifisch fur ATP. Dies wird durch die AAn K407 und T473
unterstrichen, die fiir die ATP-Selektivitit verantwortlich sind*’. Das kanonische
Aspartat ist hier zwar gegen ein Threonin ausgetauscht, dies scheint aber keinen
Einfluld auf die Selektivitat zu haben. Zudem kann die negative Ladung des Aspartats

durch Carbonat ersetzt werden**.

5.2.3 Besonderheit von Rv1319ckat

Sie besitzt als einzige der vier katalytischen Zentren eine hohe Aktivitat (4.2.4.1).
Dies konnte in einer Anomalie der o4-Helix des katalytischen Zentrums begrindet
liegen. Da die Sekundarstruktur der katalytischen Zentren der mycobakteriellen ACn
im wesentlichen mit denen von VC1 und 11C2*® langenkonserviert ist (Abb. 5-2), kann
angenommen werden, daf die Tertiar- und Quartarstrukturen ebenfalls ahnlich sind
(Abb. 5-4). Ein Alignment mit den katalytischen Schleifen des VC1-1IC2
Heterodimers*® zeigt weiterhin fiir den Bereich um die o4-Helix identische
kanonische AAn und eine Langenkonservierung mit den mycobakteriellen ACn.
Deswegen kann angenommen werden, dal} dieser Bereich ebenfalls als a-Helix
vorliegt (Rechteck in Abb. 5-2).

Die Positionen D477 und E481 bei Rv3645 (und Rv1318c und 1320c) werden bei
Rv1319c jeweils von K477 und Q481 besetzt. Rv1319c weist damit in der Umgebung
der beiden an der Katalyse beteiligten Aminosduren N480 und R484 statt zwei
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saurer eine basische und eine polare AA auf (Abb. 5-3). Damit reihen sich K477,
N480 und R484 entlang der o4-Helix auf einer Seite (Sterne Uber der Sequenz in
Abb. 5-3) und damit parallel der negativen Ladungen der drei Phosphate des ATP
auf (vgl. Abb. 5-4). Dadurch kann das ATP vielleicht leichter gebunden werden, was
eine mogliche Erklarung fur die geringe Aktivierungsenergie (28 kJ/mol, 4.2.4.5)
ware. Ebenso kénnte auch Mn?* mit seiner groReren Elektronegativitat und seinem
grolieren lonenradius hier den besseren Cofaktor darstellen.

Q481 (Vv in Abb. 5-3) entfernt in Rv1319c gegenuber den anderen drei
mycobakteriellen ACn die negative Ladung des E481. Diese saure Ladung fehlt auch
in 1IC2, cyaB und Rv1625c (vgl. Abb. 5-2 und Abb. 5-3). Das E481 stort
moglicherweise die korrekte Faltung der katalytischen Doméane, da es sich auf der
der katalytischen Spalte abgewandten Seite der o4-Helix befindet. Dal® Rv3645 als
Holoenzym und katalytisches Zentrum mit HAMP-Domane eine grofRere Aktivitat als
das katalytische Zentrum ohne HAMP-Domane zeigt, konnte u.a. ein Hinweis auf die
Beeinflussung der Wechselwirkung von E481 durch die HAMP-Domane sein.

D477 (Rv3645), nur bei Rv1319c zu K477 ausgetauscht, ist zwar auch in cyaB (als
D297) und Rv1625c*® (D344) enthalten, allerdings ist die betrachtete Region der
aktiven ACn ansonsten ungeladen bzw. schwach polar, d.h. die sauren Ladungen
von E481 und E487 fehlen. Dies konnte ein Hinweis auf die Hemmung durch die
negativen Ladungen in diesem Bereich sein, das ATP wirde schlechter gebunden.
Zwei weitere saure AAn, E353 und E356, sind in der Sequenz von Rv1625c leicht
verschoben, und stehen damit auf der Gegenseite der Helix. Bei cyaB sind in dieser
Schleife zwei Deletionen vorhanden, die das Prolin auf die Seite der geladenen AAn
bringt und die Helix verkurzt (Abb. 5-3).

Die vier mycobakteriellen ACn enthalten zusatzlich noch ein P478 in der a4-Helix
(ahnlich wie cyaB), das deren Windung und Ladungsanordnung durch einen leichten
Knick in der Sekundarstruktur zusatzlich beeinfluldt. Dies bedlrfte aber weiterer
Untersuchungen.

K1065 in IIC2 ist bei den hier betrachteten mycobakteriellen ACnh gegen R523
ausgetauscht. Diese AA dient als Deckel der katalytischen Tasche und bindet das -
Phosphat des ATP (Abb. 5-4). Durch den Austausch wird in dieser Region eine
etwas starkere Basizitat erzeugt (pK, fur K = 10,8, R = 12,5). Dies hat aber
wahrscheinlich keinen Einfluld auf die Aktivitdt, da andere aktive mycobakteriellen

ACn diesen Austausch ebenfalls besitzen (nicht gezeigt).
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Rvl318ckat 355 :@EERH----------—-————————- €SIeIIVTS - - - -RPP
Rvl319ckat 356 :@EDEH----------—-———————— DN----QPA
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Rv3645kat 356 :GOEED---------------————~—~ ARSIV ESINOISAAT - - - -RPP
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VCl-rat 325 :QEMYMTINELEARFDKLAAENH- - - CLRIKILEBCYYCSELPEARA- - -
Rvl318ckat 380 :AD KFIZAIVVDENDRHHGLY - - -
Rv1319ckat 381 :AH REFSAIVVNE\DRHHGLI - - -

Rv1320ckat 380 :AEYM REIGTVIVDEYNHHRGLV - - -
Rv3645kat 381 :AEYNQ EFISRVVVET/ARHGGFV - - -
IIC2-rat 909 :LEC EITADFDDLIESKPKFSGVEKIINTT€STY

VCl-rat 369 1-------- DHAHCCVEMGMDMIEAISS REVTGVNVNMRVGIHSGR
Rv1318ckat 419 :------ PNRLPCPEDKALAAARATIA

Rv1319ckat 420 :------ PNRLDRPEDAALAAARATAPR

Rv1320ckat 419 :------ PNRLSHPEDAALATARATANR

Rv3645kat 420 :------ PIEHPDGAGAALSAARELHPEMIPVLGSAEFGIGVSAG

IIC2-rat 959 :AQEPERQYMHIGTMVEFAYALVGKL

TLENHNEAGGHAGRIHMTKATLNYLN-GDY] VEP
ERVAIIRCELAINSRP LASAQANDAASEEIZFRAR
HRLCEL (SHPARIMLASSDTIFHAASETIZRAH
AMRCELAINSYPSRIBLASSQTIFRGASEN CAR
E‘ﬁRLTEL SLEDGHWYLASATAWSGALD

RSENUDSTGVLDKIQWTEETSL, LQTLGYTCTC
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VCl-rat 411
Rvl1318ckat 463
Rv1319ckat 464
Rv1320ckat 463
Rv3645kat 464
IIC2-rat 1009

LG (7 XINRONX B7=___

VCl-rat 460 :GCGEERN-AYLKEHSIETFLILRCTQKRKEEK----------=-------
Rv1318ckat 513 :WSMERHVKLRGHDQPVRLAKPVGLTKPRR -~~~ -=--=-=--=--=--~--
Rv1319ckat 514 :WSHEETVTLRGHEQPTRLAVEPT---------=--=--~—~-~————————-
Rv1320ckat 513 :WSHEETVTLRGHDQPIRLTSPVQQLQOMPAQSADIVGGALGDHQTHTIYRG
Rv3645kat 514 :WD\EEVVELRGRAAPTQLARPMNLAAPEEVSSEVRG--------------
IIC2-rat 1059 :RG---IINVKGKGDLKTYFVNTEMSR------=--=---=--=——=——--

Abb. 5-2. Alignment der katalytischen Zentren VC1 und lIC2 und der von Rv1319c und Rv3645.

Die Sekundarstruktur von VC1 und 1IC2*® entstammt Figure 1. Die Namen der a-Helices (*) und
B-Faltblitter (=) stehen jeweils am Bereichsbeginn (a = ATP-Bindung, m = Mg**-Bindung, k =
Katalyse; oberhalb: C1, unterhalb: C2). Konservierungen analog Abb. 5-1. Das Rechteck
bezeichnet die im Text besprochene [35-/ a4-Region von IIC2 (vgl. Abb. 5-4 und Abb. 5-3).
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Abb. 5-3. o4-Helices der katalytischen Zentren von Rv1319c, Rv3645, cyaB und Rv1625c,
dazwischen der entsprechende Sequenzausschnitt.

Aminosauren: invers = basisch, dunkelgrau = sauer, hellgrau = polar (nur N,Q). Auf
Konservierungen wurde zugunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet. Mit einem Stern (*)
markierte AAn befinden sich auf derselben Helixseite (a=ATP-Bindung, k=Katalyse, ¥V wird im
Text besprochen).
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Abb. 5-4. Tertidrstruktur des katalytischen Zentrums von VC1/lIC2 (Tesmer et.al.”, Figure 1B).

Aufgrund der Lingenkonservierungen (Abb. 5-2) kann diese Kristallstruktur als mogliches
Modell des katalytischen Zentrums der mycobakteriellen ACn angenommen werden. Die Abb.
wurde mit den entsprechenden AAn von Rv1319¢ und Rv3645 versehen. In den
mycobakteriellen ACn sind die Austausche T473D und R523K unterstrichen. Die Farben des
Proteinriickgrades zeigen ihre Zugehérigkeit zur katalytischen Schleife (C1 beige, C2 blau). Als
Substratanalogon ist 2’,5’-dideoxy-3’-ATP (2'5°dd3’ATP) mit zwei Mg2+ und ihren
Elektronendichteverteilungen abgebildet (griin = Stickstoff, rot = Sauerstoff, grau =
Kohlenstoff). Ndheres siehe im zitierten Artikel.

5.2.4 EinfluB der HAMP-Domane

Rv3645 zeigte als einziges der untersuchten mycobakteriellen Holoenzyme deutliche
Aktivitat (950 [pmol/(mg*min)]; Rv1319c hatte nur 5 % davon; Abb. 4-23).

Die Aktivitat der katalytischen Domane mit der HAMP-Domane stieg bei
zunehmender Proteinkonzentration schneller an, als ohne (Abb. 4-45). Die HAMP-
Domane begunstigte in diesem Fall wahrscheinlich die Dimerisierung. Bei Rv1319c
war das Gegenteil der Fall. Das Konstrukt mit der HAMP-Domane zeigte keine
Proteinabhangigkeit.

Der vermutete Einflud der HAMP-Domane auf das katalytische Zentrum wurde auch
durch die Detergenzinstabilitat angedeutet. Die Aktivitat der katalytischen Domane
mit HAMP-Domane fiel schneller ab, als die der katalytischen Doméane allein (Abb.
4-49). Da es sich bei der HAMP-Domane um eine ,Helix-Turn-Helix“-Struktur handelt,
ist es sehr wahrscheinlich, da® die beiden Helices in engem Kontakt zueinander
stehen (Abb. 5-9). Durch die Detergenzien wird vermutlich sowohl der Kontakt

zwischen den Helices, als auch der damit verbundene Einflu® auf die katalytischen
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Zentren gestort. Dadurch wird die Hemmung bei Rv1319c und die Aktivierung bei
Rv3645 aufgehoben.

Die Wechselwirkungen der HAMP- mit der katalytischen Domane beeinfluf3te auch
die Reaktionskinetik (Tab. 4-4).

Die vmax-Werte von Rv3645kat bzw. Rv3645HAMPkat unterschieden sich kaum (23
bzw. 28 [nmol(mg*min)]), die Ky-Werte deutlich (3,7 mM bzw. 500 uM ATP). Daher
wurde Rv3645kat, dessen Aktivitat unter 1 mM ATP gemessen wurde, als
vergleichsweise wenig aktiv eingestuft (Abb. 4-35 und Abb. 4-46). Fur die
katalytische Domane mit der HAMP-Domane (Rv3645HAMPKkat) liel3 sich der Ky
aufgrund der positiven Kooperativitat (Quin = 2) nur durch eine Auftragung nach
Lineweaver-Burk fur allosterische Proteine zu Ky* = 500 uM ATP bestimmen. Der
Hill-Koeffizient zeigte eine deutlich positive Interaktion der katalytischen Zentren
(Anstieg von 0,9 auf 2). Hier scheint die HAMP-Domane nicht nur die Dimerisierung
zu fordern, sondern auch eine aktivierende Wechselwirkung der katalytischen
Zentren zu vermitteln. Dadurch wurde es moglich, dall bei einer knappen
Verdopplung der umgesetzten Molekile pro Sekunde (kcat) die katalytische Effizienz
(kcat/Km) durch die starke Senkung des Ky-Werts um gut eine Zehnerpotenz anstieg
(Tab. 4-4). Fur Rv3645 laldt sich offensichtlich sagen, dal} die HAMP-Domane das

katalytische Zentrum aktiviert.

Rv1319c verhielt sich in dieser Hinsicht umgekehrt. Die HAMP-Domane beeinflufdte
weder das pH- noch das Temperaturoptimum. Ebenso hatten Detergenzien keinen
Einflu®. Die Aktivierungsenergien unterschieden sich deutlich (Rv1319c: 28 kJ/mol,
Rv1319cHAMPkat: 36 kJ/mol und Rv3645HAMPkat: 83 kJ/mol), was den
hemmenden Effekt der HAMP-Domane bei Rv1319c andeutet. Der
Energieunterschied zu Rv3645HAMPkat konnte mit der Besonderheit des
katalytischen Zentrums von Rv1319c zusammenhangen.

Im Vergleich zu Rv3645 unterband bei Rv1319c¢ die HAMP-Domane die
Proteinabhangigkeit (Rv1319cHAMPkat: konstant bei 0,5 nmol/(mg*min),
Rv1319ckat: linear steigend bis 6,5 nmol/(mg*min) fur 0,5 bis 4 uyM Protein Abb.
4-45). Die HAMP-Domane scheint hier die Faltung des katalytischen Zentrums

negativ zu beeinflussen, so dal® eine Dimerisierung behindert wird.
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Die HAMP-Domane halbierte nicht nur vy, sondern steigerte auch den Ky-Wert des
katalytischen Zentrums von Rv1319c¢ (Rv1319ckat: vmax = 10 nmol/(mg*min), Ky = 50
MM; Rv1319cHAMPKat: Vmax = 5 nmol/(mg*min), Ky = 780 uM; Tab. 4-4). Die
katalytische Effizienz wurde damit um 95 % gesenkt, die Wechselzahl dagegen nur
um 25 %, der Hill-Koeffizient anderte sich dagegen fast nicht (1,1 zu 0,8). Die
Auswirkungen der Hemmung durch die HAMP-Domane gleichen damit der einer
gemischten Hemmung. Hier scheinen die Mechanismen der kompetitiven Hemmung
(Erhdhung des Ky-Werts) und die der nicht-kompetitiven Hemmung (Verringerung
der Enzymmenge und damit des vmax) zu wirken. Da kein Hemmstoff zugegeben
wurde, l1alt sich vermuten, dal® das ATP zwar gebunden, aber sehr langsam oder
nur bei bestimmten intermolekularen ZusammenstoRen umgesetzt wird. Das wurde
bei kurzzeitiger Betrachtung die Enzymmenge und damit vmax sSenken, bei steigender
ATP-Konzentration aber die Wahrscheinlichkeit der Umsetzung erhdhen. Denkbar
ware auch eine allosterisch aktivierende Anlagerung des ATPs an das Protein, was

den gestiegenen Ky-Wert erklaren wuirde.

5.2.5 Mechanismen der HAMP Wechselwirkungen?

In 4.2.5.3 wurde die amphipathische Helixoberflache in einen hydrophilen und einen
hydrophoben Bereich unterteilt. Durch Mutation von hydrophoben in hydrophile AAn
wurde versucht, diese Wechselwirkung zu storen (Abb. 4-56).
Die Konstrukte der katalytischen Zentren mit mutierter HAMP-Domane hatten bei
Rv1319¢ und Rv3645 eine dreifache Aktivitat gegenlber den Konstrukten der
Wildtyp-HAMP-Domane (Abb. 4-58). Dieser fur beide ACn gleiche Effekt deutet
einerseits auf eine Beteiligung der HAMP-Domane an der Regulation der AC-
Aktivitat, erklart andererseits aber nicht die gegenteilige Regulation.
Eine wahrscheinliche Erklarung ergibt sich aus einer anderen Analyse. Die Helices
konnen durch eine Ebene nach ihrer Ladung und starken Polaritat in eine
vorwiegend positiv und eine vorwiegend negativ geladene Halfte geteilt werden (Abb.
5-5). Bei Rv1319c Uberwiegen dabei die basischen Ladungen in der AH |, wahrend
sie bei Rv3645 ausgeglichen sind; bei AH Il ist das Gegenteil der Fall. Hierzu wird
E310 als erste AA in die AH Il aufgenommen. Dies steht im Gegensatz zu Appleman
und Stewart*’, die das fiir die HAMP-Funktion essentielle Glutamat als letzte AA des
helixverbindenden Linkers definierten. Nach deren Angaben erfolgte die Einteilung
aber auch aus praktischen Grunden, da sie die Zahlung in der AH |l darauf stutzten.
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Letztendlich kann aber nur eine zukulnftige Strukturaufklarung die wirkliche Position
bestimmen, woflur sich bis jetzt jedoch noch keine geeigneten Kristalle gewinnen

lielRen.

Rv1319c AH | Rv1319c AH Il

(w)

Rv1318c 277 : WLTATP RNAATIRNVIZRGELRTNLVVFDGTIHLGIZLONGFNAMVAGL
Rv1319c 278 : WLTAAP RNAATLINNVIZOGDLRGDLVVEFDGTIHLGIZLONGFNAMVNGL
Rv1320c 277 : WLTATP RZATNNVIZOGDLSGDLVVEDGTIHLGIZLORGFNIIMV|2GL
M LS

>

Rv3645 278 : MSIAEPL'QLRWALS VORGNYNAHMQIYDASIHLGLLQAGF

< > <
AH | AH Il

Rv3645 AH | Rv3645 AH 1l
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Abb. 5-5. Vorseite: Ladungsunterteilung der amphipathischen Helices von Rv3645 und
Rv1319c.

Die eingezeichneten Linien stellen die Ladungstrennungsebene der Helices dar. In der Mitte
sind die HAMP-Sequenzen angegeben. Die Doppelpfeile markieren die Helices.
Aminosaurecharakter: dunkelgrau = sauer, invers = basisch, hellgrau = polar (N,Q; nur fir die
Helices). Auf Konservierungen wurde zugunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet. Die erste AA
steht jeweils oben.

In den I0slichen Konstrukten der katalytischen Domane mit der HAMP-Domane
wenden sich hdchstwahrscheinlich die lipophilen Bereiche gegeneinander (Abb.
5-6a)). Dabei stliinden die beiden Ladungstrennungsebenen bei Rv1319c senkrecht
zueinander, bei Rv3645 bildeten sie eine Linie. Diese Anordnung konnte auch im
Holoenzym vorliegen, wenn die hierbei polaren Aullenseiten der Helices
entsprechende Wechselwirkungspartner im Protein oder der Membran finden. Bei
beiden Anordnungen ist der lipophile Bereich weit genug, um eine gegenseitige
Drehung oder  Verschiebung der Helices ohne Anderung des
Wechselwirkungscharakters (hydrophil/hydrophob) zu ermdglichen.

Als zweite Moglichkeit kénnten die hydrophilen Regionen der Helices zueinander
weisen, wobei die hydrophoben Bereiche Bindungspartner im Protein oder im Bilayer
der Membran fanden. Betrachtet man diese Anordnung (Abb. 5-6b)), so kommen
jeweils zwei Zustande infrage, bei der die basischen bzw. sauren AAn in eine
,Ladungslicke“ der gegenuberliegenden Helix passen. Interessanterweise bestehen
diese Ladungsliicken meist aus kleinen, wenig polaren AAn (Alanin und Glycin), so
dald die Helices nahe aneinander anliegen konnen. Auch hier ist eine gegenseitige
Drehung oder Verschiebung ohne Charakterwechsel moglich, zumal die geladenen
AAn und die Ladunglicken der gegenuberliegenden Helices fast zahnradartig
ineinander greifen konnen. Dabei werden die ,Zahne“ des Zahnrades abwechselnd
von der jeweils entgegengesetzten Ladung gebildet, die Zahnlicken von den kleinen
AAn. Der maximale Drehwinkel wirde durch Charakterwechsel, volumindse oder
gleichgeladene gegeniiberliegende AAn bestimmt. Aufgrund der Steighéhe von 1,5 A
kann dieses Modell aber nur fir einzelne (oder deren ungerade Vielfache: 3, 5, ...)
geladene AAn, die in gegenuberliegende Lucke zweier gegenteilig geladener AAn
greifen, angewendet werden. Zwei nebeneinanderliegenden AAn haben bei dieser
Auftragung einen grolBeren Abstand, als die sie einschlieBenden AAn der
gegenuberliegenden Helix. Dies verkleinert die Anzahl moglicher Anordnungen.
Interessanterweise kommen hier fir Rv3645 zwei Mdglichkeiten in Betracht, bei

denen die Ladungstrennungsebenen entweder eine Linie bilden, oder im 90° Winkel
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zueinander stehen (Abb. 5-6). Fur Rv1319c ist die senkrechte Position zueinander

wahrscheinlicher, wenn auch nicht so deutlich zu erkennen.

Rv1319c

Abb. 5-6. Interaktionsmoglichkeiten von AH I (jeweils linke Seite der Helixpaare) mit AH Il iiber
die a) lipophilen oder b) geladenen Regionen. Markierungen wie in Abb. 5-5.

Positioniet man E310 aulierhalb der AH Il, so ergibt sich keine
Ladungstrennungsebene flir diese Helix, und der saure Charakter bleibt auf einen
kleinen Bereich beschrankt. Die hydrophoben Wechselwirkungen sind hiervon nicht
betroffen, aber fur das mdgliche Zusammenspiel der Ladungen bestehen weniger
gute Mdglichkeiten (Abb. 5-7). Die Lage des E310 kdnnte also die Ladungsverteilung
bestimmen, und ist vielleicht deshalb bestimmend fur die Funktion der HAMP-

Domane.
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Rv1319c Rv3645

‘&_;/\;‘"
Al

O@e

Abb. 5-7. Interaktionsmoglichkeiten ohne E310 in AH Il. Eine Ladungstrennungsebene ergibt
sich nicht. Markierungen wie in Abb. 5-5.

Dieses Modell gabe auch eine mogliche Erklarung fir die Eigenschaften der
Konstrukte mit den ausgetauschten HAMP-Domanen von Rv1319c bzw. Rv3645.
Nach dem Austausch der Wildtyp-HAMP-Domane von Rv3645 gegen die von
Rv1319c, konnten fur das entstandene Konstrukt mit dem katalytischen Zentrum von
Rv3645 (Rv1319cHAMP3645kat) keine kinetischen Parameter bestimmt werden
(4.2.5.2).

Beim entsprechenden Konstrukt der katalytischen Domane von Rv1319c
(Rv3645HAMP1319ckat) hatte die ausgetauschte HAMP-Doméne einen ahnlich
hemmenden, wenn auch anders gewichteten Effekt wie die Wildtyp-HAMP-Domane.
Die Maximalgeschwindigkeit und die katalytische Effizienz sanken um ca. 90 %, K
verdoppelte sich. Der Hill-Koeffizient wies auf eine negative Kooperation hin und die
katalytische Effizienz betrug nur noch 4 % (Tab. 5-1).

Kwm Vmax Kcat Kcat/Km Qi
[UM]  [nmol/(mg*min)] [*10°s™]
Rv1319ckat 50 10 1,2 24 1,1
Rv1319cHAMPkat 780 5 0,9 1,2 0,8
Rv3645HAMP1319ckat | 130 1,1 0,2 1,5 0,4

Tab. 5-1. Kinetische Parameter des Einflusses der HAMP-Doménen auf das katalytische
Zentrum von Rv1319c (vgl. 4.2.5.2 und Tab. 4-4).

Der Austausch der HAMP-Domanen koénnte hier durch eine unterschiedliche
Verdrillung der Helices von Rv1319c bzw. Rv3645 zu einer strukturellen Umordnung
im katalytischen Zentrum des anderen Enzyms fuhren. Je nach Wechselwirkung
ergeben sich andere Eigenschaften der Chimare. Vielleicht kann die HAMP-Domaéane

von Rv3645 eine Konfiguration der HAMP-Domane von Rv1319c nachahmen,
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andersherum jedoch nicht? Eine bestimmte der moglichen obigen HAMP-Anordnung
herauszugreifen und fiir die Anderungen verantwortlich zu machen, wirde aber die

Spekulation zu weit Uberdehnen.

Die Mutation der HAMP-Domane im Holoenzym flhrte bei Rv3645 zu einer
vollstandigen Inaktivierung, wahrend Rv1319c in seiner Aktivitat nicht beeinfluf3t
wurde (Abschlul® von 4.2.5.3). Durch die wahrscheinliche Verdrillung der Helices
scheint im Enzym eine funktionelle Struktur aufrecht erhalten zu werden, die durch
die Mutation in Rv3645 zusammengebrochen ist. Hier zeigt die Aufhebung
Amphipathizitdt der Helices deren Bedeutung fir die richtige Faltung bzw.
Orientierung der katalytischen Domane. Bei Rv1319c bleibt nach der Mutation noch
ein hydrophober Bereich von 7 AAn, nur durch ein R unterbrochen, in AH | bestehen

(Abb. 4-56), was eine Aktivitatsanderung zu verhindern scheint.

Die intrazellularen Schleifen zwischen den Transmembrandurchgangen sind im
Gegensatz zu den extrazellularen etwa doppelt so lang (intrazellular: 26-33 AAn,
extrazellular: 3-15 AAn) und die Ladungsverteilung zwischen diesen ist
unterschiedlich fur Rv3645 und Rv1319c (Abb. 5-8 und Abb. 4-22). Hier kdnnten
sowohl intramolekulare Angriffspunkte fur Wechselwirkungen mit der HAMP-
Domane, als auch intermolekulare mit anderen maoglicherweise regulierenden
Proteinen oder Substraten liegen.

Der ebenfalls unterschiedliche N-terminus von Rv3645 gegenuber den anderen drei
mycobakteriellen ACn konnte als Signalsequenz fur andere Ziele in der Zelle
kodieren. Dies wurde mit der unterschiedlichen Regulation der AC im Einklang
stehen.

Extrazellular kénnte bei den mycobakteriellen ACn ein eventueller Rezeptor nur von
den zwei Schleifen mit je 15 AAn gebildet werden, da der Ubergang zwischen
Transmembrandurchgang 3 und 4 gerade die fur eine Umkehr erforderlichen 3 AAn
besitzt. Diese Theorie kann allerdings nur mit Hilfe einer Strukturanalyse Uberprift

werden.
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N-terminus (51 bzw. 43 AAN):

Rv1319c 1 : MP:E ————— éETMAQ LGQALETMTEQCGQLEETPAYGSWLLGEVSESPs
1 : M Q

Rv3645 FVGFROVPAARYGGLMATTAALPRRIE- - - AFVRWVV- - - - - - - R|

1. intrazellulare Schleife (zwischen TM2 & TM3; 26 bzw. 33 AAn):
Rv1319c 114 : IVJASIWA----- PSQ ——G NTLLLPF
Rv3645 106 : LLMPVF WQ@DNLL LRMPL
2. intrazellulare Schleife (zwischen TM4 & TM5; 31 AAn):
Rv1319c 191 : FT PVAA@AL GRPPRIFAPGIMGET
Rv3645 190 : QS PVAVAALJJSGVPENVNAPGVILEL

Abb. 5-8. Intrazelluldre Verbindungen der TMe von Rv1319¢c und Rv3645.

Aminosauren: invers = basisch, dunkelgrau = sauer, hellgrau = polar (nur N,Q). Auf
Konservierungen wurde zugunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet.

In der Literatur wird die Regulation durch die HAMP-Domanen berichtet®!. Die
unterschiedlichen Aufgaben der amphipathischen Helices | & Il wurde schon beim
Nitrat Sensor NarX erkannt*. Die Ergebnisse der Sequenzdeletionen in der HAMP-
Domane in der Lange von 6 und mehr AAn (Fig. 2 des Artikels) kdbnnen mit dem hier
gefundenen Modell mdéglicherweise erklart werden. Die Entfernungen in der AH |
und dem Linker fuhrten dort zu konstitutionell hohen Aktivitaten. In der
amphipathischen Helix 2 ergaben alle Deletionen (bis auf eine am C-terminus) nur
Basalaktivitat. Zwei der Mutationen flhrten sogar zur umgekehrten Antwort. Diese
Ergebnisse zeigen, dalk die AH Il bei NarX fur die Aktivitat eine Rolle spielt, wahrend
die AH | anscheinend eine regulierende Wirkung besitzt. Dies konnte fur die
mycobakteriellen ACn nicht gezeigt werden, da die Mutation der HAMP-Domane
nicht zwischen AH | und AH Il unterschied. Es ist auch fraglich, ob die beiden Helices
bei der Untersuchung der HAMP-Domane getrennt voneinander betrachtet werden
durfen. Die Annahme, dal® die HAMP-Domane generell hemme, kann mit der
Aktivierung von Rv3645 nicht unterstutzt werden.

Als wichtig bleibt festzuhalten, dal® die beiden amphipathischen Helices
wahrscheinlich nur im gegenseitigen Zusammenspiel ihre regulatorische Aufgabe

erfullen konnen.
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5.2.6 Modellvorschlage fiir die mycobakteriellen ACn

In der Literatur wird fir die Funktion der HAMP-Domane ein Klappmechanismus
vorgeschlagen, der die amphipathischen Helices ahnlich einem Scharnier bei
Signalibermittlung zusammen- oder auseinanderklappen lassen sollte®*. Die
folgende katalytische Domane wirde so sterisch aktiviert oder gehemmt. Eine weite
Entfernung ware fur die hydrophoben Bereiche der amphipathischen Helices
allerdings energetisch ungunstig.

Wabhrscheinlicher ist, dal® die Helices standig in engem Kontakt zueinander stehen,
und sich wahrend der Signalibermittlung gegeneinander drehen oder verschieben.
Dieses Modell wirde auch durch die gedrehten Trennungsebenen der
amphipathischen Helices gestutzt.

Das in allen HAMP-Domanen hochkonservierte N-terminale Prolin bewirkt einen
Knick im Ubergang von der Transmembranregion, der es zumindest der AH | erlaubt,
an der Membran anzuliegen. Da sich aber wahrscheinlich ein flacher Winkel bildet,
stunden die Transmembrandomanen diagonal in der Membran. In Abb. 5-9 wurde

versucht, dies zu berucksichtigen (vgl. Abb. 1-3).

extra

intra

Abb. 5-9. Modellvorschlag fiir die Anordnung der HAMP-Domédne mit dem katalytischen
Zentrum der mycobakteriellen ACn.
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6 Zusammenfassung

Es wurden funf Adenylatcyclasen untersucht, die viele Gemeinsamkeiten besitzen,
u.a. einen D/T-Austausch im aktiven Zentrum. Sie gehoren alle in die AC-Klasse llIb,
die durch diesen D/T-Austausch charakterisiert ist.

cyaB erwies sich als ungeeignetes Modell fur die Untersuchung der
Wechselwirkungen mit fremden Enzymdomanen. Die Aktivitat des Holoenzyms, die
in der Literatur'® beschrieben wurde, konnte in dieser Arbeit aber nicht bestatigt
werden. Statt dessen wurden die Charakteristika des katalytischen Zentrums
bestimmt.

Unter den im Genom von M. tuberculosis identifizierten 15 Adenylatcyclasen
befanden sich vier mit dem obigen D/T-Austausch, Rv1318c, Rv1319c¢, Rv1320c und
Rv3645, deren HAMP-Domane sie gleichzeitig zu einer Gruppe zusammenfalite.
Das isolierte katalytische Zentrum von Rv1319c war als einziges der
mycobakteriellen Adenylatcyclasen robust aktiv. Rv3645 stellte das einzige aktive
Holoenzym dar. Fur beide Beobachtungen konnte eine mogliche Erklarung aufgrund
der HAMP-Domane gefunden werden.

Die Annahme, die HAMP-Domane wirde auf alle Adenylatcyclasen den gleichen
Effekt auslben, stellte sich als irrtumlich  heraus. Aufgrund von
Aminosaureaustauschen in der Sequenz der HAMP-Domane und des katalytischen
Zentrums konnten die mycobakteriellen Adenylatcyclasen in zwei Gruppen mit
gegensatzlicher Regulation unterteilt werden. Fur die Regulation der HAMP-Domane
spielt die sterische Verteilung der Aminosaurecharakteristika zwischen den beiden

amphipathischen Helices eine entscheidende Rolle.
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7 Anhang

7.1 Berechnung der Aktivitat

A meI (CAMP) — ATP [ UM] * 1 02 * % I:)Probe [Cpm]_32 I:)Leerwert [Cpm]
mg (Protein)=min | Protein [mg] * Zeit [min] %P, .. [cpm]
° Htotal [Cpm]
PProbe [Cpm] - 3%32 I:>Probe [Cpm]

&

3

7.2 Berechnungen der kinetischen Parameter Ky und v,y

7.2.1 ... nach Hanes-Woolfe:

Die Berechnung der y-Achseneinheit erfolgte mit Hilfe folgender Formel:

eingesetztes ATP MM 1o MmOl #*mgEmin - mg#min
spezif. Aktivitat ~ pmol /(mg#min) |*umol £107°  107° *|

ATP umgesetzt ATP umgesetzt

Die kinetischen Parameter kdonnen aus der Gleichung der Ausgleichsgeraden

(y =A+B=*x) berechnet werden.

KM:—A und vmale
B B

1

mit B = y — Achsenabschnitt * -
X — Achsenabschnitt

Der Faktor 10° im Nenner des Achsenabschnitts multiplizierte sich bei der
Steigungsbestimmung flr vimax mit dem pmol/l des eingesetzten ATPs wieder in pmol

zuruck:

1 _mg#min_ | _ mg+#min
v 10® =l pmol  pmol

max

7.2.2 ... fur allosterische Proteine nach Lineweaver-Burk

Handelt es bei dem betrachteten Enzym sich um ein allosterisches Protein, so
weisen die Auftragungen nach Michaelis-Menten einen deutlich sigmoiden Verlauf

statt des hyperbolen Verlaufs, den dieses Modell fordert, auf. Die Bestimmung der
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kinetischen Daten ist hierbei nicht ohne weiteres aus den Ublichen Linearisierungen
moglich. Man kann sich aber durch eine Auftragung nach Lineweaver-Burk fur
allosterische Enzyme behelfen. Hierbei wird der Kehrwert der Aktivitat nicht gegen
den einfachen Kehrwert der Substratkonzentration, sondern gegen sein
exponentielles Vielfaches (hier z.B. 1/[ATP]?) aufgetragen. Der Exponent wird
empirisch nach dem besten Korrelationseffizienten der Ausgleichsgeraden gewahlt.
Die ,normale“ Lineweaver-Burk Darstellung entspricht hierbei dem Sonderfall von
1/[ATP]".

Der Unterschied bei der Parameterauswertung besteht darin, da® kein Ky , sondern
nur die Konzentration halbmaximaler Aktivitat (hier Ky* genannt) abgelesen werden
kann, da die Michaelis-Menten Konstante nur fiir den Sonderfall (1/[ATP]")definiert

ist. Die allgemeine Umrechnung erfolgt entsprechend der Ublichen Berechnung nach:

K'= [S]g,s
[S]o,s = W:KM *

Dabei ergibt sich K’ aus dem abgelesenen y — Achsenabschnitt —"/x: .

7.3 Berechnung der Standardabweichungen

SD = \/%Z(xi —X)? ist die Standardabweichung und
n—"15

SEM = ist der Standardfehler des Mittelwertes

sD
NG
(mit n = Anzahl der Versuche; jeder Versuchswert (n) setzt sich aus gemittelten

Doppelwerten zusammen).

7.4 Katalytische Effizienz

Die katalytische Effizienz ist als kea/Km [SM™"] mit Keat = Vimax/[E]r definiert®? (dortiger
Abschn. 8.4.1f). Die (spezifische/maximale) AC-Aktivitat ist aber bereits auf die
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Enzymmenge (in mg) standardisiert (Vmax [nmol ATP/(mg*min)]), so daf sich vmax und

Keat Nnach Umrechnung der Einheiten entsprechen (kcat ~En SL:FJ;:;T,{ [s]j'
zy I

7.5 Accession Numbers

7.5.1 Stigmatella aurantiaca

cyaB P40138 SWISSPROT

7.5.2 Mycobacterium tuberculosis

Rv1318¢c Q10631 SWISSPROT
Rv1319c Q10632 SWISSPROT
Rv1320c Q10633 SWISSPROT
Rv3645 006362 SWISSPROT

7.6 Internetadressen

DNA Silent Restriction Sites
http://www.dwalab.com/DNAProject/bin/DNA Analysis Frame.html

EMBL http://www.embl-heidelberg.de/

EXPASY http://us.expasy.org/

GENBANK http://ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.html
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

NCBI BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Sanger Zentrum (Projekt Mycobakterium tuberculosis)

http://www.sanger.ac.uk/Projects/M tuberculosis/

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/
SWISSPROT http://www.expasy.org/sprot/
TuberculList http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/
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